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ii,. INTRODUCCION.

El presente trabajo de investigacion pretende evaluar el desempefio diagnostico
de la prueba DETERMINE Shyphilis TP, entendiéndose como desempefio
diagnéstico la confiabilidad, validez, seguridad y concordancia de dicha prueba en
el tamizaje para sifilis en trabajadoreé.(as) sexuales atendidas por la Unidades
Moviles del MINSAL entre Abril 2010 y Abril 2011.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que, aproximadamente, 12
millones de casos nuevos de sifilis sexuaimente transmitida ocurren anualmente
en el mundo, los registros de casos han aumentado especialmente en el grupo de
hombres que tiene sexo con hombres @ En ia ultima Encuesta Centroamericana
de Vigilancia de Comportamiento Sexual y Prevalencia de VIH/ITS en Poblaciones
Vuinerables en El Salvador (ECVC), muesiran una prevalencia de VIH en este
grupo de 5.7% y de sifilis 13.7%.(«) Estas cifras demuestran claramente el
impacto de [a sifilis como una enfermedad vigente y su gran dimension en todo el

mundao.

Los resultados del presehte estudiomc'oﬁ_'i-rhportantég 'b'lléémdehtro del Plan
Estratégico Nacional para la prevencion, atencion y control del ViH/Sida e ITS
2005-2010, se describid la vulnerabilidad como acciones y/o situaciones
identificables, visibles, especificas y concretas relacionadas con la posibilidad de
transmision o adquisicion de la infeccion por VIH. En el actual Plan Estratégico
Multisectorial de la Respuesta al ViH-sida e ITS 2011-2015; dentro de su marco de
resultados por poblacién se plantea accesar las pruebas dmiagnodsticas vy el
tratamiento para sifilis en HSH, mujeres trans, TS y PPL. Todas estas poblaciones
se encuentran bajo este concepto de vulnerabilidad por su misma ocupacion,
discriminacion social, las condiciones de pobreza, el bajo nivel educativo,
exposicion a violencia, explotacion y abuso y muchas HSH y mujeres trans se

pefian como TS.



Segln la “Guia para el personal de salud en el abordaje de trabajadoras(es) del
sexo”, en nuestro pais a este grupo de poblacion vulnerable se debe tamizar cada
6 meses, esta sstrategia de oferta de servicios diagnésticos de Sifilis y VIH de las
Unidades Moviles; se realiza en coordinacidon con ONGs y otras instituciones
dentro de un marco de cooperacién y convenio, consiste en ofrecer [as pruebas en
el lugar de trabajo de los(as} TS evitando perder oportunidades ante la falta de
visita de estos trabajadores a la red de establecimientos. Por lo que contar con
pruebas rapidas tanto para VIH como Sifilis, faciles de aplicar en todos estos
lugares es lo que le daria un valor agregado a la estrategia. Situandose la
evaluacion diagnostica de la prueba DETERMINE Shyphilis TP como punto

principal de esta investigacién.



iti. RESUMEN

Lic. Lisette Esmeralda Ruiz. Licenciada en Laboratorio Clinico. Coordinadora
Area de Laboratorio Clinico Programa Nacional ITS/VIH/Sida del Ministerio de
Salud. El Salvador. Noviembre del 2011

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar el desempefio diagnéstico de la
prueba DETERMINE Syphilis TP en tamizajes realizados por las Unidades
Méviles de VIH en trabajadoras(es) sexuales en el periodo comprendido entre

Abril 2010 y Abril 2011.

Evaluando el desempefio de RPR y DETERMINE Syphilis TP en relacion al
estandar de oro FTA-ABS en una muestra de 370 especimenes procesados en su
totalidad con una técnica no treponémica (RPR) y treponémica (DETERMINE

Syphilis TP) versus el estandar de oro FTA-ABS.

La finalidad del estudio fue ofrecer con DETERMINE Syphilis TP una alternativa
que presente menores dificultades en el desarrollo operativo pero con resuitados
iguales o mejores que RPR. Los parametros de evaluacién y sus resultados
fueron: sensibilidad 94.29 %, especificidad 96.96 %, valor predictivo positivo 94.96
% "y negativo de 94.54%; con un intervalo de confianza del 95% y un valor
predictivo global de concordancia de 96% y un indice de Kappa de Cohen de 0.91.
Por lo que queda demostrado que es una buena alternativa para tamizar grupos
vulnerables con aita prevalencia de la infeccion y cumple con los pardmetros

ideales dictados por la Organizacién Mundial de la Salud.



. ANTECEDENTES DEL ESTUDIO.

Hay varios estudios alrededor del mundo que fratan de mostrar el desemperio
diagnéstico de pruebas rapidas para sifilis, algunos de ellos estan recopilados en
el SDI REPORT de OMS en el cual se evaluaron 9 tipos de pruebas en 8 paises
diferentes, entre estas pruebas se encuentra la DETERMINE SYPHILIS TP. Existe
otro estudio de campo en el que se evaluaron 4 pruebas rapidas que se probaron
en 4 paises siendo estos Brasil China, Haiti y Tanzania, cuyos resuliados se
retoman mas adelanie en esta investigacién. Los valores de sensibilidad y
especificidad en estos estudios anduvieron entre 397.2 y 94.1 respeciivamente con

un indice de kappa de 0.95 y un Intervalo de confianza entre 93% a 97%.

En Brasil la prueba DETERMINE obtuvo los siguientes resuliados: sensibilidad
88.5, especificidad 97.9, valores predictivos positivo y negativo de 97 y 96

respectivamente con un indice de kappa de 0.87%.

El principal aporie de la Unidades Mdviles de VIH se obtiene en el sentido de
realizar tamizajes para la deteccion de anticuerpos VIH, en su mayoria
‘pobiaciones-vulnerables como privados de libertad y-visitas -intimas en centros:
penales, barras shows, night clubs y cervecerias, municipios en exirema pobreza
atendidos por Red Solidaria, poblaciones moviles en puestos frontenzos,
universidades, municipios con establecimienios sin servicios de laboratorio clinico

y otros.

