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Cecmed: Centro Estatal para el Control de la Calidad de los Medicamentos,
Equipos y Dispositivos Médicos

DFA-TP: Siglas en inglés Direct Fluorescent Assay for Treponema pallidum
ELISA: Siglas en inglés Enzyme-Linked Immune Sorbent Assay
FTA-Abs: Siglas en inglés Fluorescent Treponemal Antibody Absorption
HSH: Hombres que tienen sexo con hombres

IC: Intervalo de confianza

ITS: Infeccion de transmision sexual

K: indice de Kappa

LCR: Liquido cefalorraquideo

LNE-IPK: Laboratorio Nacional de Espiroquetas del Instituto “Pedro Kouri”
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PCR: Siglas en inglés Polymerase Chain Reaction

RPR: Siglas en inglés Rapid Plasma Reagin

RV-: Razon de verosimilitud negativa

RV+: Razén de verosimilitud positiva

TPHA/MHA-Tp: Siglas en inglés MicroHemAgglutination test for antibodies to
Treponema pallidum

TP-PA: Prueba de Aglutinacién de Particulas contra Treponema pallidum
VDRL: Siglas en inglés Venereal Disease Research Laboratory

VIH: Virus de inmunodeficiencia humana

VPN: Valor predictivo negativo

VPP: Valor predictivo positivo



RESUMEN

RESUMEN

La sifilis es una infeccidon de transmisién sexual que para su control y vigilancia
requiere de pruebas de pesquisa confiables y las pruebas rapidas son una
excelente alternativa. Con el objetivo de evaluar la prueba rapida SD BIOLINE
Syphilis 3.0 para la pesquisa de sifilis venérea, se realizé una investigacion de
servicios y sistemas para la validacion de la misma en sangre y suero humano en
los diferentes niveles de atencién en salud en La Habana, en el periodo de
octubre-diciembre de 2012, y paralelamente se realizé la descripcién de los costos
directos de la aplicacion de esta prueba. A las muestras de sueros se les realizé
de manera simultanea VDRL y TPHA. El diagnosticador SD BIOLINE Syphilis 3.0

presentd parametros de desempefio aceptables en muestras de sueros de

individuos de los diferentes niveles de atencion en salud; la concordancia entre los
resultados obtenidos al emplear suero y sangre fue de 100%. Se constaté que la
prueba es econdmica, siendo menores los costos directos al emplear sangre. Los
resultados obtenidos sugieren el uso de este sistema como pesquisa de sifilis en
el sistema cubano de salud publica.
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I. INTRODUCCION

l. INTRODUCCION

La sifilis es una infeccion de transmision sexual (ITS) que, superada por el virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH) y el sindrome de inmunodeficiencia adquirida,
tiene efectos devastadores para la humanidad ®. A principios del siglo XX se
reconoce como una importante causa de enfermedad neuroldgica y cardiaca en
los Estados Unidos de América, pero la introduccion de la terapia con penicilina
durante la década de los afios ‘40 disminuye su incidencia de manera
espectacular. Sin embargo, a partir de la década de los ‘80 la notificacion de casos
aumenta en todo el mundo. Este incremento se atribuye a la infeccién por el VIH y
al cambio en las practicas sexuales; no obstante, a pesar de que la sifilis puede
prevenirse con prontitud y tratarse de manera efectiva, persiste como un

importante problema de salud ©.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) cada afio ocurren en el mundo
alrededor de 12 millones de casos nuevos de sifilis, transmitida por via sexual; de
ellos, alrededor de 140 000 se notifican en Europa del este, 370 000 en Africa del
norte y del medio este, 240 000 en el este de Asia y el Pacifico, 100 000 casos en

Norteamérica y 3 000 000 en Latinoamérica y el Caribe ©.

Durante la década del 2000, Cuba muestra un descenso en la notificacion de
casos de sifilis; sin embargo, a partir del afio 2010, el nimero de enfermos

aumenta y alcanza una tasa de incidencia de 23,48/100 000 habitantes en 2012
(4.5)

La sifilis es una infeccion crénica sistémica, caracterizada por varias etapas bien
definidas, separadas por periodos de latencia ©®. Su agente etioldgico,
Treponema pallidum subespecie pallidum, es una espiroqueta no cultivable ) que

necesita para su deteccién de métodos alternativos al cultivo &9,
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Para establecer su diagnostico se requiere de pruebas directas e indirectas. Las
directas, demuestran el agente causal y las indirectas detectan en el suero
anticuerpos inespecificos y especificos contra este microorganismo ‘9. La OMS
recomienda para el diagnostico de la sifilis, la combinacion de métodos

serologicos no treponémicos como la RPR (siglas en inglés de Rapid Plasma

Reagqin) y el VDRL (siglas en inglés de Venereal Disease Research Laboratory) y

treponémicos como la FTA-Abs (siglas en inglés de Fluorescent Treponemal

Antibody Absorption), el ELISA (siglas en inglés de Enzyme-Linked Immune
Sorbent Assay) y la TPHA/MHA-Tp (siglas en inglés de MicroHemAgglutination

test for antibodies to T. pallidum) ¢**2,

La sensibilidad y especificidad de los métodos serologicos treponémicos varian
segun el estadio clinico de la enfermedad. Sus limitaciones se deben a la
complejidad de las técnicas, y a los equipos requeridos, en especial para la
FTA-Abs, que precisa de un microscopio de fluorescencia. Las técnicas
TPHA/MHA-Tp, aunque no requieren de este tipo de observacion microscopica
necesitan de equipos eléctricos adicionales 2.

Las pruebas rapidas para la sifilis se ubican entre las pruebas treponémicas y al
compararlas con las pruebas estandares, la FTA-Abs y TPHA/MHA-Tp, aunque
muestran una sensibilidad y especificidad similares, no alcanzan 100% de
especificidad, lo que las colocan en desventajas como pruebas confirmatorias ®¥;
no obstante, por su facil ejecucion, el no requerimiento de un equipo especial, el
poco entrenamiento necesario para su realizacién, la facilidad para conservar los
reactivos, su bajo costo y alta sensibilidad, constituyen una alternativa valiosa

como prueba diagndstica inicial *>9.

Las pruebas rapidas son sencillas, se realizan en el consultorio médico y pueden
utilizarse en todos los entornos de la asistencia sanitaria, con el objetivo de
administrar un tratamiento inmediato, superando asi los problemas de la falta de

2
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acceso a un laboratorio y las bajas tasas del regreso de los pacientes al

consultorio ©.

Hasta ahora, en Cuba, no ha sido posible la evaluacién ni la incorporacion de las
pruebas rapidas que permiten una mejor orientacion en el diagnostico de la sifilis
en el consultorio y al mismo tiempo propiciaran la aplicacion de un tratamiento

inmediato. El presente trabajo se propone evaluar la prueba SD BIOLINE Syphilis

3.0, un ensayo inmunocromatogréafico en fase solida para la deteccidén cualitativa
de anticuerpos de los isotipos 1gG, IgM e IgA contra T. pallidum. Esta validacién
sera de gran importancia porque permitird la disponibilidad de un nuevo

diagnosticador especifico para la vigilancia de la sifilis en Cuba.
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[.1 OBJETIVOS

1- Validar la prueba comercial SD BIOLINE Syphilis 3.0 para la pesquisa

rapida de anticuerpos contra T. pallidum en muestras de suero y sangre de

pacientes objeto de estudio en los diferentes niveles de atencion en salud.

2- Describir los costos de la aplicacion de la prueba SD BIOLINE Syphilis 3.0

para la deteccion de anticuerpos contra T. pallidum en sangre y suero.
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[I.1 Antecedentes historicos de la sifilis

La sifilis debe su nombre al pastor Syphilus del poema escrito por el médico y
filésofo Girolamo Fracastoro (1483-1553) titulado “Syphilis sive morbus gallicus”,
publicado en 1530 @; también se conoce como Lues, que significa epidemia en

latin 7).

Segun algunos autores, esta enfermedad se describe en China desde el afio 1122
a.n.e. Para otros, existia en América antes del arribo de los espafoles, llega a
Europa y se propaga a finales del siglo XV tras el sitio infructuoso de Napoles en
1495 por las tropas francesas de Carlos VIII ®®. Independiente de su origen, no
hay dudas de que una gran epidemia de sifilis desbasta a Europa durante los
siglos XV y XVI, suceso que ocasiona miles de fallecidos, por no existir una

terapéutica eficaz 19,

Las caracteristicas clinicas de la sifilis se precisan por Fournier en 1904; un afio
después (1905), el trabajo realizado por el zodlogo Fritz Schaudinn y el
dermatologo Erich Hoffmann, identifica, en una lesion de sifilis secundaria, un
organismo espiral al que denominan Spirochaeta pallida. Sin embargo, aunque
Roux describe con anterioridad al agente causal de la sifilis, no lo informa, algo
que hacen Schaudinn y Hoffman ®®. En 1913, Noguchi demuestra la presencia de

las espiroquetas en el cerebro de un paciente con paralisis progresiva 7.

August von Wasserman inventa la primera prueba de sangre para detectar la
sifilis, pero no se dispone de un tratamiento eficaz hasta 1943, cuando la
penicilina, descubierta en 1928, por el bacteridlogo britanico Alexander Fleming se

utiliza por primera vez con buenos resultados para el tratamiento de esta


http://en.wikipedia.org/wiki/Girolamo_Fracastoro
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enfermedad, pero alcanza su éxito en la década de 1950, al obtenerse un marcado
descenso en la incidencia y prevalencia de la sifilis durante los afios 1956-1958
29 No obstante, a pesar de ese descenso, desde el afio 1970 ocurre un alza a
escala mundial ®Y. En la actualidad, esta entidad se considera un problema de
salud que amenaza a diferentes paises y a pesar de ser una infeccidon evitable,
tratable y curable con la penicilina desde hace mas de 50 afios, este farmaco se

considera aun el antibiético méas eficaz para su tratamiento “2,

[I.2 Agente causal, ubicacidén taxonomica y caracteristicas generales
Treponema pallidum subespecie pallidum es la espiroqueta del género Treponema
causante de la enfermedad conocida como sifilis venérea o Lues y de acuerdo con
el Manual de Bergey se ubica taxonGmicamente en:

Phylum B XVII. Spirochaetes phy. Nov.

Clase I. Spirochaetes

Orden I. Spirochaetales

Familia |. Spirochaetaceae

Género IX. Treponema

Este género incluye, ademas, otras especies patdgenas humanas tales como:
T. pallidum subespecie endemicum, agente etiolégico de la sifilis endémica o
bejel; T. pallidum subespecie pertenue, agente etiolégico del pian o frambesia y
T. carateum, agente etioldgico de la pinta o mal de pinto. Las mismas son
indistinguibles desde el punto de vista morfolégico y antigénico. Su
individualizacién se debe a las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas, asi como
a su distribucion geogréfica. Las especies comensales forman parte de la
microbiota normal de las mucosas en muchos animales y la mayoria se cultivan ©.
En el hombre se describen varias especies en la cavidad oral como T. vincentii,
que puede transformarse en patdgeno y producir la angina de Vincent cuando
aumenta su nimero y se asocia con los bacilos fusiformes de la boca ©¥;
T. refringens y T. phagedenis, cuya variedad de facil cultivo (treponema de Reiter)

6
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es de utilidad para el estudio serologico de la sifilis. La especie patégena tipo de

este género es T. pallidum, cepa Nichols ©.

El nombre Treponema deriva de las palabras griegas trepo y nema, que significan
hilo que gira ®®. T. pallidum es una bacteria espirilar delgada, mide 0,1 a 0,2 pm
de ancho y de 5 a 20 um de longitud y puede observarse solo por microscopia de
campo oscuro. Presenta entre 4 a 14 vueltas de espira de igual tamafo,
espaciadas por una distancia de 1 pum, que aumentan en periodicidad y
disminuyen en amplitud hacia los extremos, dando a la célula una forma afilada
(como un sacacorchos invertido) ©. Por lo regular, el eje largo de la espiral es
recto, pero a veces puede estar inclinado, dandole en algunos momentos la forma

de un circulo completo y después retorna a su posicién recta normal ©.

