Hemoterapia Comunicacion breve

Inmunoensayo quimioluminiscente
para sifilis en donantes de sangre:

. Los valores de lectura se correlacionan
con el estado de la infeccion?

» Ana Rios Trevisan!”, Carolina Fernandez?, Constanza Lapera?, Delina Mejia3,
Laura Ferraro*, Mirta Remesar?

I Bioguimica. (ORCID ID: 0009-0004-6637- Resumen
6016) El objetivo del trabajo fue comparar el desempefio del tamizaje treponémi-
2 Bioquimica especialista en Hemoterapia e In- o y no treponémico en dos periodos préximos en el tiempo en donantes
munohematologfa. de sangre y analizar la asociacién de la intensidad de la sefial de la prueba
3 Bioquimica. quimioluminiscente (QL) con la reactividad del enzimoinmunoanélisis (ELI-
# Técnica en Hemoterapia. SA)y la reagina plasmatica rapida (RPR). Se realiz6 el tamizaje con pruebas
® Dra. en Ciencias Biologicas. treponémicas. Se analizd la distribucién de los valores de sefial/valor de

corte (S/CO) obtenidos por QL en funciéon del ELISA y RPR y se evalué su
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Chemiluminescent immunoassay for syphilis in blood do-
nors: do signal strength values correlate with the infection
Status?

Abstract

The objective of this work was to compare the performance of treponemal
and non-treponemal screening in two periods close in time in blood donors
and to analyse the association of the signal strength (signal-to-cutoff, S/
CO) of the chemiluminescent immunoassay (CIA) with the reactivity of the
enzymeimmunoassay (EIA) and the rapid plasma reagin (RPR). Donors were
Incorporada ol Chemical Abstract Service. screened with treponemal tests. The distribution of the S/CO values ob-
Cédigo bibliografico: ABCLDL. tained by CIA was analysed based on EIA and RPR, and its association was
ISSN 0325-2957 [impresal evaluated. Group 1: ELISA+/RPR+ donors and Group 2: ELISA+/RPR-. A

P total of 76,794 voluntary donations were processed. Comparing the means
ISSN 1851-6114 (en linea] between groups, it was found that the CIA S/CO ratio was significantly high-
ISSN 1852-396X (CD-ROM) er for Group 1 donors (19.5 vs. 8.10; p<0.001). In conclusion, the signal
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strength of the qualitative CIA test would be associated with the reactivity of the RPR and would be
related to the course of the infection.
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Imunoensaio quimioluminescente para sifilis em doadores de sangue: 0s
valores de leitura estéo correlacionados com o estado da infecgdo?

Resumo

O objetivo do trabalho foi comparar o desempenho da triagem treponémica e nao treponémica em
dois periodos proximos no tempo em doadores de sangue e analisar a associagdo da intensidade do
sinal da prova quimioluminescente (QL) com a reatividade da andlise imunoenzimatica (ELISA) e a
reagina plasmatica rapida (RPR). Foi realizada uma triagem com provas treponémicas. Foi analisada
a distribuicdo dos valores de sinal/valor de corte (S/CO) obtidos por QL em fungdo da ELISA e RPR, e
também a associacdo entre dois grupos de resultados laboratoriais (1): ELISA+/RPR+ e (2) ELISA+/
RPR-). Foram procesadas 76 794 doacdes de sangue voluntarias. Ao comparar as medianas entre os
grupos, obteve-se que a relagdo S/CO de QL foi significativamente maior para os doadores de sangue
do grupo 1 (19,5 vs. 8,10; p<0,001). Em concluséo, a intensidade do sinal da prova qualitativa QL
estaria associada com a reatividade da RPR e guardaria relagdo com o curso da infecgéo.

Palavras-chave: Sifilis; Provas treponémicos; Triagem; Bancos de sangue; Intensidade do sinal; Algo-

ritmo reverso

Introduccién

El tamizaje de sifilis es una de las pruebas mandato-
rias a las que debe someterse la sangre donada en la Ar-
gentina de acuerdo a la Ley N°22.990 (1). El objetivo es
prevenir la transmision de la infeccion a los receptores
de transfusiones.

De acuerdo a las Normas Administrativas y Técnicas
797/2013, el tamizaje de laboratorio en donantes de
sangre en la Argentina puede realizarse con métodos
no treponémicos o treponémicos (2) (3). De acuerdo
sea uno u otro el método de tamizaje inicial, se aplica el
algoritmo convencional o el algoritmo reverso.