Siendo asi que en el afio 2009 las Unidades Méviles de ViH realizaron 31,350
pruebas rapidas para deteccion de anticuerpos VIH, de las cuales se obtuvieron
220 pruebas rapidas entre reactivas e indeterminadas y dentro de estas el 80%
fueron confirmadas segun los algoritmos diagnésticos vigentes para el diagnostico
de la infeccién. Solo en trabajador@s sexuales las Unidades maviles en
coordinacion con PASMO realizaron 1,512 pruebas de VIH y 1,015 serologias

para sifilis en el afio 2009.









Il. JUSTIFICACION

A raiz de que la prueba inicial estandarizada en nuestro pais es la metodologia de
RPR, su uso requiere de un laboratorio con persaonal entrenado; los reactivos
deben conservarse refrigerados y se debe contar con electricidad para que
funcione la centrifuga y poder hacer la separacion de los elementos formes de la
sangre. Hay dos aparatos més que requieren de electricidad el refrigerador y el

rotador serolégico para llevar a cabo la prueba.

La técnica del RPR obliga a que en las unidades moéviles aumenten la instalacion
de equipos o a invertir tiempo extra en el {raslado del personal hacia areas de
laboratorio que cuentan con el equipo para realizar ia técnica antes mencionada,
lo cual se convierte en el principal impedimento para aumentar cobertura en el

area de tamizaje para sifilis.

El principal interés de esta investigacion radica en evaluar la prueba Determine
Syphilis TP pudiendo conocer a ciencia cierta si se pudiera contar con otra técnica
mas sencilla que el RPR para realizar el tamizaje inicial de sifilis y que pueda ser
ofertada no solo a trabajadoras(es) sexuales, sino mas bien a toda la poblacién
que lo requiera. La ventaja de esta prueba es que pueda ser corrida en las
jornadas diarias de las Unidades Moéviles del programa Nacional ITS/VIH/Sida
junto a la prueba de VIH, sin que se requiera instalar mas equipos dentro de las
unidades ¥ sin tener que desplazarse a otras areas de laboratorio para desarrollar

la técnica.

La utilidad del estudio es muy amplia tanto para las instituciones como para los
beneficiarios, en caso de muchas instituciones principalmente ia prueba sera muy
atil para las Unidades Moviles de VIH del MINSAL en los muestreos realizados
entre trabajador@s sexuales, HSH y otras poblaciones PEMAR; pues se facilita la
realizacion de la prueba para sifilis y el rer "ado pue =~ ser entregado el mismo

dia en el mayor de los casos. También dentro del MINSAL a nivel de los diferentes
g



servicios de salud que atienden a embarazadas y a la misma OPS con la

implementacion de su estrategia de prevencion materno infantil de VIH y Sifilis.

Sin duda alguna esta prueba sera de ufilidad para dar seguimiento a los resultados
del estudio muiticéntrico realizado en el pais en el afio 2007. Pero también e}
Programa Nacional de VIH en su plan estratégico 2011-2015 tiene entre sus ejes
estratégicos de prevencidn 4 resultados para intervenir a HSH, mujeres trans,
mujeres y hombres trabajadores sexuales donde el tercero de esos resultados
esperados es “aumentar el porcentaje de poblacion que acceden a pruebas

diagnodsticas y tratamiento para sifilis y otras ITS”. Por lo que esta investigacion

toma una gran importancia.
Por tanto la formulacion del problema entonces es la siguiente:
¢ Cual es el desempefio diagndstico de la prueba DETERMINE Shyphilis TP en

relacion con €l RPR en [os servicios de tamizaje cfertados a trabajadoras{es)

sexuales tamizados por las Unidades Moviles de VIH?

10



Nl. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el desempefio de la prueba R.F.R. y DETERMINE Syphilis TP en
tamizajes dirigidos a trabajadoras(es) sexuales atendidos por las Unidades
Méviles en el periodo comprendido entre Abril del 2010 y Abril del 2011.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Clasificar las muestras procesadas por RPR, DETERMINE Syphilis TP y
FTA ABS.

2. Determinar sensibilidad, especificidad y valores predictivos negativos vy
positivos de la prueba DETERMINE Syphilis TP y RPR.

3. Comparar el desempefic de ambas pruebas en relacion con FTA ABS

como estandar de oro.
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IV. MA..20O REFERENCIAL.

La sifilis es una enfermedad infecciosa cuyo agente causal es el Treponema
pallidum, perleneciente junto con otros treponemas (borrelias y leptospiras) a la
familia Treponemataceae.(s, 5), €s una €s una bacteria movil espiroforme (con
forma de hilo en espiral). Su diametro es de 0,1 a 0,2; micrones y su longitud

entre 5 y 15 micrones.

Esta bacteria tiene un maximo de supervivencia de 7 dias a 35 °C, en medio

particularmente enriquecido y en presencia de CO; por sus particulares exigencias

nuiritivas y metabdlicas.

Existen tres teorias respecto del origen de la sifilis (7}, que generan debate en el

campo de la antropologia y la histografia, estas se describen a continuacion:

a} TEORIA PRECOLOMBINA
b) TEORIA DEL INTERCAMBIO COLOMBINA
c) TEORIA DE LA GUINADA

a) Teoria precolombina sostiene que las lesiones en esqueletos de la edad
neolitica se deben a la sifilis. Incluso en esqueletos del 2000 antes de la era
cristiana en Rusia, con lesiones Oseas patognomaénicas aunque tales lesiones
se pueden confundir con lesiones lepromatosas. También en las ruinas de
Pompeya (que fue enterrada en el afo 79 por el volcan Vesubio) se han
encontrado esqueletos con signos que podrian ser de sifilis congénita.
Algunos cientificos piensan que la sifilis pudo ser introducida en Europa tras
los contactos entre vikingos y nativos canadienses, que supuestamente
sucedieron alrededor del afio 1300, coincidiendo con el tiempo en el que la

enfermedad llegd a Hull.
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b) La teoria del intercambio colombino sostiene que la sifilis era una ETS del
Nuevo Mundo y que la tripulacion de Cristébal Colon la habria llevado a
Europa. Sus proponentes dicen que estd demostrado que hay esque’ 'os ¢
nativos americanos precolombinos con lesiones sifiliticas y vinculan a ila
tripulacion del primer viaje de Colén (1492) y con la epidemia de sifilis en el

sifio de los alemanes contra Napoles (1494).