Posee tres fibrillas axiales insertadas en cada extremo del cilindro
protoplasmético, que se superponen en la porcibn media del organismo. Se
demuestra la presencia de una capa viscosa por fuera de la membrana externa,
compuesta por macromoléculas del hospedero, hecho que contribuye a su
virulencia y explica la no reactividad de treponemas frescos, recién aislados ©”.
No se tifie con los colorantes de anilina pero si con Giemsa y los métodos de
impregnacién argéntica, como el Fontana-Tribondeau ©. Es microaerdfilo y
sobrevive durante un periodo prolongado en una atmosfera con 3 a 5% de
oxigeno. No es posible cultivar in vitro a los treponemas patégenos, aunque se
pueden mantener entre 4 a 7dias a 25 °C en un medio anaerobio con albimina,

bicarbonato de sodio, piruvato, cisteina y un ultrafiltrado de suero bovino ©°.

En una suspension liquida apropiada y en presencia de sustancias reductoras
T. pallidum puede manifestar movilidad durante 3 a 6 dias a 25 °C. En sangre total
o plasma almacenada a 4 °C permanece viable al menos 24 horas, una propiedad

importante en las transfusiones sanguineas. Es sensible a la penicilina y puede
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reactivarse por compuestos con grupos sulfidrilos (-SH), por ejemplo, la cisteina o

BAL (dimercaprol) ¢®.

[1.3 Patogenia
La sifilis es una enfermedad infectocontagiosa curable, su transmision es de
predominio sexual, aunque también puede pasar de la madre al hijo durante el

(14

embarazo y por el contacto directo de las lesiones infectantes con las

membranas mucosas o la piel del susceptible ©®,

Treponema pallidum atraviesa rapido las mucosas integras o las erosiones
microscoépicas de la piel; pocas horas después, penetra en los vasos linfaticos y en
la sangre, produciendo una infeccion generalizada con focos metastasicos
alejados antes de que aparezca la lesion primaria (chancro sifilitico o chancro
duro). Se calcula que el tiempo de reproduccién in vivo de T. pallidum durante la
fase activa de la sifilis precoz es de 30 a 33 horas, y su periodo de incubacién es
inverso desde el punto de vista proporcional al nUmero de microorganismos
inoculados. La lesion primaria surge en el sitio de inoculacién y el examen
histol6égico de la misma muestra una infiltracion perivascular, junto con una
proliferacion del endotelio capilar, seguida de la oclusion de los pequefios vasos
sanguineos. Al final, los macréfagos activados fagocitan y destruyen a los
microorganismos, lo que produce la desaparicion espontanea del chancro. Las
manifestaciones generales parenquimatosas y mucocutdneas de la sifilis
secundaria suelen aparecer unas 6 a 8 semanas después de curarse el chancro
9 aunque, en 15% de los pacientes con sifilis secundaria, el chancro persiste o
estd en vias de resolucion G, En otros pacientes, las lesiones secundarias
aparecen varios meses después de curar el chancro, y algunos casos pueden
pasar a la fase latente sin tener nunca lesiones secundarias identificables. Las
lesiones secundarias remiten entre 2 a 6 semanas, y después la infeccion pasa
por una fase latente “9. En 30% de los casos, después de 7 a 20 afios, el paciente

puede evolucionar a la fase terciaria caracterizada por manifestaciones cutaneas o

8
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viscerales, sobre todo cardiovasculares y nerviosas, dado por una alteracion del
equilibrio entre el microorganismo y los mecanismos de defensa establecidos, o

por la alteracion de la inmunidad celular asociada con la edad ©.

I1.4 Manifestaciones clinicas
Por su forma variable de presentacion clinica, la sifilis se le conoce con el hombre

de “la gran simuladora o impostora” ¢V

y se clasifica en las siguientes etapas:

- Sifilis adquirida temprana (con menos de un afio de evolucion): primaria,
secundaria y latente reciente.

- Sifilis adquirida tardia (con mas de un afio de evolucién): latente tardia y
terciaria.

- Sifilis congénita temprana (casos diagnosticados antes de los dos afios de
edad).

- Sifilis congénita tardia (casos diagnosticados después de los dos afios de
edad) @,

La sifilis adquirida temprana es muy infectante, las lesiones son resolutivas, puede

tener reinfecciones y no hay peligro para la vida del paciente; mientras que, la

sifilis adquirida tardia ya no es contagiosa, las lesiones no son resolutivas, no hay

reinfeccién y si hay peligro para la vida del paciente ©2.

Tras un periodo de incubacion de 10 a 90 dias (promedio 21 dias) ®®, aparece en
el lugar de inoculacion una lesion primaria, rica en treponemas (el chancro), que
desaparece de modo espontaneo a las pocas semanas. En hombres el chancro
suele localizarse con frecuencia en el glande o en el surco balano prepucial, en la
mujer es mas comun en los labios menores, paredes vaginales o en el cuello
uterino, razén por la que en mujeres expuestas al contagio, es imprescindible la
realizacion del examen ginecoldgico con espéculo. Las lesiones de inoculacion en
otras partes del cuerpo (boca, dedos, térax, entre otras) son raras, pero posibles.
Durante este primer estadio, conocido como sifilis primaria, T. pallidum se

multiplica en los linfaticos regionales distribuyéndose por la sangre a todos los

9



II. MARCO TEORICO

6rganos del individuo (infeccién sistémica) ©¥.

En el paciente no tratado, el
segundo estadio comienza con la aparicion de una de las manifestaciones
sistémicas de la enfermedad tras 6 a 8 semanas después de iniciado el chancro:
una erupcion en piel, palmas y plantas, la roseola sifilitica, acompafada de
sintomas generales y, a menudo, de otros signos localizados (condilomas
genitales) ©. Tras la primera desaparicién espontanea de la misma y durante el
primer y segundo afio, pueden aparecer brotes similares cada vez de menor
intensidad (fase de latencia tardia) “. El tercer estadio de la enfermedad, que
solo se presenta en unos pocos pacientes, se caracteriza por la formacién de
lesiones granulomatosas destructivas (gummas) que tienen escasa carga
treponémica. En este periodo pueden aparecer sintomas y signos de focalizacion

de la enfermedad; neurosifilis, sifilis cardiovascular, etc (35),

I1.5 Sifilis congénita

La transmision de T. pallidum de una mujer sifilitica al feto por la via
transplacentaria a través de las vellosidades coriales, puede producirse en
cualguier momento del embarazo, pero las lesiones de la sifilis congénita se
desarrollan casi siempre, después del cuarto mes de la gestaciéon, cuando el feto
comienza a ser inmunocompetente. El riesgo de la infeccién depende del estadio
de la infeccibn materna, de la edad gestacional y del nimero de treponemas. La
sifilis primaria o secundaria no tratada se transmite, no asi la sifilis latente y la
sifilis terciaria ?%. La sffilis congénita fulminante es la Gnica que se manifiesta en el
momento del alumbramiento, cuando el lactante nace vivo y su prondstico es muy
desfavorable. Segin su momento de aparicion, las lesiones de la sifilis congénita
pueden dividirse en tres clases: 1) precoces, las que aparecen en los dos primeros
afios de vida (a menudo entre las 2 y 10 semanas de la vida); son contagiosas y
similares a las manifestaciones de la sifilis secundaria grave del adulto; 2) tardias,
que aparecen pasados los dos afios de edad y no son contagiosas, y 3) los

estigmas residuales ),
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I1.6 Relacion de la sifilis y la infeccion por el VIH

El sello de la enfermedad causada por el VIH es la profunda inmunodeficiencia,
derivada del déficit progresivo, cuantitativo y cualitativo de los linfocitos T . En
los casos donde ambas enfermedades concomitan, la evolucion clinica de la sifilis
dependerd en gran medida del grado de inmunodeficiencia presente ©®. La
infeccion por el VIH facilita la transmision de la sifilis, puede acelerar y cambiar el

cuadro clinico, la respuesta al tratamiento y alterar el diagnéstico serolégico ©”.

En los pacientes con infeccion por el VIH, la sifilis se presenta de forma atipica y
de un modo mas radical. La sifilis primaria, en un niamero considerable de casos,
puede ser asintomatica y la lesion inicial es extragenital. Sin embargo, la sifilis
secundaria y la infeccion latente son las formas mas habituales de presentacion en
estos pacientes. Las lesiones cutaneas en pacientes con VIH son la manifestacion
mas comun del secundarismo luético y, aunque se puede presentar con las
lesiones tipicas, la erupcion es atipica y puede tener manifestaciones sistémicas
mas floridas. Aunque la afeccién del sistema nervioso central en los individuos con
el VIH es con frecuencia asintomatica, la clinica es muy diversa. Las
manifestaciones cardiovasculares, que suelen aparecer en la fase terciaria, son
raras, quizas por el relativo corto tiempo de evoluciébn desde el inicio de la
epidemia del VIH ¢,

[I.7 Tratamiento

Con el advenimiento de la penicilina en los afios 1940 ©® y su uso para el
tratamiento de la sifilis, este farmaco persiste como el medicamento de eleccién
para todos los estadios de la enfermedad. Las preparaciones utilizadas como la
penicilina benzatinica, procainica o cristalina, asi como la dosis y duracion del
tratamiento, dependeran del estadio y las manifestaciones clinicas de la
enfermedad ®®*. En los casos alérgicos a la penicilina se indica la doxiciclina, la

tetraciclina o la eritromicina, aunque estos antibacterianos son menos efectivos y
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pudieran producir fallos en el tratamiento, por lo que, en estos casos se

recomienda un seguimiento clinico estricto ©%°.

A partir de las técnicas de tipaje molecular se describen marcadores in vitro de
resistencia a los macrolidos, especificamente para la azitromicina, que muestran
los subtipos de resistencia implicados. Esto ayuda a dilucidar los mecanismos de

resistencia pero los datos son aun insuficientes 949

[1.8 Situacién actual de la sifilis

La sifilis es una ITS de declaracién obligatoria. Constituye un importante problema
de salud en varias regiones del mundo “Y. Su epidemiologia varia en los ultimos
afos, pues se observa un resurgimiento de la sifilis primaria y secundaria entre los
hombres y las mujeres heterosexuales, situacion que lleva también a un dramético

incremento de la sifilis congénita “?).

Esta enfermedad tiene una amplia
distribucién . Prevalece, por lo general, en las zonas urbanas y marginales,
donde el acceso a los cuidados de salud es limitado “?. Los jévenes con actividad
sexual activa constituyen un factor de riesgo importante “, y en los ultimos afios,
los hombres que tienen sexo con hombres (HSH) muestran un mayor niumero de
casos. Aunque la sifilis no tiene predileccion sexual, se notifica mas en los varones
(36).

Durante los ultimos afios se registran brotes en varios paises, incluso en naciones
desarrolladas como Canada, donde el numero de casos notificado en 1999 es de
dos y asciende a 267 casos en 2009, un aumento quizas relacionado con la
promiscuidad sexual, sobre todo, entre las personas con edades comprendidas
entre 15-35 afios ®1*¥. En Latinoamérica, entre 1995 y 1999, el nimero de casos
nuevos por afo se eleva desde 1,26 millones a 2,93, ocupando el tercer lugar en

el mundo “®.

Cuba no estd exenta de la realidad mundial y a pesar de ubicarse hasta 1971
entre los paises con las tasas de incidencia mas bajas del continente americano,
12
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desde 1970 hasta 1980, la cifra de enfermos se eleva siete veces y las tasas
ascienden desde 7,2 hasta 44,7 por 100 000/habitantes, cifra que se incrementa
de forma progresiva y alcanza una tasa de 143,3 en 1997, con 15 814 casos
notificados. En los Ultimos cuatro afios las cifras superan los 1 600 casos, donde la
provincia de La Habana notifica 430 casos nuevos para el afio 2011, con una tasa
de 20,3/100 000/habitantes, situandose como la provincia de mayor tasa en Cuba
®) El fenémeno asociado con este incremento se debe a una liberacion en las
relaciones sexuales, con cambios frecuentes de pareja sin proteccion, a esta
situacion se suman: el comienzo temprano de las relaciones sexuales y la
coinfeccién con otras ITS, que elevan el riesgo en la poblacion, sobre todo entre

los individuos més jévenes “?.

[1.9 Diagndstico

Para el diagnostico de la sifilis se deben evaluar los criterios clinicos,
epidemiologicos y de laboratorio, al menos deben estar presentes dos y uno de
ellos debe ser el del laboratorio. Las pruebas de diagndstico del laboratorio se

agrupan en dos categorias: directas e indirectas .

Entre las muestras a utilizar se encuentra la linfa de las lesiones primarias y
secundarias, el liquido cefalorraquideo (LCR), el suero, las biopsias de las
lesiones y el liquido amnidtico ©. A esta se afiaden: la sangre periférica, los

granulocitos purificados y la eyaculacion de los pacientes con sifilis ).

