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Lo que no sabemos y lo que debemos
saber acerca de las pruebas moleculares
en el tamiz de infecciones transmitidas
por infeccion en donadores de sangre
en México

Héctor A Baptista-Gonzdlez*

Resumen

Los algoritmos para el tamiz de los donadores de san-
gre se basan primariamente en estudios seroldgicos
mediante técnicas inmunoenzimdticas, principalmente
ELISA, forman parte del esquema mds racional y con
mejor resultado costo-efectividad, por lo que es la me-
todologia mds empleada. Para poder incluir una nue-
va prueba en el tamiz de los donadores de sangre, se
deben cumplir obligadamente, ciertos criterios
epidemiolégicos y técnicos para poder lograr un im-
pacto favorable en la modificacién de la historia natu-
ral de la enfermedad, lograr la factibilidad y viabili-
dad de la intervencién con el menor costo econémico
posible, evaluado mediante un estudio integrativo de
costo-eficiencia favorable. Las pruebas suplementarias
(p24, anti-HBc) o moleculares, que han generado un
valor agregado en este proceso de escrutinio con re-
sultados variables. No existe informacién suficiente que
demuestre en términos técnicos cientificos, al igual que
otras intervenciones en salud, las ventajas de los estu-
dios moleculares mediante una estrategia universal en
el tamiz de donadores de sangre. El conocimiento del
proceso del escrutinio de donadores y los reportes per-

Abstract

The algorithms to screening the blood donors are based
primarily on serologic tests by immunoenzyme techniques,
mainly ELISA, comprise of the most rational scheme and
with a better result cost-effectiveness reason why using
is the methodology more. In order to be able to include a
new test in the screening of blood donors, we must com-
plete compulsorily, certain epidemiologists and techni-
cians criteria to be able to obtain a favorable impact on
modification of natural history of the disease, to obtain
the feasibility and viability of intervention evaluated by
an integrative study of favorable cost-efficiency. The ad-
ditional tests (p24, anti-HBc) or molecular techniques
have generated an added value in this process of screen-
ing with variable results. Sufficient information that does
not exist it demonstrates in scientific technical terms, like
other interventions in health, the advantages of the mo-
lecular studies by a universal strategy in testing blood
donors. The knowledge of the process to study blood
donors, and the persistent reports of the high
seroprevalence, indicate to evident faults in tactically
important points of education for the health, promotion
of blood donation and medical evaluation in the selec-
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sistentes de la elevada seroprevalencia, sefala eviden-
tes fallas en los puntos criticos de educacién para la
salud, promocién de la donacién y evaluacién médica
en la seleccién de donadores, en un marco legal
ineficiente que inhibe el desarrollo de donador segu-
ro, para que en conjunto con sus resultados de costo-
eficiencia, se establezca una secuencia coherente entre
donador seguro y sangre segura en beneficio de la
salud de la poblacién.

Palabras clave: Virus transmitidos por transfusién,
donador de sangre, banco de sangre, transfusién san-
guinea.

Para incluir una nueva prueba en el tamiz de
los donadores de sangre se deben cumplir,
obligadamente, ciertos criterios epidemiolé-
gicos y técnicos para lograr un impacto fa-
vorable en la modificaciéon de la historia na-
tural de la enfermedad, asi como la
factibilidad y viabilidad de la intervencién
con el menor costo econémico posible, eva-
luado mediante un estudio integrativo de
costo-eficiencia favorable (Cuadro I). Si es-

tion of blood donors, in an inefficient legal frame that
inhibits the development of safe donor, so that altogether
with his results of cost-efficiency, it settles down a coher-
ent sequence between safe donor, and safe blood to the
benefit of population health.

Key words: Transfusion transmitted virus, blood donors,
blood banks, blood transfusion.

tos criterios no son tomados en cuenta en el
contexto local de cada banco de sangre o
institucién, se tenderdn a repetir errores his-
téricos, los cuales constan en los anteceden-
tes de la medicina mexicana.