¢} Teoria de la guifiada, el historiador Alfred Crosby sugiere que las dos teorias
son correctas. La sifilis @s una forma de la infeccion tropical de la piel, los
huesos y las articulaciones, llamada guifada (también frambesia lropica,
polypapifoma {ropicum, thymosis, yaws o pian) causada por la bacteria
espiroqueta Treponema pertenue. Otras treponematosis son él bejel
(Treponema endémicum), la pinta (Treponema carateumn), y la sifilis
(Treponema pafidum). La guifiada es similar a la tuberculosis, que existe

tanto en el Viejo como en el Nuevo Mundo desde tiempo inmemorial.

La epidemiologia de esa primera peste de sffilis de fines del siglo XV no define si
la enfermedad era nueva o si era una forma mutada de una enfermedad anterior.
"Desde Napoles, la enfermedad barrié Europa con tasas de mortalidad y morbilidad

muy alias.

Se cree que la causa principal de esta pandemia en el siglo XV1 en Europa,
gran parte de Asia y norte de Africa se debid probabiemente a la rapida

urbanizacion. En el siglo XVIIl, miles de europeos contrajeron la sifilis.

Las cronicas de la época le echaban la culpa de la sifilis a las enormes
migraciones de ejércitos (en la época de Carlos VI, a fines del siglo XV). Algunos
escritores sostienen que hubo simuitaneamente una epidemia de gonorrea, que se
suponia el mismo mal que la sifilis. Otros dicen que quiza fue una epidemia de una

enfermedad concomitante pero desconocida.
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El agente causal o etoldgico fue descubierto por Fritz Shaudin y Erich Hoffman, en
el ‘o de 1905 como una espiral en el suero de una lesion sifilitica secundaria. En
1913, Hidevo Noguchi cientifico japonés que trabajaba en el Instituto Rockefeller
demosird que la presencia de la espiroqueta Treponema pallidum (en el cerebro

de un paciente con paralisis progresiva) era la causante la sifilis.

El nombre «sifilis» fue creado por el poeta y cirujano veronés Girolamo Fracastoro
(‘sifilis 0 el morbo francés’) en 1530, en ltalia y Alemania la sifilis se conocia como
el «morbo francés», pero en Francia como «el morbo italiano». También
conocida en la Inglaterra del siglo XV] como great pox {(gran viruela) para

distinguirla de la small pox (pequefia virueia).

Otro nombre inglés era black lion (ledn negro). En Escocia, se la conocia como
grand gore (gran coagulo). Las distintas denominaciones asumidas entre los sigios
XVl y XVIII demuestran de manera inequivoca la vasta extension de la

enfermedad y el deseo de echar la culpa a los paises vecinos.

El mecanismo de transmision es por contacto directo con las lesiones, atraves de
la placenta o por transfusiones de sangre, aungue actualmente este ultimo
mecanismo es muy raro que ocurra. Tras un periodo de incubacidn de 12 a 90
dias, aparece en el lugar de la inoculacidén una lesidn primaria, rica en
treponemas, que desaparece en algunas semanas. Durante esta etapa, llamada
sifilis primaria, e! 7. palfidum se multiplica en los ganglios y se distribuye por la
sangre a todos los 6rganos del individuo (infeccion sistémica). En el segundo
estadio, la manifestaciéon mas frecuente es el exantema, que puede afectar a
cualquier superficie de! cuerpo acompafiado de sintomas generales; |as lesiones
abiertas son muy contagiosas. Tras la primera desaparicién espontanea de la
misma y durante el primer y segundo afio, pueden aparecer brotes similares cada
rde n or intensidad (fa: ¢ latencia precoz) hasta que desa tc

los sintomas y signos (fase de latencia tardia). En la evolucidn de los casos no
14



tratados, se puede presentar un periodo terciario con posibilidad de alteraciones

mucocutaneas y de los sistemas 0seo, cardiovascular y nervioso {neurosifilis}.
Definiciones clinicas de la sifilis
La sifilis pasa por varios estadios clinicos conocidos y definidos como & *

Sifilis primaria: caracterizada por presencia de uno 0 mas chancros que pueden
diferir considerablemente en apariencia clinica. Sin embargo, el chancro clasico de
la sifilis se define como una lesidn uicerosa, indolora, de bordes levantados y

fondo limpio, acompariada generalmente de adenopatia satelital.

Sifilis secundaria: se presenta con manifestaciones generalizadas que
comprometen la piel y las mucosas, a menudo asociada a linfadenopatia

generalizada. El chancro primario puede estar adn presente.

Sifilis latente: se define como un paciente con seroreactividad, sin evidencia
clinica de la enfermedad. La sifilis latente se subdivide en temprana, tardia y de
duracién-desconocida.

Sifilis latente temprana: es cuando la infeccién inicial ha ocurrido en los 12
meses previos, esta sifilis se clasifica como latente temprana.

Sifilis latente tardia: cuando la infeccidn inicial ha ocurrido y lleva mas de un afio.
Sifilis latente de duracion desconocida: cuando no es posible conocer los datos
de la infeccién inicial, la edad de! paciente oscila entre 13 y 35 afios, y tiene titulos

no treponémica iguales o mayores de 1:32.
La Neurosifilis: evidencia del compromiso del sistema nervioso central atribuibles

a T. pallidum incluye lesiones inflamatorias del sistema cardiovascular, piel y

hueso. La sifilis tardia usualmente se manifiesta después de un periodo de 15 a 30

15



La Sifilis congénita: es la que ocurre durante el embarazo y el mortinato sifilitico
es la muerte fetal gue ocurre después de la semana 20 de gestacioén ¢ en la cual
el feto pesa mas de 500 g y [a madre tuvo una sifilis no ftratada o

inadecuadamente tratada.

