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Resumen: Introducción: con el advenimiento de las pruebas moleculares de ácidos 
nucleicos (NAAT) a partir de 1998 para el virus de la hepatitis C (HCV), y posterior-
mente para el virus de la hepatitis B (HBV) y el virus de la inmunodeficiencia humana 
(HIV), se ha incrementado la seguridad relativa de la sangre comparada con las 
pruebas serológicas, y por tanto se ha reducido el período de ventana inmunológica. 
Estas pruebas se consideran obligatorias en Estados Unidos y en otros países del 
mundo. Objetivo: describir la experiencia del montaje de NAAT para HIV, HCV y HBV, 
detectar las dificultades y aplicar las medidas correctivas necesarias para mejorar la 
calidad de la sangre en Colombia. Metodología: estudio prospectivo en donantes 
de sangre de Antioquia para evaluar las pruebas NAAT como método de tamización. 
Resultados: se estudiaron un total de 4.890 donantes y se realizaron 14.670 prue-
bas en 208 mezclas de plasmas. La edad promedio de los 4.890 donantes fue de 
33 años (SD ±10,93), 2.667 (54,5%) fueron hombres. No se encontraron unidades 
de sangre positivas por NAAT para HIV, HCV y HBV. Conclusiones: implementar las 
pruebas de NAAT en nuestro país requiere de alto volumen de muestras para lograr 
oportunidad, eficiencia y eficacia en el proceso. La corta vida y la urgencia con que 
se requieren las plaquetas exigen un montaje continuo de pruebas. El montaje nece-
sita personal especializado y capacitado para sortear los diferentes inconvenientes 
que se presentan y contar con un laboratorio para realizar diagnóstico molecular que 
cumpla con las normas internacionales. 
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Introducción
En las últimas dos décadas se ha logrado reducir el riesgo residual de la transmisión de las 

enfermedades infecciosas y detectar infecciones virales durante el período de ventana inmunoló-
gica, las cuales no son detectadas por las pruebas serológicas de rutina pero sí por pruebas mole-
culares como la detección de ácidos nucleicos (NAAT por Nucleic Acid Amplification Techniques). 
La reducción media estimada del período de ventana con NAAT es del 42% (de 59 a 34 días) 
para el virus de la hepatitis B (HBV), 50% (de 22 a 11 días) para el virus de la inmunodeficiencia 
humana (HIV) y 66% (de 66 a 23 días) para el virus de la hepatitis C (HCV), disminuyendo signi-
ficativamente el riesgo residual de transmisión de agentes infecciosos por transfusión [1-8].

Los bancos de sangre en Colombia iniciaron el control de enfermedades transmitidas por la 
sangre en la década de 1950 a 1960 con la prueba de cardiolipina VDRL que detecta anticuerpos 
anti-Treponema pallidum (sífilis); posteriormente, en 1978, se adicionó el rastreo de antígeno de 
superficie para hepatitis B (HBsAg). Los decretos 559 de 1991 y 1571 de 1993, expedidos por 
el antes llamado Ministerio de Salud, establecieron las pruebas necesarias que se deben realizar 
en las unidades de sangre, definiendo como obligatorias las pruebas de detección de anticuerpos 
anti-HIV tipos 1 y 2, el HBsAg, los anticuerpos anti-hepatitis C, los anticuerpos anti-Treponema 
pallidum y, finalmente, mediante la resolución 01738 de mayo de 1994, se adoptó la prueba de 
anticuerpo anti-Trypanosoma cruzi, para la enfermedad de Chagas [9].

En Colombia aún no se ha introducido la obligatoriedad de realizar las pruebas de NAAT para 
HIV, HCV, HBV en las donaciones de banco de sangre y por lo tanto aún existe riesgo de trans-
misión de infección viral a los pacientes que reciben sangre de donantes en período de ventana 
inmunológica. Las pruebas NAAT ofrecen la opción de mejorar la calidad de la sangre de los 
bancos nacionales a un costo razonable.

El objetivo de este trabajo es presentar los resultados de la primera experiencia de utilización 
de las pruebas de ácidos nucleicos (NAAT) en Colombia en donantes de sangre, en los diferentes 
bancos de sangre de Antioquia, monitorear las infecciones anteriormente mencionadas y presen-
tar las nuevas tecnologías que pueden ofrecer mejoras importantes para el diagnóstico, tamiza-
ción de la sangre y monitoreo de la enfermedad, particularmente en países en vía de desarrollo.