El tamizaje convencional utiliza una prueba no tre-
ponémica (PNT), como la prueba VDRL (Venereal Di-
sease Research Laboratory) o RPR (Reagina Plasmatica Ra-
pida). Si la PNT resulta reactiva, la sangre del donante
se descarta y se recomienda realizar una prueba confir-
matoria treponémica para evidenciar si se trata efectiva-
mente de infecciéon por Treponema pallidum.

En cambio, el tamizaje reverso utiliza una prueba
treponémica (PT), como la prueba de quimioluminis-
cencia (QL). Si la prueba es reactiva, se considera que
el donante es seropositivo para sifilis y se excluye su san-
gre para la transfusion.

Las pruebas de sifilis treponémicas y no treponémi-
cas miden diferentes aspectos de la respuesta inmuno-
légica a la infeccion por T. pallidum, agente etiolégico
de la sifilis.

Las PNT son muy sensibles, aunque relativamente
especificas, ya que detectan anticuerpos inespecificos
(reaginas) dirigidos hacia la cardiolipina, que pueden
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aparecer seis semanas después de la infeccion. También
las reaginas pueden estar asociadas con diversas condi-
ciones médicas y factores no relacionados con la sifilis y
pueden producir resultados falsamente positivos (1-5%
de los casos) por lo que ante una PNT reactiva se reco-
mienda realizar una PT.

Las PT detectan anticuerpos contra 1. pallidum, lo
que las convierte en pruebas altamente especificas vy,
por lo tanto, confirmatorias. Se positivizan cinco se-
manas después de la infeccion, por eso son tutiles para
detectar sifilis temprana, cuando todavia las PNT son
negativas (4).

En el banco de sangre, los tamizajes con PNT y PT
presentan ventajas y desventajas. Las ventajas que pre-
sentan las PT con respecto a las PNT son la automatiza-
cion, la consecuente posibilidad de interfaz en sistemas
informaticos para la transmision y registro de resulta-
dos, la mejora en la trazabilidad de los resultados, la
independencia de la posible subjetividad del operador
en lalectura (la prueba de RPR es de lectura visual y la
USR, Unheated Serum Reagin, de lectura al microscopio)
y la disminucién del trabajo manual y del consumo de
tiempo por parte del operador. Entre las ventajas de las
PNT se encuentra el menor costo.

En los bancos de sangre que participan en el Progra-
ma de Evaluacion Externa del Desempeno de Infeccio-
nes Transmisibles por Transfusion (ITT) del Hospital
de Pediatria “Prof. Dr. Juan P. Garrahan”, el empleo de
PT en el tamizaje mostré un incremento desde el ano
2012, donde era del 7,82%; lleg6 hasta un 32,91% en el
ano 2018, y se mantuvo alrededor de dicho porcentaje
desde 2018 a la actualidad. Es importante senalar que



dicho programa es de alcance nacional y en €l participa
un promedio de 80 laboratorios pertenecientes a las 24
jurisdicciones del pais. Por lo tanto, la proporcion de
métodos de tamizaje para sifilis utilizada se puede con-
siderar representativa de la situacién en la Argentina
(5).

En octubre de 2016, el laboratorio de ITT del Centro
Regional de Hemoterapia (CRH) del Hospital “Prof.
Dr. Juan P. Garrahan” implement6 el inmunoensayo au-
tomatizado por quimioluminiscencia, comenzando asi
a utilizar el algoritmo reverso para el tamizaje de sifilis.

Los objetivos de este trabajo fueron: analizar el desem-
peno del tamizaje treponémico y el algoritmo reverso
para sifilis, comparado con un periodo inmediato ante-
rior (2012-2016) donde se utilizaba el tamizaje no tre-
ponémico y el algoritmo tradicional, y describir la aso-
ciacion de los resultados de las pruebas serologicas y el
probable estadio de la infeccion por T. pallidum.

Materiales y Métodos

Poblacién de estudio

En el periodo comprendido entre el 23 de octubre
de 2016 y el 31 de marzo de 2023, en el CRH del Hos-
pital “Prof. Dr. Juan P. Garrahan”, se estudi6 un total de
76 794 donaciones voluntarias no relacionadas.

Pruebas de laboratorio

El método de tamizaje para la deteccion de sifilis fue la
PT de QL ARCHITECT Syphilis TP (Abbott, Alemania).

Las muestras repetidamente reactivas fueron estu-
diadas por una PT diferente, un enzimoinmunoanali-
sis (ELISA) (Sifilis ELISA Recombinante v4.0, Wiener
lab., Argentina) y una PNT, Reagina Plasmatica Rapida
(RPR) (RPR Slide test, Wiener lab., Argentina).