Diagnostico de la sifilis

La primera prueba diagndstica para esta enfermedad, fue el test de Wassermann,
que se desarrcllé en 1906, valiendose de una extraccién alcohédlica a partir de
tejidos sifiliticos. Lo que se pretendia demostrar con esta prueba, era la presencia
de anticuerpos séricos mediante una técnica de fijacién de complements, mas
tarde se demostrd qtje estas reacciones eran iﬁés“peciﬁcas y se pl_'oducfaﬁ con
extractos de otros tejidos. Afios después se purificd dos sustancias reaclivas, a
partir de muasculo de ceorazén de vacunos, la cardiolipina y la lecitina, lo cual
condujo a la obtencidén de un antigeno mas especifico, que es Uutilizado desde

1946 en la prueba de VDRL Venereal Disease Research Laboratory. (10)

Aunque tenia algunos resultados positivos falsos, era un avance importante en la
prevencién de [a sifiis. En los afcs 30 Guillermo Augustus Hinton, instauré fa
‘Prueba-de Hinton, demostrando termer menos- falsos-positivos que la prueba de -
Wassemann. Ambas pruebas tempranas han sido reemplazados por mas nuevos

métodos analiticos.

Para el diagndstico de la sifilis, fradicionalmente, se cuenta con tres grupos de
pruebas: 1. Examen directo mediante microscopia en campo oscuro y por

fluorescencia directa, 2. Serologia y 3. Cultivo en células epiteliales de conejo. (11)
Existen pruebas serolégicas de dos tipos: no treponémicas o inespecificas

como VDRL y RPR (Rapid plasma reagin) y las pruebas treponémicas o

especificas como FTA-ABS (Fluorescent freponemal antibody absorption) o

15



como MHA-.. (Microhemagiutinacién para T pallidum) (12) y TPPA aglutinacion de

particulas.

Las nuevas pruebas diagnosticas para la sifilis, incluyen enzimo inmunoensayo

(ELISA), Western blot y Reaocién en cadena a la polimerasa (PCR).

Las pruebas no treponémicas (reaginicas) determinan anticuerpos especificos
frente a Treponema pallidum y se basan en antigenos compuestos de soluciones
alcohdlicas con cantidades determinadas de cardiolipina, colesterol y lecitina.
Miden anticuerpos frente a estas sustancias que son producidas por los tejidos
‘dafiados poir el T. pallidum. " Entre estas -[_Jrije"bas tenemos: VDRL (Venereal
Research Disease Laboratory), RPR (Rapid Plasma Reagin), TRUST (Toluidine
Red Unheated Serum Test)), USR (Unheated Serum Reagin) y ELISA

{Enzimoinmunoensayo). (11)

Estas pruebas detectan anticuerpos no treponémicos de tipo inmunoglobulina M
{IgM) y anticuerpos IgG contra el material lipidico {iberado de la célula huésped.
Su principal uso es como pruebas diagnoésticas de tamizacion y seguimiento del
tratarmento. Son de bajo costo, faciles de efectuar-a excepcion-de-las FLISA-1-a
desvenigja que presentan és que, debido a su inespecificidad, pueden arrojar

falsos resultados positivos. (11)

Entre las caracteristicas propias de las pruebas no treponémicas: aunque faciies
de usar y con sensibilidad y especificidad variables y aceptables de acuerdo con el
estadio clinico de la enfermedad {'?, para su uso se requiere de un laboratorio con
personal entrenado, los reactivos deben conservarse refrigerados, se debe contar
con electricidad para el refrigerador y la cenfrifuga para separar el suero de los
elementos formes de la sangre de los pacientes y un agitador para llevar a cabo

la prueba; fa de VDRL, ademaés, requiere de microscopio ',

17



El antigeno utilizado en las pruebas reaginicas detecta tanto anticue = >s de sffilis
como de otras enfermedades no treponémicas agudas o cronicas. Los falsos
positivos pueden deberse a infecciones virales (hepatitis, sarampion, varicela,
mononucleosis infecciosa, etc.), infecciones parasitarias como ia malaria, lepra,
vacunas, enfermedades del colageno, enfermedades autoinmunes, neoplasias y

situaciones como el embarazo, toxicomanias y la edad avanzada. (11)

Entre las prugbas treponémicas méas conocidas tenemos: FTA-ABS
(Inmunofluorescencia indirecta con absorcién del suero), FTA-ABS 200DS
(Inmunoflucrescencia indirecta con absorcion y doble tincién), TPHA
(Microhemaglutinacién), Captia syphilis M (ELISA de captura anti cadena
pesada}, ELISA IgG, y WESTERN BLOT, las cuales tienen muy bajo indice de
falsos resuliados, tanto positivos como negativos. Usan como antigeno 7. paffidum
y detectan anticuerpos contra los componentes celulares de! treponema; su mayor
utilidad es distinguir los falsos positivos y negativos de las pruebas no
treponémicas y establecer el diagndstico. Se usan como pruebas confirmatorias.

Son caracteristicas propias de estas pruebas: su sensibilidad y especificidad
también-varian-segln el estadio clinico-de-a- enfermedad: -Sus limitaciones son-la
complejidad de la técnica, los equipos requeridos, especialmente para el
Fluorescent Treponema! Antibody-Absomption (FTA-ABS), el cual requiere
microscopic de fluorescencia. Las técnicas Treponema pallidum particle
aggiutination (TPPAY y Treponema pallidum hemagqgiutination assay (TPHA),
aungue no requieren microscopio de fluorescencia, si requieren de otros equipos

adicionales que necesitan electricidad (™.

Deben realizarse con una absorcion previa del suero para eliminar la reaccién

cruzada con otfros treponemas, Sin embargo, carecen de utiiidad para monitorear

los tratamientos, ya gue suelen permanecer positivas en el 85 a 90% de los
t jos v curados,
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ser diluidos seriadamente para realizar Ia titulacion, y se reporta la dilucion mas

alta que exhibe reaccidn.

El FTA-ABS es un métedo de observacion directo, que se utiliza como
confirmaciéon cuando una de las pruebas no-treponémicas son positivas.
Constituye la maodificacion actualmente empleada en la cual los sueros de
pruebas son previamente absorbidos para eliminar anticuerpos de grupo, y asi ia
prueba se hace relativamente especifica.

El FTA-ABS es complejo, lleva tiempo, por ende no se recomienda para estudios
amplios, sino para la confirmacién de pruebas no treponémicas positivas y para el
diagnéstico de estadios tardios de la sifilis en los cuales las pruebas no

freponémicas dan resuliados falsos negativos.