Materiales y métodos
Se solicitó y obtuvo aprobación del Comité de Ética institucional para la realización del es-

tudio, al igual que el consentimiento informado de cada donante del banco de sangre para la 
participación en el estudio.

Tipo de estudio: �� descriptivo, prospectivo.

Sitio: �� Laboratorio de Biología Molecular del Hospital Pablo Tobón Uribe, hospital de referen-
cia de cuarto nivel en la ciudad de Medellín, Colombia.

Recolección:��  se realizó reunión con todos los bancos de sangre para explicar, motivar y lograr 
la participación de todos, fueron entregados a cada banco los formatos e insumos necesarios 
para recolectar la información y las muestras de sangre total en tubos con EDTA. En Antioquia, 
la entrevista de selección de donantes fue unificada por la resolución 7238 de la Gobernación 
de Antioquia. Sin embargo, los criterios de autoexclusión son diferentes para cada banco de 
sangre [10]. Las muestras se recolectaron entre enero de 2006 y mayo de 2006.

Una vez seleccionado el donante, al finalizar la flebotomía además de los tubos tomados 
normalmente para las pruebas de rutina, se recolectó un tubo de sangre con EDTA teniendo 
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en cuenta que debía coincidir el número del tubo con el código de la encuesta del donante. 
Todas las muestras se manipularon como si contuvieran agentes potencialmente infecciosos. 
Los tubos se identificaron con nombre, apellidos y cédula de ciudadanía.

Las muestras se almacenaron hasta obtener los resultados de serología para HIV, HBV y HCV 
de los respectivos bancos de sangre, con el fin de procesar por NAAT únicamente los donan-
tes con serologías negativas. Además, las unidades de sangre se retuvieron en los respectivos 
bancos de sangre hasta su liberación con las pruebas NAAT. La técnica requiere 10 mezclas 
de plasmas de 24 donantes para realizar un montaje completo de 240 muestras por anillo de 
prueba, circunstancia que retrasó el resultado de las pruebas. 

Bancos de Sangre:��  los bancos de sangre que participaron en el estudio fueron el Hospital 
Pablo Tobón Uribe, Hospital General de Medellín, Clínica El Rosario-Centro de Investigacio-
nes Médicas de Antioquia (CIMA), Hospital Antonio Roldán Betancur de Apartadó, Clínica 
Las Américas, E.S.E. Rafael Uribe Uribe, Clínica Medellín, Clínica Cardiovascular Santa María, 
Cruz Roja de Antioquia y Hospital San Juan de Dios de Rionegro.

Almacenamiento:��  los tubos de sangre con EDTA tomados a cada uno de los donantes se 
centrifugaron a 2.500 rpm por 20 minutos y luego se almacenaron a temperatura de 2°C a 
8°C por máximo 5 días.

Procesamiento: �� la preparación de los reactivos y los procedimientos del Cobas Amplicor® se 
realizaron siguiendo las especificaciones de la casa comercial. 

Las mezclas de plasmas de los donantes se realizaron usando el pipeteador Hamilton micro 
lab AT2; las mezclas primarias eran de 24 donantes, si el resultado era positivo en alguna de 
las pruebas, se procedía a hacer la resolución secundaria que consistía en 4 mezclas de 6 
muestras de donantes cada uno; en caso de que alguna fuera positiva se procedía a realizar 
la resolución terciaria, en la cual se procesaba de manera individual cada una de las muestras 
de la resolución secundaria.

Para hacer un montaje de pruebas NAAT se requieren 240 plasmas que corresponden a 240 
unidades de sangre, esto hizo que al principio del estudio, mientras se adaptaba la logística y 
se daba una mayor adherencia de los bancos de sangre participantes, el tiempo para obtener 
los resultados de NAAT fuera de 10 días. Este tiempo mejoró considerablemente a dos días 
al final del estudio por la experiencia alcanzada y por la mayor participación de los bancos 
de sangre.

Para la obtención de los ácidos nucleicos se realizó la lisis de las células usando un buffer o 
tampón de lisis junto con el control interno para la monitorización del rendimiento del ensayo 
en cada una de las pruebas individuales, luego por diferentes centrifugaciones y precipitacio-
nes con alcoholes se separó el material genético, el cual se resuspendió en 200 mL de diluente 
y se almacenó a -70°C hasta su uso. 

