I. AMBITO DE LA INVESTIGACION

El tamizaje neonatal de enfermedades infecciosas constituye una linea de
investigacion llevada a cabo por la unidad de Inmunopatologia de Enfermedades
Tropicales del Departamento de Citohistologia en conjunto con la Unidad de
Inmunodiagnéstico del Laboratorio Microbiolégico de Referencia —LAMIR- y esta
forma parte de una tendencia creciente de estudios orientados a un diagndstico

temprano de determinadas infecciones, previo a la aparicion de sintomas.

En este estudio se realizd la adaptacion de un método ELISA a la
metodologia de tamizaje neonatal de sifilis y Citomegalovirus para lo cual se
recolectaron sueros IgM positivos en diferentes laboratorios clinicos de la ciudad
de Guatemala. Esta primera parte se realizé en el labora torio del departamento de
citohistologia/ LAMIR de la facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la

Universidad de San Carlos de Guatemala.

Posteriormente se realizd la recoleccidon de muestras de neonatos en las
areas seleccionadas. Para ello se realizaron capacitaciones para la toma de
muestra en los centros de Salud de Cuilapa Santa Rosa, Conguaco Jutiapa,

Jalapa, Cooperativa “El Recuerdo” Jalapa y Hospital N acional de Zacapa.

Se recolectaron un total de 396 muestras en papel filtro correspondientes a
neonatos los cuales fueron evaluados en el laboratorio del Departamento de
Citohistologia/LAMIR de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala en busqueda de anticuerpos IgM anti
Treponema pallidum y anti — Citomegalovirus, con el fin de identificar infecciones

congénitas por estos agentes infecciosos.



Il. RESUMEN

Las infecciones primarias por Citomegalovirus (CMV) son benignas para la
mayoria de las personas, sin embargo durante el embarazo, la infeccion primar ia,
la reactivacion o la reinfeccién con diferentes tipos virales, pueden causar una
infeccion neonatal sintomatica o una infeccién co ngénita subclinica, la cual mas
adelante puede manifestarse con pérdida de la audicibn o trastornos del

aprendizaje (1-4).

La sifilis congénita es el resultado de la transmision de la infeccion por via
perinatal al fruto de la gestacion. La infeccion se puede transmitir al feto durante
cualquier etapa del embarazo pero la probabilidad de una enfermedad clinica
aumenta a medida que éste se va desarrollando. Las complicaciones mas
frecuentes son abortos, mortinatos, partos prematuros y muertes neonatales en

aproximadamente 50% de los fetos expuestos y sifilis congénita en el otro 50%

(5).

El tamizaje neonatal permite detectar neonatos portadores de alguna
patologia endocrina, infecciosa o metabdlica antes de que la enfe rmedad se
manifieste, dichas patologias pueden ocasionar retraso mental, minusvalias o
muerte prematura. En lo que respecta a enfermedades infecciosas como CMV y
sifilis se ha planteado la posibilidad del tamizaje serolégico durante la gestacion,
en busqueda de la aparicion de IgM materna como un diagnéstico de infeccidn
activa, sin embargo, la utilidad de esta deteccion es discutible respecto al
pronostico y seguimiento del nifo debido a infecciones iniciadas post tamizaje
materno. El tamizaje neonatal asegura la deteccion temp rana de determinadas

infecciones en el neonato, procurando asi mejor prondstico en el tratamiento.

En este estudio se adaptd un método para la deteccion de anticuerpos IgM
anti- Treponema pallidum (T. pallidum) y un método para la deteccion de
anticuerpos IgM anti— Citomegalovirus (CMV) en muestras de sangre completa
recolectadas en papel filtro. Para ello se evalu6 3 eluyentes distintos

(amortiguador fosfato salino PBS 0.05M, amortiguador Seroalbumina y diluyente



del kit), 2 temperaturas (25°C y 36°C), 3 tiempos de elucion (1, 18 y 24 hrs.) 2
diferentes pozos de elucion (pozos de reaccion y pozos planos) y 2 diam etros

distintos de muestra (3mm y 6mm).

Para la metodologia de deteccidon de anticuerpos anti- T. pallidum los
mejores resultados fueron obtenidos con el amortiguador fosfato salino PBS
0.05M, 6mm de diametro de muestra, 36°C y una hora de tiempo para la elucién
de los anticuerpos. Al evaluar la validez del método se encontr6 un 100% de
sensibilidad relativa y 100% de especificidad relativa. En el caso de la deteccion
de anticuerpos anti- CMV los mejores resultados fueron enco ntrados cuando se
utilizé amortiguador fosfato salino PBS 0.05M, 6mm de de diametro de muestra,
una hora de elucién pero la temperatura optima fue a 25°C con rotaciéon constante.
La metodologia presenta una sensibilidad relativa de 100% y especificidad relativa
de 100%.

Con esta metodologia adaptada se realizé el tamizaje neonatal en 396 neonatos
provenientes de 5 centros de salud y hospitales del interior de la republica de
Guatemala. No se encontrdé ninguna muestra positiva para anticuerpos IgM anti-T.
pallidum ni para anticuerpos anti CMV, por lo que la frecuencia encontrada fue de
0%. Los anticuerpos IgG anti — CMV detectados en las muestras séricas de los

recién nacidos les dio proteccion evitando el desarrollo de la infeccion intrauterina.

Se concluye que ambos métodos cumplen con las caracteristica s minimas
de un buen método de tamizaje. Ya que se trata de un estudio piloto e s necesario
ampliar el universo de la muestra para establecer la frecuencia de T. pallidum, y
CMV. Es necesario realizar un estudio donde todas las muestras se evaluen por
ambos métodos (tamizaje y confirmatorio) para asi establecer los valores

predictivos positivos y negativos.



[ll. ANTECEDENTES

A. Citomegalovirus

1. Historia

En 1904 Jesionek y col. describieron por primera vez la presencia de
cuerpos intranucleares y alargamiento celular en v isceras de recién nacidos. En
1921 Goodpasture y Talbot introdujeron el término citomegalia y lo compararon al
efecto histopatolégico causado por la varicela. Posteriormente en 1926, Glahn y
Pappenheimer hicieron el primer reporte de células citomegalicas en adultos
postulando que se trataba de una patologia viral, pero fueron Cole y Kuttner
quienes aislaron el virus de las glandulas salivales de cabras. EI conocimiento del
virus causante de la citomegalia avanzé cuando en 1954 Smith llevd a cabo los

primeros cultivos seriados (6).

Durante los primeros afios del siglo anterior, el citomegalovirus (CMV) fue
reconocido por los cambios citopaticos que producia a nivel intracelular en las
glandulas salivares. En 1956 fue aislado por primera vez en tres laboratori os
distintos, siendo Weller quien le dio el nombre con el cual se le conoce
actualmente. En 1966, se demostrd6 que era el agente causal del sindrome
mononucleosico post-transfuncional y en la década del 70-80 surgié como una de
las principales causas de morbi mortalidad en pacientes inmunosuprimidos por
trasplante de 6rganos, de medula 6ésea o con SIDA. En 1972 Yeager y col.
describieron el primero de dos casos de lactantes de bajo peso al nacer con
infeccion por CMV adquirida por transfusiones sanguineas. D os afios mas tarde,
se demostré que 19 de 77 lactantes quienes fueron transfundidos con sangre se
infectaron con CMV. A partir de estos primeros hallazgos se demostré que la
incidencia de infeccion por CMV asociada a transfusién sanguinea variaba entre
15- 30% en pacientes sometidos a productos sanguineos, en particular los que

contenian una elevada concentracion de leucocitos (6, 7).



2. Etiologia

El CMV pertenece a la familia de los virus herpes, que incluye al virus del
herpes simple, virus varicela- zoster y virus de Epstein-Barr. EI CMV es
icosaédrico con diametro de 180-200 nanometros, capside de 162 capsémeros y
un acido desoxirribonucléico (ADN) bicatenario que consiste en una doble hélice
que contiene genoma de 1 X 108 daltons. Las particulas virales o capsides estan

rodeadas por una envoltura y algunos de sus nucleos (8).

Se ha aislado de distintos fluidos organicos y células: orina, heces, saliva,

semen, secrecion del cuello uterino, leche materna y linfocitos (9).

3. Patogenia e inmunidad

a. Patogenia

La infeccion por el CMV se produce por tres vias diferentes: infeccion
primaria, reactivacion de una cepa latente y re -infeccion por una cepa externa.
Solo una pequena parte de estas infecciones es sintomatica. La aparicion de
sintomas estad determinada, principalmente por la situaciédn inmunitaria del

hospedador (1).

La infeccion se contrae por via respiratoria, produciendo un cuadro clinico
tipo mononucledsico, caracterizado por fiebre y adenopatias, Aunque la mayoria
de las veces la primoinfeccién puede ser asintomatica; la infeccion pasa luego en
una fase de latencia, pudiendo presentar episodios de reactivacion, los cuales son

mas frecuentes en pacientes inmunocomprometidos (5).

Al penetrar al organismo, el CMV infecta a los linfocitos y leucoci tos y se
disemina por todo el cuerpo en el interior de estas células, las cuales pueden

infectarse por particulas virales libres o a través del contacto con otras células (8).



El CMV al infectar las células produce un agrandamiento en ellas de hasta
cuatro veces su tamafo normal (citomegalia), ademas de inclusiones
intranucleares, llamadas inclusiones de Cowdry A, rodeadas de un halo
intranuclear que les da la caracteristica de "ojo de buho", a lo que se debe su

nombre (7).

Esta enfermedad tiene la particularidad de dafar multiples 6rganos y
principalmente al sistema nervioso central (SNC) en los recién nacidos. Como
consecuencia de esto afecta el neurodesarrollo y es causa de una elevada

mortalidad que puede llegar a ser de 20-30% (10).

b. Inmunidad

Como respuesta a la infeccion primaria se producen anticuerpos de las
clases IgM, Igc3 e IgA que por si mismos no confieren proteccion frente al CMV.
Es la respuesta celular mediada por linfocitos citocidas naturales (NK) y sobre todo
por los linfocitos T citotoxicos (LTC) los que consiguen el control de la infeccion
primaria, de esta manera el CMV queda en estado de latencia permanente en
células circulantes. Los anticuerpos IgM son detectables de 7 a 12 dias después
de la infeccion inicial y por lo general persisten por 3 a 4 meses. Los anticuerpos
IgG aparecen al mismo tiempo, alcanzando su maximo 2 a 3 meses después de la

infeccion y persisten por muchos afios, a menudo de por vida (5, 11).

4. Citomegalovirus Congeénito

Las infecciones primarias por CMV son benignas para la mayoria de las
personas. Durante el embarazo, la infeccién primaria, la reactivacion o la
reinfeccion con diferentes tipos virales, pueden causar una infeccion neonatal
sintomatica o wuna infeccién congénita subclinica, que mas tarde puede

manifestarse con pérdida de la audicion o trastornos del aprendizaje (1 - 4).



Cuando la infeccién intrauterina ocurre durante los primeros 6 meses de
embarazo hay una infeccion primaria, siendo el peligro de infeccidén prenatal del 30
— 40%, con un riesgo de 10 — 15% de anormalidades durante el embarazo. Si
ocurriera una reactivacion del virus durante este periodo, el riesgo de infeccion
fetal es menor, 0.2 al 1.8%, pero sigue siendo significativo teniendo una baja
mortalidad por el efecto protector de los anticu erpos maternos. Es importante
mencionar que durante el periodo de lactancia también existe un riesgo de
transmision de la infeccion, especialmente en los recién nacidos prematuros. La
transmision de la infeccién por medio de estas diferentes maneras repres entan

factores de riesgo para el desarrollo postnatal del nifio (1, 2).

El momento de la infeccion parece determinar el grado de afeccion; las
lesiones mas graves suelen encontrarse en infecciones previas a las 20 semanas
de gestacion, no obstante es mas frecuente antes del tercer trimestre. En
pacientes seropositivos, el riesgo de reactivacion se produce por compromiso de
la inmunidad celular, lo que se puede observar en pacientes
inmunocomprometidas tales como pacientes con VIH positivo, oncoldgicas, o en

tratamiento con inmunosupresores (2, 12).

a. Manifestaciones clinicas

De los recién nacidos infectados el 90% son asintomaticos, de los cuales
solo un 15% presentara algun grado de déficit neuroldgico a largo plazo. ElI 10%
restante de los infectados son sintomaticos y presentan la enfermedad por una
inclusion citomegalica, la cual es consecuencia de una replicacion viral en los
organos vitales fetales, aunque remite espontdneamente, induce danos que
pueden persistir y ocasionar secuelas graves a largo plazo, las cuales se
caracterizan por restriccion del crecimiento fetal (RCF), microcefalia, ictericia,
trombocitopenia, hepatoesplenomegalia, sordera, coriorretinitis, neumonitis,
purpura y lesiones de tipo blueberry muffin. Histolégicamente demuestran
eritropoyesis dérmica (hematopoyesis extramedular), la hidrocefalia y las

calcificaciones intracraneales son signos de mal prondstico. Un tercio de los



recién nacidos infectados pertenecientes a este grupo fallece y casi dos tercios de
estos presentan secuelas neuroldgicas importantes. Cabe mencionar que la
primoinfeccion tiene mayor riesgo de infeccidon congénita sintomatica y como se
menciona anteriormente, tiene una mayor tasa de transmision vertical, entonces
este grupo se convierte en el grupo con mayor morb imortalidad neonatal (1, 13,
14).