La FTA-ABS IgM se utiliza para el monitoreo de enfermedades activas, pues la
IgM no puede afravesar la placenta intacta, [a presencia de IgM fetales
antitreponémicas, detectadas por la prueba FTA-ABS IgM, indicaria la existencia

de una infeccién sifilitica activa en el recién nacido.”

‘El-tema--de—esta investigaciéon- sobre- la -eficacia--diagndstica -de - la - prueba-
DETERMINE Shyphilis TP es una prueba rapida treponémica y adquiere
importancia debido a que el acceso a los laboratorios generalmente no es posible
en muchas areas remotas de los paises en desarrollo, debido a fa distancia gue se
debe recorrer para llegar a ellos y, ademas, el transporte de la sangre o &l suero
se hace también dificil, no s6lo por la distancia que se debe recorrer, sino por el

embalaje a una temperatura que garantice su conservacion ‘%

La OMS y OPS recomiendan el uso de pruebas rapida para sifllis teniendo en
cuenta sus caracteristicas de rapidez: resultado en menos de 30 min, facil
montaje: se realiza en 3 0 4 pasos, minimo entrenamiento y equipo, facil
il ion: f o« o tinl con i¢c visual, consen |

pueden mantener a menos de 30°C. Asi como también las recomienda para
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regiones alejadas sin servicios de laboratorio ¢linico, en individuos con infecciones
de transmision sexual o vulnerables a estas, trabajadores {as) sexuales y hombres
que fier 1 (o con hombres.(12) Es por eso precisamente que se justifica el
motivo de esta investigacion ya que las Unidades Moviles de VIH tienen entre su
poblacién blanco precisamente regiones sin servicios de laboratorio clinico y
ofertan la prueba a individuos con infecciones de transmision sexual o vulnerables
a estas, trabajadores(as) sexuales y hombres que tienen sexo con hombres.

Las pruebas rapidas para sifilis pertenecen al grupo de las pruebas treponémicas
y, al compararlas con las pruebas treponémicas estandar, FTA-ABS vy
TPHA/TPPA, se puede observar que su sensibilidad y éspecificidad, aunque estan
“casi en los mismos rangos, muestran una leve diferencia frente a la especificidad
que no alcanza el 100%, lo gue las colocan en leve desventaja como pruebas
confirmatorias; no obstante, su alta sensibilidad, las presentan como una muy

buena alternativa para su uso como prueba diagnéstica inicial (13).

Para evaluar |la confiabilidad diagnéstica de las pruebas serologicas se utilizan los
conceptos de validez, reproductividad y seguridad (:z). La validez mide la
capacidad de una prueba para medir lo que se requiere, es decir, si muestra
buena validez el resultado del test en tanto que es confirmado por procedimientos

diagnésticos mas complejos y rigurosos.

En cuanto a la reproductividad diremos que consiste en la capacidad del test
para ofrecer los mismos resultados, cuando se repite su aplicacidn en
circunstancias similares. Esta dada por los determinantes de variabilidad bioldgica
de la Sifllis, la introducida por €l observador y la derivada del test. Por altimo la
seguridad va a venir determinada por el valor predictivo de un resultado positivo o
negativo, que trata simplemente de predecir la presencia o ausencia de
anticuerpos de la infeccidén. Ante un resultado positivo de un test necesitamos
hacernos la pregunta ;qué probabilidad existe de que este resuftado indique la
presencia de la infeccidn? Veremos posteriormente que esta probabilidad esta

muy influenciada por la prevalencia de la patologia.{14)
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Segun OMS los criterios y valores a considerarparalaevali_._._.. __ __ _._____
son:

* Sensibilidad: 84-98%
s Especificidad: 54-98%
¢ Valor Predictivo Positivo: 95%

¢ Valor Predictivo Negativo: 98%

Entenderemos como sensibilidad [a probabilidad de gue el resultado de la prueba
sea positivo cuando se aplica a las personas gue en realidad tienen el anticuerpo,

Algebraicamente, sensibilidad = A / (A+C).

Especificidad seria entonces |la probabilidad de que el resultado de la prueba sea
negativo cuando se aplica personas gue en realidad no tienen el anticuerpo y su

expresién algebraica sera especificidad = D / (B+D).

Los valores de sensibilidad y especificidad, tienen como ventaja definir
completamente la validez de las pruebas diagnodsticas y adicionalmente son

propledades lntrlnsecas que vahdan Ias pruebas mdependlentemente de cual sea

la prevalencna de la enfermedad en la poblac:on a la cual se apllca sin embargo
presentan la desventaja de gue no proporcionan informacién relevante a la hora

de tomar una decision clinica ante un determinado resultado de la prueba.

Valor Predictivo Positivo (VPP) se define como la probabilidad de que una persona

con resultado de prueba de tamizaje positivo en realidad tenga el anticuerpo
Algebraicamente, VPP = A / (A+B), y el Valor Predictivo Negativo (VPN) sera

entonces, la probabilidad de que una persona con resultado de prueba de tamizaje

negativo en realidad no tenga el anticuerpo. Algebraicamente, VPN = D/ (C+D).

Valor predictivo global de concoerdancia (VPG): indica la proporcion de resultados

correctos de una prugha en el conjunto de todas las pruebas efectuadas, también
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conocido como eficiencia de la prueba. Pe 0. . ___. b _.___. ... __
resultados validos entre el conjunto de resultados. Es la probabilidad de que un
individuc sea clasificado correctamente por la prueba, algebraicamente VPG= (a +
d)/{a + b + ¢ +d) x100

indice de Kappa: mejora la estimacion del porcentaje de concordancia ya que
descuenta la proporcion de la misma que puede ocurrir por el azar.

Algebraicamente es:

(%de concordancia observado-% de concordancia esperado solo por el azar)/

{100% - %de concordancia esperado sélo por el azar).

El coeficiente o indice de kappa puede tomar valores entre -1 y +1. Mientras mas
cercano a +1, mayor es el grado de concordancia inter-observador, por el
contrario, mientras mas cercano a -1, mayor es el grado de discordancia inter-
ohservador. Mejora la estimacidn del porcentaje de concordancia ya que

descuenta la proporcion de la misma que puede ocurrir por el azar.