Los distintos reportes sobre la prevalencia
de reactividad entre los marcadores seroldgi-
cos de enfermedades infecciosas, en donado-
res de sangre, representan un sesgo de auto-
seleccién, pues la probabilidad de acudir a

Cuadro 1. Variables que intervienen en el perfil de una prueba de escrutinio.

Criterios epidemioldgicos:
* Prevalencia de la enfermedad (si la frecuencia de deteccion es demasiado baja, el costo por caso podria ser elevado,
consecuentemente con una escasa reducciéon de la morbilidad y mortalidad)

* Tasa de incidencia de la enfermedad
* Duracién promedio de la fase preclinica

* Tamiz previo en los donadores (donador voluntario o reposicion, de primera vez o repeticién, con seleccién médica o con

serolégica dirigida, etc.)

Criterios técnicos:
* Evaluacion de desempeio de la prueba (pruebas diagnésticas, esperando obtener la maxima sensibilidad e ideal, pero no
obligadamente, también una maxima especificidad, que genere una tasa baja de falsos positivos, pues los valores predictivos

dependen de la prevalencia de la enfermedad)

* Validez interna y externa comprobada

* Puntos claros de corte

* Disponibilidad opcional de prueba suplementaria

* Disponibilidad de prueba confirmatoria

* Estrategia de tamiz en pruebas en paralelo o en serie
Criterio de integracion:

* Documentacion sobre la evidencia de costo-eficiencia
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tamiz (participar) es mayor en sujetos mds sa-
ludables y con menor riesgo de enfermedad.
Sin embargo, frecuentemente se emplea la
seroprevalencia de donadores para referirse
al comportamiento poblacional de un marca-
dor, como se muestra en la compilaciéon de
los reportes presentados sobre la prevalencia
serolégica de diversos estados de la Republi-
ca Mexicana, en el periodo 1990-2005, ex-
presados en tasa por 100,000 donaciones (Fi-
gura 1).

Los marcadores para anti-VHC, son entre 4
y 5 veces mds frecuentes que anti-VIH y el Ags-
HB. Es decir, a pesar de que existe una serie de
filtros que selecciona y elimina posteriormen-
te a mds del 50% de los sujetos que se presen-
tan a donar, algunos quedan sin detectar; por
ejemplo, en el caso de VIH se adquirieron
mediante prdcticas sexuales de riesgo. Las
pruebas moleculares se desarrollaron para
integrarse a una estrategia de estudio en la
poblacién de donadores de sangre. Las poli-
ticas institucionales o nacionales han sido dis-
tintas, con resultados ampliamente variables,
debido a que la identificacién de virus trans-
mitidos por transfusién también se engloba en
el esquema «Norte-Sur». Los paises industria-
lizados han hecho un gran esfuerzo por identi-
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Figura 1. Dindmica en la
tasa de seroprevalencia
reportada en donadores
de sangre 1990-2005.
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ficar el riesgo de transmisién del VHC, VHB y
VIH. Con la introduccién de las técnicas mo-
leculares el riesgo residual se limita a un caso
entre 2,135,000 donaciones (tasa cero para
VIH-2), 1:1,935,000 para VHC y para VHB es
de un caso entre 205,000-488,000 donacio-
nes, y comparados con ofros paises latinoa-
mericanos el riesgo residual actual varia de
1:4,957, 1:496,712 y 1:24,179, para cada
marcador respectivamente.! Asi pues, en esta
revisidon presentaremos algunos de los aspec-
tos bioldgicos, epidemiolégicos y técnicos que
sirven de marco en este andlisis.

Los algoritmos para el tamiz de los dona-
dores de sangre se basan fundamentalmente
en estudios seroldégicos. Las pruebas inmu-
noenzimdticas, principalmente ELISA, forman
parte del esquema mdés racional y con mejor
resultado costo-efectividad, por lo que es la
metodologia mds empleada, aunque se tie-
nen pruebas suplementarias (p24, anti-HBc),
o moleculares, que han generado un valor
agregado en este proceso de escrutinio con
resultados variables. En la comparacién en-
tre diferentes metodologias y reactivos de di-
ferentes fabricantes, en triple deteccién mole-
cular, evaluando panel de seroconversién,
existen diferencias significativas en la sensibi-
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lidad y eficiencia en la detecciéon de periodos
de ventana (Figura 2). Esto significa que la pre-
sencia de RNA o DNA viral no es detectado
inmediatamente después del inéculo, tiempo
que varia entre 7, 11 y 21 dias promedio para
VIH, VHC y VHB, respectivamente. En el mis-
mo sentido, la respuesta serolégica es relati-
vamente temprana para VIH, 22 dias, pero
mds prolongada para VHB y mds aln para
VHC.

Virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH)

A la inoculacién del virus, sigue una etapa de
replicacién viral, que puede ser detectada ha-
cia el dia 10-11 de la infeccién, mediante la
identificacién del VIH-RNA en el plasma del
donador. Entre los dias 10-16 es posible iden-
tificar en el laboratorio la presencia sérica del
antigeno p24 del VIH. La etapa sin deteccién
de anticuerpos o periodo de ventana serolé-
gica, se extiende hasta el dia 21-22 del indcu-
lo donde el anti-VIH aumenta paulatinamen-
te su concentracién hacia el dia 40, para
posteriormente seguir una rampa répida de
ascenso. El escrutinio legal y préctico de los

deteccion serolégica y
molecular en la infeccion
aguda de VIH, VHC, VHB.

donadores es mediante la busqueda de anti-
cuerpo anti-VIH en suero. La prueba suplemen-
taria para detectar una etapa previa es me-
diante la deteccién de p24 y la prueba
confirmatoria tradicional es la inmunoelectro-
transferencia (Western blot), misma a la que
puede adicionarse la deteccién molecular del
VIH-RNA. Esto significa que para el escrutinio
de VIH se puede emplear la estrategia de
pruebas paralelas (anti-VIH, p24, VIH-RNA) o
en serie, que puede ser de una sola prueba o
en combinaciones.

Virus de la hepatitis B (VHB)

La mejoria tecnolégica para la identificaciéon
en los donadores de sangre del VHB, ha dis-
minuido significativamente el riesgo de trans-
misién por transfusién de la infeccién por el
VHB: un evento por cada 153,000 a 500,000
donaciones. Sin embargo, esta mejoria es
aparente, pues el riesgo es de 10 a 100 veces
mayor al compararse con la probabilidad de
infeccién transfusional del VIH o VHC.? Existen
propuestas sobre agregar al tamiz con Ags-
HB, la deteccién del anticuerpo contra la por-
cién central del VHB (anti-HBc), la amplifica-
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cién de los écidos nucleicos del VHB o VHB-
DNA o diferentes combinaciones de las tres
pruebas.*® Se han efectuado diferentes estu-
dios para la validacién de las pruebas mole-
culares en el periodo de ventana serolégica
de la infeccién aguda de la enfermedad vy el
estado de portador crénico o infeccién oculta
por el VHB.¢ La relevancia de estos hechos se
debe a que la infeccién crénica por el VHB se
presenta en cerca del 90% de los donadores
AgsHB. El criterio para definir al portador in-
activo del VHB debe incluir la persistencia se-
rolégica del AgsHB, con negatividad para el
AgeHB pero si con su anticuerpo correspon-
diente, anti-HBe, con valores normales de ALT
y niveles séricos de VHB DNA menores a
10,000 copias/mL o < 2,000 IU/mL, para
unos y < 1.5 veces el limite superior de ALT y
< 100,000 copias/mL para VHB-DNA.” La com-
paraciéon entre los diversos valores de VHB-
DNA se genera con las diferentes metodolo-
gias o técnicas disponibles. Las causas por las
gue no es posible identificar mediante NAT
para VHB-DNA, incluyen la presencia de los
genotipos A (56%) y D (4%), sujetos AgsHB
identificados mediante pruebas ultrasensibles,
periodos de ventana con muy baja carga vi-
ral, sujetos con patrén fluctuante de VHB-DNA
y anti-HBs (infeccién recuperada) y sujetos con
anti-HBc pero sin anti-HBs o portador crénico
asinfomdtico.®

Virus de la hepatitis C (VHC)

Luego de la inoculacién, la deteccién del VHC-
RNA tiene un periodo silente de aproximada-
mente 12 dias, para posteriormente generar
un efecto de ascenso muy rdpido para una car-
ga viral elevada hacia los dias 18-20. Poste-
riormente, y hacia el dia 60, ocurre una caida
significativa de la carga viral para mantenerse
en efecto de meseta durante un periodo pro-
longado. El desarrollo del anticuerpo ocurre

hacia el dia 70 luego del inéculo, obteniéndo-
se un efecto de meseta con mdxima concentra-
cién de anti-VHC hacia los dias 85-90.