[1.9.1 Diagnostico directo

Examen directo en campo oscuro

Constituye el unico método inmediato y especifico para el diagndéstico de la sifilis a
partir de la identificaciébn positiva de T. pallidum, mediante el uso de muestras
procedentes de un individuo infectado “”. Un resultado positivo es una evidencia

definitiva de sifilis si la infeccion con otros treponemas puede excluirse. Sin
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embargo, esa exactitud esta limitada por la experiencia del personal que realiza la
prueba, el numero de treponemas viables en la lesibn y la presencia de
treponemas no patégenos en las lesiones orales y anales “®. Los estudios en
campo oscuro son Uutiles durante la sifilis primaria y secundaria, en las recaidas
infecciosas y en la sifilis congénita temprana, pues el enfermo presenta lesiones
hamedas (chancro, condiloma o placas mucosas) que tienen un nimero elevado
de treponemas “”. Un resultado negativo en el examen directo del producto de la
lesion no descarta la enfermedad, ya que pueden existir pocos treponemas en la
misma, en dependencia de los dias de evolucion y de la administracion de un

tratamiento previo “®.

Inmunofluorescencia directa
En la deteccién de T. pallidum por anticuerpos fluorescentes (DFA-TP, siglas en
inglés de Direct Fluorescent Assay for T. pallidum) se utiliza la linfa de las

lesiones, coloreada con un suero antitreponémico marcado con fluoresceina,
observandose por microscopia de fluorescencia las tipicas espiroquetas ©. Los
conjugados empleados en esta técnica son especificos para las cepas patégenas
de T. pallidum, por lo que la DFA-TP se aplica a las muestras obtenidas de las
lesiones orales, rectales o intestinales. Esta técnica detecta y diferencia a los
treponemas patégenos de los no patdgenos, mediante una reaccion antigeno-
anticuerpo y no requiere del microorganismo movil para su realizacidon. Presenta,
ademas, la ventaja frente al campo oscuro de que no requiere examinarse en el

momento de la toma y es més especifica “?.

Inmunoperoxidasa

La tincion con inmunoperoxidasa permite demostrar la presencia de espiroquetas
en los tejidos fijados con formaldehido, en las muestras obtenidas de pacientes
con sifilis secundaria, esta técnica es mas sensible que algunos métodos
convencionales y puede usarse como prueba confirmatoria en los casos de sifilis

secundaria “?.
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Inoculacion animal
Constituye el estandar de oro para la deteccion de T. pallidum. Es una técnica muy
sensible se usa para medir la sensibilidad de la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR, siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction) “®. En general,

la inoculacion animal no se justifica y si fuera necesaria, el animal de eleccion
seria el conejo y las vias de inoculacibn mas utilizadas son la intratesticular,

ademaés de la intradérmica, ocular, intravenosa y escrotal “*.,

Técnicas de biologia molecular

Lo méas novedoso en el diagndéstico bacteriologico de esta enfermedad, es el uso
de la PCR, una técnica surgida con el desarrollo de la biologia molecular, que
permite detectar el material genético de T. pallidum en varios tipos de muestras
clinicas ®?. Las mas utilizadas se basan en la deteccién de dos genes: el tpN47
que codifica para la proteina de membrana de 47 kDa ® y el polA que codifica
para la ADN polimerasa | ®. La PCR dirigida al gen de la proteina de 47 kDa se
usa para detectar T. pallidum en las células mononucleares de la sangre
periférica, las lesiones, el suero, los granulocitos purificados y la eyaculacién de
los pacientes con sifilis manifiesta o latente, concluyéndose que las lesiones en la
piel y las células mononucleares de sangre periférica son fuentes adecuadas para
el diagnéstico de la sifilis “©.

[1.9.2 Diagndstico indirecto

Durante muchas décadas el serodiagnéstico constituye la herramienta
fundamental en la evaluacién de los pacientes sospechosos de padecer sifilis ©2.
Se utilizan dos tipos principales de pruebas seroldgicas: las no treponémicas o
inespecificas para la deteccion de anticuerpos no especificos o “reaginicos”, que
reaccionan con antigenos no treponémicos y las treponémicas o especificas que
utilizan un antigeno treponémico para la deteccion de anticuerpos treponémicos
®3) Estas pruebas se diferencian en los antigenos utilizados y en el tipo de

anticuerpo a determinar ©¥.
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11.9.2.1 Pruebas no treponémicas

En estas pruebas se utiliza como antigeno la cardiolipina purificada, extraida del
corazon de buey. La cardiolipina es un fosfatidilglicerol que requiere la adicién de
lecitina y colesterol o de otros sensibilizadores para reaccionar con la reagina. La
reagina esta constituida por una mezcla de anticuerpos IgM e IgG capaces de
reaccionar contra antigenos distribuidos en los tejidos normales, y se encuentra en
el suero del paciente a partir de la segunda o la tercera semana del inicio de la
enfermedad no tratada y en el LCR entre la cuarta y la octava semana ©.

En general, las pruebas no treponémicas son, sensibles, sencillas y baratas. De
acuerdo con la manera de detectar los complejos antigeno-anticuerpo, se dividen
en dos grupos: las pruebas no treponémicas de fijacion del complemento, como la

de Kolmer (actualmente en desuso) y las no treponémicas de floculacién 7,

VDRL y RPR
Las pruebas no treponémicas de floculacion mas utilizadas son el VDRL y la RPR,
ambas Utiles en el diagndstico y evaluacion de la eficacia de los tratamientos.
Estas técnicas poseen una alta sensibilidad, pero una baja especificidad,
recomendandose que toda reactividad se confirme mediante otro método
treponémico de mayor especificidad “®. Ambas tienen como inconveniente una
elevada ocurrencia de reacciones falsas positivas ©®, también llamados falsos
biolégicos positivos, y deben considerarse siempre ante una serologia positiva; en
ocasiones, son el primer indicio de una enfermedad sistémica de tipo
inmunoldgica. Su incidencia depende de la prueba utilizada y de la poblacion
estudiada “®. Estos pueden ocurrir en la poblacién general con una frecuencia
entre 1-3%. La mayoria muestran titulaciones iguales o menores de cuatro
diluciones. Sin embargo, titulos bajos no excluyen la sifilis y son frecuentes en los
casos de sifilis latente y tardia. Una prueba no treponémica reactiva puede
deberse a una infeccion actual con T. pallidum, a una infeccidn reciente tratada o
no tratada, o a un resultado falso positivo “".
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11.9.2.2 Pruebas treponémicas

Estas pruebas utilizan T. pallidum como antigeno para detectar anticuerpos contra
los componentes celulares del microorganismo %
diferentes categorias: la FTA-Abs, la TPHA/MHA-Tp y los ELISA “?. Debido a su

mayor especificidad, a que son costosas y tienen una tecnologia compleja, se

y pueden agruparse en

utilizan para confirmar los resultados obtenidos en las pruebas no treponémicas
(47)

A diferencia de las pruebas no treponémicas, que muestran una declinacién en los
titulos o se convierten en no reactivas con el tratamiento efectivo, las

treponémicas se mantienen reactivas durante afios o de por vida “®.

FTA-Abs

La FTA-Abs es la inmunofluorescencia indirecta mas utilizada como prueba
confirmatoria dentro de las pruebas treponémicas, por su elevada sensibilidad y
especificidad. Es positiva en un porcentaje muy alto de pacientes con sifilis
primaria, secundaria y tardia “?. Producen escasos resultados falsos positivos, en
especial, cuando se utliza en los pacientes con mononucleosis infecciosa,
enfermedades del colageno, la lepra y la borreliosis ®®. En el diagndstico de la
sifilis congénita se usa la FTA-IgM, una modificacién de esta prueba con anti-

anticuerpos IgM marcados con fluoresceina “?.

TPHA/MHA-Tp

Entre las pruebas de hemaglutinacion para la deteccion de anticuerpos frente a
T. pallidum se encuentra la TPHA, donde la presencia de anticuerpos se pone de
manifiesto mediante la macroaglutinacion de hematies sensibilizados con dicho
microorganismo. La MHA-Tp es una técnica cuyas fuentes de error se asocian con
el uso de placas polvorientas o sucias, errores en el pipeteo y vibraciones en el
laboratorio “®. Es una prueba sensible, pero menos especifica que la FTA-Abs ©.
Ambas son mas baratas y sencillas que otras pruebas treponémicas, y pueden
(47)

aplicarse a un elevado nimero de muestras
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ELISA

Los métodos inmunoenzimaticos, desde su introduccion en el afio 1971,
constituyen, por su reproducibilidad una de las técnicas méas eficaces en el
diagnéstico, son también faciles de realizar por su automatizacion y la lectura de
los resultados es objetiva ®?. Ademas, los reportes se generan por via electrénica,
lo que reduce errores en la transcripcién ©®. Pueden usarse para la deteccién de
anticuerpos 1gG o IgM y para la deteccion simultdnea de ambos anticuerpos
mediante el uso de dobles conjugados “?, demostrando su excelente sensibilidad

y elevada especificidad ©.

Western blot

El Western blot treponémico se estudia como una posible alternativa para sustituir
la FTA-Abs o MHA-Tp en la confirmacion del diagndstico serolégico de la sifilis. Se
emplea en la identificacion de antigenos de T. pallidum, reconocidos por 1gG o IgM
®8 y se aplica con frecuencia en el diagndstico de la sifilis congénita “®. Ademas
la utilizacion de variantes con antigenos recombinantes de T. pallidum, aumentaria
la sensibilidad, especificidad y reproducibilidad de las pruebas seroldgicas para la

sifilis ©9,

INNO-LIA

El inmunoensayo INNO-LIA se desarrolla como una prueba confirmatoria para la
sifilis. Es similar al Western blot, pero emplea las proteinas treponémicas
recombinantes TpN15, TpN17 y TpN47 y un péptido sintético derivado de la region
N-terminal de TmpA. Se evalla en muestras de LCR, mostrando su utilidad en el
diagnéstico de la neurosifilis. Sin embargo, requiere de un periodo de incubacién

de toda la noche y su costo es elevado ©?.

Pruebas rapidas
En los ultimos afos, ademas del formato ELISA se comercializa el formato de

inmunocromatografia (pruebas rapidas) para la deteccidon de anticuerpos contra
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T. pallidum. Los antigenos muy purificados de T. pallidum inoculados pueden
contener materiales contaminantes como los flagelos; el antigeno nativo de
T. pallidum puede causar reaccion no especifica en el ensayo de las muestras de
suero, con una sensibilidad mas baja y una escasa reproducibilidad. Para superar
estos problemas en los inmunoensayos, los investigadores construyen genes de
T. pallidum para la expresion de antigenos recombinantes en sistemas bacterianos
como Escherichia coli y se concentran en las proteinas de la membrana de
T. pallidum. Los principales antigenos inmunorreactivos de estas proteinas de
membrana tienen pesos moleculares de 47, 42, 17 y 15 kDa en base al analisis
del Western blot V.

En la actualidad, existen mas de 20 pruebas rapidas en el mercado. La mayoria se
hacen en formato de tira reactiva o de flujo lateral. Son examenes sencillos, se
realizan en el lugar de la consulta médica y pueden llevarse a cabo fuera del
entorno del laboratorio, con una minima capacitacion del personal, sin un equipo
especializado y con la recoleccion, mediante un pinchazo en el dedo, de una
cantidad pequefia de sangre completa. No requieren condiciones especiales de
almacenamiento o transporte y el resultado es facil de interpretar, en condiciones
ideales, se establece entre 15 a 20 minutos ®. En cambio, tienen la desventaja de
no poder distinguir entre una infeccion activa y una anterior por lo que requieren

de la confirmacion mediante las pruebas estandares ©V.

Uno de los grandes impactos es su utilidad en las areas remotas, donde el acceso
a los servicios de salud es imposible, sobre todo en aquellas regiones o paises
gue no disponen de los recursos adecuados para hacer un diagndéstico y manejo
apropiado de la enfermedad “*. La OMS recomienda su aplicacién en las mujeres
embarazadas (prevencion de sifilis congénita), en las personas con riesgo de
padecer una ITS, en los trabajadores sexuales y sus clientes, en los HSH y los
usuarios de drogas inyectables . Un ejemplo de implementacién de las pruebas

rapidas de sifilis lo constituye el Proyecto CISNE en Peru, en el que se consideran
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que las mismas ofrecen una nueva oportunidad de promover el uso racional y
efectivo de recursos, y la posibilidad de utilizarla junto con la prueba del VIH en el
pesquisaje de la gestante, con el objetivo de mejorar su salud y proteger al nifio

por nacer .