Kappa ' “ Grado de acuerdo {CONCORDANCIA)
<0 Sin acuerdo

0a0.2 Insignificante

0.3a04 Bajo

0.5a0.6 Moderado

07a0.8 Bueno

Se adiciona una nueva nomenclatura a las pruebas de acuerdo a su sensibilidad y
especificidad que son SENEX y ESPIN, que conceptualmente se definen la
primera como una prueba altamente sensible que al reportar un resultado negativo
excluye, porque e da la certeza de que no es un caso, y la segunda si la prueba

por el contrario presentara una alta especificidad que de ser positiva confirma.
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utilidad a y transmitir a los pacientes informacidn sobre su diagnéstico, presenta la
limitacidn de que dependen en gran medida de lo frecuente qu  sea la
enfermedad a diagnosticar en la poblacion objeto de estudio. Cuando la
prevalencia de la enfermedad es baja, un resultado negativo permitira descartar la

enfermedad con mayor seguridad, siendo asi el valor predictivo negativo mayor,

Por el contrario, un resultado positivo no permitira confirmar el diagndstico. El
Valor Predictivo Global indica la proporcidon de resuitados correctos de una prueba
en el conjunto de todas las pruebas efectuadas.

Sin embargo, en algunos fugares (como en nuesiro pais) donde se cuenta con una
prueba como el RPR, se puede utilizar la prueba rapida como prueba inicial. Uno
de los grandes impactos de las pruebas rapidas es su utilidad en lugares donde el
acceso a los servicios de salud es imposible y el costo de pruebas no
treponémicas no permite su uso ('"?. En la actualidad, existen una veintena de

pruebas rapidas para sifilis disponibles en el mercado.

-Algunos estudios determinan que la sensibilidad y especificidad de estas pruebas
anda entre 85% y 98% (Ver tabla 1 y 2) (15

Tabla 1. Resultados de la sensibilidad y especificidad de las diferentes

pruebas rapidas para el diagnéstico de sifilis ordenadas en orden alfabético:

PRUEBA * SENSIBILIDAD (%) *ESPECIFICIDAD(%)
Abbctt (Determine) 97.2 94.1
Diesse (Syphilis fast) 86.0 92.8
Fujirehio {Espiline} 97.7 93.4
Omega (VISITEC) 85.0 98.0
Qualpro (Syphicheck) 84.5 07.9
Standard (BIOLINE) 95.0 94.9

*Comparado con ia prueba de referencia: TPHA/TPPA.
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Tabla 2. Caracteristicas de las pruebas . _pon_....___ ___ Jlar comparadas

con las pruebas rapidas.

Caracteristicas TPHA/TPPA FTA-ABS | Pruebas Rapidas
Sensibilidad 85-100% 70-100% 84-98% |
Especificidad B8-100% 94-100% 94-98%

Facilidad de usar Compleja Compleja Facil

Incubador,

Microscopio de

Equipo microplatos, lavador flucrescencia Ninguno
y lector

Entrenamiento Extenso Extenso Minimo
Prueba Prueba La mayoria se
confirmatoria: no | confirmatoria: no | puede conservar a

Comentarios diferencia entre | diferencia entre | temperatura
infeccién pasada vy | infeccion pasada y | ambiente por 9 — 18
activa _ activa meses.

La OMS a través de la iniciativa de metodos diagnosticos para las enfermedades
de transmision sexual, parte del programa especial de investigaciones y
ensefianzas sobre enfermedades tropicales (TDR/SDI) patrocinado por el sistema
de naciones unidas y el banco mundial se han realizado evaluaciones de pruebas
rapidas realizadas las cuaies se puede revisar en el anexo 3, que vienen a
fortalecer los pilares de esta investigacion e incluso hay propuestas de flujogramas
diagnosticos a utilizar dependiendo si se dispone o no de pruebas no

treponémicas como el RPR que es ¢l 'caso de nuestro pais (Ver anexo'4). -

En el presente trabajo no se tiene como objetivo determinar la inclusién o no de
pruebas rapidas para sffilis, sino comparar la efectividad diagnéstica de una
prueba corn la otfra, con e! objetivo de que sirva como respaldo para el uso de la
misma debido a que se carecen de datos confiables de incidencia y prevalencia de
Sifilis que puedan apoyar la seleccidn de una marca, sin embargo, dentro de la
misma inictativa OMS plantea un escenario considerando aspectos como |0s
siguientes: acceso, calidad de la prueba, tratamiento de casos seroreactivos. No
se pueden omitir orientaciones existentes en cuanto a aspectos a dentro de los
procesos de adquisicion como son: desempefio de la prueba, facilidad vy
condiciones de uso, cor..ciones y periodo maximo para el almacel miento y
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precio. Todo lo anterior sin duda alguna plantea un reto | a futuras
investigaciones en el ambito de desempenrio de las Unidades Mdéviles de VIH/Sida
en El Salvador.
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V. DISENO METODOLOGICO.

TIPO DE ESTUDIO: Se realizo un tipo de estudio analitico-evaluativo de la prueba
diagnodstica DETERMINE Syphilis TP y RPR se desarrolld un método I6gico
permitiendo realizar una investigacidn en forma organizada desde el
planteamientc del problema bhasta la formulaciébn de conclusiones vy
recomendaciones, prospectivo porque se fueron registrando los datos segun se
procesaron las muestras, analitico y sintético porque se traté de analizar y
relacionar variables estadisticas en este caso de sensibilidad, especificidad,
valores predictivos positivos y negativos, asi como porcentaje giobal de
concordancia e indice de kappa para comparar el desempefio de la prueba
DETERMINE Syphilis TP y RPR versus el estandar de oro FTA ABS.

UNIDAD DE ANALISIS:

El Universo {N) fue constituido por 2,741 muestras procesadas por una técnica
no treponémica como el RPR de la cual se obtuvo una muestra de 370 que se
procesaron también con DETERMINE Syphilis TP y tanto los resultados reactivos

como no reactivos se procesaron con FTA-ABS como estandar de oro.