5. Diagnostico
a. Diagnostico clinico

Desde el punto de vista neurolégico, la enfermedad por citomegalovirus
humano (CMVH), se caracteriza por las siguientes manifestaciones: microcefalia,
hipoacusia, trastornos motores, retardo mental y convulsiones. La infeccion
congénita no siempre es reconocida por los meédicos, los cuales son lo primeros
en tener contacto con los pacientes, sobre todo porque las manifestaciones

pueden variar segun la edad en la que los nifilos son vi stos por primera vez (10).

El hecho de que la embarazada haya presentado durante la gestacion una
amenaza de aborto o bien un sindrome parecido a mononucleosis, o que al nacer
el neonato sea prematuro o de bajo peso, con microcefalia, ictericia,
hepatoesplenomegalia o sepsis sin microorganismo aislado pueden ser datos
orientadores para pensar en el diagnéstico de infeccion congénita por CMVH. Por
todo esto el diagnoéstico suele ser dificil y el abordaje multidisciplinario se defiere

con frecuencia (10).
b. Diagndstico de laboratorio

La infeccion por CMV se da con mayor frecuencia de manera asintomatica
por lo que el laboratorio cumple una funcién esencial en la confirmacién de la
infeccion congénita por CMV en el recién nacido. El diagnéstico de una
primoinfeccion materna se realiza mediante la presencia en sangre de anticuerpos

IgM o IgG anit-citomegalovirus (1).



Actualmente el diagnéstico por CMV congénito se realiza a través de la
deteccién de virus en la orina o saliva de los neonatos dentro de las dos primeras
semanas de vida, ya que la excrecidn posterior a estos dias podria ser secundaria

a un infeccion postnatal (15).

Este se lleva a cabo sembrando las muestras de orina y saliva en
monocapas de fibroblastos crecidas en cubreobjetos (shell -viales), procediendo,
posteriormente, a la fijacion y tincibn mediante anticuerpos monoclonales

especificos para detectar el antigeno de CMV (16).

El método de diagnéstico ideal es el cultivo viral, sin embargo, cada dia se
utiliza con una mayor frecuencia la reacci 6n en cadena de la polimerasa (PCR), a
través de la amplificacion del ADN viral, resultando ser un método muy sensible
(15).

i. Deteccion de anticuerpos

La serologia es la prueba de referencia diagnodstica. La demostracion de
seroconversion es el método mas fiable para el diagndstico de una primoinfeccién
y este se basa en la demostracién de una seroconversién simultanea o un cambio
seroldgico importante (cuadruplo o mayor) que refuerza la relacion causal del virus

y el trastorno clinico (16, 17).

Entre los métodos que se aplican para la deteccion de anticuerpos se

pueden mencionar:

-Fijacion de complemento: Detecta conjuntamente anticuerpos 1gG e IgM,

poco sensible y muy laborioso.

-Inmunofluorescencia indirecta: Es mas sensible que la fijacion de
complemento, permite la deteccion individualizada de distintos tipos de
anticuerpos, pero genera falsos positivos por la presencia de receptores Fc,
inducidos por el CMV, en células infectadas que sirven de sustrato unigénico de la

reaccion.
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-Aglutinacion con particulas de latex sensibilizadas con antigeno de CMV:
permite la deteccién de IgG e IgM. Es sensible, especifica, sencilla y de rapida

ejecucion.

-Métodos inmunoenzimaticos: Método muy sensibles, en general son
especificos y permiten cuantificar y determinar de forma individual los niveles de

diferentes de isotipos de anticuerpos (18, 19).

La deteccion serologica de IgM especifica para CMV es util para identificar
infecciones recientes y esto puede ser demostrado durante la fase aguda de la
infeccion primaria de CMV. La aparicion rapida de anticuerpos especificos,
fijadores de complemento durante la enfermedad apoya el diagnéstico. Titulos de
anticuerpos de fijacion de complemento mayor que 1:8 en el lactante con unos 6
meses de edad indica una infeccion activa, mas que una transferencia pasiva de
anticuerpo materno. También se demuestra la presencia de macroglobulinas
especificas del CMV en lactantes infectados congénitamente, usando un método

de inmunofluorescencia indirecta (15).

i Deteccion del virus

Los métodos de deteccion de antigenos proporcionan una deteccion
rapida, especifica y fiable de antigenos virales en casi cualquier liquido corporal

obtenido del paciente (16).

-Citometria de flujo: Técnica de gran utilidad para un diagnéstico rapido y

para el monitoreo del tratamiento de las personas con la enfermedad (8).

-Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Técnica que detecta y
amplifica el material genético del virus. La PCR ha sido util para el diagnéstico
clinico desde mediados de 1980, esta prueba ha impedido la recurrencia de la
enfermedad, ya que ha permitido el diagnéstico temprano y monitoreo de la

eficacia de la droga anti-CMV (8).
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-El uso de anticuerpos monoclonales de los antigenos iniciales de CMV
unidos a preparados de antiglobulina, inoculados, marcados, aplicados en
ampolletas cubiertas y centrifugadas, puede permitir la deteccion rapida y

especifica del virus (15).

6. Tratamiento

El tratamiento de la infeccion ocasionada por este virus es un problema
complejo, ya que por el momento, no existe un tratamiento eficaz, que no
produzca efectos secundarios y se pueda administrar a las mujeres embarazadas.
Segun Vaulloup-Fellous, el cual realizd una revisidbn bibliografica del virus
publicada en el afio 2008, se estan llevando a cabo algunos ens ayos clinicos, los
cuales evaluan la eficacia virolégica de Valaciclovir y que recientemente unos
autores han publicado un estudio preliminar, segun el cual la inyecciéon de
inmunoglobulinas seria eficaz en la prevencién y tratamiento de la infeccion fetal

por el virus (13, 19).

Estudios recientes han encontrado tres compuestos antiviricos que poseen
una actividad eficaz frente al CMV, los cuales son: el ganciclovir, foscarnet y
cidoforir, siendo el ganciclovir el mas utilizado. Los tres compuestos inhiben | a
sintesis del ADN del CMV actuando sobre la ADN polimerasa viral. EI ganciclovir
trifosfatado es un inhibidor competitivo del substrato natural de la ADN polimerasa
del CMV vy se incorpora al ADN viral. El foscarnet, al contrario, es un inhibidor no
competitivo y reversible de la ADN polimerasa del CMV que no requiere activacion
intracelular para desarrollar su efecto antiviral y que no se incorpora a la cadena
de ADN viral. Por ultimo, es cidoforir, al igual que el ganciclovir, debe ser
fosforilado para ser activo, es un inhibidor competitivo de la ADN polimerasa del
CMV vy se incorpora al ADN virico. La diferencia con el ganciclovir, es que la
fosforilacion de éste se realiza exclusivamente por enzimas celulares, mientras
que en la fosforilacion del cidoforir es realizada primariamente por una enzima
virica (20, 21).
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Estos antiviricos no pueden administrase a mujeres embarazadas por
producir efectos teratégenos, por lo cual no se recomiendan durante el embarazo
(20, 21).

Cuando se diagnodstica con certeza una primoinfeccion materna por CMV, el

feto debe ser objeto de vigilancia ecografica (1, 13).

Los recién nacidos infectados por CMV congénita sintomatica pueden ser
tratados con Ganciclovir intravenoso. El tratamiento tiene probabilidad de
preservar la audicion normal o disminuir la hipoacusia secuelar. La toxicidad de
este medicamento es frecuente y puede manifestarse como un neutropenia severa

lo que requiere la interrupcion del tratamiento o reduccion de la dosis (22).

7. Prevencion y control

Las principales vias de prevencion para contagio de CMV son la sexual,
transplantes de tejidos y la transfusion de sangre. El semen representa un vector
fundamental para la diseminacion sexual del virus durante contactos tanto
heterosexuales como homosexuales, por lo que es de suma importancia el uso de
preservativo. EIl CMV se transmite de una persona a otra por medio de la saliva,
secreciones vaginales, sangre, heces fecales y la leche materna. Se puede
controlar la transmisién de CMV al lavarse las manos después del contacto con

estos fluidos y evitar el contacto oral con saliva u objetos cubiertos con saliva (5).

Los recién nacidos necesitan proteccion contra las enfermedades
citomegalicas y la inmunizacién materna puede permitir esta proteccion, ya que los
recién nacidos que adquieren el CMV, ya sea por via posnatal o transplacentaria,
estan protegidos contra la enfermedad si su madre adquirié anticuerpos antes del
embarazo. Las medidas preventivas que deben tenerse en cuenta para el control
de esta afeccién son: lavado de manos después de manipular panales del recién
nacido (23, 24).
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8. Epidemiologia

En el afo 1968 la prevalencia de anticuerpos contra este virus era baja en
Europa, Australia y algunas partes de Norte América, pero significativamente alta
en paises subdesarrollados del continente africano, suroeste de Asia y
Latinoamérica. Se aproximaba que mas del 50% de los adultos de 18 a 25 afos
tenian anticuerpos contra el CMV y mas del 80% de las personas de mas de 35

anos presentan anticuerpos contra el virus (25).

En un estudié realizado en Madrid, Espafa, en el afio 2001, se determind
que la seroprevalencia global de pacientes estudiados que presentaron IgG
positivo para CMV fue del 62.8%, obteniendo un 66.7% en paciente femeninos y

un 58.4% en pacientes femeninos (26).

En 1985, Stagno y Whitley estimaron el porcentaje materno de adquirir
tanto la infeccion primaria como la recurrente asi como también el riesgo de
transmision intrauterina al feto dividiendo a las mujeres en dos grupos: nivel
socioeconomico alto y bajo. En ambos grupos, la transmision al feto ocurre en
40% de los casos, con el 10-15% de recién nacidos con sintomas y 85% de ellos

con enfermedad congénita (27).

En Guatemala se han llevado a cabo estudios sobre la frecuencia de la
infeccion por CMV, Ramirez refiere en su tesis que el primer trabajo se realizé en
1965, donde se describieron los primeros 6 casos de enfermedad citomegalica en

nifios que fallecieron (21).

En el ano de 1973, Beargie y Trent encontraron una prevalencia de 1.5%,
en una poblacién de recién nacidos sépticos en el Hospital Roosevelt de
Guatemala (20).

En 1982, en un estudio llevado a cabo por Recinos durante los meses de
enero a mayo en el Hospital General San Juan de Dios, se determin6 que de 84

casos de neonatos el 2% eran positivos para CMV IgM y 2.69% para IgG.
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Ademas se obtuvieron datos de 210 mujeres adultas, de las cuales 5% fue positivo
para IgM y 25% para IgG (20).

En 1986, Ramirez reportd que en 48 embarazadas que acudieron al
hospital General San Juan de Dios se encontré una prevalencia del 64.5% a CMV.
En el afio 1995, Torselli concluyd que existe una alta prevalencia de infeccion por
CMV, ya que en 100 mujeres del servicio de post-parto inmediato del hospital
Roosevelt, encontré que el 97% eran portadoras de a nticuerpos 1gG contra CMV
(21, 28).

En el afio 2003, Juarez concluye que de 373 donadores que asistieron al
Banco de Sangre del hospital General San Juan de Dios, 264 fueron positivos
para IgG anti-CMV y 81 fueron positivos para IgM anti-CMV. En el afo 2006,
Lucero reporté que 98% de mujeres que acudieron a su control prenatal en el

hospital Roosevelt eran seropositivas para CMV 1gG (8, 29).



15

B. Sifilis

1. Historia

El origen de Treponema pallidum es incierto, la enfermedad no aparecio en
forma prominente en Europa hasta el siglo XVI. El primer indicio de la enfermedad
se encontré en una momia del renacimiento al identificar las estructuras de T.
pallidum por medio de inmunofluorescencia y microscopio electronico. Se cree que
Colon y sus marineros llevaron la enfermedad al regresar al nuevo mundo (30,
31).

A lo largo de la historia, muchos personajes, como Beethoven, Donizetti,
Schubert, Schumann, Van Gogh y Hitler, han padecido de sifilis. Las implicaciones
sociales de la enfermedad han llevado a oc ultar el diagndstico y a achacar a otras
causas los sintomas neuroldgicos propios de la afeccion en sus etapas avanzadas
(32).

El mercurio y el arsénico fueron dos de los medicamentos mas utilizados y
también temidos en los siglos XVII y XVIII, debido a las complicaciones que
producian. Aunque August Von Wassermann en el afio de 1906, inventd la
primera prueba de sangre para detectar la sifilis, no se contdé con un tratamiento
eficaz hasta 1943, cuando la penicilina, descubierta en 1928 por el bacteridlogo
britanico Alexander Fleming, se utilizd por vez primera con buenos resultados para

tratar la enfermedad (32).

La sifilis dio lugar también a una de las polémicas mas grandes de toda la
historia, con la publicacién del Tuskegee study of untreated syphilis in the Negro
male, conocido en espafiol por "estudio de Tuskegee". En 1932, el Servicio de
Sanidad de los Estados Unidos, con el propésito de observar la evolucién natural
de la sifilis y documentar el curso de la enfermedad en todos sus estadios,
emprendié en Alabama un estudio que inicialmente debia durar seis meses, pero
que sorprendentemente se extendid por mas de 40 afos. A pesar de que durante

su curso se comprobo la eficacia de la penicilina para tratar la sifilis, las personas
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estudiadas no recibieron ningun tratamiento, conducta que resulta médica y

éticamente reprobable (32).