La prueba rapida SD BIOLINE Syphilis 3.0 (Standard Diagnosis, Republica de

Corea del Sur) es un ensayo inmunocromatografico en fase sélida que permite la

deteccion de los anticuerpos especificos de la sifilis en el suero, el plasma o la
sangre total. A diferencia de otras pruebas rapidas es el primer reactivo para
prueba del mundo de un solo paso de 32 generaciébn que adopta antigenos
recombinantes y el método sandwich directo. La misma consiste en una tira de
membrana previamente cubierta con antigenos de T. pallidum recombinantes
(proteinas de 17 y 15 KDa) en la zona de la banda de prueba. El conjugado con
oro coloidal de los antigenos de T. pallidum recombinantes, la muestra del
paciente y el diluyente para muestra avanzan por la membrana cromatografica
hacia la zona de prueba (T) y forman una linea visible a medida que se forma el

complejo de particulas de oro antigeno-anticuerpo-antigeno ©.

[1.10 Evaluacién econ6mica

La evaluacion econdmica es la rama de la economia encargada de desarrollar
modelos econdmicos que ayudan a tomar decisiones sobre la distribucion de los
recursos 2. Ademas, la evaluacién econémica o de eficiencia es la comparacion
de las opciones de eleccibn en competencia en términos de costos y
consecuencias ©®. Las opciones se refieren a las diferentes formas en que se
pueden utilizar los recursos para incrementar la salud de las poblaciones, y los
costos al consumo o sacrificio de recursos disponibles para crear un valor dentro
del sistema de salud; la misma es estrictamente comparativa y requiere de las

descripciones explicitas de las opciones en competencia ©¥.
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Las evaluaciones econdémicas pueden ser clasificadas como parciales o completas
©3) Las completas son aquellas donde se comparan al menos dos opciones en
términos de costos y beneficios, aunque una de ellas sea no hacer nada. Existen
cuatro tipos: costo-beneficio, costo-efectividad y dos casos especificos de este
altimo, se encuentra el costo-utilidad y el costo-minimizacion. La diferencia entre
ellos estd dada en la forma de medir los resultados ®®. En relacién a las
evaluaciones econdmicas parciales son aquellas que: (i) comparan los costos de
al menos dos opciones, (i) no comparan opciones pero estiman los costos y las
consecuencias de un solo curso de accion o (iii) solo describen los costos de una

opcién sin intentos de comparacion ©2.

[1.11 Los costos

El término costo, es la expresion financiera del consumo de los recursos para
producir un bien o un servicio. Los costos expresan este consumo en unidades
monetarias, tales como pesos cubanos (CUP), pesos cubanos convertibles (CUC),
dolares estadounidenses (USD), euros (EUR), etc. Este consumo representa un
sacrificio de recursos que no podran ser utilizados para producir otro bien o
servicio. En ocasiones la palabra costo se intercambia por la de “gasto” aunque en

teoria no expresan el mismo concepto ©®.

Para el calculo del costo es necesaria la identificacion de todos los tipos de
recursos utilizados, la medicién de las cantidades utilizadas y la valoracién de
esas cantidades. La valoracion significa que el nimero de unidades gastadas de

un recurso especifico se multiplica por el precio de una unidad ©”.

Existen varios marcos tedéricos para la clasificacion de los costos. Los costos se
pueden clasificar en directos e indirectos o de infraestructura. En el caso de los
costos directos, son los imputables al servicio. Por ejemplo, los costos directos
para la implementacion de una prueba en el laboratorio pueden ser la

remuneracion al personal que extrae sangre, asi como los reactivos y juegos
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diagndsticos, entre otros. Los costos indirectos son los costos del apoyo otorgados
a los servicios directos como el gasto en reparaciones de un equipo de laboratorio
para lo cual se contrata un técnico externo. Por ultimo, los costos de
infraestructura tienen una relacion aun menos directa con la implementacion de la
prueba e incluyen por ejemplo, los costos de las redes telefonicas, edificaciones,
etc. Otra manera de clasificar los costos es en capital y recurrentes (u operativos).
La diferencia entre estos dos tipos de costos depende de la esperanza de vida.
Los recursos que tienen una esperanza de vida de un afio o mas (equipos,
edificios, autos, etc.) son los denominados costos de capital (su costo es la
depreciacion durante su vida Util a una tasa de interés determinada). Por su parte,
aguellos que se compran y se usan (0 se sustituyen) dentro de un afo son los

costos recurrentes (salarios, material gastable, electricidad, agua, etc.) ©®.

La aproximacion a la estimacion de todos estos costos puede ser realizada por
micro costeo o macro costeo . El micro costeo también citado como costeo por
ingredientes o de abajo hacia arriba, identifica los elementos del costo a través de
la descripcién del proceso productivo. Estos elementos del costo se miden
utilizando diferentes técnicas de recoleccion de datos como la revision documental
(ejemplo: registros de contabilidad), entrevistas, encuestas u observacion directa.
Después se van agregando por actividad o actor o nivel o alguna combinacién de
estos, hasta conformar los llamados costos totales por actividad, actor, nivel o
alguna combinacion de ellos. Los costos ademas se pueden agregar en totales
(suma de todos los costos por actor, actividad, etc.), medios (costos totales por
actor, actividad, etc., entre las consecuencias que se produjeron estos gastos; por
ejemplo el costo por determinacion de sifilis), marginales (lo que cuesta realizar
una determinacion adicional), incrementales (la diferencia de costos entre dos

opciones) ©9.
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II. CONTROL SEMANTICO

Sensibilidad: parte de los pacientes enfermos en los que la prueba fue positiva o

tuvieran la probabilidad de tener una prueba positiva dado que estaban enfermos.

Especificidad: parte de los pacientes no enfermos en los que la prueba fue
negativa o tuvieran la probabilidad de tener una prueba negativa dado que los

individuos no estaban enfermos.

Valor predictivo positivo: Proporcién de los individuos con una prueba positiva que
tenian la enfermedad. La probabilidad de que estuvieran enfermos dado que la

prueba fue positiva.

Valor predictivo negativo: Proporcién de los individuos con una prueba negativa
gue no tenian la enfermedad. La probabilidad de que no estuvieran enfermos dado

gue la prueba fue negativa.

indice de concordancia o indice de validez: Es el indice que se us6 para conocer

la proporcién global de acuerdos que tuvieran las dos pruebas.

Coeficiente de Kappa: Permiti6 medir el grado de concordancia no aleatoria
existente entre las mediciones de la misma categoria estudiada. Kappa tiene un
rango de valores que va desde —1 hasta +1, en dependencia de la magnitud de la

concordancia.
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IV.1 Disefio del estudio

Se realizd, en el Laboratorio Nacional de Espiroquetas del IPK (LNE-IPK), una
investigaciébn de servicios y sistemas para la validacibn de un método de
laboratorio, que consiste en un sistema inmunocromatogréafico en fase sdlida para
la deteccion de anticuerpos contra T. pallidum, en muestras de sangre y suero
humano obtenidas en el periodo comprendido desde octubre hasta diciembre de
2012. De forma paralela se efectud la descripcion de los costos de aplicacion de

dicho método de laboratorio en muestras de suero y sangre.

IV.2 Marco de la investigacién

Se evalu6 el desempefio del sistema inmunocromatogréafico en fase sdlida en los
tres niveles de atencién en salud (validacion externa): (1) policlinicos del municipio
de Centro Habana “Luis Galvan” y “Joaquin Albarran” correspondientes a la
Atencion Primaria; (Il) Hospital Ginecobstétrico “Eusebio Hernandez” como
Atencion Secundaria y (Ill) la consulta de ITS, planificada por el servicio de

Dermatologia, del IPK como Atencion Terciaria.

IV.3 Universo de trabajo y muestra
Para la evaluacion del sistema serologico rapido se cont6 con 150
determinaciones, distribuidas segun el criterio opinatico de la autora, de acuerdo
con el nivel de atencion en salud, estas se describen a continuacion:
- Atencion Primaria: 60 determinaciones. Se examinaron de forma paralela
muestras de sangre y suero de 30 pacientes (2 determinaciones/paciente).
- Atencion Secundaria: 60 determinaciones. Se examinaron muestras de
suero de 60 embarazadas o puérperas.
- Atencion Terciaria: 30 determinaciones. Se estudiaron de forma paralela

muestras de sangre y suero de 15 pacientes (2 determinaciones/paciente).
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La seleccion de los pacientes en los tres niveles de atencion en salud se efectud
acorde con los siguientes criterios:
Criterios de inclusion

¢ Individuos de ambos sexos y mayores de seis meses de edad.

e Individuos (o tutores) que manifestaron su consentimiento informado de

participacion por escrito.

Criterios de exclusion
e Individuos a los que se les realizaba seguimiento serolégico por un
diagnéstico reciente de sifilis.
¢ Individuos con antecedentes de sifilis pasada.
e Individuos que no manifestaron su consentimiento informado de

participacion por escrito.

Criterios de salida

e Abandono voluntario.

IV.4 Recoleccion de la informacion
A cada uno de los individuos se les explicé de forma verbal en qué consistia el
estudio y se les solicitd su aprobacion a través del consentimiento informado de

participacion por escrito (ver anexos 1y 2).

IV.5 Recoleccion de las muestras

La toma de muestra para la recoleccion del suero se realizo, en el horario de la
mafiana y por el personal del laboratorio clinico de cada uno de los niveles de
atencion en salud correspondiente. Para ello se obtuvo sangre total por puncién
venosa, con la ayuda de una jeringuilla estéril desechable, de inmediato, la sangre
se depositd en un tubo de ensayo de 13x100 mm sin anticoagulantes, se dejo
coagular por 30 minutos y luego se centrifugé para obtener la muestra de suero

(sobrenadante). Una alicuota de suero se utiliz6 para la prueba rapida y el resto se
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dispensé en viales para su transportacion hasta el LNE-IPK, donde se conservo a
-20 °C para su posterior estudio. En las muestras de suero correspondientes a la

Atencion Terciaria, todas se trasladaron al LNE-IPK.

La toma de muestra para la recoleccion de la sangre se llevé a cabo en los niveles
de Atencion Primaria y Terciaria, mediante dos métodos diferentes. En el nivel de
Atencion Primaria se aprovecho la misma sangre total obtenida para la muestra de
suero, se dejé un remanente en la jeringuilla equivalente a una gota (20 pL), la que
se depositd, por el investigador, en la prueba rapida comercial a evaluar. En el
nivel de Atencion Terciaria, la muestra de sangre se obtuvo por el propio
investigador, en la consulta del Servicio de Dermatologia, mediante puncién del
pulpejo del dedo. Previa limpieza del area de puncién, con una torunda de algodoén
impregnada en alcohol, se presiond la yema del dedo seleccionado y se punzé
con una lanceta estéril hasta obtener una gota de sangre para realizar la prueba
de pesquisa. En el nivel de Atencion Secundaria, por no disponer de las
condiciones necesarias para su ejecucion, la prueba rapida a partir de la muestra

de sangre no se aplicé, solo se empled el suero.

A cada muestra de sangre y suero se le aplicé el SD BIOLINE Syphilis 3.0 como

prueba de pesquisa rapida de sifilis; luego a cada suero se le realiz6 VDRL y
TPHA.

IV.6 Procedimientos de las pruebas seroldgicas

IV.6.1 SD BIOLINE Syphilis 3.0
Se empled el estuche SD BIOLINE Syphilis 3.0 (Standard Diagnosis, Republica de

Corea del Sur) comercializado en Cuba por Ampellos S.A., de acuerdo con las
instrucciones de su fabricante. En breve, se adicioné 10 pL de la muestra de suero
0 una gota (20 pL) de sangre, dentro de la zona marcada en el dispositivo, con

una “S”, luego, dentro de la misma zona, se anadieron cuatro gotas del diluyente y
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se incubd durante 20 minutos (no se realiz6 la lectura pasados los 20 minutos para

evitar los posibles resultados falsos positivos).

Lectura e interpretacion

Se consider6 como muestra negativa aquella donde se observo la formacion de
una banda unica de color purpura en la zona control “C”; muestra positiva si se
observo la presencia de dos bandas de color purpura (una en la zona control y
otra en la zona “T”) en la ventana de resultados, independientemente de qué
banda aparecié primero, y como prueba no valida la no existencia de banda color

parpura en la zona control (figura 1).