MUESTRA: aleatorio simple estratificado, conformada por 370 especimenes, 267
no reactivas y 103 reactivas y debil reactivas a R.P.R. consideradas dtiles para €l
estudio, las cuales han sido recolectadas y conservadas segin la capacidad de
almacenamiento y conservacion de los equipos de refrigeracion de las Unidades
Moviles de VIH, tomando en cuenta los recursos disponibles y cumpliendo de los
criterios de inclusion.

Este tipo de muestreo permitié garantizar un ndmero suficiente de casos en base
a criterios de grupo o estratos tentendo un marco muestral pequeno, el numero de
personas que ejercen trabajo sexual no esta contabilizado por lo que se definio la
muestra a partir de la base de datos de pruebas realizadas por las Unidades
Moviles.
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Criterios de clusion: muestras de sueroc tomadas en jornadas de tamizaje
realizadas con trabajador@s sexuales en el penodo comprendido enire Abrii 2010

y Abril 2011.

Criterios de exclusién: muestras hemolizadas o lipémicas tomadas entre
trabajador@s sexuales en el periodo comprendido entre Abril 2010 y Abril 2011.

FUENTE DE OBTENCION DE DATOS: Esta es primaria por obtenerse la

informacion y las muestras directamente de I@s trabajadoras sexuales.

TECNICAS E INSTRUMENTOS PARA OBTENCION DE DATOS: el instrumento
de obtencién de datos estd constituido por el protocolo o mapa de trabajo técnico
diseflado y estandarizado para este fin y utilizado como instrumento de

investigacion. (Ver Anexo 5)

Los especimenes de sangre venosa han sido extraidos bajo el desarrollo de la
técnica de extraccion al vacio, el sistema consiste en extraer sangre venosa al

vacio especificamente de la region cubital ver procedimiento en el Anexo 1.

Se frata de un tubo de vidrio al vacio con un tapon de plastico blando, un porta
tubos y aguja gue permite que lo atraviese una aguja mediante una leve presién,
el tubo es sin anticoagulante de volumen exacto de llenado, con gel separador y
activador de coagulacidon para acelerar y garantizar una buena separacién del
paguete globular. El gel también se situa entre el paquete globular y el suero
formando una barrera inerte que ayuda al transporte y conservacion de fa muestra.
Los tubos han sido elaborados bajo recomendaciones de la norma internacional
ISO 6710 y las directivas del NCCLS, es decir que son recipientes de un solo uso

para la extraccion de sangre venosa.
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Detallo a continuacion el procedimiento utilizado para realizar la prueba
DETERMINE Syphilis TP:

+ Retire las unidades de ensayo comenzando por la parte derecha de la tarjeta

para conservar la parte izquierda, en la que aparece el numero de lote.

» Una vez que se haya sacado el plastico de proteccién de cada unidad de ensayo,

el analisis se debe iniciar antes de que hayan transcurrido 2 horas.
« Para muestras de suero o plasma:

a. Afiada 50 pl {con una pipeta de precision) de muestra en la superficie

absorbente (sefialada con una flecha).

b. Espere 15 minutos como minimo (no espere mas de 24 horas) y lea el

resuitado.

CONTROL BE CALIDAD

Para asegurar la validez de los resultados, este ensayo incorpora un control del
procedimiento (“Control”). Si la barra de control no se vuelve de color rojo al

finalizar el analisis, el resultado no es valido y se debe volver a analizar la

muestra.

INTERPRETACION DE L OS RESULTADOS
POSITIVO (2 barras)

Tanto en la ventana de controi (“Control”) como en la ventana de resultados del
paciente (“Patient”) aparecen barras rojas. Cualquier tipo de tonalidad roja que
pueda aparecer en la ventana de resultados del paciente indica que el resultado

es positivo.

NEGATIVO (1 barra)
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En la ventana de control {(“Control”) aparece 1 barra roja y en la ventana de

resultados del paciente {“Patient”) no aparece ninguna barra roja.
NO VALIDO (Ninguna barra)

Si no aparece ninguna barra roja en la ventana de control del ensayo y aunque
haya aparecido una barra roja en la ventana de resultados del paciente, el
resultado no es valido y se debe repetir el analisis. (Ver Anexo 7)

30



VI. HIPOTESIS.

Se confiman la HIPOTESIS DE INVESTIGACION vy la alternativa porque el
desempefo diagnostico de la prueba DETERMINE Syphilis TP es igual o
mejor que la prueba R.P.R. frente a FTA-ABS como prueba estandar de oro.
Los Los indices de sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivos la

prueba DETERMINE Syphilis TP son iguales o mayores que los de R.P.R.

Se descarta la HIPOTESIS ESTADISTICA:

HIPOTESIS NULA Ho: Los indices de sensibilidad, especificidad y valores
predictivos positivos de la prueba DETERMINE Syphilis TP son menores que
los de R.P.R.

MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES.

La Operacionalizacidon de las variables se trabajara con la. Matriz de
Operacionalizacién de variables (Ver anexo 6) planteando la hipotesis
estadistica. Para estimar la validez y confiabilidad de los criterios propuestos se
utilizaran los indices de sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivos y

negativos con intervalo de confianza del 95%.
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PARAMETROS DE EVALUACION DE DESEMPENO DIAGNOSTICO DE LA
PRUEBA RAPIDA DE REAGINAS RPR CON RELACION AL ESTANDAR DE
ORO FTA-ABS EN TRABAJADOR@S SEXUALES TAMIZADOS POR LAS
UNIDADES MOVILES DE VIH ENTRE ABRIL DEL 2010 Y ABRIL DEL 2011.