Junto con la aparicién de seroconversién en
sujetos receptores de sangre negativa en prue-
bas moleculares para marcadores virales, es
indicado que la transmisién del VHC puede
ser causada por donaciones que escapan a
la deteccién de dcidos nucleicos, a pesar de
estudiarse en muestras individuales.? La com-
paraciéon con diferentes pruebas nos lleva a
resultados que no necesariamente reflejan la
sensibilidad esperada e implica la necesidad
de emplear material y reactivos estandariza-

dos que representen a todos los genotipos del
VHC.?

Treponema pallidum

Es una bacteria del grupo de las espiroque-
tas, un organismo helicoidal cuyo genoma fue
secuenciado por completo en 1998 y consta
de 44 secuencias de tRNA organizado en 8
racimos de 25 genes y 19 genes sencillos y
dos operones de rRNA. La virulencia de la es-
piroqueta estd incluida en 12 proteinas de
membrana.

La infecciéon adquirida por transmisién
sexual presenta un periodo de incubacién pro-
medio de tres semanas, para aparecer las le-
siones luéticas de la sifilis primaria. En la le-
sién secundaria se tiene disponible en nuestro
medio pruebas no treponémicas (VDRL, RPR)
y treponémicas, con amplia variabilidad en
términos de especificidad. Sin embargo, en
legislaciones como la nuestra no se hace dife-
rencia en aceptaciéon o rechazo de un dona-
dor que es reactivo a pruebas no treponémi-
cas, pero negativo a las treponémicas. La
preparacién biolégica de referencia (PBR) pro-
puesta por la OMS para T. pallidum (WHO 1st
IS (#HS), de 47 Ul por dmpula y establecida
en 1957, estd proxima a agotarse y existen
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propuestas para reemplazarla con una pre-
paraciéon de IgG a partir de una mezcla de
plasmas de pacientes con sifilis latente.

Infecciones por Plasmodium (Paludismo)

Las situaciones particulares en las pruebas ba-
sadas en DNA del pardsito estdn relaciona-
das en lo peculiar de su ciclo vital que afecta
la expresién clinica de la enfermedad. El pe-
riodo de latencia, de la inoculacién hasta la
parasitemia, se estima en 9-21 dias, depen-
diendo de multitud de factores, como la espe-
cie de Plasmodium. Luego del indculo, el pa-
résito permanece en el higado durante 7-9
dias, mientras los sujetos permanecen asinto-
mdticos. Al periodo entre la estancia en el hi-
gado (parasitemia) hasta la produccién de
anticuerpos se deben agregar de 4-7 dias mds.
No se tiene claro el significado de la presen-
cia de anticuerpos contra el Plasmodium en el
donador sin parasitemia, recordando una eta-
pa de recuperacién. La dosis infectante se es-
tima de 1 a 10 pardsitos por unidad de san-
gre, dosis que puede ser dificil de detectar en
las técnicas de PCR. Su punto de corte varia
en los 90 pardsitos por unidad, dependiendo
del reporte consultado. No queda claro adn
el confirmar o descartar la existencia de para-
sitemia en sujetos asintomdticos, situacion que
ocurre en ofras condiciones como leismania-
sis o toxoplasmosis. Las investigaciones sobre
paludismo en las pruebas basadas en DNA
del pardsito se han orientado hacia la farma-
covigilancia, genotipaje, variacién de las va-
riaciones antigénicas en la poblacién de estu-
dio y, recientemente, la eficacia de la vacuna.
Sin embargo, las pruebas moleculares no han
mostrado el impacto esperado, debido a que
se tiene escasa experiencia al respecto. La
OMS tiene una PBR (1st IS p. Falciparum DNA,
#047176 ECBS 2006), ain con dificultades
para definir su mejor estrategia de deteccién