Para la amplificación se preparó el master mix el cual tiene la enzima AmpErase® (uracil-
N-glicosilasa) para evitar la contaminación potencial con material previamente amplificado 
(amplicón). Se sirvieron 50 mL del master mix con 50 mL de la mezcla de plasmas o de los con-
troles. La amplificación y detección de las pruebas se hizo en un equipo Cobas Amplicor®.

Variables:��  se tuvieron en cuenta las siguientes variables: cuantitativas de razón: edad de los 
donantes, tiempo para la obtención del resultado NAAT, días de liberación de las unidades de 
sangre. Cualitativas nominales: género, resultado de la serología, resultados NAAT, donantes 
repetitivos voluntarios, donantes de primera vez, por reposición, dirigidos y autólogos.
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Análisis de datos:��  la descripción de las características generales de la población se presentó 
en una tabla de resumen donde las variables cualitativas se expresan en frecuencia absoluta y 
porcentaje, y las variables cuantitativas se resumen con promedio con sus respectivas desvia-
ciones estándar. Los resultados se analizaron en el paquete estadístico Graph Pad Prisma 3.0.

Resultados
El tiempo promedio para obtener el resultado desde la recepción de la muestra en el Hospital 

Pablo Tobón Uribe hasta el día del informe al respectivo banco de sangre fue de 4,22 días y los 
días en promedio desde la fecha de donación en los respectivos bancos de sangre hasta la fecha 
del informe fue de 6,41 días.

El porcentaje de muestras aportadas por cada banco de sangre fue el siguiente Hospital Pablo 
Tobón Uribe 37,3%, Hospital General de Medellín 32,1%, Clínica El Rosario-Centro de Investi-
gaciones Médicas de Antioquia (CIMA) 12,7%, Hospital Antonio Roldán Betancur de Apartadó 
11%, Clínica Las Américas 2,6%, E.S.E. Rafael Uribe Uribe 1,8%, Clínica Medellín 0,9%, Clínica 
Cardiovascular Santa María 0,9%, Cruz Roja de Antioquia 0,5% y Hospital San Juan de Dios de 
Rionegro 0,2%.

De los 4.890 donantes estudiados de los diferentes banco de sangre de Antioquia el 45,5% 
(2.223) eran mujeres y 54,5% (2.667) hombres. La edad promedio fue de 33 años (SD ±10,93). 
De los 4.890 donantes, el 37,9% (1.856) era primera vez que donaba sangre y el 61,8% (3.020) 
eran donantes repetitivos, del total de encuestas 0,3% (14) no tenían dato de donaciones pre-
vias. 

Del total de donantes, 2.773 (56,7%) eran del tipo de donante voluntario, 1.997 (40,8%) 
eran donantes de reposición; 26 (0,6%) de donación dirigida, 5 (0,1%) de donación autóloga y 
89 (1,8%) de las encuestas no tenían el dato. De los 4.890 donantes, el 36,1% (1.765) fueron 
donantes voluntarios repetitivos y el 20,6% (1.008) fueron donantes voluntarios por primera vez. 
La distribución de los donantes se observa en la figura 1. 

En este trabajo no se detectó por NAAT ningún donante positivo. El total de falsos positivos en 
las mezclas de resolución primaria debido al error humano (contaminación en la extracción con 
controles positivos) fue de cuatro pruebas para hepatitis B (0,08%) y de una prueba para hepatitis 
C (0,02%), y debido a fallas del equipo (falla en una de las mangueras que realizan el lavado de 
las copas de reacción) fue de 12 pruebas para HBV (0,25 %), 3 para HCV (0,06%), y 6 pruebas 
falsos positivos para HIV (0,12 %). 

A los cuatro donantes positivos 
por NAAT (y con serología negativa 
según el respectivo banco de sangre) 
para hepatitis B se les realizó segui-
miento para esclarecer si éstos se 
encontraban en ventana inmunoló-
gica en el momento de su donación 
o si presentaban pruebas positivas 
por NAAT pero hacían parte de una 
hepatitis resuelta o para confirmar 
un falso positivo por NAAT. A los 
cuatro donantes se les repitieron las 
serologías con una técnica diferen-
te, encontrando como resultado una 
de ellas positiva, lo que podría ex-
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Figura 1. Distribución del tipo de donante.
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plicarse debido al uso de diferentes pruebas serológicas. Las bolsas de sangre de donantes con 
resultados falsos positivos por NAAT o con una nueva serología positiva fueron descartadas. La 
identificación de los falsos positivos debidos al error humano se logró porque después de rea-
lizar la resolución secundaria y terciaria con resultados positivos, se tomó nueva muestra a los 
donantes para confirmar estos resultados por serología y con la prueba molecular cuantitativa 
para HBV, siendo los resultados por ambas pruebas negativos (serología negativa y NAAT menor 
de 300 copias/mL). Se realizó seguimiento a tres de los donantes dos meses después para hacer 
la detección molecular cuantitativa de HBV y a los dos meses para el donante que había dado 
positivo para hepatitis C, todos con resultados negativos. Se concluyó que los resultados iniciales 
fueron debidos a contaminación de las muestras por proximidad al control positivo.

