4

Mexicana de
\ Medicina
Transfusional, A.C.

Asociacion

Vol. 2, Supl. 1, May.-Ago. 2009
pp S79-S83

Sifilis, éuso y abuso de una prueba
serologica?

Guillermo Escamilla Guerrero*

* Jefe de Lab. del Banco de Sangre, Instituto Nacional de Pediatria. Quimico adscrito al Banco de
Sangre HOSGENAE.

Resumen

El primer marcador seroldgico empleado en la seleccién
del disponente de sangre, se ha visto sometido a la evo-
lucién propia de la tecnologia, inicia como una prueba
que detecta anticuerpos contra antigenos especificos,
treponemas patégenos, continda como un ensayo que
detecta anticuerpos contra antigenos no especificos, una
combinacién de cardiolipinas (prueba de reaginas) y fi-
naliza el siglo regresando a sus origenes. Las fuertes cam-
panas para erradicar esta patologia de la faz de la tierra,
han conllevado a la prdctica desaparicién de los reportes
de incidencia asociada a la transfusién. Esto ha puesto
en tela de juicio el beneficio de su empleo como ensayo
de tamizaje. Usarla o no usarla, éste es el dilema.

Palabras clave: Treponémico, no treponémico, reaging,
VDRL, RPR.

La sangre, con el sentido mdgico religioso o carente
de él, al emplearse desde bafios terapéuticos hasta
otros usos, siempre ha implicado un riesgo, mismo
que el hombre ha intentado abatir; ejemplo de ello es
la implementacién de grupos sanguineos, reformas en
la historia clinica que se aplican al seleccionar dona-
dores asi como los estudios de tamizaje de marcado-
res microbiolégicos y la implementacién de su detec-
cién via amplificacién de RNA o de DNA, para rematar
en nuestros dias con la inactivacién de posibles paté-
genos en el producto final.

Abstract

The first used serologic marker in the selection of the blood
donors, has been put under the own evolution of the tech-
nology, initiates test to detect antibodies produced against
specific for pathogenic treponemes, continuous a test to
detect antibodies produced agains nonspecific treponemal
antigens, that is, the cardiolipin or lipoidal antigen test («re-
agin test») and finalizes the century returning to its origins.
The strong campaigns to eradicate this pathology of the
earth face, have entailed to the practical disappearance of
the reports of incidence associated to the transfusion. This
has put in judgment fabric the benefit of its use like tamizaje
test. To use it or not to use it, this is the dilemma.

Key words: Treponemic, non-treponemic, reagin, VDRL,
RPR.

La implementacién de estas reformas ha caminado
de la mano con la evolucién de los conceptos de san-
gre «segura» al de sangre «estudiada. Si considera-
mos que el aporte y provisién de sangre «estudiada»
es responsabilidad de la autoridad sanitaria, es enten-
dible el interés manifiesto por parte de éstas en esta-
blecer y normar las instancias pertinentes a fin de pre-
venir las infecciones transmitidas por transfusion (ITT).

Los impactos observados en los Gltimos 25 afios
como la aparicién del virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) en la década de los 80 como un pro-
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blema mundial y en los Gltimos afos la percepcién de
riesgo en paises latinos con el problema de la enfer-
medad de Chagas y de la Brucelosis, asi como su re-
lacién con la transfusién de sangre, concomitante a
ello el terror en los usuarios de la misma 'y por ende la
presion ejercida hacia los sistemas de salud para ga-
rantizar la seguridad de la misma, culminando todo
esto en las modificaciones realizadas en los Bancos de
Sangre tal como la implementacién de un programa
gue permita mantener un stock de donadores de bajo
riesgo, el uso racional y apropiado de la sangre e in-
corporacién de los més recientes desarrollos tecnolé-
gicos que desafian a las metodologias cldsicas actual-
mente en uso con el objetivo de detectar y prevenir la
transmisién de agentes infecciosos via transfusién. Sin
embargo, considerando el origen biolégico del pro-
ducto mds que de manufactura, es casi imposible re-
ducir el riesgo a CERO.

Dos factores importantes en prevenir la transmisién
de agentes infecciosos secundarios a una transfusién
son la seleccién cuidadosa del disponente y las pruebas
de tamizaje que se le realizan. Son aproximadamente
65 afos de la incorporacién de técnicas para la detec-
ciény de los marcadores serolégicos a estudiar.!