2.  Etiologia

Treponema pallidum, agente etiolégico de la sifilis, es una bacteria del
orden Spirochetales movil de forma helicoidal que mide de 0.1 a 3 um de diametro
por 5 a 120 um de longitud. Posee flagelos encerrados dentro de la membrana
externa de multiples capas denominada vaina externa. Esta impulsada por
rotacion a través de un medio liquido y mantiene su motilidad en liquidos

altamente viscosos (32).

La sifiis es una enfermedad infecciosa exclusiva del humano. Es de
transmision sexual, sanguinea y perinatal, se desarrolla desde etapas agudas
asintomaticas o sintomaticas hasta infecciones cronicas causantes de graves

secuelas y discapacidades si no es detectada y tr atada adecuadamente (31).

3. Patogenia e inmunidad

a. Patogenia

La sifilis es una enfermedad sistémica desde el inicio de la infeccion. Sin
embargo, las primeras lesiones se presentan en el sitio de inoculacion primaria, T.
pallidum se introduce en el cuerpo a través de una mucosa, un corte o una
abrasion en la piel. Se necesitan tan solo 57 microorganismos para infectar al 50%
de los pacientes que tienen contacto sexual con personas infectadas. Poco
después de la inoculacion las espiroquetas se diseminan por todo el cuerpo,
donde pueden causar la enfermedad. El periodo de incubacion varia de 3 a 90

dias, con una media de 3 semanas (31).
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El curso de la enfermedad se clasifica en:

i Sifilis Primaria.

Esta fase se caracteriza por el desarrollo de la lesion primaria en el sitio de
inoculacién. La reaccion inflamatoria crea una lesion ulcerosa, denominada
chancro. La base contiene espiroquetas que pueden observarse por medio del
microscopio de campo oscuro o inmunofluorescencia después del raspado de la
lesion (30).

El chancro ocurre en el sitio de la inoculacion. En ocasiones la sifilis puede
presentarse sin Ulcera visible, los ganglios linfaticos regionales estan aumentados

de tamafio, pero son indoloros y firmes. El chancro dura de 3 a 6 semanas (30).

ii. Sifilis secundaria

En esta etapa los microorganismos son mas numerosos. Esta fase
comienza 2 a 8 semanas después de la aparicion del chancro y dura pocos dias o
meses. Las manifestaciones de esta etapa son variadas pero por lo general
incluyen una combinacién de sintomas sistémicos (malestar, fiebre, anorexia,
cefalea, faringitis, etc.), hipertrofia generalizada de ganglios linfaticos y varias
lesiones mucocutaneas. La presentacion mas notable es la aparicion de una
erupcion diseminada, que puede ser macular o pustular pero no vesicular. La
erupcion caracteristica en sifilis involucra las palmas de las manos y las plantas de
los pies. El diagndstico de laboratorio de la sifilis secundaria por lo general puede

establecerse con facilidad por medio de técnicas serolégi cas (31, 32).

iii. Sifilis terciaria o recurrente

Las lesiones sifilicas primarias y secundarias una vez resueltas por medio
de un tratamiento adecuado pueden experimentar una recurrencia, dando lugar a
las lesiones de la sifilis terciaria. Este hecho se da en casi un tercio de las

personas infectadas por sifilis primaria o secundaria. Estas lesiones suelen ser
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mas escasas que las iniciales y al igual que las tipicas de la sifilis primaria o
secundaria, son contagiosas para las parejas sexuales. En esta etapa se afectan
el corazon, las articulaciones, el cerebro, el sistema nervioso y casi cualquier parte
del cuerpo (30, 32- 34).

iv. Sifilis latente

La sifilis latente es la etapa en la que no existen signos clinicos de sifilis. Se
inicia luego de resolverse la etapa primaria a secundaria pudiendo durar toda la
vida. En este estadio, el diagndstico se realiza unicamente por los antecedentes
(lesiones de sifilis primaria a secundaria, exposicion a la sifilis o alumbramiento de
un lactante afectado de sifilis congéniita), la falta de signos de sifilis y la presencia

de anticuerpos antitreponémicos (30, 31, 33).

b. Inmunidad

El huésped responde a la infeccion produciendo multiples anticuerpos y en
algunos casos pueden formarse complejos inmunitarios circulantes. En ocas iones
se ha identificado un sindrome nefritico. La biopsia renal en estos cases ha
mostrado glomerulonefritis membranosa, caracterizada per depdsitos focales de
IgG y fraccion del complemento C3 y anticuerpo treponémico en la membrana
basal subepitelial (20, 34, 35).

4. Sifilis Congénita

La sifilis congénita es el resultado de la transmision de la infeccion por via
perinatal al fruto de la gestacion. Este puede ocurrir in utero por paso
transplacentario o durante el paso a través del canal del parto, tra nsmitida
verticalmente por una madre infectada y que no ha sido tratada adecuadamente
(36).
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Como reflejo de la poblacion en general, la sifilis congénita se incrementd
en forma estable desde 1983. La infeccion transplacentaria es mas probable que
ocurra durante los estadios primarios o secundarios de la sifilis ya que tiene en
dichos periodos una especial selectividad por la placenta, de tal manera que la
espiroqueta se fija en el tejido corial, produciendo lesiones de placentitis luética,
que permite su paso al feto colonizando sus 6érganos, especialmente el higado.
Durante las etapas primaria y secundaria, virtualmente 100% de los fetos se
infectaran, determinando abortos, mortinatos, partos prematuros y muertes
neonatales en aproximadamente 50% de los fe tos expuestos vy sifilis congénita en
el otro 50% (37, 38).

El riesgo de infeccion en el feto es de un 80% en la etapa latente precoz y
disminuye gradualmente a menos del 50% después de mas de un afo de la
infeccion materna. La infeccion se puede transmitir al feto durante cualquier etapa
del embarazo pero la probabilidad de una enfermedad clinica aumenta a medida
que éste se va desarrollando, ya que las manifestaciones de sifilis congénita se
relacionan al dafo tisular ocasionado por la respuesta infamatori a del organismo,
desarrollandose en el feto sb6lo después de las 16 semanas de gestacion.
Aproximadamente un 60% de los recién nacidos infectados nacen asintomaticos,
apareciendo las primeras manifestaciones clinicas dentro de las primeras

semanas a meses de vida si ellos no reciben tratamiento (36, 39).

La infeccion sifilitica del feto produce, dependiendo de su severidad: aborto
tardio espontaneo (20 - 40%), mortinato (20 - 25%), parto pretérmino (15 - 55%)
con infeccion congénita, recién nacido vivo a té rmino con infeccion congénita (40 -
70%) (39).

En algunas areas de los Estados Unidos la sifilis congénita es la causa mas
comun de hidropesia no inmune, una enfermedad de la placenta que causa la
muerte fetal. De aquellos que sobreviven, la mitad son asi ntomaticos y el resto
tiene las lesiones de la sifilis secundaria, sin lesiones primarias detectables porque

no tienen una via de ingreso unica (39).
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a. Manifestaciones clinicas

La sifilis presenta manifestaciones precoces (0 tempranas) vy
manifestaciones tardias. Entre las manifestaciones tempranas se encuentran la
meningitis y la hidrocefalia, que pueden dejar secuelas como convulsiones,
sordera, retardo en el desarrollo mental o retardo psicomotriz, ya sea leve o
severo. Las manifestaciones tardias son las mas evidentes y se presentan en la
infancia y adolescencia, estas se presentan de dos formas: la no parenquimatosa

o intersticial y la forma parenquimatosa (36).

La forma no parenquimatosa esta dada por las meningitis y la neurosifilis
vascular. En la meningitis el dafo puede ser severo manifestandose por cefalea,
fiebre, convulsiones, estupor y paralisis de nervios craneanos con signos
meningeos de Kernig y Brudzinski. En la neurosifilis vascular se comprometen los
vasos sanguineos del sistema nervioso con graves consecuencias como la
trombosis arterial. Los sintomas y signos generalmente estan focalizados y por lo
tanto puede ser evidente la hemiplejia, afasia, disartria o disfagia. En otras
oportunidades son mas sutiles y puede iniciar por cambios de ¢ onducta, cefalea,

confusién o convulsiones (36).

En la forma parenquimatosa el tejido nervioso estd comprometido en forma
directa. A nivel cerebral el dafio es principalmente de los I6bulos frontales y se
presenta de manera progresiva. Se manifiesta inicial mente por cambios de
conducta, demencia, alteraciones emocionales, juicio inapropiado. EI componente
motor se ve progresivamente afectado por temblor, ataxia, hipertonia e

hiperreflexia hasta la cuadriparesia y cuadriplejia (36).

El compromiso de los organos de los sentidos es a nivel ocular y
neurosensorial auditivo. Las lesiones oculares van desde la queratitis hasta
retinitis con atrofia optica. En la etapa precoz se encuentra queratitis intersticial o
coroiditis. La respuesta terapéutica esta relacionad a con la precocidad diagndstica

y la posibilidad de prevenir estigmas y secuelas como la ceguera. En la etapa
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tardia las manifestaciones son amplias y variadas. La forma mas comun es la
retinitis sifilitica, usualmente es bilateral y puede hacerse explicit a cuando ha sido

posible curar la queratitis intersticial (36).

El compromiso auditivo puede llevar hasta la sordera uni o bilateral como
producto de las lesiones del sistema nervioso, ya sea por el compromiso

meningeo o por las lesiones centrales parenqu imatosas, o por ambas (36).

Las alteraciones tempranas de la sifilis a nivel 6seo estan dadas por la
osteocondritis, la periostitis y la osteomielitis diafisiaria. EI compromiso articular en
las etapas tempranas es raro. Lo que puede evidenciarse es el co mpromiso de las
bursas extraarticulares las cuales estan llenas de liquido, y les da una apariencia

voluminosa sin que exista dafo articular (36).

Cuando no se realiza una adecuada intervencidn terapéutica, la
enfermedad continda su curso dejando una estela de secuelas y estigmas muy
dificiles de corregir, lo que es valido para todos los sistemas afectados. Las
alteraciones tardias se evidencian después de la edad preescolar, entre los 5 y los
14 afios de edad (36, 42).

5. Diagnéstico.

a. Estudios en campo oscuro: El unico medio especifico e inmediato
para el diagnéstico de la sifilis consiste en la identificacion positiva del T.
pallidum mediante microscopia de campo oscuro, con el uso de muestras
procedentes de un individuo infectado. Los estudios en cam po oscuro son
especialmente utiles durante la sifilis primaria, la secundaria, en las
recaidas infecciosas y en la sifilis congénita temprana, pues el enfermo
presenta lesiones humedas, por ejemplo, chancros, condilomas o placas

mucosas que tienen numero elevado de treponemas (30, 43).
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b. Métodos de anticuerpos fluorescentes: Para la deteccion de T. pallidum
en los tejidos, en los liquidos oculares, en el liquido cefalorraquideo (LCR),
en las secreciones traqueobronquiales o en los exudados procedentes de
las lesiones cutaneas o mucosas, se han empleado métodos directos o

indirectos con anticuerpos fluorescentes (30, 43).

c. Pruebas seroldgicas: Para el diagndstico seroldgico de la sifilis se utilizan
tanto pruebas treponémicas como no treponémicas. Estas pruebas se
diferencian en los antigenos utilizados y en el tipo de anticuerpo que se
determina (30, 43).

I. Pruebas no treponémicas: Determinan anticuerpos reaginicos que
se detectan con el antigeno: cardiolipina-lecitina altamente purificado. A
pesar de que las pruebas no treponémicas son relativamente especificas,
no son exclusivas para la sifilis y por tanto, pueden producirse reacciones
falsas positivas. Las pruebas mas utilizadas son Venereal Disease
Research Laboratory (VDRL) y las pruebas reaginas rapidas o Rapid
Plasma Reagin (RPR) (43).

II. Pruebas treponémicas: En las pruebas treponémicas, el antigeno
es el T. pallidum. Su finalidad es la de detectar anticuerpos
antitreponémicos especificos que generalmente aparecen en infecciones
provocadas por treponemas como sifilis, frambesia, sifilis endémica y pinta.
Debido a su mayor especificidad, estas pruebas soélo se utilizan para
confirmar los datos obtenidos en las pruebas no treponémicas. Por
desgracia, son técnicamente complejas y costosas con relacié n a las no

treponémicas. Las pruebas mas utilizadas son:

[ll. Absorcion de anticuerpos treponémicos fluorescentes (FTA-ABS)
es la modificacion actualmente empleada en la cual los sueros de pruebas
son previamente absorbidos para eliminar anticuerpos de gru po, y asi la
prueba se hace relativamente especifica. La FTA-ABS es compleja, lleva

tiempo, por ende no se recomienda para estudios amplios, sino para la
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confirmacion de pruebas no treponémicas positivas y para el diagnéstico de

estadios tardios de la sifilis en los cuales las pruebas no treponémicas dan

resultados falsos negativos. Esta prueba es especifica y sensible (43).

IV. Enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA): es una prueba

rapida, se compara

su sensibilidad con la FTA-ABS y se usan anticuerpos

monoclonales de murino contra treponema (anexo No. 1) (43).

V. La especificidad molecular de los anticuerpos hacia los antigenos

de T. pallidum esta siendo examinada por medio de dos métodos.