La detección de los falsos positivos debido a fallas en el equipo fue de fácil identificación, ya 
que todas las mezclas primarias de un mismo montaje dieron positivas, incluso el control negati-
vo, y al realizar un nuevo montaje se obtuvieron resultados válidos de los controles y muestras.

Entre las dificultades para la liberación rápida y eficiente de las unidades captadas estuvo la 
necesidad de contar con el resultado negativo por ELISA (HIV, HCV y HBV) antes del montaje 
por NAAT, y luego permanecer en cuarentena hasta la fecha del informe; además, el volumen 
de muestra necesaria exigía 3 mL de plasma teniendo que utilizar dos tubos de 5 mL al inicio del 
estudio, situación que se mejoró con la implementación de tubos EDTA de 10 mL.

Discusión
La importancia de la implementación de las pruebas NAAT en bancos de sangre radica en 

poder detectar a los donantes que se encuentran en período de ventana inmunológica [11-13] 
y así disminuir el riesgo de infección en las transfusiones [14-17]. La alta sensibilidad de la reac-
ción en cadena de la polimerasa (PCR) permite detectar donaciones potencialmente infecciosas 
contenidas en la mezcla de plasmas de donantes, aun cuando la mezcla contenga un único 
donante virémico [18, 19]. El principal problema radica en la fácil contaminación de las pruebas 
cuando se incluyen unidades que por serología son positivas; de aquí la importancia de realizarle 
las pruebas de NAAT únicamente a las unidades que tienen la tamización previa con serología 
negativa, así como también tener en cuenta las normas estrictas de seguridad de un laboratorio 
para realizar el diagnóstico molecular [18, 20]. 

Los donantes fueron en su mayoría adultos jóvenes, con vida actividad sexual activa, lo que 
incrementa el riesgo de transmisión de enfermedades infecciosas en las transfusiones. A pesar del 
control que se realiza con la encuesta y la autoexclusión, no se puede garantizar la seguridad de 
la sangre [21-23]. Lo ideal en las donaciones, son los donantes voluntarios repetitivos, debido a 
que tienen conciencia de la importancia de la donación de sangre y deciden tener una vida sa-
ludable [24]; en el estudio las pruebas de NAAT se realizaron a los donantes con previa serología 
negativa. Este tipo de donantes representó el 36,1% (1.765) de los tamizados, quienes sumados a 
los voluntarios de primera vez, 20,6% (1.008), representaron un 56,7% de donantes voluntarios, 
variable que en parte explica porqué no se obtuvieron pruebas positivas en nuestro estudio para 
HIV, HCV y HBV por NAAT, como también lo explicarían la selección de procedimientos más 
controlados en los bancos de sangre. 

El tiempo promedio de 4,42 días para obtener el resultado fue relativamente largo para nuestro 
estudio debido a la dificultad para alcanzar 240 muestras de donantes por montaje de prueba; sin 
embargo, el tiempo de liberación de la sangre se puede mejorar si las pruebas de NAAT se establecen 
como obligatorias en nuestro país. En este caso deberán existir algunos centros de referencia para la 
realización de las mismas y así recolectar mayor número de muestras de donantes para hacer la reso-
lución primaria. Aun con bancos de sangre que reciben un número importante de donantes, se hace 
difícil manejar las plaquetas, ya que de los cinco días de caducidad se pierden, al menos, dos días. 
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En los países latinoamericanos, 33 años más tarde de la resolución de la Organización Mun-
dial de la Salud, WHA 28.72 de 1975, y a pesar del progreso logrado en los bancos de sangre, 
la prevención de las enfermedades infecciosas en las transfusiones de sangre es precaria, debido 
a que los recursos no están disponibles ni tampoco las normas y estrategias para un adecuado 
manejo [25, 26]. 

Así los bancos de sangre que son formalmente responsables de llevar a cabo las actividades 
de implementación y promoción de la donación, almacenamiento, procesamiento, distribución 
y transfusión deberían depender de un programa nacional de bancos de sangre y por lo tanto ser 
el gobierno el eje controlador de la seguridad de las transfusiones de sangre y sus derivados.