Sifilis?

La sifilis surge en el siglo XX como el mayor problema
de salud que aquejaba a la sociedad. En 1905 Schau-
dinny Goffmann toman una muestra de una lesién en
una persona con sifilis, y realizan una modificacién
de la tincién de Giemsa; en base a este resultado pos-
tulan la asociacién entre la Spirochaeta pallida o T.
pallidum con la sffilis. Un afio después August von Was-
serman desarrolla una prueba para la deteccién de la
sifilis, para ello aplica algunas variaciones sobre la
prueba de fijacién del complemento implementada por
Bordet y Gengou (1901). Wasserman emplea como
antigeno un extracto de higado obtenido de un recién
nacido que murié de sifilis congénita. Una limitante en
esta técnica, como se podrd observar, era el antigeno
de Wasserman. Afos después Landsteiner demuestra
que otros extractos de diferentes tejidos se podian re-
emplazar con eficacia similar a este antigeno. Propo-
ne el extracto alcohdlico obtenido del corazén de la
res. En base a diferentes estudios se adiciona el coles-
terol y lecitina, lo que incrementa la sensibilidad de la
prueba. Grandes problemas se presentaban en la rea-
lizacién de la prueba para grandes bloques ya que
requerian el empleo complemento, diversos reactivos
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y sobre todo un tiempo promedio de 24 horas para su
realizacion.

En 1907 Michaelis, y Meinicke en 1917, modifi-
cando la forma de extraccién mediante agua y clo-
ruro de sodio, e implementan el primer ensayo me-
diante la precipitacién que no requeria complemento.
Para el afo de 1922, Kahn introduce las pruebas de
floculacién que podian ser leidas en pocas horas. Du-
rante 18 afos a partir del desarrollo de la técnica de
Kahn se presenté en el dmbito cientifico las mil y un
variaciones sobre ella; sin embargo, todas éstas te-
nian un problema en comun, la estandarizacién de
la misma, afectando directamente la sensibilidad y
especificidad del ensayo.

Es 1941 se tiene un giro interesante; Pangborn,
basado en los experimentos de Landsteiner, emplean-
do como fuente de muestras el corazén de una vaca,
logra aislar un fosfolipido al que en funcién de su
origen denomina «cardiolipina». Al combinarse con
el colesterol y la lecitina generé un antigeno serolé-
gicamente activo, presentaba buena sensibilidad y es-
pecificidad, ademds se podia estandarizar. Surgen
asf técnicas de floculacién como son el VDRL; (Vene-
real Disease Research Laboratory), Investigacién por
Laboratorio de Enfermedad Venérea. Al agregarle
algunos aditivos como el EDTAy cloruro de colina se
estabilizaba el antigeno y se amplificaba tanto la reac-
tividad como la sensibilidad del ensayo. La realiza-
cién de los ensayos hasta ese momento requeria de
un calentamiento previo del suero a probar. Surge
en este momento el USR; (unheated serum reagin),
Reagina sin calentamiento de suero, implicando la
eliminacién del paso previo de calentamiento de sue-
ro. Estos adelantos permiten la entrada de una técni-
ca revolucionaria, desarrollada para trabajar gran-
des lotes de muestras: el RPR (rapid plasma reagin
test), Prueba rapida de las reaginas del plasma, ésta
su primera versién no tuvo gran éxito, carecia de
especificidad y el volumen de plasma no estaba defi-
nido. Andujar y Mazurek, en 1958, conjuntan dos
técnicas para ser aplicadas en recién nacidos y nifios
pequenos; éstas son el plasmacrito obtenido a partir
del hematécrito y el RPR. La prueba del RPR sufre
cambios sustanciales; inicialmente se desarrolla un
sistema de tarjeta mds la adicién extra de particulas
de carbén que le confieren mayor estabilidad, poste-
riormente se presentan tarjetas con recubierta pldsti-
ca. En 1960 aparece en el mercado un automatiza-
do para la prueba en tarjeta del RPR, se implementa
en Bancos de Sangre y en las zonas de admisién de

S80 Rev Mex Med Tran, Vol. 2, Supl. 1, pp $79-583 ¢ Mayo - Agosto, 2009



Escamilla GC. Sifilis

Hospitales. En la década de los 70, cuando la inci-
dencia cae abruptamente, en diversas zonas se deja
de exigir el RPR. En 1982 se presenta un ELISA em-
pleando el antigeno del VDRL en el mercado.?