A)

B)

C)

Figura 1. Representacion de la prueba rapida SD BIOLINE Syphilis 3.0: A) Prueba negativa,

B) Prueba positiva, C) Prueba no valida

IV.6.2 VDRL
Se empled el VDRL Plus (Centis, Cuba), segun el procedimiento descrito por el
productor en la literatura interna del estuche diagnostico, con la modificacion de

que los sueros no se inactivaron por calentamiento /%,
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Prueba cualitativa
De manera inicial se atemperaron los reactivos y las muestras a la temperatura

ambiente, controlando ademas la temperatura del laboratorio (22-25 °C).

A cada circulo de una lamina de cristal excavada, se le afiadio, con el empleo de

micropipetas, 50 pL de suero y 20 uL de antigeno (previamente homogenizado).

La lamina se coloc6 en el agitador rotatorio y se accioné el equipo a 160 r.p.m.
durante 4 minutos. Luego se procedio a la lectura a través de un microscopio

Optico, mediante el empleo del lente de poco aumento (magnificacion total: 100X).

Se utilizaron los controles positivo y negativo del estuche, asi como tres sueros
controles internos (no reactivo, débil reactivo y reactivo) de la seroteca del
LNE-IPK.

Lectura e interpretacion

Se definié como suero reactivo aquel donde se observaron floculos de mediano y
gran tamafio en los hoyuelos; suero débil reactivo si se observaron agrupaciones o
floculos pequefios, ademas de particulas en forma de agujas pequefias
distribuidas de manera uniforme; y suero no reactivo aquel donde se observaron
muchas particulas en forma de agujas pequefias distribuidas de manera uniforme

sin formar agrupaciones (figura 2).

Noreactiva Débil reactiva Reactiva

Figura 2. Interpretacion de la prueba VDRL 28



IV. MATERIALES Y METODOS

Prueba semicuantitativa

Se le realiz0 a todo suero con un resultado reactivo o débil reactivo.

Para este ensayo se coloc6 50 pL de solucién salina (0,9%) en cada hoyuelo de la
lamina donde se realizaron las diluciones, al instante se afiadié 50 uL de suero en
el primer hoyuelo y se homogenizé. Luego, se tomaron 50 pL de este circulo y se
adicion6 al siguiente, realizando homogenizacion, y asi, de manera sucesiva se
prosiguié hasta el ultimo hoyuelo.

Se coloco la lamina en el rotor y luego se acciond el equipo a 160 r.p.m. durante
4 minutos.

De forma inmediata, después de la rotacion se observo a través de un microscopio
optico con el lente de poco aumento. La lectura se realiz6 igual al ensayo
cualitativo y el titulo del suero fue el inverso de la dilucibn mas alta donde se

observo el resultado reactivo.

IV.6.3 TPHA
Se utilizé el estuche comercial TPHA (Centis, Cuba), siguiendo las instrucciones

de su fabricante.

Prueba cualitativa

Los reactivos y las muestras se atemperaron a la temperatura ambiente (22-
25 °C).

Se prepard una dilucién 1:20 de la muestra en tampén (10 pyL suero + 190 pL
tampdn) en un pocillo de una placa de poliestireno de 96 pocillos con fondo en U.
Luego, se colocaron 25 uL de la dilucién en dos pocillos adyacentes. Al primero se
le adicion6 75 L de células control, homogenizadas de forma previa, y al segundo

75 uL de células sensibilizadas homogenizadas.

Dicho procedimiento se realizé también a los controles positivo y negativo del

estuche (originalmente diluidos 1:20).
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La placa se agit6 de forma suave para la completa homogenizacion de las
mezclas. Se cubrié la misma y se incubd a la temperatura ambiente (20-25 °C)
durante 45-60 minutos, en un &rea alejada de fuentes de vibracion, calor y luz

directa.

Lectura e interpretacion

Para realizar la lectura se buscoé la formacion o no del efecto hemaglutinante. Se
interpretd6 como positivo cuando se observO en el pocillo de las células
sensibilizadas tal efecto y negativo cuando se observé un boton de células rojas

en el fondo del pocillo (figura 3).

A)

Figura 3. Interpretacion de la TPHA: A) Prueba positiva, B) Prueba negativa

La prueba se consideré no valida cuando se observd hemaglutinacién con las
células control.

A toda muestra positiva se le realiz6 la prueba semicuantitativa.

Prueba semicuantitativa

A cada pocillo de la placa, donde se realizaron las diluciones, se le adiciond 25 L
de tampon, después, en el primer pocillo se coloco 25 pL de la muestra diluida
(1:20) y se homogenizo. Luego, se tomaron 25 pL de este pocillo y se afadio al
siguiente, realizando igual homogenizacion. Esta Ultima operacion se repitié hasta
completar las diluciones, desechando 25 pL del altimo pocillo.

A cada hoyuelo se le afiadié 75 pL de las células sensibilizadas.
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Se procedié como en la prueba cualitativa. Se definié como titulo de la muestra el

inverso de la dilucion maxima donde se observé hemaglutinacion.

I\V.7 Descripcién de los costos

En la presente investigacion solo se describieron los costos directos. Se utilizo la
técnica de microcosteo, que consiste en medir el gasto de recursos de “abajo
hacia arriba”, de los elementos del costo (salarios, materiales, y equipos) para

cada una de las tareas que componen el proceso.

Para ello se realizé inicialmente la descripcidbn del proceso a partir de la
identificacion de cada una de sus actividades y tareas, desde que se inscribe la
solicitud de analisis del paciente hasta que se informa el resultado de la prueba
realizada. Para ello se entrevistaron las personas responsables de cada éarea
seleccionada dentro del proceso y se elaboré la ficha del mismo. Luego, se
procedié a la medicion de la frecuencia de utilizaciéon de cada insumo o recurso,
segun la actividad realizada a través de la observacion directa (ver anexo 3), y con

ello se elabordé una matriz para su posterior andlisis (ver anexos 4y 5).

Se realizaron 105 mediciones de cada actividad de los procesos dirigidos a la
detecciéon de anticuerpos contra T. pallidum. Los costos se clasificaron por

actividad y por elemento de costos directos.

El costo de salario se determiné a partir del tiempo utilizado en cada una de las
actividades. Para ello se tuvo en cuenta los salarios devengados mensualmente
por cada persona involucrada (segun nominas de salario), el correspondiente a la
acumulacion por descanso retribuido (9,09%), el impuesto sobre la utilizacién de la
fuerza de trabajo (20%) y la contribucion a la seguridad social (12,5%) Y. Para
ello se dividio el tiempo (min) de duracion de la tarea entre 60 (min), luego se
multiplicé por el salario y se dividid entre 11 520 (min equivalentes a 192 horas de

trabajo mensual).
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Como el SD BIOLINE Syphilis 3.0 es un diagnosticador que puede ser utilizado

tanto en un laboratorio como en un consultorio se tuvieron en cuenta diferentes
ejecutantes: un licenciado en tecnologia de la salud, un técnico de laboratorio
clinico, un licenciado y un técnico en enfermeria; por lo que se seleccion6 el

salario minimo y el maximo para el calculo del costo de salario.

El costo de materiales se estimd a partir de la cantidad que se emplea y los
precios de mercado registrados en expedientes de proyectos (recogidos en ofertas
y facturas). Para el caso del material gastable de oficina se siguieron las normas
de la OMS para gastos de materiales y suministros segun tiempo de actividad
reportado ?. La suma de los costos materiales individuales resulté en el costo de

materiales de la actividad.

El costo de medios de capital se calculd a partir de la multiplicacion de la fraccion
de tiempo de empleo del equipo en la actividad por el precio del equipo (segun
factura) por su tasa de depreciacion anual (25%) y el tiempo de vida en

explotacion.

Todos los costos fueron expresados en CUP utilizando las tasas oficiales de

cambio para las monedas extranjeras.

La suma de los costos de salario, materiales y medios de capital de cada tarea
resultd en el costo total de la actividad, y la suma de los costos de las actividades

en el del proceso.

IV.8 Andlisis estadistico
Los resultados se introdujeron en una base de datos disefiada al efecto mediante
el empleo del programa Excel (Microsoft Office). Para el analisis de la informacion

se utilizé el paquete estadistico Epidat v3.1.
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Se estimo la concordancia o indice de validez global de los resultados al emplear
ambos tipos de pruebas, y se realizd la comparacion de las proporciones de
resultados coincidentes entre las dos pruebas. Se evaluaron los parametros del
desempeiio del procedimiento de SD BIOLINE Syphilis 3.0, utilizando como

prueba de referencia la TPHA y se cumplié con los requisitos para la evaluacion
del desempefio de los diagnosticadores, segun la regulacion No. 47-2007 del
Cecmed . Se evaluaron los siguientes pardmetros cualitativos: sensibilidad,
especificidad, valores predictivos positivo y negativo (VPP y VPN), indice de

Youden y las razones de verosimilitud positiva y negativa (RV+ y RV-).

Ademas, de forma global se determind el coeficiente de concordancia Kappa (K)
entre los resultados de ambas pruebas. Para cada parametro a evaluar se estimo
su intervalo de confianza (IC) para un nivel de confiabilidad de 95%.

IV.9 Consideraciones éticas de la investigacion
El protocolo de esta investigacién fue aprobado por la Comision Cientifica
Especializada de Microbiologia y el Comité de Etica de la Investigacion del IPK

como Proyecto Asociado a Programa del Ministerio de Salud Publica.

Se cumplieron las medidas de bioseguridad establecidas para el trabajo, la
manipulacion del microorganismo y las muestras, segun los niveles de riesgo
establecidos por la Comision Nacional de Seguridad Biol6gica en la Resolucion
38/2006 /.

La informacion se conservo con caracter confidencial. No se revel¢ la identidad de
los individuos que proporcionaron las muestras clinicas para el estudio. Los
resultados de las pruebas de laboratorio se enviaron a los médicos de asistencia
que solicitaron los analisis, y se utilizo por el equipo de investigacion con fines

cientificos.
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Los individuos involucrados en la investigacion, conocieron los resultados de las
pruebas de diagnostico microbiologico evaluadas a través de su médico de
asistencia. Ninguna de las labores planificadas en el presente trabajo atent6
contra la integridad de los individuos involucrados, ellas facilitaron la confirmacion
de su infeccion por T. pallidum, lo que contribuyé a la aplicacién oportuna y rapida
de tratamiento especifico, asi como al control y prevencién de nuevos casos en la

comunidad.

Se obtuvo el consentimiento informado, de participacion por escrito, de todos los
individuos que participaron de manera voluntaria y gratuita en el estudio

correspondiente a la evaluacién del estuche SD BIOLINE Syphilis 3.0, previa

explicacion en un lenguaje sencillo y claro de como se realizaria el mismo, su
importancia y los beneficios que proporcionaria dicha evaluacion. Los datos de los
participantes se mantuvieron bajo estricta confidencialidad, solo accesibles a los
investigadores participes en el estudio.

En general, toda la informacion relacionada con esta investigacion se encuentra

en formato electrénico, conservada y protegida en el LNE-IPK, donde se realizaron
ademas copias (salvas) de la informacion.

34



V. RESULTADOS Y DISCUSION

V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1 Validacion de la prueba comercial SD BIOLINE Syphilis 3.0 para la pesquisa

rapida de anticuerpos contra Treponema pallidum en las muestras de suero
y sangre de los pacientes objetos de estudio en los diferentes niveles de

atencién en salud

Durante la evaluacion del sistema comercial SD BIOLINE Syphilis 3.0, en los tres

niveles de atencion en salud, 8,6% (13/150) de las pruebas fueron no vélidas,
independientemente de la muestra utilizada (sangre o suero), sin poder precisar la(s)
causa(s) (tabla 2). Ello imposibilité ofrecer el diagndstico a cuatro pacientes, ya que
la prueba fue no valida en tres muestras de suero de la Atencién Secundaria y en el

suero como la sangre de un individuo de la Atencion Primaria.

Tabla 2. Nomero de pruebas SD BIOLINE Syphilis 3.0 no validas, segun el tipo de muestra

empleada en los diferentes niveles de atencion en salud. LNE-IPK, octubre-diciembre, 2012

Niveles de atencion NUumero de pruebas
en salud no vélidas
Sangre Suero Total
Primaria
60 det (dispositivos) 5 4 9
Secundaria i 3 3
30 det (dispositivos)
Terciaria
30 det (dispositivos) 1 0 1
Total 6 7 13

Campos et al., notifican como no validas 0,3% de las pruebas evaluadas en sangre
capilar obtenida de 3 586 trabajadoras sexuales para la deteccion de sifilis activa en

Lima (Pert) ®. También Siedner et al., al investigar la frecuencia de sifilis en
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pacientes de un centro de atencion de ITS, mediante la evaluacion de tres pruebas
inmunocromatograficas en sangre capilar, encuentran 0,8% de pruebas no vélidas

para la Abbott Determine TP, seguido de la Guardian Bioscences One Step (6,5%) y

la Phoenix Biotech Trep-Strip IV (30,3%) ®. Ambos describen cifras inferiores a las

detectadas en este trabajo, excepto para la Phoenix Biotech Trep-Strip IV, pero

ninguno de los autores refieren las posibles causas del resultado, ellos suponen que

se trata de una debilidad del producto utilizado.