PRUEBA FTA ABS

TEST RPR POS NEG TOTAL

POSITIVO 102 1 103

NEGATIVO 45 222 267
TOTAL 147 223 370

Int. Conf. 95 %

SENSIBILIDAD: 69.39% 62-77%
ESPECIFICIDAD: 99.55% 99-100%
VALOR PREDICTIVO POSITIVO: 95.03% 99-100%
VALOR PREDICTIVO NEGATIVO: 83.15% 79-88%
VALOR PREDICTIVO GLOBAL DE CONCORDANCIA: 87.6%

INDICE DE KAPPA de COHEN: 0.72

La prueba rapida de reaginas RPR muestra una baja sensibilidad como prueba de
tamizaje con un 69.39%, lo que puede poner en peligro las actividades de
blUsqueda de casos ya que se escapan al generarse un buen porcentaje de faisos
negativos. Sin embargo la especificidad aita del 99.5%, nos asegura que
estamos frente a una prueba que discrimina con bastante margen de seguridad
que no se padece la infeccion por sifilis. En cuanto al indice de Kappa o de
concordancia con relacién a la prueha gold standard se tiene un valor de 0.72
dentro de ia categoria de buena concordancia.



PARAMETROS DE EVALUACION DE DESEMPENO DIAGNOSTICO DE LA
PRUEBA RAPIDA DETERMINE Syphilis TP CON RELACION AL ESTANDAR
DE ORO FTA-ABS EN TRABAJADOR@S SEXUALES TAMIZADOS POR LAS
UNIDADES MOVILES DE VIH ENTRE ABRIL DEL 2010 Y ABRIL ... 2L, 1.

PRUEBA FTA ABS
TEST DETERMINE POS NEG TOTAL
POSITIVO 132 7 139
NEGATIVO 8 223 231
TOTAL 140 230 370

Int. Conf. 95 %

SENSIBILIDAD: 94.28 % 90-98%
ESPECIFICIDAD: 96.96 % 95-99%
VALOR PREDICTIVO POSITIVO: 54.86 % 91-99%
VALOR PREDICTIVO NEGATIVO: 94.54 % 94-99%
VALOR PREDICTIVO GLOBAL DE CONCORDANCIA: 96 %
INDCE DE KAPPA de COHEN: 0.91

La prueba rapida DETERMINE Syphilis TP. muestra una sensibilidad _y
aspecificidad bastante equilibrada y dentro de los paradmetros esperados para fas
prueba de tamizaje con un 94.29%. La especificidad igualmente buena con un
99.96%, es decir que estamos frente a una prueba con muy buena validez y
seguridad al captar casos de sifilis y discriminar los que no lo son. El indice de
Kappa o de congordancia es también bueno pues es muy cercano a +1.
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sensibilidad debe estar entre 84-98% y la especificidad entre  94-98%. Todos los
resultados fueron obtenidos respaldados con un intervalo de confianza del 95%, y

no representan mucha diferencia entre ellos.
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exisle laboratorio o realizar la prueba ¢...J.__..2amente con otras para
deteccion de ITS diferentes.
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equipos y que pueda realizarse simuitaneamente con VIH;
optimizando todos los insumos y materiales utilizados que antes
solamente era aprovechados para la prueba ¢ VIH. En este
estudio se ha comprobado gque DETERMINE Syphilis TP es una
prueba gue cumple con los estandares de desemperio diagnostico
que OMS requiere y en esta poblacion como son TS con alta
prevalencia de la infecciédn es una muy buena herramienta a utilizar,
o Mantener la realizacion de la prueba RPR como segundo escoge
aprovechando las caracteristicas de esta en la cuantificacidon de
reaginas y determinacion de un titulo de anticuerpos especifico para
el seguimiento y contro! del tratamiento para sifilis. o '
o Desarrollar todos los procedimientos técnicos acorde a normativas
del MINSAL gue aseguren la calidad dptima en la realizacion de las
pruebas de VIH y sifilis, asi como también la referencia de muestras
reactivas a confirmacion con FTA ABS en los tamizajes realizados

con poblaciones PEMAR.
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XII. ANEXOS



ANEXO 1.

TOMA DE MUESTRA

TOMA DE LA MUESTRA

Para que los resultados en las pruebas rapidas de VIH en sangre sean confiables,
la coleccion, el manejo y conservacion de las muestras, son factores importantes
gue hay que controlar adecuadamente, por lo que la muestra debe ser colectada
por un técnico debidamente capacitado para este fin.

PREPARACION DEL PACIENTE: Este debe ser preparado de un modo
estandarizado por el laboratorio. El paciente debe estar relaiado, sentado
comodamente y en un ambiente agradable, y el flebotomista por principio debe
tranquilizar al paciente y mostrar una actitud de confianza y serenidad.

MATERIAL REQUERIDO:

» Tubos de extraccion de sangre al vacio de 8 ml de capacidad sin
anticoagulante.

. Agujas para sangrado al vacio de 21x 1 ¥z pulgadas descartables

» Adaptador o sujetador de plastico para los tubos al vacio. (Holder)

° Torniquete o liga de hule flexible.

. Torundas de algodon esteriles

»  Alcohol etilico 70%.

° Recipiente adecuado para el desecno ae marerial con resiauos peligrosos,
biologico-infecciosos

«  Recipientes, contenedores térmicos o hieleras con refrigerantes en su interior

+  Guantes descartabies no estériles.

. Plumones marcadores resistentes a productos quimicos.

«  Gradillas o rack para tubos 12x75 mm.

. Bolsas rojas de biosegusidad.

e  Bolsas negras para basura.

) Tirro.
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ANEXO 6.

MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES.

OBJETIVO

VARIABLES

CONCEPTUALIZACION

VALORES

ESCALA

Determinar
sansibilidad,
aspecificidad y
valores predictivos
negativos Y
positvos  de la
prueba RPR.

Sensibilidad.

Especificidad

VPP

| negative en

Sensibilidad la probabilidad de que el
resultado de la prueba sea posilive en
tas personas que en realidad tienen el
anticuerpo / enfermedad.

Especificidad |la probabilidad de que el
resultado de Ja prueba sea negative en
fas perscnas gque en realidad no tienen
el anticuerpo / enfermedad.

Predictivo  Positive  (VPP)
probabilidad de que una petsocna con

Valor

resulfade de prueba de tamizaje positivo
en realidad tenga el
anticuerpo/enfermedad.

Negative  (VPN)

probabilidad de que una perscna con

Valor  Predictivo

resuliadc de prueba de tamizaje

realidad no tenga el

anticuerpo/enfermedad.

> >83%, 00y +

> >03%, 0By +

> »85%, 95y +

> >98%, 98y +

Cuaniitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa
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