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RESUMEN

Introduccion: la alternativa para la colecta de las muestras de sangre en el papel de filtro (PF) muestra cada dia mayor interés en los investigadores y
asistentes de salud que buscan mejorar los programas de pesquisaje masivo de la poblacion. Muchos autores desde la apertura esta posibilidad en el siglo
pasado iniciaron sus proyectos con la conservacion de la muestra de sangre seca para estudios masivos neonatales. Desde los inicios desde siglo se han
acrecentando los estudios y posibilidades para el uso de esta alternativa en busca de ampliar los estudios epidemiologicos de apoyo a la atencion primaria
de salud. Objetivo: valorar la calidad del papel de filtro (Hahnemuehle, 2992) para la colecta de muestras de sangre para el tamisaje de sifilis, como
alternativa en la conservacion de sangre seca en los laboratorios que usan esta alternativa y estrategia en los estudios de terreno. Métodos: fue realizado
un diseflo para el estudio comparativo de calidad entre el PF Schleicher & Schuell 903 que sirvié como patréon de oro y el PF Hahnemuehle 2992, para a
coleta e almacenamiento de muestras de sangre para el estudio de anticuerpos totales (IgM e 1gG) contra el Treponema pallidum con una técnica ELISA tipo
Sandwich. Se compararon 140 sefiales de absorbancia del mismo nimero de muestras de mujeres embarazadas, previo consentimiento escrito, para registrar
su semejanza estadisticamente segtin los procedimientos estadisticos del Test de Fisher y Student (Test T) con un valor de seguridad de P> 0,05. También se
compararon los valores de absorbancia de los casos que resultaron positivos segn el cutt off acertado para cada placa realizada y se calcularon los criterios
de sensibilidad, especificidad y valor predictivo del universo total de 604 embarazadas incluidas en el estudio. Resultados: se encontré correspondencia
entre los valores de especificidad, sensibilidad y valor predictivo positivo entre el procedimiento usando con los dos PF en el universo estudiado, asi como
los valores de T = 0,344331 para el analisis de comparacion de medias entre la absorbancia obtenida con los dos PF para de P < 0,001. Conclusién: se
concluye que la comparacion del PF Hahnemuehle 2992 con el Schleicher & Schuell 903 para el estudio de muestras de sangre seca para la deteccion de
anticuerpos totales del Treponema pallidum por ensayo ELISA es significativamente semejante y cuentan con la misma calidad.
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ABSTRACT

Introduction: the filter paper (dried blood spot DBS) as an alternative of blood sample collection shows an increased interest of scientific investigators and
health assistants that search to improve massive research programs of the population. Since the opening of this possibility in the last century, many authors
started their projects using dried blood spots for massive neonatal studies. Since the beginning of this century, studies and possibilities are being increased
using this alternative, enlarging the epidemiologic studies that support basic care on health. Objective: to assess the filter paper quality (Hahnemuehle,
2992) for collecting blood samples for sifilis screening as an alternative to the conservation of dry blood in the laboratory using this alternative strategy
and in camp studies. Methods: a design for a comparative study of quality between Schleicher and Schuell 903 paper used as golden standard- and
Hahnemuehle 2992 paper was realized, for the collection and storage of dried blood for the totals antibodies (IgM and IgG) against the Treponema pallidum
study, using ELISA assay (sandwich type). A hundred and forty (140) signals of absorbance of the same number of pregnant samples, with previous written
consent, to register their similarity, using statistic procedures of the Test of Fisher and Student (test T) with a security value of P> 0,05. It was also compared
the absorbance values of the positive cases (according a settled cut off for each plate) and sensitivity, specificity and predictive value criteria were calculated
on a total of 604 pregnant of the study. Results: it was detected correspondence of sensitivity, specificity and positive predictive values, in the procedures
using the two types of filter papers, as well as the value of T = 0,344331 for the analysis of the average comparison between the obtained absorbance with
the two types to P<0,001. Conclusion: it was concluded that Hahnemuehle 2992 filter paper compared with Schleicher and Schuell 903 shows significantly
similar and have the same quality for the detection of totals antibodies Treponema pallidum of using ELISA test.
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INTRODUCCION