Aunque este estudio muestra que los criterios de selección de donantes en los bancos par-
ticipantes ofrecen seguridad, se debe tener en cuenta que no en todos los bancos de sangre 
del país se trabaja con los mismos estándares de calidad ni tienen la misma tecnología, y que 
la sensibilidad de las pruebas serológicas puede variar representado un riesgo de infección por 
transfusión. Como el ideal es estar lo más cercano a cero en el riesgo de transfusión, sería de gran 
ayuda la implementación de las pruebas NAAT en la totalidad de los bancos de sangre del país, 
pero esto implica un compromiso grande por parte del gobierno y el diseño e implementación 
de una logística que permita la realización de las pruebas NAAT sin sacrificar la disponibilidad de 
los componentes sanguíneos [27]. 

A pesar de los numerosos controles de esterilidad seguidos para las pruebas moleculares, los 
falsos positivos que se presentaron durante el desarrollo del trabajo debidos a contaminaciones 
de las muestras con los controles positivos sugieren que todo resultado positivo debe ser con-
firmado y las pruebas deben ser realizadas en laboratorios que sigan las normas internacionales 
para diagnóstico molecular con personal altamente calificado, para saber analizar las diferencias 
entre contaminación y pruebas realmente positivas. 

La búsqueda de HCV y HIV por NAAT, principalmente en mezcla de plasmas, se está realizan-
do en la mayoría de los países avanzados [5, 14]. Tras su implementación, el riesgo se ha reducido 
aproximadamente a un caso por dos millones de transfusiones para el HCV y HIV [28]. La explica-
ción obvia para que en este trabajo no se haya podido demostrar la importancia de la implementa-
ción de esta prueba es que se requiere un número mucho mayor de pruebas para poder detectar 
los infrecuentes casos de donantes en ventana inmunológica, que aunque poco frecuentes, repre-
sentan un riesgo con todas las consecuencias negativas para el eventual receptor [29-31]. El número 
estimado de transfusiones potencialmente contaminadas por país y por año debido a la falta de 
pruebas de tamización en Latinoamérica, se muestra claramente en el estudio de Schmunis y Cruz 
del 2005 [25]. En Colombia en el 2002, la probabilidad de transfusiones contaminadas en 424.899 
donantes por año para HBV o HIV era de cinco y para HCV era de 14, haciendo Colombia parte 
de los tres países de Latinoamérica, junto con Guatemala y Bolivia, con mayor riesgo de contami-
nación por transfusión en un año. Lo que no deja ningún margen de duda que la puesta en marcha 
de las pruebas NAAT para las donaciones de sangre se hace obligatoria.

Como futuras perspectivas están la mayor automatización que permitirá el análisis de muestras 
individuales con el consiguiente incremento en sensibilidad y “cierre del período de ventana”. El 
ideal será entonces llegar a tener pruebas de PCR para los agentes infecciosos antes mencionados 
y poderlas realizar a todas las donaciones del banco de sangre en Colombia.
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Abstract: Introduction: with the advent of molecular nucleic acid amplification test (NAAT) 
starting in 1998 for hepatitis B virus (HBV), and later for hepatitis C virus (HCV) and human 
immunodeficiency virus (HIV), there has been an increase in the relative safety of the 
blood compared to the serological tests, and therefore a reduction in the immune window 
period has been achieved. These tests are mandatory in the United States and in other 
countries around the world. Objective: To describe the experience of NAAT for HIV, HCV 
and HBV, detect problems and implement the necessary corrective measures to improve 
blood quality in Colombia. Methods: Prospective study on blood donors of Antioquia to 
evaluate NAAT as a screening method. Results: A total of 4.890 donors and 14.670 tests 
were screened in 208 pools of plasmas. Age average of the 4.890 donors was 33 years 
(SD ±10,93), 2.667 (54,5%) were men. No positive blood units were found by NAAT for 
HIV, HBV and HCV. Conclusions: implement NAAT testing in our country requires high 
volume of samples to ensure timeliness, efficiency and effectiveness in the process. The 
short life and the urgency of platelets require continuous running of the tests. There is a 
need for trained personnel to overcome the various inconveniences that arise and to have 
a laboratory to conduct molecular diagnosis that meets interNAATional standards. 

Key words: NAAT, nucleic acid test, blood bank, transfusion, HIV, HCV, HBV.
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