basado en la identificacién del RNA o DNA
del pardsito. La metodologia de PCR en tiem-
po real puede detectar una sola copia del pa-
rdsito en una ul de sangre, (alrededor de 250
pardsitos/unidad) pero también esté muy por
encima de la dosis infectante, aunque estas
técnicas muestran la ventaja de poder identi-
ficar al pardsito al menos 5-7 dias antes de
que pueda verse en el microscopio. Las técni-
cas de microarreglos, aunque ya en proceso,
no estdn accesibles para el campo clinico,
pero diferencian claramente a cada especie
de Plasmodium. Los donadores asintomdticos
que hayan viajado a zonas endémicas, pre-
sentan una parasitemia extremadamente baja
(< 90 pardsitos por unidad) que escapa a la
deteccién molecular. La identificacién direc-
ta, realizada por verdaderos expertos, puede
identificar entre 5 a 50 pardsitos/uL. Otra li-
mitante es que los estudios se han dirigido ha-
cia la especie Falciparum y con menor intensi-
dad al ovale, pero practicamente sin informacién
en las especies knowlesi o malarie. No se reco-
mienda que la metodologia de PCR sustituya a
la detecciéon sexolégica.”

Trypanosoma cruzi

La enfermedad de Chagas es propia de la
marginacién y pobreza que afecta aproxima-
damente a 11 millones de latinoamericanos
y se extiende en estimaciones superiores a los
100,000 inmigrantes ilegales seropositivos en
USA y Canadd. En estos paises, la FDA liberd
en el 2006 los reactivos para efectuar la de-
teccion de la respuesta inmunolégica en T.
cruzi en donadores de sangre y érganos. A
pesar del inicio reciente del tamiz en donado-
res y de la gran poblacién serolégicamente
reactiva que pudieran convertirse en donado-
res de sangre, son realmente aislados los ca-
sos documentados de infecciéon postransfusio-
nal (siete casos) o con donacién de érganos
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(cinco casos). En México no existe registro al-
guno que proporcione siquiera una aproxima-
cién sobre el riesgo real de transmisiéon o ca-
sos comprobados de infeccién postransfusional
de T. cruzi; solamente se cuenta con casos es-
porddicos reportados en la literatura de esta
asociaciéon.'®

La prueba aprobada por la FDA se basa en
la captura del anticuerpo anti-T. cruzi, em-
pleando lisado del epimastigote'® y debido a
la escasa experiencia en esta prueba, si se
compara con sifilis por ejemplo, su validacién
aln es inconsistente, ademds de no existir pa-
nales de seroconversién de T. cruzi y las prue-
bas iniciales se efectuaron en lotes de mues-
tras de seroteca hasta con 10 anos de
conservacién y mds de una sesién de descon-
gelamiento. La recomendacién de la AABB y
FDA es dar destino final a las unidades y ex-
cluir a los donadores repetidamente reactivos.
Rastreo de los receptores de las unidades pre-
viamente donadas de los sujetos repetidamen-
te reactivos. Adicional a las pruebas de tamiz,
se debe efectuar la confirmacién con pruebas
de radioinmunoprecipitacién (RIPA), inmu-
nofluorescencia indirecta (IFA) u otras dispo-
nibles que han sido evaluadas con pruebas
suplementarias como las técnicas de inmuno-
mancha.'® Aunque ninguna de ellas tiene apro-
bacién de la FDA como tal o estd en proceso
la validacién de los algoritmos.