El papel de filtro (PF) como alternativa para la colecta de las
muestras de sangre, muestra cada dia mayor interés en los inves-
tigadores y asistentes de salud que buscan mejorar los programas
de pesquisaje masivo de la poblacion. Muchos autores desde el
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siglo pasado, encontraron en esta oportunidad una formula para sus
proyectos con la conservacion de la muestra de sangre seca para es-
tudios masivos neonatales'”’. Desde los inicios desde siglo, fueron
consolidados internacionalmente estos programas neonatales y se
inicié la expansion de esta opcion pre-analitica para colecta para
muestras bioldgicas, buscando ampliar los estudios epidemioldgi-
cos que apoyan la atencion primaria de salud®!8.

Las enfermedades infecciosas han ocupado en estos ultimos
afios en todo el mundo, un lugar preferencial debido a que muchas
de ellas, han sido incluidas en el grupo de enfermedades emergen-
tes!2!. En la lucha por minimizar la incidencia y prevalecia de
estas enfermedades, especialmente aquellas que estan ligadas a la
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transmision sexual, se han buscado nuevos marcadores biologicos
para la estrategia que la vigilancia epidemioldgica aborda en los
grupos de riesgo®*.

Los pesquisajes de estos grupos de riesgo, seleccionandose des-
de etapas tempranas de la infeccion, e inclusive, antes de detectarse
signo clinico alguno, forman parte de los estudios poblacionales
donde cada dia, la participacion del laboratorio toma una dimensi-
on insustituible. El control de personas supuestamente sanas, como
son las embarazadas, los donantes de sangre y las personas que
se incluyen dentro de la vigilancia epidemioldgica poblacional,
constituyen universos meta para la aplicacion de tecnologias que
seleccionan y diagnostican aquellas enfermedades que son mas
susceptibles a grupos de personas definidas®.

Una de las enfermedades infecciosas mas conocidas desde el
siglo XV fue la sifilis, sin embargo, su agente transmisor el Trepo-
nema pallidum solo fue descrito en el siglo XX y sus modos de es-
tudio para pesquisajes y diagndstico no fueron ampliamente usados
hasta finales del siglo XX y en el siglo XXI?**, A pesar de ser una
enfermedad que puede ser controlada con la aplicacion de la pe-
nicilina, su prevalecia en el mundo es atn un problema de salud®!-2.

Por ser una enfermedad infecciosa sistémica, la sifilis cursa ha-
cia una evolucion crénica sujeta a crisis de agudizacion y latencia;
a veces, no detectable clinicamente, permitiendo la transmision del
Treponema por via eminentemente sexual, transfusiones de sangre
y materno-fetal, proporcionando las formas adquiridas y congé-
nitas de la enfermedad®-¢. Tecnologias tradicionales y modernas
han permitido durante las ultimas décadas el estudio masivo de
poblaciones para evitar la transmision del Treponema, evitando el
incremento de la epidemia en algunas partes del mundo®”*

La calidad de los pesquisajes, ha sido una limitante presentada
en estos estudios de terreno ha sido la aplicacion logistica de la
colecta de las muestras, su transportacion y los métodos practi-
cos automaticos o semi-automaticos que garanticen la confiabili-
dad del sistema, fundamentalmente en lo relacionado con el flujo
y reflujo de muestras y las informaciones de los resultados. El PF
se ha convertido en una alternativa valiosa en la solucion de estas
dificultades.

Por esta razon se introducen surtidos de calidad en los provee-
dores internacionales del PF con variedades de cambios tecnologi-
cos, sin embargo, la experiencia demuestra que solo su valoracion
técnica con patrones establecidos, con personal especializado es
que pueden certificar su inclusion dentro del material a seleccionar
cuando se quieren patronizar técnicas con este soporte.