La prueba SD BIOLINE Syphilis 3.0 permitié realizar el diagndstico de sifilis, en los

diferentes niveles de atencion en salud. En 7,9% (8/101) se detectd la presencia de
anticuerpos contra T. pallidum, corroborados por el VDRL vy la técnica de referencia
(TPHA). La distribucion de los casos positivos, segun el nivel de atencion en salud
fue de 1 en la Atencion Primaria, 1 en la Atencidon Secundaria y 6 en la Atencion
Terciaria. Se obtuvo ademas, que 1% (1/101) fue falso positivo por el SD BIOLINE
Syphilis 3.0, pues la muestra de suero fue no reactiva en el VDRL y negativa en la
TPHA. Esta muestra se obtuvo de una embarazada y es importante sefialar que la
intensidad del color de la banda, en la zona de prueba fue débil, cuando se comparé
con la intensidad observada en la zona control. Los otros pacientes, 91,1% (92/101)
fueron negativos por la prueba rapida, el VDRL y la TPHA.

Sampedro et al.,, describen también resultados falsos positivos al evaluar dos

pruebas rapidas; en la Syphilitop Optima detectan dos casos en pacientes con

infeccién por el VIH; mientras que, para la prueba Biorapid Syphilis la cifra fue

superior, una muestra pertenece a una embarazada, dos sueros provenian de

pacientes con infeccion por el virus del Epstein Barr y uno por el VIH 7.

El niumero de muestras positivas detectadas por el sistema comercial en los niveles
de atencién en salud fue bajo; sin embargo, segun informacion obtenida del grupo de
Vigilancia Epidemioldgica del IPK sobre la sifilis como enfermedad de declaracion
obligatoria, la provincia de La Habana, en igual periodo (octubre a diciembre de
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2012) notifica 198 casos, que se corresponde con al menos un caso semanal por
municipio . Ello supone que los resultados encontrados en esta tesis estuvieron en
correspondencia con la informacién estadistica de la provincia. EI mayor nimero de
casos se encontro en el nivel de Atencidn Terciaria, por tratarse de una consulta de
ITS, mientras que, en los otros dos niveles, predominaron los individuos pesquisados
a partir de los chequeos médicos.

Tinajeros et al., en Bolivia, refieren que, el uso sistematico de pruebas rapidas en las
mujeres embarazadas detecta hasta 92% de los casos de sifilis materna y sus
correspondientes casos de sifilis neonatal; mientras que, con el sistema tradicional
de pruebas como la RPR, realizadas en el laboratorio del hospital, detectan alrededor

de 38% de los casos de sifilis materna ®.

En la tabla 3 se representan los parametros del desempefio del SD BIOLINE Syphilis

3.0 evaluados en las muestras de suero y sangre obtenidas en los diferentes niveles
de atencioén en salud. La prueba rapida fue un ensayo treponémico sensible (100%) y
especifico (98,92%) como prueba de tamizaje, ademas puede aplicarse en los
bancos de sangre, los hospitales o en los centros de salud e incluso en las

investigaciones de campo.

Esta prueba es una buena alternativa para el diagnostico de la sifilis, una

enfermedad facil de tratar cuando se diagnostica de manera oportuna @ %,
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Tabla 3. Parametros de desempefio del SD BIOLINE Syphilis 3.0 en las muestras de suero y sangre,

obtenidas en los diferentes niveles de atencion en salud. LNE-IPK, octubre-diciembre, 2012

Parametros Valor IC (95%)
Sensibilidad (%) 100 93,75 100
Especificidad (%) 98,92 96,29 100
indice de validez (%) 99,01 96,58 100
Valor predictivo positivo (%) 88,89 62,80 100
Valor predictivo negativo (%) 100 99,46 100
indice de Youden 0,99 0,97 1,01
Razén de verosimilitud positiva 93,00 13,24 653,27

Razén de verosimilitud negativa - - -

indice de Kappa 0,93 0,81 1,00

n=98
Técnica de referencia: TPHA

Leyenda: IC: Intervalo de confianza

El valor de sensibilidad detectado por el SD BIOLINE Syphilis 3.0 fue superior al

descrito por el fabricante en el manual de instrucciones que acompafa al estuche
comercial; sin embargo, la especificidad fue ligeramente inferior. El fabricante refiere

valores de 99,3 y 99,5% para cada uno de estos parametros, respectivamente.

Vanijajiva et al., en 2008, al evaluar el SD BIOLINE Syphilis 3.0 con un panel de 90

sueros (52 positivos y 38 negativos), mediante la prueba de aglutinacion de

particulas contra T. pallidum (TP-PA), describen una sensibilidad de 90,4 y 100% de
especificidad "®. Por su parte, Aboud et al., sefialan para el SD BIOLINE Syphilis 3.0

valores inferiores de sensibilidad (79%) y especificidad (96%), cuando los comparan
con la TPHA. Estos ultimos autores plantean que ambos parametros del método

inmunocromatografico superan los obtenidos por la RPR (68 y 94%,

80)

respectivamente) ®9) " Sin embargo, Yin et al., obtienen con el mismo sistema
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comercial valores de sensibilidad (96,6%) y especificidad (99,3%) superiores ©".
Mientras que, un trabajo de Jafari et al., en 2013, sefialan para el SD BIOLINE
Syphilis 3.0 cifras de sensibilidad de 87,06% (IC 95%, 75,67 a 94,50) y especificidad
de 95,85%, (IC 95%, 89,89 a 99,53) ®2),

Durante 2006 realizan un estudio multicéntrico en Tanzania, China, Brasil y Haiti, con
el objetivo de evaluar cuatro pruebas inmunocromatograficas de pesquisa rapida
para el diagnostico de la sifilis a partir de las muestras de sangre y suero, dentro de

las cuales incluyen el sistema comercial SD BIOLINE Syphilis 3.0. La especificidad

de los cuatro sistemas es mayor de 95%; mientras que, en todos los casos obtienen
una baja sensibilidad en la muestra de sangre, excepto para las pruebas Abbott

Determine, Standard BIOLINE, en Haiti, donde logran valores de 100%. En cambio,

al emplear la muestra de suero, la sensibilidad de Abbott Determine y Standard

BIOLINE supera las cifras (88 y 90%, respectivamente) en los cuatros lugares; no
obstante, Qualpro Syphicheck, otra de las pruebas evaluadas, presenta una
sensibilidad de 67,4% en China, pero 97,6% en Haiti ©.

El parametro de especificidad obtenido en el presente trabajo durante la validacion
fue similar al descrito en el trabajo anterior. Sin embargo, la sensibilidad del presente
estudio y la de Haiti, para los métodos SD BIOLINE Syphilis 3.0 y Abbott Determine,

a pesar de tener resultados similares superaron al resto de las pruebas.

Otro estudio multicéntrico, realizado por la OMS, evalla varios sistemas

inmunocromatogréaficos. En ellos incluyen la prueba SD BIOLINE Syphilis 3.0. Entre

ellas, las pruebas Fujirebio Espline y la SD BIOLINE Syphilis 3.0 presentan una

sensibilidad de 97,7 y 95%, respectivamente, valores mayores que el resto de las
inmunocromatografias, donde estas ultimas estuvieron por debajo de 90%. Por su

parte, la Omega VisiTect y la Qualpro Syphicheck son las de mayor especificidad (98

y 97,7%, respectivamente) ®%. Los resultados obtenidos para ambos parametros en
la investigacion actual superaron los obtenidos en el estudio anterior.
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En una evaluaciéon realizada en 2010, la sensibilidad de la prueba Espline TP
(97,7%) supera los valores de la SD BIOLINE Syphilis 3.0 (95%), Syphilis Fast

(95,6%) y Determine Syphilis TP (97,2%). Sin embargo, la especificidad, de Espline

TP presenta cifras inferiores a la observada en la prueba Determine TP (94,1%), SD
BIOLINE Syphilis 3.0 (94,9%) y Syphilis Fast (99,9%) ©°. Los resultados de esta

investigacioén superaron los alcanzados por las pruebas antes mencionadas, excepto

la especificidad descrita para la Syphilis Fast.

En estudios anteriores evalian dos pruebas inmunocromatogréficas a partir de
muestras de sangre y suero obtenidas de pacientes que acuden a una clinica
especializada en ITS. En el primer estudio, la SD_BIOLINE Syphilis 3.0 presenta

valores de sensibilidad (90,2%) superior a la Syphicheck-WB (88,2%); sin embargo,

las cifras de especificidad son similares (99,4 y 99,6%, respectivamente). En el
segundo estudio evallan la prueba VisiTect Syphilis, que alcanza valores de

sensibilidad (96,2%) superiores y significativos en relacion con la Determine Syphilis

TP (88,5%), pero ambas con elevados valores de especificidad (98,5 y 97,9%

respectivamente) ©®. El sistema comercial SD BIOLINE Syphilis 3.0 mostré una

mayor sensibilidad que el estudio anterior e incluso al resto de las
inmunocromatografias, pero tuvo una especificidad menor a las alcanzadas por las

pruebas del primer estudio.

Vale la pena sefalar que, a pesar de realizarse una minuciosa busqueda bibliografica
por la autora de este trabajo de tesis, sobre la aplicacion de la prueba SD BIOLINE
Syphilis 3.0, la discusién abarcé los unicos trabajos descritos en la literatura
revisada. No obstante, existen diversas publicaciones sobre la aplicacion de otros
métodos de diagndstico rapido para la sifilis, que se citaran mas adelante ®* 8%, Los
resultados de esta investigacion tampoco pudieron compararse con trabajos

nacionales, pues esta constituye la primera experiencia en el tema.
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Siedner et al., en 2004, a partir de muestras de sangre total evallan tres pruebas
rapidas, diferentes al SD BIOLINE Syphilis 3.0, al compararlas con la TP-PA; Abbott

Determine TP proporciona la mayor sensibilidad (88%), seguida de Guardian

Bioscences One Step (72%) y Phoenix Biotech Trep-Strip IV (70%). Las tres son

100% especificas "®. En cambio, en un estudio de 510 pacientes la prueba
inmunocromatografica VisiTect Syphilis identifica 79% (30/38) de los casos de sifilis

activa, con una sensibilidad de 57% y una especificidad de 99% ©. A pesar de la
elevada especificidad todas muestran valores de sensibilidad inferiores al encontrado

en este trabajo, siendo incluso menores de 90%.

Juérez et al., en México, determinan mediante el método Determine TP una elevada

sensibilidad (entre 96,8 y 100%) en tres grupos de poblaciéon con prevalencias de
sifilis entre 1,3 y 38,7%; mientras que, la especificidad oscila entre 95,3 y 100% ©®,
Otros estudios de México, Brasil y Bolivia evalian el desempefio de esta tira
inmunocromatografica, para la deteccibn de anticuerpos contra T. pallidum, en
sueros de mujeres embarazadas y en personas atendidas en clinicas de
enfermedades infecciosas con diagnosticos de sifilis, VIH, otras ITS o libres de ellas.
Los valores combinados de sensibilidad y especificidad se encuentran entre 95,6 y
100%, con alrededor de 98% de concordancia ®*°V. Los valores de Juarez et al., asi
como los de México, Brasil y Bolivia, incluyendo el valor de concordancia o indice de

validez reflejado en esta ultima, no superaron los mostrados en el presente trabajo.

En otro estudio del afio 2009, la valoracion del comportamiento sobre diferentes
pruebas rapidas y entre ellas Determine Syphilis TP, muestra un excelente
desempefio con altos valores de sensibilidad [97,2% (IC 95%, 95,6 a 98,8)] y
especificidad [94,1% (IC 95%, 91,8 a 96,4)] ©®? no obstante, estos valores no

superan el obtenido en esta investigacion.