Considerando el numero de falsos positivos que
presentaban estos ensayos, en 1949 Nelson y Mayer
desarrollan la primera prueba treponémica: el TPI
(T. pallidum immobilization). Inmovilizacién del T. palli-
dum era una prueba que se caracterizaba por ser di-
ficil, tardada y requeria personal altamente capacita-
do. Se realiza un intento a fin de agilizar el ensayo y
en 1953 DAllesandro y Dardanoni preparan un anti-
geno de T. phagedenis conocido como antigeno Rei-
ter; realmente acortaba el iempo, tenia buena sensi-
bilidad, pero también un mayor ndmero de falsos
positivos que el TPI. Es en 1957 que se desarrollan las
técnicas basadas en fluorescencia llamada FTA (Fluo-
rescent Treponemal Antibody), Fluorescencia del anti-
cuerpo contra treponema, donde se desafia el suero
del paciente en dilucién predeterminada ante trepo-
nemas muertos, se revela la reaccién con un anti-an-
ticuerpo conjugado. La dilucién inicial fue de 1:5, lo
que daba varios falsos positivos. Se realiza una modi-
ficacién y la técnica es bautizada como FTA-200 (sue-
ro del paciente con dilucién de trabajo de 1:200). Prue-
ba altamente especifica pero poco sensible. A fin de
incrementar este Ultimo pardmetro es que Deacon y
Hunter preparan un sonicado a partir de un cultivo de
espiroquetas de Reiter y extraen el antigeno en comin
mediante absorcién, con éste preparan un nuevo en-
sayo denominado FTA-ABS o «FTA Absortion» pruebas
que permanecen hasta nuestros dias. En 1965 Ra-
thlev reporta el primer ensayo basado en técnicas de
hemaglutinacién par el diagnéstico serolégico de sifi-
lis. La base se conformaba de eritrocitos previamente
tratados con dcido tdnico y posteriormente sensibiliza-
dos con T. pallidum, el primer formato se presentaba
en tubo, migra lentamente a la placa.*®

A partir del desarrollo el primer ensayo para la de-
teccién de sifilis, la estandarizacién y evaluacién de las
reformas ha sido el principal trabajo de los quimicos.
Los principales factores que se foman en consideracién
son la sensibilidad (capacidad de detectar la enferme-
dad en sujetos que la padecen, reactivo en pacientes
con sffilis), la especificidad (poder de discriminacién con
sujetos que no padecen la enfermedad, negativo en
sujetos sanos) y reproducibilidad (la capacidad del en-
sayo para dar el mismo resultado cuando se desafia
con la misma muestra n veces). Considerando la ver-
satilidad de las pruebas no treponémicas, asi como el
costo de las mismas, son empleadas como pruebas de
tamizaje en los Bancos de Sangre. A aquellos donantes
que son reactivos en este ensayo, se les prdctica prueba
clasificada como treponémica. Las técnicas de ELISA para
deteccién tanto de anticuerpos del tipo IgG como IgM
van desplazando lentamente a las pruebas de FTA-ABS
en sus diferentes variantes como confirmatorias.®’ Ba-
sados en el formato establecido para el Western Blot prac-
ticado con las muestras reactivas al marcador del VIH, se
realizaron algunos intentos para generar su aplicacién
en la confirmacién de sffilis con la capacidad para detec-
tar anticuerpos del tipo IgG o IgM.%?

En México se comercializaba tanto ensayos trepo-
némicos como no treponémicos, que daban varios
resultados falso positivos; en algunos casos se contaba
con la técnica de FTA-Abs, que requeria personal y
equipo especializado para su realizacién; como res-
puesta a esto se introdujeron en el mercado pruebas
igualmente especificas pero mds sencillas de realizar
y sin la necesidad de equipo especial como fue el caso
de las técnicas de hemaglutinacién y aglutinacién pa-
siva. La comparacién entre especificidad y sensibili-
dad se presentd en el taller de «Control de Calidad en
Bancos de Sangre en México»'? (Cuadro ).

En 1937, tanto en Estados Unidos como en gran
parte del mundo, el mencionar por la radio o en pe-

Cuadro I. Comparacién de reactivos comerciales para deteccion de sffilis.