Un problema no resuelto en el estudio de
los donadores de sangre es la reactividad cru-
zada de los anticuerpos contra T. cruzi y contra
Leishmania. La AABB estd empleando un siste-
ma de rastreo basado en una pdgina de Inter-
net para la enfermedad de Chagas, que in-
cluye el resultado serolégico del donador y
los datos demogrdficos, especialmente en
aquellas instituciones que no estdn aplicando
este tamiz serolégico. Es decir, existen diver-
sas estrategias para generar seguridad san-
guinea respecto a la ITT por T. cruzi, que inclu-

ye el tamiz en todos los donadores, tamiz en
la primera donacién y de acuerdo al resulta-
do serolégico y factores de riesgo, no efec-
tuar subsecuentes pruebas, identificacién de
la procedencia o residencia del donador en
zonas endémicas y factores ambientales que
favorecen la transmisién de la enfermedad.

Virus del Oeste del Nilo (VON)

El VON se transmite por artrépodos y perte-
nece al género Flavivirus, familia Flaviviridae
y estd relacionado con los virus de la encefali-
tis japonesa, encefalitis de San Luis y encefali-
tis del Valle Murray. Hasta el 18 de julio de
2007, se reporté la CDC, 23 presuntos casos
de infeccién por VON en humanos, mds de la
mitad localizados en los estados fronterizos de
California y Texas. En México se cuenta con un
programa especial para la atencién de la in-
fecciéon por VON, tanto en animales como en
humanos (www.cenave.gob.mx/von/), y hasta
el mes de diciembre de 2006 se reportan 203
casos evaluados, pero uno solo en ser huma-
no se identificé con la infeccién por VON. Por
supuesto que no existe a la fecha reporte al-
guno de la adquisicién postransfusional de
esta infeccién en nuestro medio. La infeccién
del VON no ha tenido el impacto epidémico
debido a que son esporddicos los reportes de
enfermedad equina, humana y aviar en Amé-
rica Latina y el Caribe,!" pero sin tener un com-
portamiento epidémico mundial, como ha
ocurrido en otros casos.

El estudio serolégico del VON incluye la
deteccién de anticuerpos especificos IgG e
IgM, asi como la deteccién del RNA viral. Ha-
cia el dia 2-3, luego del inéculo, se documen-
tan las concentraciones mdaximas del RNA vi-
ral, para disminuir hacia el dia siete. La
produccién de anticuerpos inicia desde el dia
5 y alcanza su punto méximo el dia siete. El
periodo de ventana del VON es muy corto, no
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mds de dos dias. El problema con las prue-
bas seroldgicas es su inespecificidad, pues
presenta reactividad cruzada en aquellos su-
jetos con infeccién por virus del dengue, debi-
do a que las estructuras de ambos virus son
muy semejantes y es posible la existencia de
inmunidad cruzada. Bajo distintos sistemas de
deteccién del VON, se encuentra que la sensi-
bilidad analitica del 95% varia entre 8.2 a 9.8
copias/mL (PROCLEIX y TIGRIS), con reprodu-
cibilidad superior al 99%. Aun cuando existen
pruebas serolégicas y moleculares, las carac-
teristicas propias de la enfermedad (viremia
muy temprana y periodo de incubacién cor-
to), no existe algin estudio clinico (no patroci-
nado por la industria) que demuestre las su-
puestas bondades de la prueba molecular.

Limitaciones en las caracteristicas de las
pruebas

La detecciéon del laboratorio de VHC en mues-
tras de plasma bajo un programa de control
externo de calidad tiene una variacién hasta
del 18% en la cuantificaciéon de concentracio-
nes bajas de VHC, fuera del valor medio de
0.5 logaritmos.'? La transmisién del VHC pue-
de ser causada por donaciones que escapan
a la deteccién de dcidos nucleicos, a pesar de
estudiarse en muestras individuales.’ La com-
paracién con diferentes pruebas nos lleva a
resultados que no necesariamente reflejan la
sensibilidad esperada e implica la necesidad
de emplear material y reactivos estandariza-
dos que representan a todos los genotipos del
VHC.? La metodologia para PCR en tiempo
real muestra mds ventajas en términos de
mayor precision, sin subestimar o sobreesti-
mar la carga viral,’”® ademds de mantener li-
nealidad para VHC entre 10 a 10,000,000 de
Ul/mL para los genotipos 1-6 y con mayor efi-
ciencia para detectar concentraciones de
HVC-RNA < 6,000 Ul/mL que otros sistemas.'*