Las muestras reactivas por ELISA y RPR fueron con-
sideradas como correspondientes a infecciones actuales
o pasadas. Se consider6 infeccién pasada a la sifilis la-
tente o de tiempo desconocido o a la sifilis tratada con
RPR atn reactiva, lo que se conoce como cicatriz sero-
l6gica, mientras que las muestras reactivas por ELISA
pero no reactivas por RPR fueron consideradas como
correspondientes a infecciones tratadas, sifilis primarias
recientes, sifilis tardias o fenémenos de prozona (4).

Las muestras no reactivas por ELISA y RPR se consi-
deraron como falsamente positivas por QL.

Anélisis estadistico

Se cre6 una base de datos con los resultados obteni-
dos por QL, ELISA y RPR.

Para analizar la distribuciéon de los valores de senal/
valor de corte (S/CO; del inglés: signal-to-cut off) obteni-
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dos por QL en funcién de las otras pruebas serologicas,
se utilizo el fest de U Mann Whitney, para establecer la
relacion entre los valores de S/CO de QL en funcién de
RPR y de ELISA. Se establecieron tres grupos de com-
paracion: Grupo 1: aquellos donantes que presentaron
ambas PT positivas y RPR+; Grupo 2: los que presen-
taron ambas PT positivas y RPR-, y Grupo 3: los falsos
positivos de QL (QL+, ELISA-, RPR-).

Las variables categoricas se describieron segin su
frecuencia y porcentaje. Para las variables continuas se
utiliz6 la media y desvio estandar (DE), mediana y ran-
go intercuartilo (IQR) seguin tuvieran o no distribucién
normal, respectivamente. Se consideré estadisticamen-
te significativo un valor de p<0,05.

Se utiliz6 el programa estadistico STATA'V 14.0 y Excel.

Resultados

De acuerdo al algoritmo de estudio utilizado un to-
tal de 657 donaciones de 76 794 resultaron repetida-
mente reactivas por QL y se obtuvo una seroprevalencia
de sifilis por tamizaje de 0,85% (1C95%=0,79-0,92). De
las muestras positivas por QL, 527 (80,21%) resultaron
también positivas por la prueba de ELISA, con lo que se
obtuvo una prevalencia global de sifilis confirmada de
0,68% (1C95%=0,63-0,74). Entre las muestras reactivas
por ambas PT, 223 (42,31%) fueron reactivas para RPR,
lo que dio una seroprevalencia por prueba no treponé-
mica de 0,29% (1C95%=0,25-0,33).

Para el periodo inmediato anterior (2012-2016) la se-
roprevalencia de sifilis obtenida por tamizaje tradicional
fue de 0,43% (1C95%=0,38-0,48) y la prevalencia global
de sifilis confirmada fue 0,27% (1C95%=0,23-0,31).

La distribucién de los valores de S/CO obtenidos
por QL en los distintos grupos se muestra en la Tabla I.

Tabla I. Distribucién de los valores obtenidos
por quimioluminiscencia en los distintos grupos.

Grupo N Media Mediana Ql Q3
1 223 19,60 19,52 16,11 22,96
2 304 9,02 8,10 3,66 13,06
3 130 1,64 1,33 1,08 1,90

Grupo 1: QL+, ELISA+, RPR+: sifilis actual o pasada; Grupo 2: QL+, ELISA+,
RPR-: sifilis tratada, sifilis primaria reciente, sifilis tardia; Grupo 3: QL+, ELI-
SA-, RPR-. Q1: primer cuartil; Q3: tercer cuartil.

Las muestras reactivas, tanto por los dos métodos tre-
ponémicos asi como por el método no treponémico,
que corresponderian a donantes con infeccién actual o
pasada, mostraron valores medios de S/CO por QL mas
altos (S/CO media=19,60; DE=6,59) con respecto a los
valores de las muestras reactivas solo por QL y ELISA
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y negativas por RPR (S/CO media=9,02; DE=5,89), es
decir, las que podrian deberse a sifilis tratada, primaria
muy reciente y activa, o sifilis tardia.

De acuerdo al test de U Mann Whitney al comparar
las medianas entre los grupos 1y 2, se encontré que
la relaciéon S/CO de QL fue significativamente mayor
para los donantes del Grupo 1 en comparacién con
aquellos del grupo 2 (19,5 para el Grupo 1y 8,10 para
el Grupo 2; $<0,001).

En el grafico de box-plot se observa que el grupo 1
present6 una mayor dispersion de datos respecto de los
otros grupos (Fig. 1).

En cuanto a los resultados falsamente positivos por
QL (n=130), el 45,38% de los mismos se detectaron en

el periodo de tiempo comprendido entre octubre de

2016 y septiembre de 2017 (Fig. 2).