En otro estudio que utiliza también esta prueba rapida (Determine TP) se obtienen

valores de sensibilidad (93,6%) y especificidad (92,5%) inferiores a los ya descritos,
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la concordancia entre este método rapido y las técnicas de referencia (FTA-Abs y
TPHA) es de 94,4% ©. Zhuang et al., reporta para este sistema comercial valores
elevados de sensibilidad, especificidad y concordancia (97,35, 98,91 y 97,3%,
respectivamente), cuando los compara con la TP-PA ©¥. Sin embargo, en ambos

estudios los valores son inferiores a los obtenidos en esta investigacion.

En el afilo 2011, durante una pesquisa de sifilis en el Amazona (Brasil), se evalta por

primera vez la prueba treponémica rapida VisiTect Syphilis, en muestras de sangre

capilar. La sensibilidad de esta prueba comparada con la FTA-Abs es de 62,5% (IC
95%, 38,6 a 81,5) y la especificidad de 99,1% (IC 95%, 98,1 a 99,6) ©®®, por lo que,
cuando se comparan con los resultados obtenidos por la prueba SD BIOLINE

Syphilis 3.0 evaluada, esta ultima fue mas sensible, pero menos especifica.

Como se puede apreciar, en este trabajo de tesis, la sensibilidad para la prueba

inmunocromatografica SD BIOLINE Syphilis 3.0 fue superior a la descrita por otros

autores, diferente a lo que sucedié con la especificidad. Las caracteristicas de las
pruebas rapidas constituyen uno de los aspectos a tener en cuenta cuando se

selecciona una de ellas

. La OMS plantea que, dadas las consecuencias que
puede provocar un error en el diagndstico y los efectos escasos de un tratamiento
excesivo, es recomendable seleccionar una prueba rapida mas sensible que
especifica. Si la prueba rapida se quiere utilizar como confirmatoria, se sugiere

entonces una mas especifica 19,

El indice de validez obtenido para la SD BIOLINE Syphilis 3.0 en este estudio no

pudo compararse con todas las investigaciones anteriores debido a que sus autores
no refieren los resultados alcanzados. Lépez et al., comparan la técnica

inmunocromatografica Determine TP con la TP-PA para el diagnostico confirmatorio

de sifilis en 150 muestras de suero y obtienen 100% de concordancia ©®, mientras

que, Lien et al., reportan 99,3% entre la Determine Syphilis TP y la Serodia TP-PA en

42



V. RESULTADOS Y DISCUSION

suero, plasma y sangre total en la ciudad de Ho Chi Minh ©”; valores que superan al
obtenido en el presente trabajo.

El SD BIOLINE Syphilis 3.0, a pesar de no alcanzar 90% de VPP, por la baja
prevalencia de la enfermedad en la poblacion seleccionada, tuvo un VPN de 100%.

Ellos mostraron la probabilidad de que un individuo para el que se obtuvo un
resultado positivo, fuera sin duda alguna un enfermo (VPP), y la probabilidad de que
un individuo con un resultado negativo estuviera libre de la enfermedad (VPN).

Hallazgos inferiores notifican Benzaken et al., para la prueba VisiTect Syphilis (62,5 y

99,1%, para VPP y VPN, respectivamente) ®®. También Sefia et al., describen para

la Espline TP rangos muy bajos de VPP (9,4 y 38,1%), aunque no publican el VPN
(85)

Similares resultados se describen para el sistema inmunocromatografico Determine
Syphilis TP %) Resultados inferiores se sefialan en Pert, al evaluar la utilidad de

la prueba Determine Syphilis TP para la deteccién de sifilis activa, en la misma se

muestra un VPP de 71,4%; sin embargo, el VPN no esta publicado "®. Otro estudio
en Manaus (Brasil), al pesquisar casos de sifilis mediante FAT-Abs y una prueba no
treponémica (VDRL), a partir de muestras de sangre capilar, la prueba rapida VisiTect

Syphilis describe una VPP y VPN de 91% ©7).

Durante 2007, Benzaken et al., notifican otro estudio con VPP y VPN al evaluar
diferentes pruebas, entre ellas la prueba Syphicheck-WB alcanza el mayor VPP
(95,6%), seguida de la VisiTect Syphilis (94,3%), la SD BIOLINE Syphilis 3.0 (93,8%)

y la Determine Syphilis (92%) ®®. A pesar de que todos los VPP superan el de este

trabajo, ninguno alcanza un VPN de 100%.

Resultados diferentes publican Zarakolu et al., durante la evaluacion preliminar de
una tira inmunocromatogréafica para la deteccién de anticuerpos especificos frente a
T. pallidum, donde logran valores de 100% para ambos parametros ©°. De igual
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manera, ocurre en la Abbott Determine TP, con una sensibilidad, especificidad, VPP

y VPN de 100%, asi como en cuanto al valor de concordancia entre la

inmunocromatografia y la FTA- Abs %9,

Durante la validacién del SD BIOLINE Syphilis 3.0, el indice de Youden (diferencia

entre la tasa de verdaderos positivos y la de falsos negativos) (0,99) se consideré
adecuado; por obtenerse valores cercanos a 1. No se encontré en la literatura

consultada estudios que se refieran a este parametro.

La RV+, durante la evaluacion del sistema comercial, alcanz6 un valor elevado (90),.
Por su parte, la RV- no mostrd valores. No se pudieron comparar estos resultados
con los de otros investigadores por no encontrarse en la literatura consultada
trabajos que los tuviesen en consideracion; no obstante, se puede afirmar que los

valores obtenidos fueron satisfactorios.

Todo caso con un resultado positivo, por el sistema seroldgico rapido, tiene que
confirmarse por la técnica de referencia internacional establecida por la OMS para el
diagndstico de sifilis y en el presente estudio de acuerdo con el indice de K (0,93)
alcanzado por la prueba inmunocromatogréfica evaluada, existi6 concordancia entre
ambos métodos. Este parametro mide el grado de concordancia no aleatoria
existente entre las mediciones de la misma categoria, y toma valores de —1 a +1, en
dependencia de la magnitud de la concordancia. Cifras inferiores, por debajo de 0,9
publican para diferentes pruebas inmunocromatograficas . No obstante, en una
investigacion de Brasil realizada en 2007, al evaluar cuatro pruebas rapidas con
previa validacion por la OMS en laboratorios de referencia, obtienen un coeficiente
de K (0,94) equivalente al de la presente investigacion ©®.

Vanijajiva et al., identifican un valor de correlacién similar (K=0,88) al comparar los

resultados del sistema SD BIOLINE Syphilis 3.0, con el de referencia empleado 9.
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Valores muy cercanos al de esta investigacion (K=0,95) detectan otras pruebas

rapidas (Determine Syphilis TP y Espline TP) ©%.

La necesidad de ofrecer pruebas seroldgicas de diagnédstico rapidas y faciles de
realizar, asi como sensibles y especificas, obliga al cumplimiento de dichos

parametros con la mejor calidad posible ©2.

La OMS plantea que las pruebas de diagnostico rapido son seguras y utiles para la
deteccion y el diagndstico de la sifilis en los centros donde no estén disponibles la
FTA-Abs o la TPHA, o en aquellos casos que requieran de un diagndstico rapido, por
la elevada probabilidad de una pérdida de los pacientes o por la negativa de los
mismos para ofrecer muestras cuyo procesamiento técnico no ofrezca un resultado
inmediato. La inmediatez elimina el periodo de incertidumbre para la definicion de la

enfermedad, facilita el diagnostico rapido y la prescripcion de un tratamiento oportuno
(©)

El sistema comercial SD BIOLINE Syphilis 3.0 tiene la posibilidad de aplicarse en

muestras de suero, plasma o sangre total. Durante su validacion externa se encontro
una concordancia de 100% entre el suero y la sangre en los niveles de atencion en
salud. ElI mismo investigador aplico la prueba para cada muestra en ambos niveles;
ademas, por ser el procedimiento de realizaciéon muy sencillo, permitié6 una elevada
repetibilidad y un bajo riesgo de error (figura 4). En ambos tipos de muestras
positivas se observaron las reacciones o bandas coloreadas transcurridos los 20
minutos de iniciada la técnica, con ausencia de la misma en los de resultados

negativos.
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Figura 4. Concordancia de los resultados del SD BIOLINE Syphilis 3.0 en las muestras de suero y

sangre en los diferentes niveles de atencion en salud. LNE-IPK, octubre-diciembre, 2012

En Brasil evallan cuatro sistemas comerciales en muestras de sangre y suero. Para

las pruebas VisiTect Syphilis y Determine Syphilis TP observan concordancia entre

ambas muestras, similar a la detectada en la presente investigacion, a diferencia de

los sistemas SD_BIOLINE Syphilis 3.0 y Syphicheck-WB que muestran una

concordancia de 99%. En ese estudio comparan, ademas, dos de las pruebas entre
si al emplear la misma muestra; SD BIOLINE Syphilis 3.0 y Syphicheck-WB,

presentan cifras similares en sangre (99,4%) y suero (99,6%), mientras que, para

VisiTect Syphilis y Determine Syphilis TP los resultados coinciden (97,9%) ©®.

Mabey et al.,, al emplear sangre total en el desarrollo de las pruebas rapidas,
observan un comportamiento variable en relacién con el empleo de suero y reflejan
de manera general una baja sensibilidad, la que relacionan con problemas en la
lectura e interpretacion de las mismas ®, aspectos en los que no hubo dificultades

en este trabajo de tesis.
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V.2 Descripcion de los costos de la aplicacién de la prueba SD _BIOLINE

Syphilis 3.0 para la deteccion de anticuerpos contra T. pallidum en sangre

y suero

Para la descripcion de los costos de la aplicacién del sistema serol6gico comercial en
la deteccion de anticuerpos contra T. pallidum, se identificaron dos actividades: la
extraccion de la muestra clinica y la ejecucion de la prueba rapida. La primera
actividad, en el caso del empleo de la sangre, se efectué mediante dos tareas: la
inscripcion de la solicitud de analisis y la extraccion de la muestra clinica del
paciente. En relacion a esta Ultima, se utilizaron dos variantes: mediante lanceta o
jeringuilla. En el caso del empleo del suero, se realizaron tres tareas, que incluyen
las mencionadas anteriormente y la obtencién del suero por centrifugacion. La
segunda actividad en cualquier caso cont6 solo con una tarea: la realizacion de la

prueba rapida.

En las tablas 3 y 4 se representan los costos (CUP) por actividad y tareas, ademas

del costo total de la prueba SD BIOLINE Syphilis 3.0, para el diagnéstico seroldgico

de la sifilis venérea, empleando sangre obtenida con lanceta y jeringuilla,
respectivamente. No se muestran valores de costos de medios de capital debido a
gue no se requieren de equipos de laboratorio para la realizacién de la prueba en

sangre.

47



V. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 3. Costos (CUP) de la prueba SD BIOLINE Syphilis 3.0 en sangre usando lanceta para la

extraccion de la muestra clinica.

Costo de
Actividad Tarea Costo.de Costq de medios de Costo
salario materiales . total
capital
1. Extraccién de 1.1 Inscripcién de la 0,04-0,06 0,00 - 0,04-0,06
la muestra muestra
clinica
1.2 Extraccion de la 0,03-0,05 0,38 - 0,41-0,43
muestra
Subtotal 0,45-0,49
2. Realizacion 2.1 Realizacion de la 0,04-0,06 1,32 - 1,36-1,38
de la prueba prueba rapida
rapida
Subtotal 1,36-1,38

TOTAL 1,81-1,87

Tabla 4. Costos (CUP) de la prueba SD BIOLINE Syphilis 3.0 en sangre usando jeringuilla para la

extraccion de la muestra clinica.

Costo de
Actividad Tarea Costo_de COS“.) de medios de Costo
salario materiales . total
capital
1. Extraccién de 1.1 Inscripcién de la 0,04-0,06 0,00 - 0,04-0,06
la muestra muestra
clinica
1.2 Extraccion de la 0,03-0,05 0,53 - 0,56-0,58
muestra
Subtotal 0,60-0,64
2. Realizacién 2.1 Realizacion de la 0,04-0,06 1,32 - 1,36-1,38
de la prueba prueba rapida
rapida
Subtotal 1,36-1,38
TOTAL 1,96-2,02
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Atendiendo a los resultados mostrados los gastos en materiales son los que mas
aportan a los costos de la aplicacion de la prueba en sangre, especificamente los
implicados en la realizacion de la prueba, dados por los gastos en la compra del
diagnosticador (1 determinacién = 1 USD = 1 CUP). De igual manera se puede
comprobar que el empleo de la lanceta para la extraccion de la muestra disminuye

los costos en relacion a la utilizacion de la jeringuilla.
Se constata ademas que la diferencia entre los costos de salario segun los
ejecutantes evaluados es minima, por lo que la variacién en el personal calificado

que realice la prueba no engendra costos mayores.