Reactivo Sensibilidad Especificidad VPpP* VPN** Prevalencia
USR 60.9 97.7 78.9 95.4 11.8
VDRL 73.9 97.1 95.4 11.8

RPR (Interbiol) 65.2 97.7 79.0 95.4

RPR (Interdiga) 65.2 97.7 79.0 95.4

Serodia-TP 91.3 99.41 95.5 95.4

Serodia TP-PA 91.3 99.41 95.5 95.4
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riédico la palabra «sffilis» motivaba causa de censura,
poseian un reporte de que 640,000 personas eran
tratadas de este mal en los centros de salud y se esti-
maba que aproximadamente 1.4 millones no estaba
reportado y por lo tanto no recibia atencién médica,
sin embargo la terapia transfusional se practicaba in-
fundiendo directamente del donador al receptor, apo-
yados con una pequefia bombay se incrementaba el
riesgo de contagio via transfusién, aun para el dona-
dor (posible reflujo)."" En la década de los 40 se apli-
caba la entrevista clinica donde se enfatizaba cuestio-
namientos tales como el empleo de drogas, viajes
realizados o historia de hepatitis personal o familiar. A
fin de establecer cierta presién se les solicitaba jurar
decir verdad en relacién de no haber padecido sifilis
o malaria; aunado a ello se realizaban los ensayos
para descartar sifilis.'? Si éste era negativo, se con-
vertian en donadores.

El primer caso reportado de transmisién de sifilis
por transfusién es de 1915;' un promedio de 100
casos mds se registraron entre ese afo y el inicio de la
Segunda Guerra Mundial. Cuatro meses después de
la transfusién se manifestaba como una sifilis secun-
daria, corroborando esto con la prueba de Wasser-
mann. En la Segunda Guerra Mundial se inicia el al-
macenamiento en refrigeracién de la sangre
recolectada, condiciones letales para las espiroque-
tas. Asi mismo, la forma de almacenamiento de pla-
quetas a femperatura ambiente en bolsas de pldstico
que permitian la difusion del oxigeno aparentemente
generaba condiciones inadecuadas para las espiro-
quetas (anaerobias).’ En 1966 se da el Ultimo repor-
te en Estados Unidos de la transmisién de sifilis post
transfusién. De los 30 casos implicados, 27 disponen-
tes al ser reestudiados, demostraron ser negativos a
este ensayo.'” En 1978, dada la ausencia de reportes
de transmisién de esta patologia, el Comité de Estdn-
dares de Bancos de Sangre de la Asociacién America-
na (AABB), retiran esta prueba de tamizaje para los
donadores.' La aparicién del SIDA los hace recapa-
citar; en los Estdndares de 1991 se reincorpora este
ensayo como obligatorio, aunado a ello, en una con-
ferencia realizada en 1995 se establece que esta
prueba tenia la posibilidad de detectar al menos a un
donador por afo que no presentaba anticuerpos de-
tectables para el HIV.'81?

En el editorial de Louis M. Katz?° se menciona que
algunas enfermedades han perdido su prestigio, ya
no son lo mismo. Las explicaciones para la «desapa-
ricién» de la transmisién de la transfusion del sifilis, a
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pesar del funcionamiento de la prueba, incluyen: 1)
la disminucién dramdtica en la incidencia de la sifilis
temprana, redujo el nimero de reservorios capaces
de transmitir la enfermedad; 2) el dejar las transfu-
siones directas de disponente a receptor; 3) la sobre-
vivencia afectada del Treponema pallidum, cuando
almacenan a 4°C la sangre que lo contiene, o su
afectacién con la diferencia de presiones de oxigeno
al que se ve sometido en concentrados plaquetarios;
4) la administracién de antibidticos a casi todos los
pacientes internados; 5) la falta de reportes asocia-
dos a esta patologia post-transfusion; 5) la no acep-
tacién de donadores que tiene prdcticas de riesgo?'%2
Tomando las reflexiones anteriores, la pregunta si-
gue en el aire: 2es factible retirar este ensayo de las
pruebas de tamizaje del disponente? ¢Podemos asegu-
rar que no se tendrd una reaccién transfusional adver-
sa asociada a este marcador?, éLas politicas nos impul-
san a ver otras enfermedades emergentes, y dirigir los
apoyos econdmicos y cientificos hacia ese rumbo?
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