En la validacién de nuevos calibradores de
referencia para VIH, VHC y DNA-VHB en la
prueba de amplificacién de dcidos nucleicos
contra estdndar internacional, ambos someti-
dos a diluciones seriadas, se ha podido esta-
blecer adecuada concordancia en la detec-
cién de VIH y HVC, pero no asi en VHB, como
material de referencia.’ Para el caso de VIH-
RNA la estabilidad de la carga viral en la
muestra de plasma es adecuada, almacendn-
dose a temperatura de 4-22 GC hasta por una
semana. En el mes de junio del presente afo,
la OMS presenté su plan estratégico para el
desarrollo de PBR donde se incluye a los pa-
tégenos con impacto en la seguridad sangui-
nea. Esto surge como una necesidad urgente
para atender el problema de control de cali-
dad en el escrutinio serolégico o molecular
de los disponentes. Se espera que estos con-
sensos sobre PBR sean efectivos en términos
de validacién y sensibilidad analitica, para
lograr la armonizacién en estudio y diagnds-
tico de la enfermedad.

Linearilidad de la carga viral

Una situacién problematica es la dificultad
técnica que representa el emplear técnicas o
metodologias en el Banco de Sangre o labo-
ratorio clinico que presenten linearilidad con
la eficiencia suficiente para detectar a sujetos
en la etapa de tolerancia inmune, con niveles
muy elevados de ADN-VHB (> 108-109 Ul de
particulas virales) o bien en la etapa de con-
trol inmune con valores extremadamente ba-
jos del ADN-VHB (< 105). Los reactivos comer-
ciales disponibles presentan rango de
linearilidad desde 2.3 x 103-1 x 108, 1.4 x
105-1.7 x 109, 2 x 102-2 x 105 hasta 1.7 x
102-6.4 x 108, segun del fabricante que se tra-
te.> Las diferencias en la sensibilidad analiti-
ca se combinan con los cambios dindmicos y
la habilidad para mantener la linearilidad en
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variabilidad extrema en la concentracién de
particulas virales e identificar a los diferentes
genotipos entre las diferentes metodologias.
Mediante la prueba Procleix WNV Assay, com-
parando el método semiautomatizado contra
el completamente automatizado, se muestran
limites de deteccién del 95% de 8.2 copias/
mL 9.8 copias/mL, respectivamente. Con es-
pecificidad del 99.9% en muestras de plasma
y reproducibilidad > 99.1% a tres concentra-
ciones diferentes (0, 30 y 100 copias/mL). Se
han desarrollado pruebas de microarreglos
multiples para la deteccién del VHB, VHC y
VIH, con secuencias variables de oligonucleé-
tidos. Con esta prueba se detecta 1, 10 y 20
IU de VHB, VHC y VIH-1, respectivamente,
permitiendo discriminar la presencia de 2 6 3
virus en una sola muestra.'®

¢Pruebas individuales, dos o tres en uno?

La evaluacién de la eficiencia y eficacia de
las diferentes estrategias y metodologias, se
ha evaluado empleando distintos paneles de
seroconversién o en el estudio de donadores
de sangre. En ambas situaciones, los resulta-
dos son distintos. El riesgo postransfusional
del VHB, a pesar de las medidas de control
ampliamente conocidas, es mdés alto que
para el caso del VHC o VIH. El agregar la
deteccién de écidos nucleicos (NAT) en do-
nadores individuales podria reducir el riesgo
de ITT mds alld de lo que se obtiene con la
prueba mds sensible disponible para AgsHB.
Sin embargo, en los grupos con baja preva-
lencia del VHB se ha demostrado que el NAT
en minipool podria ser mds eficiente para

Cuadro Il. Sensibilidad analitica en sistema de triple detecci6n.”