Inmunoblot: Es un método muy sensible que detecta
cantidades muy pequefas de antigeno, el cual consiste
en la transferencia de proteinas de membrana sintética,
logrando la identificacion de antigenos especificos por
medio de una reaccidn cromogénica o luminiscente con
anticuerpos mono o policlonales.

Radioinmunoprecipitacion: Consiste en la
determinacién de anticuerpos por medio de la
formacion de inmunocomplejos en presencia de

proteinas antigénicas marcadas radiactivamente.

El uso de la reaccion en cadena de la polimerasa para detectar el genoma

del T. pallidum y por lo tanto la presencia del microorganismo probablemente

también sea util, especialmente en investigaciones (43).

6. Tratamiento

El tratamiento farmacolégico depende inicialmente de la continuidad en la

gestacion, ya que, solo si la gestacion ya terminé pue den ofrecerse terapias

diferentes a penicilina (38).
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Si la gestacion continda en curso, el tratamiento farmacolégico debe
hacerse siempre con penicilina, desensibilizando por via oral en caso de que sea

probable la presentacion de reacciones de hipersensib ilidad (38).

El esquema a elegir depende de la edad gestacional, si es mayor de 34
semanas, debe utilizarse penicilina cristalina endovenosa a 4 millones de Ul cada
4 horas durante 10 a 14 dias. Si existe amenaza de parto pretérmino se remitira

por alto riesgo. Debe intentarse el diagndstico del compromiso fetal (38).

Si la edad gestacional es menor de 34 semanas, el esquema se

seleccionara segun el estadio, asi:

- Sifilis de evolucion indeterminada, latente tardia, o terciaria excepto
neurosifilis: penicilina benzatinica intramuscular en dosis 2.4 millones de Ul

cada semana por tres veces.

Sifilis primaria, secundaria, o latente temprana: penicilina

benzatinica intramuscular a 2.4 millones de Ul una dosis.

- Neurosifilis: penicilina cristalina endovenosa en dosis 4 millones de
Ul cada 4 horas durante 10 a 14 dias (38).

Ademas como parte de la atencion de un caso de sifilis en una mujer
gestante se debe garantizar el tratamiento de todos sus contactos sexuales con el

fin de evitar la reinfecciéon de la gestante (38).

Todas las mujeres gestantes que han sido diagnosticadas con sifilis deben
recibir un tratamiento integral y ser evaluadas para otras enfermedades de

transmision sexual incluyendo una prueba de tamizaje para VIH (38).

Los recién nacido que presenten signo clinicos y datos de laboratorio de
sifilis congénita deben de ser tratados con penicilina G cristalina acuosa. Las

decisiones del tratamiento deben de hacerse sobre la base de:
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A. Diagnostico de sifilis materna.

B. Adecuacion del tratamiento de sifilis materna.

C. Evidencia clinica, de laboratorio o radiografia de sifilis en el recién

nacido.

D. La comparacion en el momento del parto de los titulos seroldgicos no
treponémicos maternos y del recién nacido usando la misma prueba

de laboratorio.

7. Epidemiologia

En la region de América Latina y el Caribe, la sifilis es la infeccion de
transmision sexual de menor prevalencia entre las ITS clasicas. Es decir, la
prevalencia de sifilis marca el limite inferior del espectro de prevalencia de todas
las ITS (41).

Segun los datos suministrados a la Organizacion Panamericana de la Salud
(OPS) por los programas nacionales de ITS/VIH/SIDA1 durante el afio 2002, la
prevalencia estimada de sifiis en embarazadas es de 3,1% en la region
latinoamericana y oscila entre 1,00 % en Peru y 6,21 % en Paraguay. Segun esos
datos, la incidencia de sifilis congénita varia desde 1,40 por 1 000 nacidos vivos
en El Salvador, hasta 12 por 1 000 nacidos vivos en Honduras, mientras que en

Estados Unidos es de 0,10 casos por 1 000 nacidos vivos (38).

Los datos del 2006 revelan que la prevalencia estimada de sifilis en
gestantes en América Latina y el Caribe (ALC) era de 3.1 por cien gestantes
evaluadas (0.4 — 6.2). La incidencia de sifilis congénita presentaba un intervalo por

encima de 0.5 por 1.000 nacidos vivos (41).
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En Guatemala, en el afio 1981 se llevd a cabo un estudio en el Hospital
Roosevelt sobre sifilis y el embarazo, el cual tenia como objetivo determinar el
seguimiento y morbilidad materna y neonatal, para ello se utilizaron | as fichas
clinicas de 190 mujeres con diagndstico de sifilis y embarazo. Entre los resultados
se determino que del 75.79% de pacientes tratadas solamente un 6.85% de la
poblacion total era tratada adecuadamente; Un 21.57% de los casos tuvieron un
parto prematuro y un 9% terminaron en aborto. De los nifios nacidos de estas
pacientes, el 5.7% presentaron anomalias congénitas, entre los cuales solo los

casos de hidrocefalia pudieron atribuirse a la enfermedad estudiada (43)

En 1987 se publico un trabajo sobre d eterminacion de anticuerpos contra T.
pallidum en una muestra de 100 mujeres embarazadas que acudieron a control
prenatal en el Hospital Nacional de Cuilapa obteniéndose una prevalencia del 3%
(43).

Otro estudio realizado en el 2004 en el Hospital General San Juan de Dios,
determiné la prevalencia de Hepatitis B, VIH vy sifilis en una poblacién de 358
mujeres embarazadas que acudieron a control prenatal. Las muestras fueron
procesadas tanto con pruebas rapidas como con pruebas confirmatorias de
diagndstico para comparar la sensibilidad, especificidad relativa y concordancia de
los resultados como informacién adicional. Los resultados de las prevalencia
dieron 0.0% para hepatitis B, 2.23% para VIH y 1.1% para sifilis (44).

Durante el afio 2006 el Centro Naciona | de Epidemiologia publicé un boletin
en el cual incluian una revision sobre un estudio de sifilis en embarazadas que
consultaron las maternidades periféricas del departamento de Guatemala. La
muestra constituida por 1522 pacientes en control prenatal, rev el6 un porcentaje
de positividad de la prueba del 0.72%. Es importante resaltar que en este estudio
se consideré como positiva toda aquella paciente que resultara reactiva o positiva
solamente a la prueba de VDRL (45).

En el mismo ano Visién Mundial (Organizacion No Gubernamental -ONG-)

realizd un estudio en el cual determiné la prevalencia de enfermedades sexuales
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que son transmitidas en forma vertical en las mujeres embarazadas atendidas en
la consulta externa del Hospital Nacional Regional de Escuintla, en el cual se
obtuvo una prevalencia de 3.81% de casos de sifilis en una muestra de 367
mujeres embarazadas. En este estudio las pruebas utilizadas para el diagnostico
fueron VDRL como tamizaje y para su confirmacion la determinacion de

anticuerpos IgM contra T. pallidum por método ELISA (46).

Estos datos presentan limitaciones, ya que la subnotificacién de casos de
sifilis materna vy sifilis congénita es elevada. En el caso de la incidencia de sifilis
congeénita, los abortos y los nacidos muertos no se incl uyen en casi ningun pais,

por lo tanto no se conoce la verdadera magnitud del problema (38).
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C. Tamizaje neonatal

No todas las enfermedades se manifiestan clinicamente desde que se
presentan sus causas. Muchos padecimientos cursan con un periodo
asintomatico, mismo que puede durar desde dias hasta décadas. En esta etapa
prodromica, el paciente aunque ya tenga muchos o todos los factores etiolégicos
presentes todavia se encuentra sano. La probabilidad de manifestar los signos y
sintomas puede ser muy variable, desde un leve aumento en la susceptibilidad a
padecer la enfermedad, pasando por una alta predisposicion, hasta llegar a la
conjuncion necesaria y suficiente de factores etiopatolégicos para cruzar el umbral
clinico. En los ultimos afos, las capacidades para determinar ese riesgo e
identificar los factores etiolégicos han aumentado notablemente para muchas

enfermedades, a lo cual se conoce como diagndstico pre -sintomatico (42, 47).

Los programas de tamizaje neonatal detectan en los recién nacidos
aparentemente sanos (diagnostico pre-sintomatico) patologias endocrinas,
infecciosas o errores del metabolismo, que ocasionan retraso mental,
discapacidad fisica 0 muerte prematura, antes de que la enfermedad se manifieste
y de esta manera prevenir de ser posib le, alguna discapacidad fisica, mental o la
muerte. Se realiza con gotas de sangre fresca capilar, usualmente obtenidas del
talon cuando los nifios tienen entre cuatro y siete dias de vida extrauterina. Se
colocan de tres a cuatro gotas de esta sangre sobre un papel filtro Schleicher &
Schuell® 903 (S&S® 903), conocido como tarjeta de Guthrie se deja secar al medio
ambiente. Se obtiene un disco de 3 mm de diametro de la mancha de sangre, con
la muestra lista se procede a llevar a cabo el analisis correspondi ente. Los criterios
que abarca una prueba de tamizaje son método exacto, patologia prevenible,

tratamiento accesible, frecuencia elevada en la poblacion (42, 47).
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El tamizaje neonatal debe practicarse a todos los recién nacidos con el
propdsito de identificar y establecer el diagndstico oportuno de enfermedades
graves e irreversibles. Sirve de apoyo en la medicina preventiva y su elaboracién
debe establecerse con excelente control de calidad para que los resultados
expedidos sean confiables. Los métodos a naliticos, adaptados al estudio de
sangre impregnada en papel filtro, son susceptibles de ser afectados por factores
externos que alteran falsamente los resultados. Dichos factores, algunas veces
considerados de manera inadecuada, son de gran trascendencia para interpretar
los resultados, tales como: tiempo de recoleccién de la muestra, conservacién de
las muestras, transfusiones, interferencias analiticas ocasionadas por los farmacos
y en el caso de los errores del metabolismo, el régimen dietético. Las mu estras de
los pacientes que permanecen en tratamiento afectan los resultados (el laboratorio
debe conocer el tratamiento que recibe cada individuo). Los farmacos que afectan
con mayor frecuencia los estudios de laboratorio son los anticoagulantes,
anticonvulsivos, antihipertensivos, antimicrobianos, hipoglucemiantes orales,
vitaminas, hormonas y sustancias psicoactivas. Es importante la conservacion, el
traslado y la distribucién de la muestra; las variantes en este proceso son de gran

valor en la calidad del ensayo analitico (48).

Para realizar el tamizaje neonatal, adecuado y confiable, no basta con
impregnar manchas de sangre en una tarjeta, sino que debe realizarse un
procedimiento mas complejo. En éste deben reducirse las interferencias clinicas y
farmacolégicas para proporcionar resultados utiles. La primera consideraciéon al
tener un resultado positivo debe ser la repeticion de la prueba con una nueva
muestra de sangre. En condiciones éptimas, la muestra debe obtenerse entre los
dias 4 a 7 de vida, y sin administracion previa de medicamentos
(anticonvulsivantes o transfusiones sanguineas) que interfieran con el resultado de
los ensayos analiticos. El tamizaje neonatal no debe considerarse una prueba
aislada de laboratorio, sino enfocarse como un program a de identificaciéon de
padecimientos, control de tratamiento y seguimiento de la evolucion de los

pacientes con la ayuda de un equipo médico multidisciplinario (47).
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Entre las innovaciones del tamizaje neonatal destaca el empleo de la
espectrometria de masas en tandem, procedimiento que determina con gran
precision el peso y la estructura de atomos y moléculas. Se dice que es “en
tandem” cuando se utilizan dos espectrometros de masa unidos entre si. El
primero dispersa a los diferentes iones moleculares pre sentes en una mezcla
compleja como la sangre; después estos iones son fragmentados y el segundo
espectrometro separa los fragmentos idnicos para su analisis. El resultado es un
procedimiento rapido y reproducible. Dada su gran especificidad y sensibilidad, no
da resultados falsamente negativos. Otros enfoques que han ampliado la gama de
trastornos que se puede descubrir por el tamiz neonatal, usando la misma tarjeta
de Guthrie que se emplea para la deteccion del hipotiroidismo congénito, son la
enzimologia, la fluorometria, los ensayos inmuno enzimaticos, el enfoque
isoeléctrico y el estudio directo del ADN para busqueda de mutaciones
especificas. Para que la efectividad del tamizaje neonatal sea maxima en la
prevencion de enfermedades, debe ser realizado durante las primeras dos
semanas de vida del neonato (preferentemente entre cuatro y siete dias de vida
extrauterina); pero si esto no es posible, es todavia util hasta los dos o tres meses
de edad (46, 47).

En lo que respecta a enfermedades infecciosas co mo CMV vy sifilis se ha
planteado la posibilidad del tamizaje seroldégico durante la gestacion,
comprobandose aparicién de IgM materna como diagnéstico de infeccion activa.
La utilidad de la deteccion precoz de infeccion materna por CMV es discutible

respecto al prondstico y seguimiento del nifio (12).