OBJETIVO

En este estudio se trata de valorar la calidad de un nuevo papel
de filtro (Hahnemuehle 2992) que por su sencillez y precio compe-
titivo puede aportar dividendos favorables en el mercado de consu-
mo de los laboratorios que usan esta alternativa y estrategia en los
estudios de terreno.

METODOS

Se confecciono un disefio de investigacion para medir la calidad
del PF Hahnemuehle 2992 pariendo de la calidad reconocida del
Schleicher & Schuell 903% en la coleta e almacenamiento de mues-
tras de sangre para el estudio de anticuerpos de anticuerpos IngG
e IgM contra el Treponema pallidum con un ELISA Sandwich.
El universo seleccionado para el estudio comparativo fueron 604
embarazadas en las que se tomaron muestras de PF y se calcul6
comparativamente la sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo, valor predictivo negativo, eficiencia e incidencia.

Se seleccionaron 130 mediciones de absorbancia procedentes
de los resultados de los dos PF para calcular sus valores centrales y
calcular su semejanza mediante la aplicacion de Test T de compa-
racion de medianas (series apareadas). Se seleccionaron los valores
de absorbancia obtenidos en las muestras de los casos que resulta-
ron estar por encima del cut off para ambos PF y se compararon
con el coeficiente de correlacion simple para obtener la semejanza
en exactitud.

Se calculd la estabilidad en ambos casos, asi como se realizaron
las pruebas de comprobacion de estabilidad de los valores cuando las
variaciones del volumen corpuscular es afectado, usando para ello
la medicion del hematocrito en tres niveles de valores: menos de 30
volimenes, entre 30-39 volimenes y mayor de 40 volimenes.

RESULTADOS

Los resultados que comparan la participacion de las muestras
colectadas con los dos PF demuestran que existe semejanza en to-
dos los casos de acuerdo con los valores expresados en la Tabla
1. Se destaca como se identificd en el grupo de 604 embarazadas
estudiadas existe un total de 17 casos reactivos con una incidencia
de 2,8% en ambas muestras de PF.

Los falsos positivos (n = 3) encontrados en la muestra en los dos
PF estudiados (Hahnemuehle 2992 (n = 3) y Schleicher & Schuell
903 (n = 2) asi como no haber existido ninglin caso falso negativo
contribuye a que los valores de VPP, VPN, Eficiencia y Incidencia,
sean semejantes, demostrando la calidad operacional.

Tabla 1 — Son mostrados los resultados obtenidos en el analisis epidemiolégico para el anticuerpos IgG—IgM contra el 7. pallidum

con los dos PF estudiados

604 Examenes Anticuerpos IgG-IgM contra el T. pallidum en el PF Hahnemuehle 2992

Especificidad Sensibilidad Valor Predictivo + (VPP) Valor Predictivo — (PVN) Eficiencia Incidéncia
99,33% 100% 99,82% 99,00% 99,00% 2,80%
604 Examenes Anticuerpos IgG-IgM contra el T. pallidum en el PF Schleicher & Schuell 903
99,50% 100% 99,66% 99,66% 99,00% 2,80%
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En la comparacion estadistica de los valores de absorbancia
en entre la técnica ELISA usada para los dos PF (Hahnemuehle
2992 y Schleicher & Schuell 903) se muestran en la Tabla 2. Se
encontraron criterios numéricos semejantes (X + S = 0,025688 =
0,0068 y 0,024534 + 0,005979, para Schleicher & Schuell 903 y
Hahnemuehle 2992, respectivamente). Debe destacarse que de los
resultados analiticos encontrados en las 604 embarazadas, fueron
seleccionados solo los valores de 128 muestras porque indepen-
dientemente de tener valores semejantes, este grupo expresa la
tendencia de los mismos cuando se estudian grupos poblacionales.
Estos resultados, ademads de tener criterios de alta precision en los
indicadores de la sefal de la técnica ELISA para la deteccion de
anticuerpos IgG—-IgM contra el T. pallidum, demuestran tener un
criterio de semejanza en la especificidad (P <0,001) entre el proce-
so completo de cada metodologia usada (diferenciada por el PF).