Sistema VIH-T-RNA VHC-RNA VHB-DNA

100 %: > 520 Ul/mL
11%: < 50 Ul/mL
> 95%: 30 Ul/mL

Procleix Ultrio
(Katsoulidou A, 2007)
Procleix Ultrio
(McCormick K, 2006)
Procleix Ultrio
Koppelman MH (2005)

100%: > 50 copias/mL
41%: < 50 copias/mL
> 95%: 100 copias/mL

96%: > 250 copias/mL
80%: < 250 copias/mL
> 95%: 15 Ul/mL

95%: 26 (16-58) Ul/mL

95%: 4.6 (3.7-6.5) Ul/mL 95%: 11 (7.3-22) Ul/mL

Cuadro Ill. Estrategia molecular en el tamiz de donadores. Variables relacionadas.

* Marcador Gnico o combinado con dos o tres mds

* Pruebas en serie: sélo incluir aquéllos con estudio serolégico negativo. Con o sin pruebas suplementarias previas
* Pruebas en paralelo: Correr simultdneamente molecular y serolégico
* Ajustes a la endemicidad local del marcador

* Evaluacién de inmunoensayos de alta sensibilidad

e Técnicos

. Metodologfa

. Técnica de concentracién viral

. Muestras sencillas

. Tamano del minipool, igual o distinto para cada marcador

. Sensibilidad analitica

. Tipo de calibrador

Ul W=
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detectar la viremia del VHB.'” Adicionalmen-
te, la deteccién de VHB-DNA en muestras in-
dividuales es mds efectiva que en minipool.
El empleo del NAT en muestras individuales
deberia ser mds efectivo para detectar la in-
feccién del VHB en periodo de ventana, aun-
gue aun no estd disponible comercialmente
un equipo totalmente automatizado para tal
efecto.'® La capacidad mejorada de detectar
el antigeno p24 AG sugiere que estos nuevos
andlisis combinados para la deteccién de an-
tigenos y anticuerpos del VIH podrian susti-
tuir al andlisis del antigeno p24 solamente
en las situaciones para el tamiz de donado-
res cuando las pruebas moleculares no sean
factibles ni comparables.' Empleando panel
de seroconversién: Cobas ((R)) TagScreen
MPX: se evaltan dos panales distintos con
sensibilidad para VIH-1 y VHC de 100 y 95%,
mientras que para VHB varia entre el 90-
95%.2° Los limites de deteccién del 95 y 50%
con metodologia de triple identificacién (Pro-
cleix Ultrio.®) son de 53.7 (32.9-117.2) y 8.6
(6.2-12.1) geq/mL para VIH-1 RNA, 30.3
(19.0-62.4) y 5.2 (3.7-7.2) geq/mL para VHC
RNA y de 393.7 (147.9-6978) y 54.5 (22.4-
143.8) geq/mL para VHB DNA, senalando
variabilidad en la sensibilidad analitica, es-
pecialmente en los casos con carga viral baja
(Cuadro Il). La habilidad de este triple siste-
ma para detectar VHB-DNA cuando se pre-
senta un sujeto con carga viral baja y gene-
rar resultados falsos negativos, puede ser
mejorada al procesar los sujetos en muestras
individuales de plasma.?!

No existe informacién suficiente que de-
muestre en términos técnicos cientificos, al
igual que otras intervenciones en salud, las
ventajas de los estudios moleculares me-
diante una estrategia universal en el tamiz
de donadores, aunque en la literatura exis-
ten diversas variantes de esta actividad
(Cuadro ).

Costo-beneficio

No estd determinada la evaluacién del costo-
beneficio al emplear metodologias inmunoen-
zimdticas ultrasensibles comparada con la
identificacion molecular.' No se tiene informa-
cién sobre la comparacién del efecto de las
técnicas de inactivacién de patégenos, como
una alternativa novedosa a una metodologia
de primera eleccién.

El conocimiento del proceso del escrutinio
de donadores y los reportes persistentes de la
elevada seroprevalencia, sefiala evidentes fa-
llas en los puntos criticos de educacién para
la salud, promocién de la donacién y evalua-
ciéon médica en la seleccidon de donadores, en
un marco legal ineficiente que inhibe el desa-
rrollo de donador seguro, para que en con-
junto con sus resultados de costo-eficiencia, se
establezca una secuencia coherente entre do-
nador seguro y sangre segura en beneficio de
la salud de la poblacién.
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