En un estudio realizado por Camargo y cols. en Brasil, estimaron la
prevalencia de enfermedades infecciosas congénitas mediante una muestra de
sangre del recién nacido recolectada en papel filtro (S&S® 903) el dia 3 y 20 de
vida, determinando anticuerpos IgM contra Toxoplasma gondii y citomegalovirus,

asi como anticuerpos IgG contra el virus de la rubéola y T. cruzi por métodos
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ELISA séricos adaptados para su uso con muestras de sangre seca en papel filtro.
Un total de 195 recién nacidos fueron diagnosticados con toxoplasmosis
congeénita, 16 con citomegalovirus y 11 con rubéola congénita. Un recién nacido se
confirmoé para la enfermedad de Chagas y 21 madres fueron positivas para la
presencia de anticuerpos IgG contra T. cruzi en suero, en ambos casos por
inmunofluorescencia indirecta. Estos resultados sugieren que las enfermedades
infecciosas deben ser consideradas para su inclusiéon en futuros programas de

tamizaje neonatal de enfermedades metabdlicas (47).
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IV. JUSTIFICACION

El tamizaje neonatal es un estudio con fines preventivos que tiene como
objetivo principal detectar y tratar enfermedades latentes, antes de la aparicion de
los sintomas y cuyas consecuencias pueden ser graves e irreversibles. En
Guatemala, a partir de 1991 se establecio el programa de tamizaje neonatal en el
Hospital General San Juan de Dios para el diagnéstico del hipotiroidismo
congeénito en recién nacidos, cobertura que fue ampliada para el diagndstico de
otras patologias metabdlicas, entre e llas fenilcetonuria, galactosemia e hiperplasia

adrenal congeénita.

Las infecciones congénitas son una causa importante de mortalidad y
morbididad en el feto y en el neonato. Pueden producirse en cualquier momento a
lo largo de la gestacion y su gravedad varia en funcion de la virulencia del agente,
la susceptibilidad y de la edad gestacional del feto, asi como de la via de la

infeccion.

Un estudio realizado en el 2004 en el Hospital General San Juan de Dios
determind la prevalencia de sifilis en una pob lacién de 358 mujeres embarazadas
que acudieron a control prenatal, los resultados muestran una prevalencia de
1.1%. Los datos del 2007 revelan que la prevalencia estimada de sifilis en

gestantes en América Latina y el Caribe era de 3.1% (41, 44).

El Citomegalovirus se encuentra en la saliva, el semen y las secreciones
cérvicouterinas aun en ausencia de sintomas. Hasta 15% de las mujeres
gestantes secretan el virus y 1% de los recién nacidos tienen CMV en su orina.
Estudios realizados en 2004 en mujeres e mbarazadas que acudieron al hospital
Roosevelt evidenciaron una frecuencia de anticuerpos IgG para CMV del 98% e
IgM del 7.6% (7).
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Sin embargo, los altos porcentajes de frecuencia obtenidos en la evaluacion
de los agentes TORCH en la poblacion no exime el traspaso vertical, ya que la
infeccion puede ser adquirida por la madre en etapas posteriores a la evaluacion.
Es por ello que se considera necesario la evaluacion de infecciones congénitas a
los neonatos entre ellas sifilis y Citomegalovirus, para detectar a tiempo a los

recién nacidos infectados y prevenir asi la aparicion de secuelas posteriores.

En Latinoamérica son pocos los paises que llevan a cabo el tamizaje
neonatal para enfermedades infecciosas de forma rutinaria, por lo que
actualmente no existen en el mercado los reactivos comerciales adecuados para
dicha metodologia, motivo por el cual previo a realizar estos estudios en
pacientes, se deben realizar adaptaciones de métodos convencionales que

permitan la oportuna deteccion de estas patologias .

Cabe mencionar que para realizar un ELISA convencional se precisa al
menos de 1 cc de sangre, |a cual se debe obtener por medio de métodos invasivos
en los neonatos, dificultando el procedimiento desde la obtencion de la muestra
por las implicaciones inherentes a esta, ademas del manejo y traslado de la
muestra al laboratorio para su analisis . Por ello se considera oportuno adaptar un
método serolégico a la metodologia en papel filtro, ya que este requiere
unicamente una gota de sangre, la cual puede ser obtenida del talon de los

neonatos mediante los métodos basicos de tamizaje neonatal.



34

V. OBJETIVOS

A. Objetivos Generales

1. Adaptar un ensayo de ELISA para la deteccién de anticuerpos IgM
anti Citomegalovirus y anti Treponema pallidum a la metodologia de

tamizaje neonatal en papel filtro.

2. Evaluar la utilidad del tamizaje neonatal como método de deteccion
temprana de enfermedades congénitas de tipo infeccioso como sifilis
y CMV.

B. Objetivos especificos

1. Identificar el eluyente que permita una mejor e xtraccidon de
anticuerpos IgM anti-Citomegalovirus y anti-Treponema pallidum del

papel filtro y que proporcione mejores resultados.

2. Definir el tiempo de incubacion con el que se obtienen mejores
resultados para la identificacion de anticuerpos IgM anti-

Citomegalovirus y anti- Treponema pallidum.

3. Determinar el diametro de muestra que proporcione mejores
resultados para la identificacion de anticuerpos IgM anti-

Citomegalovirus y anti- Treponema pallidum.

4. Establecer la frecuencia de sifilis congénita y citom egalovirus en los
neonatos nacidos en Hospitales Nacionales y Centros de Salu d de

los departamentos de Zacapa, Jutiapa, Santa Rosa y Jalapa.
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VI. HIPOTESIS

El presente trabajo no cuenta con hipotesis ya que es un estudio

estrictamente descriptivo.
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VII.  MATERIALES Y METODOS

A. Universo de Trabajo

Neonatos nacidos en Hospitales Nacionales y Centros de Salud de los

departamentos de Zacapa, Jutiapa, Santa Rosa y Jalapa.

B. Muestra

396 neonatos nacidos en Hospitales Nacionales y Centros de Salud de

los departamentos de Zacapa, Jutiapa, Santa Rosa y Jalapa.

C. Recursos Humanos

o Investigadores:

Br. Victor Manuel Salguero Quinto

Br. Gabriela Penados Richter

Br. José Adolfo Rodas Guerra

o Asesores:

Licda. Karla Lange de Kiesling
Q.B. MSc. Vivian Matta de Garcia

D. Recursos Institucionales

o Unidad de Inmunodiagnéstico, Laboratorio

Microbiolégico de Referencia —LAMIR-, Departamento

de Citohistologia.
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o Unidad de Inmunopatologia de Enfermedades
tropicales.
o Hospitales Nacionales y Centros de Salud de los
departamentos de Zacapa, Jutiapa, Santa Rosa y
Jalapa.
E. Recursos Fisicos

1.  Reactivos

Kit para la deteccion de anticuerpos IgM anti-
Citomegalovirus marca Calbiotheck ®.

Kit para la deteccibn de anticuerpos IgM anti- T.
pallidum marca Calbiotheck ®.

Amortiguador fosfato salino PBS 0.05M a pH 7.2.
(Anexo 2)

Seroalbimina bovina 0.5%

2. Equipos

Pipetas Automaticas de volumen variable (10-100 ul y
100-1000 pl)

Pipeta multicanal (50-250 pl)

Lector de ELISA

Refrigeradora

Rotador de placas

Incubadora de temperatura ambiente

Potenciémetro

Centrifugadora

Vortex

Perforadores de 3 y 6 milimetros.
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3. Materiales

4. Otros

Puntas de pipetas desechables (10-200 ul y 100-
1000 pl)

Tubos de ensayo para la recoleccion de muestras
Agujas 25 x 5/8”

Papel filtro Schleicher & Schuell 903 (S&S 903) ®
Guantes de latex

Papel mayordomo

Algodon

Alcohol

Sistema Vacutainer ® (agujas, camisas)

Tubos

Lancetas desechables

Beaker

Liga de hule

Fichas de recoleccion de datos

Cartas de consentimiento

Encuestas para pacientes con resultado positivo
Marcadores indelebles

Desecante (Silica gel)

Cronémetro

Tijeras

Tubos capilares

Agitadores magnéticos

Papel Bond tamafio carta 80 grs.
Sobres de papel manila
Computadora

Impresora
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Procedimiento
1. Adaptacion del método serolégico

o Se elaboraron controles positivos y negativos para
anticuerpos IgM anti- T. pallidum y anti — CMV con sueros
positivos y negativos confirmados, los que se combinaron con
eritrocitos “O” positivo lavados hasta obtener un hematocrito de
55%, para simular la concentracion de la sangre de los recién
nacidos. Se impregnd 50uL en papel filtro S&S 903 © y se dejaron
secar a temperatura ambiente durante 24 horas.

o Se evaluaron de tres agentes eluyentes; diluyente del
kit, amortiguador fosfato salino —PBS- 0.05M y seroalbumina
bovina 0.5% combinada con PBS (Anexo 2); cuatro tiempos de
incubacion; 1, 4, 18 y 24 horas; y dos diametros de papel filtro (3 y
6 mm.).

o Se utilizd metodologia de ensayo y error para obtener
las condiciones 6ptimas para la adaptacion del método, en el cual
se realizaron 5 repeticiones de cada combinacion de variables
(tiempo de incubacién, diametro papel filtro, eluyentes) para el Kit
ELISA.

2.Evaluacion del método

o Para la evaluacion del método, se incluyeron 25 sueros
seropositivos para anticuerpos anti — CMV o anti - T. pallidum segun
el caso, combinados con eritrocitos lavados “O” positivo hasta
obtener un hematocrito de 55%. Se impregnaron las muestras en el

papel filtro. Las muestras fueron analizadas por el método de ELISA
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adaptado anteriormente. Se utilizé el mismo procedimiento con 25
sueros seronegativos para CMV vy sifilis como controles negativos.

o Los datos obtenidos fueron analizados en tablas de
contingencia de 2x2 en el programa Epi Info y se obtuvieron los

indices estadisticos como: sensibilidad relativa y exactitud r elativa.

3.Realizacion del tamizaje neonatal

i. Toma de muestra

o Se solicité apoyo a distintos hospitales y centros de
salud del interior de la republica para aplicar las pruebas
estandarizadas al tamizaje neonatal.

o Se capacitd a todo el personal de salud (médicos y
personal de enfermeria) para la correcta toma de muestra en
papel filtro.

o Se incluyeron como participantes del estudio a todos los
neonatos nacidos en Hospitales Nacionales y Centros de Salud
de los departamentos de Zacapa, Jutiapa, Santa Rosa y J alapa
hasta alcanzar el tamafo de muestra, la seleccion se realiz 6 por
método de conveniencia. Se obtuvo carta de consentimiento de
las madres aceptando tomar parte en el estudio “Tamizaje
Neonatal de Citomegalovirus y Sifilis congénita en la Republica
de Guatemala, Adaptacion y Evaluacion de un método
seroldgico” (Anexo 3).

o Se completd el formulario de la tarjeta de papel filtro
con la informacién general de la madre y el neonato (Anexo 4).

o Se recolectd la muestra en papel filtro con la ficha de
identificacion en un sobre y se almacend dentro de un sobre con

desecante hasta ser analizada en el laboratorio.
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i. Analisis de muestra

o El analisis de las muestras de sangre de papel
filtro se realizd segun las condiciones Optimas ya establecidas
en la adaptacion del método ELISA, realizando y procesando
las muestras mediante el procedimiento planteado
anteriormente.

o En cada corrida de muestras, se procesaron
controles de calidad internos, los cuales fueron analizados
para validar los resultados. Se utilizaron controles provistos
por el kit y controles elaborados en papel filtro con sueros
conocidos.

o Se consideré una muestra como positiva cuando
el indice de la muestra estaba por encima de 1.1, negativo por

debajo de 0.9 e indeterminado un valor entre ellos.

ii. Confirmacion de resultados

o Para la confirmacion de casos positivos se citd a
la madre y al recién nacido en el Hospital o Centro de Salud
correspondiente para recoleccion de una muestra sérica de la
madre y del recién nacido. Dichas muestras se confirmaron
por medio de inmunocromatografia en el caso de Sifilis e
inmunoquimioluminiscencia en el caso de Citomegalovirus

previo al reporte de los resultados.
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Diseno Estadistico

1. Tipo de estudio: Prospectivo transversal.

2. Adaptacién de la metodologia con sueros positivos.

a. Ensayo vy error: Se probaron las 6 combinaciones de
eluyentes, dos diferentes didametros de muestra y dos distin tos
tiempos de incubacion con sueros positivos confirmados por otras
metodologias y se establecié si hay o no reproducibilidad en la

deteccion de anticuerpos, repitiéndolo 5 veces (método por
conveniencia).

3. El método seleccionado en el proceso anterior se aplicd a una

muestra de neonatos y se obtuvieron las frecuencias en la
poblacién estudiada.

a. Calculo de la muestra:
" Nivel de confianza= 95% (z=1.96)
" Prevalencia esperada (p): se asumira el 50%

" Varianza: pq si p= 0.5y g= 0.5 entonces

varianza=0.25
" Limite de error: 1% = 9,604
5% = 385
10% = 97

b. Disefio de muestreo: Por conveniencia

4. Analisis de resultados
a. Estadistica descriptiva de la muestra: porcentaje de
Masculino y femenino.

b. Frecuencia de sifilis y CMV.
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VIll.  RESULTADOS

Se adaptdé una metodologia para la deteccion de anticuerpos IgM anti -
Treponema pallidum (T. pallidum) para la deteccion de sifilis congénita y una
metodologia para la deteccion de anticuerpos IgM anti — Citomegalovirus (CMV)
utilizando controles positivos y negativos de sangre completa impregnada en papel
filtro S&S 903°.

En la adaptacion del método de T. pallidum se evaluaron tres eluyentes, los
cuales fueron amortiguador fosfato salino PBS 0.05M, amortiguador seroalbumina
bovina 5% vy el diluyente que provee el kit. Asimismo, se probaron dos diametros
de papel filtro (3 y 6 mm), tres diferentes tiempos de elucion (1, 18 y 24 horas),
dos temperaturas (25° y 36°C) y dos tipos de pozos para la elucion de los
anticuerpos (pozos de fondo plano y pozos de reaccién). Se modificaron las

variables segun se obtuvieron los resultados.

Para cada resultado se obtuvo el indice de la muestra, el cual se obtiene a
partir de la division entre la absorbancia de la muestra y el valor del punto de corte
dado por el calibrador del kit. También se obtuvo el radio entre el indice del control

positivo y del control negativo el cual debe tener una diferencia significativa.

La elucion de anticuerpos anti — T. pallidum se realizé inicialmente en pozos
de fondo plano con diferentes eluyentes, temperaturas, tiempos de elucion vy
diametro de muestra. En este caso no se obtuvo resultados de los controles
positivos por encima del punto de corte y el radio entre controles positivos y
negativos no mostro buena resolucion entre ellos, por lo que no cumplié con los

criterios requeridos.

Posteriormente, |Ia elucion de los anticuerpos se realizé directamente en los
pozos de reaccion, donde se obtuvo mejores resultados. En este caso se observo
mayor resolucion entre los indices de los controles positivos y negativos. Como se
puede observar en la Tabla 1. Los mejores resultados se obtuvieron cuando se

eluyé la muestra con amortiguador fosfato salino 0.05M con tween 20 al 10%,
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diametro de muestra de seis mm y una hora a 25°C en rotacién constante y 36°C
en camara humeda. En estas condiciones los controles positivos dieron un indice
mayor de 1.1 y los controles negativos presentaron indices menores a 0.9. (Tabla
1) Se eligid el ensayo a 36°C en camara humeda ya que la resolucion entre
controles fue mayor que en el ensayo a 25°C con rotacion constante. Cuadros y

calculos estadisticos en Anexo 5.

En estas condiciones el coeficiente de variacion de los resultados obtenidos

es bajo, 1.13% para los controles positivos y 3.16% para los controles negativos.

Tabla 1. Resultado de la determinacion de anticuerpos IgM anti — T. pallidum en pozos
de reaccidn en la evaluacién de vari ables.

Tiempo / PBS + tween 20 / Diametro de muestra de 6mm
Temperatura ] Control Positivo ] Control Negativo Radio
Indice  SD CV% Indice SD CV%
1 hora/ 25°C 1.3 0.047 3.42 0.6 0.03 4.7 2.16
1 hora/ 36°C 1.4 0.016 1.13 0.5 0.02 3.16 2.8

Fuente: Datos experimentales. Clave= PBS Amortiguador fosfato salino 0.05M, mm= milimetros , SD= Desviacién estandar,
CV= Coeficiente de variacion.

El mismo procedimiento de evaluaciéon se realiz6 en la determinacién de
anticuerpos IgM anti — CMV. La elucién de anticuerpos en pozos planos no
mostré resultados satisfactorios ya que el radio entre controles no fue el esperado
y los indices de los controles positivos no se encontraron por encima del valor de

punto de corte.

Por ello, la elucion de anticuerpos se realizé directamente en los pozos de
reaccion, obteniendo indices mejores que en los pozos planos. Al igual que para
sifilis, los mejores resultados se obtuvieron con amortiguador fosfato salino con
tween 20 al 10%, diametro de muestra de 6 mm, 1 hora de elucién a 25°C con
rotacion constante y 36°C en camara humeda, con la diferencia que la resolucion
entre controles fue mayor cuando la elucion se dio a 25°C c on rotador constante

(Tabla 2). Cuadros y calculos estadisticos en anexo 5.
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Tabla 2. Resultado de la determinacidon de anticuerpos IgM anti — T. pallidum en pozos
de reaccidn en la evaluacion de variables.

Tiempo / PBS + tween 20 / Diametro de muestra de 6mm
Temperatura i Control Positivo i Control Negativo Radio
Indice  SD CV% Indice SD CV%
1 hora/ 25°C 2.15 0.43 17.9 0.56 0.545 8.61 3.83
1 hora/ 36°C 1.43 0.02 1.53 0.65 0.46 8.6 2.2

Fuente: Datos experimentales. Clave= PBS Amortiguador fosfato salino 0.05M, mm= milimetros SD=
Desviacion estandar, CV= Coeficiente de variacion .

Para llevar a cabo la estandarizacion de los ensayos vy establecer la
especificidad y sensibilidad relativa de los métodos de ensayo , se procesaron 25
muestras positivas y 25 muestras negativas. En la tabla 3 y 4 se observan los
resultados de las muestras obtenidas en los ensayos. Tanto para el ensayo de
CMV como para el de sifilis, se obtuvo una sensibilidad y una especificidad relativa
del 100% (Tabla 5).

Tabla 3. Resultados de la estandarizacion para prueba de anticuerpos IgM anti - T.
pallidum

CONTROLES CONTROLES
Resultados
POSITIVOS NEGATIVOS
POSITIVOS 25 0
NEGATIVOS 0 25
TOTAL 25 25

Fuente: Datos experimentales
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Tabla 4. Resultados de repeticiones para prueba de anticuerpos IgM anti -
Citomegalovirus.

CONTROLES CONTROLES
Resultados
POSITIVOS NEGATIVOS
POSITIVOS 25 0
NEGATIVOS 0 25
TOTAL 25 25

Fuente: Datos experimentales

Con el método ya estandarizado se procedioé a la realizacion del estudio
piloto del tamizaje neonatal. Para ello se capacité en la toma de muestra al
personal de salud del Hospital Nacional de Zacapa, Centro de Salud de Cuilapa
Santa Rosa, Conguaco Jutiapa, Cooperativa “El Recuerdo” Jalapa y Centro de
Salud Jalapa. En total se logro la captacion de 420 muestras cuya distribucion se

observa en la Tabla 6.

Tabla 6. Distribucién de las muestras en los diferentes puntos de toma de muestra .

Neonatos
Procedencia

Hombres Mujeres No informa Total

Hospital Nacional Zacapa “Hospital

33 63 54 150
Regional San Juan de Dios”
Centro de salud de Santa Rosa 42 34 42 118
Centro de Salud, Jalapa 9 9 8 26
Cooperativa “El Recuerdo” San Pedro

13 13 27 53
Jalapa
Centro de Salud, Conguaco Jutiapa 28 43 2 73
Total 125 162 133 420

Fuente: Datos experimentales
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Algunas nuestras fueron descartadas por inadecuada recoleccion, por lo
que unicamente 395 muestras fueron analizadas para la deteccion de anticuerpos

anti — CMV y 390 fueron para anti — T. pallidum.

En el caso de CMV se obtuvieron seis muestras positivas y tres muestras
indeterminadas, las cuales fueron confirmadas por el mismo método en papel
filtro. Posteriormente los resultados fueron confirmados séricamente por
inmunoquimioluminiscencia, para lo cual se obtuvo una nueva muestra de la
madre y del recién nacido, evaluando por este método anticuerpos IgM e 1gG
tanto para la madre como para el hijo. Dichos result ados se resumen en la Tabla
7.

Tabla 7. Resultados de las muestras de neonatos y confirmaciones séricas de la
determinacién de anticuerpos IgM e IgG anti — CMV para las madres y neonatos.

Inmunoquimioluminiscencia
Muestras en papel filtro evaluadas

Suero de la Suero del
Resultado para anticuerpos IgM anti — CMV por
madre neonato
ELISA

IgM IgG IgM IgG

1 POSITIVO - - - R

2 POSITIVO + NR SM

3 POSITIVO - + - +

4 POSITIVO - + - +

5 POSITIVO - + - +

6 POSITIVO - + - +

7 INDETERMINADO - + - +

8 INDETERMINADO - + - +

9 INDETERMINADO | + - -
Fuente: Datos experimentales, Clave: - = Negativo, + Positivo, NR= No realizado, SM = sin muestra, |=

Indeterminado
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Para la deteccion de anticuerpos IgM anti — T. pallidum se procesaron 390
muestras, obteniéndose una muestra positiva y dos indeterminados. Se solicitd
una muestra seroldgica tanto de la madre como del neonato, la cual fue
recolectada aproximadamente dos meses después de la primera muestra. En esta
muestra se realizd la deteccion de los anticuerpos totales por medio de

inmunocromatografia, no obteniéndose ningun resultado positivo ( Tabla 8).

Tabla 8. Resultados de las muestras de neonatos y confirmaciones séricas de la
determinacidn de anticuerpos IgM anti — T. pallidum para las madres y neonatos

Muestras en papel filtro Inmunocromatografia
evaluadas para anticuerpos Anticuerpos totales
Resultado
IgM anti — T. pallidum por Suero de la Suero del
ELISA Madre neonato
Positivo 1 0 0
Indeterminado 2 0 0
Negativo 387 3 3
Total 390 3 3

Fuente: Datos Experimentales

En resumen en este estudio piloto, las frecuencias obtenidas fueron de 0%
para CMV y de 0% para sifilis en los neonatos. Correspondiendo todos los casos

presuntivos positivos a Conguaco Jutiapa.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Las infecciones adquiridas congénitamente generalmente cursan
asintomaticas al nacer y se manifiestan clinicamente hasta pasados varios meses
o incluso afos luego del nacimiento siendo ya irreversibles, por lo cual, es
importante contar con metodologias que permitan detectar estas infecciones

oportunamente, antes de la aparicion de sus sintomas (42, 47).

Los programas de tamizaje neonatal detectan en los recién nacidos
aparentemente sanos (diagndstico asintomatico) patologias endocrinas vy
metabdlicas antes que la enfermedad se manifieste clinicamente, permitiendo asi
prevenir las secuelas que éstas pueden ocasionar, por ejemplo retraso mental,
discapacidad fisica o muerte temprana. Actualmente, no existen metodologias
estandarizadas de tamizaje neonatal para detectar enfermedades infecciosas las
que pueden causar proble mas en el desarrollo de los recién nacidos y que pueden
no ser detectadas en el tamizaje de control prenatal en las madres debido a

infecciones adquiridas después de dichos controles.

Es por ello que en este estudio se estandarizé y evalu6 un método de
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) para detectar anticuerpos IgM anti-
Treponema pallidum (T. pallidum) y otro para anticuerpos IgM anti—
Citomegalovirus (CMV) utilizando muestras de sangre completa recolectadas en
papel filtro. Posteriormente, los métodos estandarizados se utilizaron para realizar
un estudio piloto determinar la frecuencia de estas infecciones en neonatos
procedentes del Hospital Regional de Zacapa, Centro de Salud de Jalapa,
Cooperativa “El Recuerdo” en San Pedro Pinula Jalapa, Centro de Salud de

Conguaco Jutiapa y Centro de Salud de Cuilapa Santa Rosa.

El método de tamizaje neonatal para la deteccién de anticuerpos IgM anti -T.
pallidum vy anti-CMV se basa en la elucién de anticuerpos IgM absorbidos en la
matriz de sangre completa impregnada en papel filtro Schleicher & Schuell 903 ©
(S&S 903°). El papel filtro S&S 903® es de eleccion para muestras de sangre para

tamizaje neonatal ya que protege las proteinas presentes en é sta, permitiendo el
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facil manejo de las muestras. Los anticuerpos absorbidos en el papel filtro deben

ser eluidos antes de poder realizar un ensayo por ELIS A convencional.

En este caso, las condiciones que se evaluaron para lograr la adaptacion
fueron, para la elucién se evaluaron tres eluyentes distintos (Amortiguador fosfato
salino PBS 0.05M con tween 20 al 10%, amortiguador PBS con seroalbumina
bovina 5% vy el diluyente del kit), dos temperaturas (25°C y 36°C), tres tiempos de
elucién (1, 18 y 24 hrs.) dos diferentes pozos para la elucién (pozos de reaccion y
pozos planos) y dos diametros distintos de muestra (3mm. y 6mm). Tomando en
cuenta las variables anteriores se evaluaron distintas combinaciones para realizar

el ensayo, y se realizaron cinco repeticiones.

Para la elucién de anticuerpos IgM anti- T. pallidum se realizaron las
primeras pruebas en pozos planos utilizando los dos diametros de muestra, los
tres eluyentes y las dos temperaturas, el eluido resultante se utilizé luego como
muestra a diluir con el diluyente provisto por el kit segun las indicaciones de éste,
ninguna de estas combinaciones mostré buenos resultados a pesar de que la
dilucion del suero era la establecida por la casa comercial (1:21). La elucion en
pozos planos no proporciond resultados satisfactorios, los controles positivos
mostraron resultados por debajo del punto de corte, y el radio entre un resultado

positivo y uno negativo no permitio una adecuada diferenciacion.

Estas pruebas primarias permitieron determinar que los mejores resultados
se obtuvieron cuando el tamafio de muestra fue de seis mm y la temperatura de
elucion fue de 25°C. A pesar de que la dilucio n final es la misma cuando se usan
seis mm o tres mm, la cantidad de suero inicial es mayor en seis mm (12.27uL),
por lo que hay mayor cantidad de anticuerpos para eluir que e n una muestra de
tres mm (6.135pL), razon por la cual este diametro mostré mejores resultados . La
temperatura de incubacion a 25°C favorecié el desplazamiento de los anticuerpos
fuera de la matriz, aumentando asi la concentracion de estos en el eluido. El
amortiguador fosfato salino PBS 0.05M contiene Tween 20, detergente que
permeabiliza las membranas y desplaza los anticuerpos absorbidos en la matriz

de sangre en el papel filtro permitiendo asi que estos migren mas facilmente.
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Asimismo posee un pH 7.2 lo que favorece la elucion de los anticuerpos. En
cambio la seroalbumina bovina al 0.5% funciona como un proteina bloqueadora de
los sitios activos de los pozos de reaccion, eliminando de esta manera los sitios
gque no se encuentren unidos a los anticuerpos de la matriz, no permitiendo la
union del antisuero marcado a dichos sitios y obtener falsamente un pozo

completamente coloreado.

La elucién de anticuerpos directamente en los pozos de reaccion mostrd
mejores resultados. Se evalu6 también el ensayo en camar a humeda por 18 y 24
horas a 36°C para evitar la desecacion de las muestras, sin embargo los
resultados no mostraron un radio bien definido entre los controles. También se
realizé la elucion de anticuerpos con el diluyente del kit proporcionando resultado s
menos aceptables, evidenciando que este diluyente no presenta caracteristicas

que favorecen la elucion de anticuerpos.

La elucién se realiz6 también durante una hora con amortiguador fosfato
salino 0.05M con tween 20 al 10% , amortiguador PBS con seroalbumina al 0.5% vy
diluyente del kit para ambos tamafios de muestra, obteniéndose mejores
resultados cuando se utiliz6 amortiguador fosfato salino PBS 0.05M a 36°C en
camara humeda y un diametro de muestra de 6 mm, condiciones que fueron
establecidas como las 6ptimas para el ensayo. La elucion directamente en el pozo
de reaccion favorece la union de los anticuerpos a los antigenos unidos al pozo y
al utilizar unicamente una hora de elucion, se evitdé la aparicion de un efecto de

prozona y de reacciones inespecificas.

En cuanto a la adaptacion del método para la deteccion de anticuerpos anti -
CMV, se realizaron pruebas en pozos planos utilizando amortiguador fosfato salino
PBS 0.05M y seis mm con 1y 18 horas de elucién, condiciones ya establecidas
para el ensayo para T. pallidum, sin embargo ninguno de estos factores mostro
buenos resultados, probablemente porque el tiempo para que los anticuerpos se

unieran a los antigenos no fue el suficiente o la temperatura no fue la ideal.
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Es por ello que se realizé la elucién de anticuerpos anti- CMV directamente
en los pozos de reaccion con las distintas variables para determinar las que
mejores resultados mostraban. Se evaluaron 18 horas y 24 horas de elucion pero
ninguno mostro resultados satisfactorios. En algunos casos se observo un buen
radio entre los controles positivos y negativos pero no se logré que los controles
positivos estuvieran por encima del punto de corte por lo que no fueron aceptados.
Los mejores resultados fueron observados utilizando amortiguador fosfato salino
PBS 0.05M con diametro de muestra de 6 mm y una hora de elucién, pero a
diferencia de la prueba para anti- T. pallidum se observd mayor radio cuando la
elucion se hizo a 25°C auxiliado por un rotador mecanico, es probable que la

rotacion favoreciera la elucion de los anticuerpos fuera del papel filtro.

Previo a su aplicacion con muestras clinicas se evalué la sensibilidad y
especificidad relativa de las dos metodologias adaptadas y estandarizadas afind e
conocer sus caracteristicas, dando asi validez a su uso como herramienta de
diagndstico, ya que la validez de un método asegura que este mide unicamente lo

que debe medir.

La sensibilidad y especificidad relativa de ambos métodos de deteccion de
anticuerpos anti- T. pallidum y de anticuepos anti — CMV fue de 100%, lo que
indica que hay una probabilidad de 100% de que un paciente con anticuerpos IgM
de un resultado positivo en la prueba y el 100% de probabilidad de que para un

paciente sin presencia de anticuerpos IgM obtenga un resultado neg ativo.

Posteriormente se procedidé a realizar el estudio piloto con las muestras
clinicas obtenidas de neonatos para establecer asi la frecuencia de sifilis y CMV
congeénita utilizando la metodologia previamente estandarizada. Se obtuvieron 420
muestras, cuya distribucion se muestra en la tabla 6. La mayor cantidad de
muestras se obtuvo del Hospital Regional “San Juan de Dios” Zacapa, mientras
que en la Cooperativa “El Recuerdo” San Pedro Jalapa fue donde se recolecto el
menor numero de muestras. Esto se debié a que en Zacapa, por ser un hospital
regional, la cantidad de neonatos nacidos es mayor en comparacién con los otros

lugares en donde se realizé el muestreo.



53

En el caso de CMV se obtuvieron seis muestras positivas y tres muestras
indeterminadas, las cuales fueron confirmadas por el mismo método en papel
filtro. Posteriormente los resultados fueron confirmados séricamente por
inmunoquimioluminiscencia, para lo cual se obtuvo una nueva muestra de la
madre y del recién nacido. Sin embargo solo se obtuvieron muestras de 9
madres y 8 recién nacidos, en uno de los recién nacidos con resultado positivo
para anticuerpos IgM anti CMV no fue posible la obtencion de la muestra. De las 6
muestras positivas, una muestra materna se confirmé como positiva para
anticuerpos IgM, mientras las 5 restantes resultaron negativas para anticuerpos
IgM, sin embargo cuatro de ellas fueron positivas para anticuerpos IgG. Las cinco
muestras de recién nacidos evaluadas fueron negativas para anticuerpos IgM, y

cuatro positivas para anticuerpos IgG.

De los tres indeterminados, al ser confirmados séricamente dos muestras
maternas fueron negativas para anticuerpos IgM pero positivas para anticuerpos
IgG la tercera muestra fue indeterminada para anticuerpos IgM y positiva para
anticuerpos 1gG no siendo posible la obtencion posterior de otra muestra sérica
para establecer el estatus de anticuerpos IgM. En el caso de los neonatos todas
las muestras resultaron negativas para anticuerpos IgM y dos muestras positivas

para anticuerpos IgG (Tabla 7).

Cabe resaltar que los anticuerpos IgM desaparecen aproximadamente a
los dos meses del inicio de la infeccidon, mientras que los anticuerpos IgG
permanecen de por vida (49). La obtencion de los sueros confirmatorios se realizé
de dos a tres meses después de la primera toma de muestra, periodo durante el
cual se pudo dar la desaparicion de los anticuerpos IgM por ausencia de una
infeccion activa, quedando unicamente los anticuerpos IgG de memoria.
Obteniendo de esta manera los resultados descritos anteriormente, de 7 muestras

positivas y una negativa en las madres.

En el presente estudio no se demostro la presencia de anticuerpos IgM anti -
CMV en los recién nacidos, posiblemente debido a que la frecuencia de la

infeccion en ellos ocurre en menos del 0,5 % de los casos. Por la edad de
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muestreo se puede considerar que los anticuerpos IgG determinados en los bebés
valuados fueron traspasados intrautero de sus madres, confiriéndoles proteccion

ante la infeccion por este virus (50).

Los resultados obtenidos en las confirmaciones con la muestra séricas no
son comparables con los resultados obtenidos en las muestras impregnadas en
papel filtro, ya que para esto se deben evaluar al mismo tiempo los dos métodos,
tanto el método a evaluar como el método estand ar, evitando asi la variabilidad
biologica en las muestras. Debido a esto no se calcularon los valores predictivo

positivo y predictivo negativo.

En la tabla 8 se observan los resultados de las muestras evaluadas para
anticuerpos IgM anti- T. pallidum. Una muestra presentd resultado positivo y dos
resultados indeterminados, los que fueron confirmados primero con la misma
metodologia. Posteriormente se confirmaron mediante la deteccion de anticuerpos
totales en suero, tanto de la madre como del recién nacid o utilizando el método de
inmunocromatografia en placa obteniéndose un resultado negativo para todas. Por
ello la frecuencia final obtenida a partir del total de muestras procesadas es del 0%
en la poblacién evaluada, similar a la frecuencia de 0.72% reportada en el 2006

por el Centro Nacional de Epidemiologia en 1522 mujeres embarazadas (45).

Cabe resaltar que el neonato con resultado positivo para anticuerpos anti-
T. pallidum en el tamizaje, presentd también resultado positivo para anticuerpos
anti- CMV, pero en la confirmacion por las metodologias de referencia ambas
dieron un resultado negativo, por lo que puede tratarse de un proceso autoinmune
cuya hiperproduccion de proteinas ocasione una reaccion cruzada en la deteccion
de anticuerpos por la metodologia de ELISA, produciendo asi resultados falsos

positivos.

Las pruebas de tamizaje permiten la deteccion precoz de una enfermedad y
la instauracion temprana del tratamiento oportuno. Estas son de mayor calidad en
la medida que ostenten una mejor combinacion de su rendimiento, evaluada a

través de los indicadores tradicionales de sensibilidad, especificidad, precision y
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exactitud. En la adaptacion de metodologias para pruebas de tamizaje se busca
la obtencion de herramientas diagndsticas de sensibilidad muy alta que permitan
filtrar a los individuos con infeccién latente de los sanos. Las metodologias
estandarizadas durante este estudio mostraron muy buenos resultados con 100%

de sensibilidad y especificidad relativa.

La importancia de implementar un programa de tamizaje neonatal para
enfermedades infecciosas radica en la posibilidad de detectar muchas infecciones
latentes antes de la aparicion clinica de estas, infecciones como Sifilis o
Citomegalovirus cuya deteccion temprana permite la prevencion de secuelas como
la sordera y el retraso mental. Al permitir la deteccion temprana se puede disminuir
la mortalidad y la morbilidad de dichas infecciones aumentando el valor

diagnodstico de un programa de tamizaje.
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X. CONCLUSIONES

. La adaptacion del ensayo de ELISA para la deteccion de anticuerpos IgM
anti- CMV vy anti- Treponema pallidum a la metodologia de tamizaje
neonatal en papel filtro se logréo obteniéndose una especificidad y una

sensibilidad del 100% para cada uno de los ensayos.

. Las metodologias adaptadas cumplen con las caracteristicas minimas
necesarias para realizar un tamizaje neonatal, ya que, ambos métodos

presentan alta sensibilidad y especificidad.

. La metodologia para la deteccién de anticuerpos IgM anti - T. pallidum se
estandarizoé con la elucion de anticuerpos con amortiguador fosfato salino
0.05M como eluyente, 6mm de diametro de muestra, 36°C en camara

humeda y 1 hora de elucion de anticuerpos.

. La metodologia para la detecciéon de anticuerpos IgM anti- CMV se
estandarizé con la elucion de anticuerpos con amortiguador fosfato salino
0.05M, 6mm de diametro de muestra, 25°C con rotacion constante y 1 hora

de elucién de anticuerpos.

. No se encontré ningun caso positivo para anticuerpos IgM anti - T. pallidum,
ni para anticuerpos IgM anti- CMV por lo que la frecuencia en la muestra

estudiada fue de 0%.
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Xl. RECOMENDACIONES

1. Realizar mas estudios que confirmen la sensibilidad y especificidad de los
métodos adaptados en este estudio para determinar los valores predictivos

positivos y negativos de las metodologias.

2. Determinar la validez del método por medio de la aplicacién tanto de la
metodologia a validar como uno de referencia en muestras tomadas

simultaneamente tanto séricas como en papel filtro .

3. La investigacion se debe profundizar, en estud ios posteriores, para ampliar
la informacion, determinar la prevalencia y caracteristicas locales y

regionales de la infeccion por CMV Yy sifilis, en recién nacidos.
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IX. ANEXOS.

Anexo 1. Resultado e interpretacion de métodos serolégicos

Resultado

Interpretacion

No
treponémica (-)

Treponémica (-)

Se puede excluir la infeccion.

Una excepcion seria la infeccion reciente, por lo que
si hay sospecha se deben repetir las pruebas después de
15 - 21 dias.

No treponémica (+)

Treponémica (+)

Es una infeccidn sifilitica.

La entrevista ayudara a establecer si es reciente o
antigua, conocida o desconocida.

Si se confirma que habia sido diagnosticada y tratada
correctamente puede ser una cicatriz seroldgica, sin
embargo debe hacerse un seguimiento cuantitativo con

el VDRL.

No treponémica (+)

Treponémica (+)

Es una reaccion treponémica especifica (99,5% -
100%)
Generalmente refleja la persistencia normal de

anticuerpos al treponema y no infeccion activa.

No treponémica (+)

Treponémica (-)

Es una reaccion cardiolipinica no muy especifica que
puede estar debida a otras patologias incluyendo la
gestacion-

Generalmente se trata de un falso positivo y no es un
caso de sifilis gestacional.

Confirmar con otras pruebas treponémicas (FTA -abs,
TPHA)

Fuente: www.paho.org/Spanish/AD/FCH/Al/EliminaSifilisLAC.pdf




Anexo 2. Preparacion de Amortiguadores de eluciéon

1. Amortiguador fosfato salino (PBS) 0.05M

NaCl (g) 7.65gr
Na;HPO4 (g) 0.724 gr
KH2PO4 (9) 0.21gr
Agua destilada (L) 1000mL
Glicerol (mL) 50.00mL

2. Amortiguador de seroalbumina bovina
0.05M amortiguador fosfato salino 50 ml.
0.1% NaN3 5ml. al 10%
0.01%EDTA 0.05 gr.
0.9% NaCl 4.5 gr.
0.5% seroalbumina bovina 5gr.
Tween 20 1.25 ml al 10%

Aforar a 500 ml con agua destilada.