Dentro de los valores de absorbancia encontrados dentro de
toda las muestras que fueron reactivas la primera vez (n = 17) se
procedi6 a confirmar la exactitud con el coeficiente de correlacion
simple. La Grafica 1 muestra como el valor de R? = 0,9253 y su
linea de tendencia expresan un alto valor de correlacion entre las
absorbancias encontradas en este grupo de altos valores de sefial
para Schleicher & Schuell 903 y Hahnemuehle 2992.

El estudio de estabilidad fue medido usando los dos PF : Schlei-
cher & Schuell 903 y Hahnemuehle 2992, encontrandose que exis-
te también similitud en el tiempo para la calidad del almacenaje de
la sangre seca en cada PF. La Grafica 2 muestra una curva obtenida

Grafica 1 - Expresion grafica de los valores de absorbancia en los
dos grupos de muestras almacenados a 8 °C desde el inicio del estudio
de estabilidad hasta las 15 semanas del inicio del estudio.
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para los anticuerpos IgG y IgM del Treponema
019 pallidum
0,18 4
0,17
0,16
0,15
0,14
0,13
0,12 M -
0,11
0,1
1 2 3 4 5
‘ — & 2092 —o—903 ‘

Tabla 2 — Se muestran los resultados obtenidos en el analisis de
comparacion de valores centrales de absorbancia en una muestra
de 128 resultados para confirmar la semejanza en la especificidad.

Estadigrafo Schleicher & Hahnemuehle
Schuell 903 2992
N 128 128
X 0,025688 0,024534
DS 0,006586 0,005979

Test Student T=0,344331 P < 0,001

N = Numero de muestras estudiadas.
X = Media aritmética de los valores.
DS = Desviacion Standard.

T = Valor del Test de Student.
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entre las absorbancia de un grupo de muestras no reactivas (N =
25), donde se expresan en el eje de las abscisas los valores modu-
lares del 1-5 los cuales representan entre su espacio 3 semanas de
almacenamiento como variable independiente (5 = 12 semanas de al-
macenamiento a 8 °C) y la absorbancia en el eje de las ordenadas.

El estudio para definir si los valores de hematocrito (volumen
corpuscular) interfiere en los resultados de la medicion de la absor-
bancia para anticuerpos IgG—IgM contra el T pallidum (ELISA) de
realizo separando 5 grupos de 10 embarazadas con diferentes va-
lores de hematocrito (30, 35, 40, 45 y 50 volumenes %) donde fue
realizada la medicion de la sefial (Absorbancia) con la técnica tra-
dicional de plasma y con el PF presentado (Hahnemuehle 2992).

En la Grafica 2 se comprob6 como las variaciones del volumen
celular de la sangre no varia el valor de la absorbancia en las mues-
tras cuando es usado el PF para el estudio de variables bioldgicas,
como es el caso del los anticuerpos IgG e IgM contra el Treponema
pallidum. Estos resultados le proporcionan al procedimiento en PF
una alta confiabilidad para los estudios epidemioldgicos poblacio-
nales.

Se concluye que el uso del PF es un procedimiento ventajoso
para la colecta e las muestras bioldgicas por ventajas que van desde
el factor humano de obencion de la muestra, hasta completar de la
cadena metodologica del tamisaje. Se confirma que el PF Hahne-
muehle 2992 tiene las mismas atribuciones de calidad que el Sch-
leicher & Schuell 903, tradicionalmente usado en los tamisajes de
enfermedades heredo metabdlicas y en estudios epidemioldgicos
con reconocida calificacion de calidad por la CDCY'.

Grafica 2 — Representacion de los valores de absorbancia para
plasma por la presencia de anticuerpos IgG e IgM contra el Treponema
pallidum y el PF con diferentes valores de hematoctito.
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