Discusion y Conclusiones

La seroprevalencia de sifilis en el periodo 2012-2016,
con el uso del método de tamizaje tradicional fue de
0,43%; a partir del cambio de método, la seroprevalen-
cia obtenida en el periodo 2016-2023 fue de 0,85%. Este
aumento de prevalencia implicé el descarte de mayor
namero de unidades y un mayor costo, situaciéon que
era la esperada debido a que esta prueba sigue siendo
reactiva muchos anos después de la primo-infeccion y
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Figura 1. Relacidn de la sefal/valor de corte (S/CO) de ARCHITECT quimioluminiscencia (QL) entre
donantes segtin el grupo propuesto. ELISA: enzimoinmunoanalisis; RPR: reagina plasmatica rapida.
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Figura 2. Distribucién anual de los resultados falsamente positivos de quimioluminiscencia.
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también en personas que han realizado el tratamiento
adecuado. Esto fue aceptado por el servicio en funcién
de las ventajas que proporciona el empleo de un méto-
do treponémico como tamizaje.

Al comparar las prevalencias de sifilis actual o pasada
(donaciones PT y PNT reactivas) obtenidas en ambos
periodos se encontré que las mismas eran similares.
Esto demuestra que el aumento de la seroprevalencia
global fue debido a la persistencia de anticuerpos trepo-
némicos y no a una mayor captacion de donantes con
factores de riesgo, lo que destaca el solido modelo de
donacion voluntaria altruista, con un promedio anual
de repeticién de alrededor del 60% que posee nuestro
centro (6) (7).

La mayor dispersion de la senal de S/CO observada
en el grupo 1 en el grafico de box plot, puede deberse
a la respuesta biolégica de la infeccién de sifilis activa
comparada con la respuesta inmunolégica de una in-
feccion ya establecida (8).

En cuanto a los valores falsamente positivos de QL
detectados, un alto porcentaje (41,55%) correspondio
al periodo inicial de implementaciéon de la metodologia
y se pudo asociar a un lote de reactivo en particular.
Ademas, en septiembre de 2017 hubo un cambio de
presentacion del reactivo y a partir de esta modificacion
se observo una disminucion en los resultados falsamen-
te positivos con una distribucién mas esporadica, tam-
bién asociada a variaciones de lotes de reactivo.

Los casos falsamente positivos por QL podrian estar
sobreestimados debido a que la prueba de QL detec-
ta tanto IgM como IgG, mientras que las pruebas de
ELISA detectan s6lo IgG anti-T. pallidum. Por lo tanto,
se podrian encontrar en este grupo algunos casos de
infecciéon muy temprana.

Se encontr6 una asociacion entre valores mayores de
lectura de QL en donantes confirmados con RPR po-
sitiva y aquellos confirmados con RPR negativa. Por lo
tanto, la intensidad de la senal de la prueba cualitativa
QL ARCHITECT estaria asociada con la reactividad de
la RPRy guardaria relacion con el curso de la infeccion.
Este hallazgo es similar a lo publicado por otros autores,
donde se encontré que la relacion QL S/CO era signi-
ficativamente mas alta en las mujeres embarazadas con
sifilis activa que en las mujeres embarazadas con sifilis
pasada (9) (10).

En conclusion, si bien con el algoritmo reverso se
descartan mas unidades, éste permite identificar casos
de infeccion muy temprana cuando los anticuerpos no
treponémicos aun no son detectables o casos latentes
de sifilis cuando los anticuerpos no treponémicos sero-
rrevierten, ya que las PT son mas sensibles que las PNT
(11) (12).

Teniendo en cuenta el preocupante aumento de la
tasa de incidencia de sifilis en la poblacién general ar-
gentina (13), la eleccién de un método treponémico en
el tamizaje de donantes de sangre agregando una PNT
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como suplementaria permite el diagnostico temprano
de la enfermedad y facilita el acceso oportuno a la aten-
ciéon médica para las personas infectadas y sus parejas
sexuales, a través de la consejeria médica brindada. En
estos casos el rol del banco de sangre es util a la socie-
dad, ya que estos casos detectados ingresan al sistema
de salud, a través del Sistema Integrado de Informacién
Sanitaria Argentino (SISA), donde se puede realizar su
seguimiento.

Para comprender la correlaciéon entre los valores de
QL (ARCHITECT) S/CO y la positividad de RPR es ne-
cesario realizar mas investigaciones que incluyan datos
de historias clinicas y antecedentes de tratamientos de
los individuos para poder establecer un consenso so-
bre un valor umbral de significacién clinica entre estas
pruebas. Esto puede ser muy ttil para identificar casos
de sifilis clinicamente infecciosa para ayudar en la clasi-
ficacion y el manejo de los donantes de sangre cuando
se utiliza un método treponémico para la deteccion de
sifilis.
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