Fuente: Therrell B. Laboratory Methods for Neonatal Screening. American
Public Health Association, Washington, DC: 2005, pp 191 -234
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Anexo 3. Carta de Consentimiento
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA
ESCUELA DE QUIMICA BIOLOGICA

Cadigo:

HOJA DE CONSENTIMIENTO

Yo, , autorizo

la utilizacion de la sangre de mi hijo y sus componentes para el seminario de
investigacion titulado “TAMIZAJE DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS,
ADAPTACION Y EVALUACION DE UN METODO SEROLOGICO PARA LA
EVALUACION DE UN METODO SEROLOGICO PARA LA EVALUACION DE
ANTICUERPOS IgM EN EL DIAGNOSTICO DE SIFILIS Y CITOMEGALOVIRUS
CONGENITO. ESTUDIO PILOTO”, que sera realizado por la Facultad de Ciencias
Quimica y Farmacia, de la Universidad de San Carlos de Guatemala. Entiendo
que participar en este estudio no implica ningun dafo para mi hijo y que los dat os

seran totalmente confidenciales.

Firma

Cedula No.




Anexo 4. Ficha de datos para la recoleccion de muestras de sangre

No. Registro

Parto Normal I:I Ceséreal:l

Sexo: Femeninol:l Masculinol:l

Hijo de:

Direccién:

Teléfono

Numero total de embarazos
Partos Abortos Mortinatos

¢Ha recibido transfusiones de sangre?

Si I:I No I:I éCudndo?__

Escolaridad

Primaria I:I
Secundaria I:I
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Anexo 5. Cuadros y Calculos estadisticos

Tabla 10. Radios de muestras para la evaluacion de variables. Determinacién de
anticuerpos IgM anti — T. pallidum en pozos de fondo plano.

PBS/3mm PBS/6mm
Tiempo / T° CONTROL CONTROL CONTROL CONTROL
POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
| SD CV% | SD CV% | SD CV% | SD CV%
1hr/
05°G NR ND ND NR ND ND 0.18 0.016 8.7 0.05 0.002 3.2
1hr/
36°C NR ND ND NR ND ND 045 0.016 3.5 0.2 0.032 15.8
18hr/
259G 0.49 0.01 1.7 0.12 0.01 1M 0.7 0.016 2.26 0.114 0.004 31
18hr/
NR ND ND NR ND ND NR ND ND NR ND ND
36°C
24hr/
259G 043 0.03 79 0.06 001 236 058 0.02 34 0574 0.011 1.98
24hr/
36°C NR ND ND NR ND ND 0.1 0.014 14.1 0.03 0.002 6.7

Fuente: Datos Experimentales, Clave: |= Promedio de radio NR= No realizado, ND: No determinado, PBS= Amo rtiguador
fosfato salino PBS 0.05M pH 7.2 + tween 20, hr = hora, mm= milimetros, CP= control positivo, CN= control negativo, SD=
Desviacion estandar, CV= coeficiente de variacion.
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Tabla No. 11 Radios de muestras para la evaluacion de variabl es. Determinaciéon de
anticuerpos IgM anti — T. pallidum en pozos planos y amortiguador seroalbimina
bovina.

BS/3mm BS/6mm
Tiempo
/1o CONTROL CONTROL CONTROL CONTROL
POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
| SD CV% | SD CV% R SD CV% No. SD CV%
1hr/
NR ND ND NR ND ND 0.18 0.019 10.4 0.05 0.0019 3.85
25°C
1hr/
NR ND ND NR ND ND 0.45 0.016 2.3 0.2 0.022 11.2
36°C
18hr/
Jsec 0.45  0.02 1.5 0.09 0.01 11 0.7 0.026 3.8 0.114 0.005 4.84
18hr/
NR ND ND NR ND ND NR ND ND NR ND ND
36°C
24hr /
0.57 0.03 5.6 0.14 0.02 16.8 0.35 0.03 7.28 0.16 0.015  9.88
25°C
24hr /
ND ND NR ND ND NR ND ND NR ND ND
36°C

Fuente: Datos Experimentales, Clave: R= Promedio de radio NR= No realizado, ND: No determinado, BS= Amortiguador
seroalblimina bovina, hr = hora, mm= milimetros, CP= control positivo, CN= control negativo, SD= Desviacién estandar,
CV= coeficiente de variacion.
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Tabla 12. Radios de muestras para la evaluacion de variables. Determinacion de
anticuerpos IgM anti — T. pallidum en pozos de reaccion y amortiguador fosfato salino
PBS 0.05M pH 7.2 + tween 20.

PBS/3mm PBS/6mm
Tiemp CONTROL CONTROL CONTROL CONTROL
o/ T° POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
R SD CV% R SD CV% R SD CV % R SD CV%
1hr/
NR ND ND NR ND ND 1.3  0.04 3.42 0.6 01 4.7
25°C
1hr/
NR ND ND NR ND ND 1.4 0.02 113 0.5 01 3.16
36°C
18hr/
25°C NR ND ND NR ND ND NR ND ND NR ND ND
18hr/
0.4 0.03 6.44 0.1 0.02 21 0.6 0.02 3.9 0.1 041 10
36°C
24hr/
ND ND NR ND ND NR ND ND NR ND ND
25°C
24hr/
36°C 0.53 0.02 353 013 0.02 18 0.54 0.02 3.93 0.12 0.1 8.3

Fuente: Datos Experimentales, Clave: R= Promedio de radio NR= No realizado, ND: No determinado, PBS= Amortiguador
fosfato salino PBS 0.05M pH 7.2 + tween 20, hr = hora, mm= milimetros, CP= control positivo, CN= control ne gativo, SD=
Desviacion estandar, CV= coeficiente de variacion.
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Tabla 13. Radios de muestras para la evaluacion de variables. Determinacion de
anticuerpos IgM anti — T. pallidum en pozos de reacciéon y amortiguador seroalbimina
bovina.

BS/3mm BS/6mm
Tiempo / CONTROL CONTROL CONTROL CONTROL
To POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
R SD CV % R SD CV % R SD CV% R SD CcVv

1hr/25°C  NR ND ND NR ND ND NR ND ND NR ND ND
1hr/36°C NR ND ND NR ND ND 04 0.016 39 0.1 0.01 119
18hr/25°C NR ND ND NR ND ND 06 0.013 218 02 0.02 79
18hr/36°C 0.2 0.019 935 0.1 0.007 7.1 0.5 0.02 4 0.1 0.01 133
24hr/25°C NR ND ND NR ND ND NR ND ND NR ND ND

24hr/36°C 0.61 0.008 1.38 0.16 0.011 7 0.79 0.015 191 05 0.01 23

Fuente: Datos Experimentales, Clave: R= Promedio de radio NR= No realizado, ND: No determinado, PBS= Amortiguador
Seroalbumina bovina 5%, hr = hora, mm= milimetros, CP= control positivo, CN= control negativo, SD= Desviacién estandar,
CV= coeficiente de variacion.
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Tabla 14. Promedio de radios, desviacion estandar y coeficiente de variacion de los
controles en las diferentes condiciones examinadas con el Diluyente del Kit en los pozos
de reaccidn para anticuerpos anti — T. pallidum.

DK/3mm DK/6mm
Ti CONTROL CONTROL CONTROL CONTROL
iempo
} Top POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
Ccv Ccv cv cv
No. SD No. SD No. SD No. SD
(%) (%) (%) (%)
1hr/
050G NR ND ND NR ND ND 049 0.011 229 04 0.02 395
1hr/
NR ND ND NR ND ND NR ND ND NR ND ND
36°C
4hr/
3790 0.13 0.011 85 016 0.016 99 0.1 0.011 109 0.04 0.01 3.67
18hr/
950G NR ND ND NR ND ND NR ND ND NR ND ND
18hr/
NR ND ND NR ND ND NR ND ND NR ND ND
36°C
24hr/
250G 0.06 0.016 26.3 0.03 0.011 44 0.06 0.013 217 0.05 0.01 21.1
24hr/
36°C 0.15 0.024 16.3 0.07 0.014 20 0.29 0.027 0.2 0.1 0.02 20

Fuente: Datos Experimentales, Clave: NR= No realizado, ND: No determinado, DK= Diluyente del kit, hr = hora, mm=
milimetros, CP= control positivo, CN= control negativo, SD= Desviacion estandar, CV= coeficiente de variacion.

Tabla 15. Promedio de radios, desviacion estandar y coeficiente de variacién de los
controles en las diferentes condiciones examinadas con el Amortiguador Fosfato Salino
PBS 0.05M en los pozos de fondo plano para anticuerpos anti - Citomegalovirus.

PBS/6mm
Tiempo / T° CONTROL POSITIVO CONTROL NEGATIVO
No. SD CV(%) No. SD CV (%)
1hr/ 25°C 0.36 0.016 46  0.24 0.02 8.1
18hr/36°C 0.2 0.03 149 0.08 0.02 21.8

Fuente: Datos Experimentales, Clave: NR= No realizado, ND: No determinado, PBS= Amortiguador fosfato, hr = hora,
mm= milimetros, CP= control positivo, CN= control negativo, SD= Desviacion estandar, CV= coeficiente de variacion.
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Tabla 16. Promedio de radios, desviacion estandar y coeficiente de variacién de los
controles en las diferentes condiciones examinadas con el Amortiguador Fosfato Salino
PBS 0.05M en los pozos de reaccién para Citomegalovirus.

PBS/3mm PBS/6mm
CONTROL CONTROL CONTROL
Tiempo / CONTROL NEGATIVO
To POSITIVO NEGATIVO POSITIVO
cv cv cv
No. SD No. SD No. SD No. SD CV (%)
(%) (%) (%)

1hr/25°C NR ND ND NR ND ND 215 043 17.9  0.56 0.545 8.61

1hr/36°C NR ND ND NR ND ND 143 0.02 1.53 0.65 0.46 8.6
18hr/

25°C

18hr/
36°C

24hr/
25°C
24hr/
36°C

02 0152 583 08 002 279 03 0332 81.1 0.2 0.014 23

03 16.7 492 015 003 226 NR ND ND NR ND ND

05 0.016 316 0.2 002 117 089 0.02 225 031 0.016 5.1

NR ND ND NR ND ND 0.29 0.02 7.31 0.16  0.015 9.88

Fuente: Datos Experimentales, Clave: NR= No realizado, ND: No determinado, PBS= Amorti guador fosfato, hr = hora,
mm= milimetros, CP= control positivo, CN= control negativo, SD= Desviacion estandar, CV= coeficiente de variacion.
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Tabla 17. Promedio de radios, desviacion estandar y coeficiente de variacién de los
controles en las diferentes condiciones examinadas con el Amortiguador Seroalbimina
bovina en los pozos de reaccidn para anticuerpos IgM anti - Citomegalovirus.

BS/3mm BS/6mm
Ti CONTROL CONTROL CONTROL CONTROL
iempo
} Top POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
cv cv cv
No. SD No. SD No. SD No. SD CV (%)
(%) (%) (%)
1hr/
NR ND ND NR ND ND NR ND ND NR ND ND
25°C
1hr/
NR ND ND NR ND ND NR ND ND NR ND ND
36°C
18hr/
250G 0.2 0.152 583 0.8 0.02 3803 0.1 0.011 121 0.1 0.014 121
18hr/
36°C 0.3 16.7 492 015 0.03 226 NR ND ND NR ND ND
24hr/
050G 0.5 0.016 3.16 0.2 0.02 117 0.7 018 26.3 04 0.016 5.1
24hr/
36°C ND ND NR ND ND 029 0.02 7.31 0.61 0.015 9.88

NR= No realizado; ND: No determinado; BS= Amortiguador seroalbumina bovina, hr= hora; mm= milimetros; CP= control

positivo; CN= control negativo.

Tabla 18. Promedio de radios, desviacidn estandar y coeficiente de variacién de los
controles en las diferentes condiciones examinadas con el Diluyente del Kit en los pozos
de reaccidn para Citomegalovirus.

DK/3mm DK/6mm
CONTROL CONTROL CONTROL
. CONTROL POSITIVO
Tiempo / T° POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO
Ccv cv cv CcVv
No. SD No. SD No. SD No. SD
(%) (%) (%) (%)

1hr/25°C NR ND ND NR ND ND NR ND ND NR ND ND
1hr/36°C NR ND ND NR ND ND NR ND ND NR ND ND
18hr/25°C 0.2 0.152 583 0.2 0.02 3803 0.1 0.011 12.1 0.1 0.014 121
18hr/36°C NR ND ND NR ND ND NR ND ND NR ND ND
24hr | 25°C 028 0.016 3.16 02 0.02 117 03 0.18 263 02 0.016 51
24hr/ 36°C NR ND ND NR ND ND NR ND ND NR ND ND

Fuente: Datos Experimentales, Clave: NR= No realizado, ND: No determinado, DK= Diluyente del kit, hr = hora, mm=
milimetros, CP= control positivo, CN= control negativo, SD= Desviacion estandar, CV= coeficiente de variacion.