En la tabla 5 se representan los costos (CUP) de la prueba SD BIOLINE Syphilis 3.0

al emplear suero como muestra clinica. En esta ocasion, ademas de los costos de
salario y de materiales, se muestra el valor de los costos de medios de capital debido

a gque para la obtencion del suero se requiere del empleo de una centrifuga de mesa.

Tabla 5. Costos (CUP) de la prueba SD BIOLINE Syphilis 3.0 en suero.

Costo de
Actividad Tarea Costo_de COSt(.) de medios de Costo
salario materiales . total
capital
1. Extraccién de 1.1 Inscripcion de la 0,04-0,06 0,00 - 0,04-0,06
la muestra muestra
clinica
1.2 Extraccion de la 0,07-0,11 0,54 - 0,61-0,65
muestra
1.3 Obtenciéon del suero  0,45-0,68 0,84 1,34 2,63-2,86

(centrifugacion)

Subtotal 3,24-3,57

2. Realizacion 2.1 Realizacion de la 0,04-0,06 1,35 - 1,40-1,42
de la prueba prueba rapida
rapida
Subtotal 1,40-1,42

TOTAL 4,64-4,99
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Como se puede observar los costos de materiales son lo que mayormente influyen

en el costo total del procedimiento.

La introduccién de una tarea (obtencion del suero por centrifugacion) requiere de
personal dedicado mas tiempo a la actividad, lo que incrementa los costos de salario;
de igual manera demanda de otros materiales y equipo que conllevan al aumento del

costo de la actividad y por ende del proceso. Ello se expresa en la tabla 5.

No hay antecedentes en la literatura consultada, para la sifilis venérea, de este tipo
de estudio. Ello imposibilité comparar los costos obtenidos en este trabajo con otra
investigacion similar para el diagnostico seroldgico de sifilis por la prueba comercial.
No obstante, Schackman et al., en una investigacion realizada en Haiti evaltan el
costo-efectividad de pruebas rapidas para el diagndstico de sifilis, donde incluyen el
SD BIOLINE Syphilis 3.0 y demuestran que esta prueba es costo-efectiva para la

prevencion de sifilis congénita %V,

El costo total de la prueba en suero supera en mas de dos veces el costo en sangre,
lo que implica que la variante menos costosa para la pesquisa de sifilis utilizando el

SD BIOLINE Syphilis 3.0 es en la que se emplea como muestra clinica sangre,

obtenida principalmente por puncion del pulpejo del dedo con lanceta, tarea que
puede ser realizada en cualquier area de atencion en salud, digase consultorio o
consulta médica, laboratorio, sala de hospitalizacion, etc. e incluso en trabajo de
campo. Esta variante no solo disminuye los costos, sino también el tiempo de

demora en obtener los resultados.

V.3 Consideraciones generales

En el presente estudio se realizd, por primera vez en Cuba, una investigacién de
servicios y sistemas que incluyé la validacion externa de una prueba
inmunocromatografica (SD_BIOLINE Syphilis 3.0) para la pesquisa de sifilis; este
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sistema serologico rdpido mostré ventajas técnicas cuando se comparé con el
método de referencia y los convencionales. Este procedimiento tiene poca
complejidad técnica, es rapido y de facil ejecucion, por lo que puede ser realizado por
personas no experimentadas y sin la necesidad de equipos sofisticados. Estas
caracteristicas lo hacen interesante para realizar evaluaciones econémicas sobre la
aplicacion de cada uno de los diagnosticadores empleados en los diferentes niveles
de atencion en salud, y con ello contribuir a la toma de decisiones sobre los

diagnosticadores mas efectivos.

Se encontr6 ademas, un desempefio diagndstico satisfactorio del producto evaluado,
constatado por la adecuada correspondencia entre los resultados con esta prueba y
la de referencia, lograndose de igual manera un acercamiento al diagnostico de la
infeccion por T. pallidum en los diferentes niveles de atencién en salud. Todo ello

sugiere el empleo de este diagnosticador en la pesquisa de la sifilis.

Es de sefalar, que dado al niamero limitado de pruebas rapidas existentes en el
laboratorio, el sistema comercial no pudo evaluarse en los sueros positivos a otras
enfermedades infecciosas y no infecciosas, para detectar la existencia de posibles
reacciones cruzadas, tampoco se pudo determinar cuan temprano puede hacerse
positivo para el diagnéstico temprano de la infeccion, sugiriéndose dar respuesta a
estas dos interrogantes en proximos trabajos. Estas incdgnitas no conspiran con la

efectividad del método serologico.

Por otra parte se demostré que una determinacién por el SD BIOLINE Syphilis 3.0

resulta econdmica de manera general. Este indicador se puede reducir si se realiza

la prueba empleando sangre, dado que los costos directos son menores.

En estos momentos, el sistema comercial SD BIOLINE Syphilis 3.0 no esta

disponible en Cuba, por el cierre de la casa comercial Ampellos Latinoamérica, S.A.,
aunque se conoce que Mindmax Medical, de reciente establecimiento en el pais,
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comenzara a comercializar los productos de Standard Diagnosis. No obstante, la no

existencia de estudios anteriores en el pais con respecto a los sistemas rapidos de
pesquisa para la sifilis, sugieren la continuacion de investigaciones sobre esta
tematica, que permitan la introduccioén de las pruebas inmunocromatograficas en la
red nacional de laboratorios, para la orientacion de una correcta sospecha clinica de
la infeccién.
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RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

O La prueba comercial SD BIOLINE Syphilis 3.0, por su facil realizacion y

parametros de desempefio aceptables para la pesquisa rapida de sifilis en
muestras de sangre y suero, constituye una herramienta Util para el

diagndstico y prescripcion de un tratamiento oportuno.

O EI SD BIOLINE Syphilis 3.0 resulta econdmico de forma general, lo que

sugiere su incorporacion a la red de laboratorios de salud publica para la

orientacion de una correcta sospecha clinica de la infeccion.
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RECOMENDACIONES

RECOMENDACIONES

U Evaluar el SD BIOLINE Syphilis 3.0 en muestras de sueros obtenidas en

individuos con otras enfermedades infecciosas y no infecciosas, asi como

en etapas tempranas de la sifilis primaria.
Q Valorar, a partir de un enfoque integral (desempefio y evaluacion

econOmica), la posible introduccién de pruebas comerciales para la

pesquisa de sifilis en la Red Nacional de Laboratorios.
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ANEXOS

ANEXOS

Anexo 1

Informacion verbal a los pacientes:

Usted participara en una investigacion titulada: “Evaluacion de una prueba rapida
para la pesquisa de sifilis venérea”, con el objetivo de evaluar dicho sistema
comercial mediante una toma de muestra de sangre y suero, lo que permitira la
orientacion en el diagnéstico dela sifilis en el lugar de la consulta y propiciara
ademas un tratamiento inmediato, contribuyendo de esta manera con un nuevo

medio diagnosticador en la vigilancia de esta enfermedad en Cuba.



ANEXOS

Anexo 2

Planilla de consentimiento informado

Declaro que he sido informado de los objetivos del estudio, asi como la
importancia de los resultados de la investigacion. Tengo conocimiento de que la
muestra para el estudio sera tomada por un personal designado y capacitado para
esta funcion. Sin presiones y pudiendo decidir en cualquier momento del
desenvolvimiento del estudio y de forma totalmente libre, retirarme de esta

investigacion.

Yo, en plenitud de mis facultades mentales, estoy de

acuerdo que, la muestra ya tomada para el diagnéstico serolégico de sifilis por
VDRL, se utilice también para el diagnéstico rapido de esta enfermedad. Por tanto:

a- El posible beneficio que tendré de este estudio es establecer un diagnostico
rapido de la enfermedad que permita el tratamiento adecuado y oportuno.

b- Mi identidad no puede ser revelada y los datos clinicos y microbiolégicos
permaneceran en forma confidencial, a menos que sean solicitados por ley.
Los resultados de este estudio pueden ser publicados.

c- Este consentimiento ha sido firmado por mi voluntariamente sin que haya
sido forzado(a) u obligado(a), luego de haber recibido la adecuada
informacion.

d- Cualquier consulta que requiera hacer en relacion a mi participacion en el

estudio, debera ser formulada al médico tratante

Fecha y lugar de aceptacion:

Firma del Paciente:




ANEXOS

Anexo 3
Descripcion del proceso
L . . . Tiempo
Actividad Tarea Ejecuta Materiales e insumos med?o Lugar
(min)
- Lic. Enferm.
Inscripcion - Téc. Enferm .
. - Boligrafo 1,16 - Consulta
de la -Lic. Tecnol. 1 i reta (registro) - Laborat
muestra - Téc. Lab. 9 '
clinico
- Guantes
B - Jeringuilla desechable
Extraccion 10ml (con aguja) o
de la lanceta
muestra Lic. Enferm. |~ Agodon (x113 gr rollo)
clinica 5 . " | - Alcohol absoluto (1L)
Extraccion - Téc. Enferm
. - Rotulador (marcador - Consulta
de la - Lic. Tecnol. . .
. permanente o lapiz - Laborat.
muestra - Téc. Lab. . e
. cristalografico)
clinico
- Contenedor para
desechar material
- Uniforme de enfermeria
o laboratorio
- Pijama
- Tira
- Rotulador (marcador
. lapi
o - Lic. Enferm. pgrmaner]tg © fapiz
Realizaciéon L X cristalogréafico)
Realizacion - Téc. Enferm .
de la . - Boligrafo - Consulta
de la prueba | - Lic. Tecnol. 1,2
prueba L . - Contenedor para - Laborat.
- rapida - Téc. Lab. )
rapida . desechar material
clinico
- Guantes

- Libreta (registro)
- Tiempo



Actividad Tarea
Inscripcién
de la
muestra
Extraccién Extraccion
de la de la
muestra muestra
clinica
Obtencién
del suero
(centrifuga
cién)

Ejecuta

- Lic. Enf.
- Téc. Enf.

- Lic. Tecnol.

- Téc. Lab.
clinico

- Lic. Enf.
- Téc. Enf.

- Lic. Tecnol.

- Téc. Lab.
clinico

- Lic. Enf.
- Téc. Enf.

- Lic. Tecnol.

- Téc. Lab.
clinico

Materiales e insumos

- Boligrafo
- Libreta (registro)

- Guantes

- Jeringuilla desechable
10ml (con aguja)

- Algodén (x113 gr rollo)

- Alcohol absoluto (1L)

- Rotulador (marcador
permanente o lapiz
cristalografico)

- Gradilla para tubos

- Tubos de serologia
(13x100mm 10ml)

- Contenedor para
desechar material

- Uniforme de enfermeria
o laboratorio

- Pijama

- Vial (pgte x 500)

- Micropipeta P1000

- Puntas azules (pqgte
x1000)

- Guantes

- Contenedor para
desechar material

- Gradilla para vial P5

ANEXOS

Tiempo
. Lugar
medio ug
(min)
1,16 - Consulta
- Laborat.
2,36 - Consulta
- Laborat.
15 - Laborat.



- Tira

- Rotulador (marcador
permanente o lapiz
cristalografico)

o, o - Lic. Enferm. - Micropipeta P20
Realizacion Realizacion . .
de la de la brueba | Téc. Enferm | - Puntas amarillas (pqte
o " pi o - Lic. Tecnol. 1000) 1,43
[zé ida P - Téc. Lab. - Boligrafo
P clinico - Contenedor para
desechar material
- Guantes

- Libreta (registro)
- Tiempo

ANEXOS

- Consulta
- Laborat.
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Anexo 4

1- Encuesta para la extraccion de la muestra.

Fecha:
Paciente No.: Hora de llegada:

Hora del término de la inscripcion:

Hora del término de la extraccion:

Mencione los materiales o insumos utilizados:

2- Sobre el procesamiento de la muestra (centrifugacion)

Modelo de la centrifuga:
Capacidad de la centrifuga:
Tiempo de montaje en la centrifuga:

Tiempo de recoleccion del suero:



ANEXOS

Anexo 5

Encuesta para la realizacion de la prueba SD BIOLINE Syphilis 3.0.

Fecha: , humero de la muestra:
Hora de inicio de la realizacion de la prueba SD BIOLINE Syphilis 3.0:
Hora de terminacion de la realizacion de la prueba SD BIOLINE Syphilis 3.0:

Tiempo de anotacion en el libro para la prueba:



