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l. RESUMEN.

Esta investigacion es un aporte al conocimiento sobre el diagndstico de laboratorio
de las infecciones de transmision sexual (ITS). El estudio de las mismas es de gran
importancia por las condiciones actuales que se viven de explosion demogréafica, pobreza,
promiscuidad y comercio sexual, sobre todo en las areas urbanas. Este tipo de estudios son
mas relevantes si se efectlan en grupos sociales marginados, considerados como de alto
riesgo.

El Determine ® Sifilis TP, es una prueba para el diagnostico de sifilis en sangre,
que esta siendo utilizada actualmente en laboratorios clinicos de nuestro medio y otras
partes del mundo, por lo que se considerd conveniente evaluarla.

En primer lugar, fue seleccionada una muestra poblacional compuesta por 100
individuos del grupo social conocido como “Nifios de la Calle”, en la ciudad de
Guatemala, quienes se encuentran clasificados epidemiolégicamente como de alto riesgo,
en lo que se refiere a infecciones de transmision sexual y que acuden regularmente a la
clinica Tzité de Médicos sin Frontera Francia.

Posteriormente se efectuo el diagndstico de sifilis en las muestras de sangre, por
medio de tres pruebas: VDRL, Determine ® Sifilis TP e Immutrep ® TP-HA.

En la segunda parte de la investigacion se evalud la precisién del Determine
mediante analisis estadistico, determindndose su sensibilidad, especificidad, valores
predictivos y concordancia mediante el formato o tabla de 2 X 2, utilizando como prueba de
referencia la prueba de microaglutinacion de Treponema pallidum: Immutrep ® TP-HA.

Los resultados obtenidos indican que la prueba Determine ® tiene una
sensibilidad de 96.30 %, la especificidad es igual a 95.89 %, el valor predictivo positivo
estd en 89.66 % y el valor predictivo negativo es de 98.59 %. Todo con un indice de

confianza igual a 95 %.



La concordancia entre la prueba investigada y la prueba de referencia, establecida
por medio del indice de Kappa, fue de 0.9008 con un rango de confianza de 0.8058 a
0.9959.

El modelo estadistico de analisis utilizado, también permitié conocer que la
prevalencia de seropositividad de anticuerpos a T. pallidum para la poblacién estudiada
fue de 27 % con base en los resultados de la prueba de referencia. Esta prevalencia se
considera alta, ain para una poblacion de alto riesgo. De los veintisiete casos, solo doce
pueden ser considerados con infeccidn treponémica activa, ya que son los Unicos que
poseen un titulo de anticuerpos reaginicos superior a 1:8.

La evaluacion practicada al inmunoensayo Determine ® Sifilis indica que es un
método que identifica la presencia de infeccion por T. pallidum en la poblacion estudiada,

de manera sensible y especifica.



1. INTRODUCCION.

De las infecciones de transmision sexual (ITS), la sifilis es conocida como la “gran
simuladora” porque en sus manifestaciones clinicas, en especial en la fase secundaria,
puede parecerse a muchas otras enfermedades, cualidad que comparte con la tuberculosis.
Tal caracteristica demanda la necesidad de contar con recursos técnicos exactos para su
diagnostico.

Otros hechos relacionados con esta enfermedad, que ameritan atencién y un
diagndstico eficaz son las severas complicaciones que se presentan, si la enfermedad sigue
mas alld de la fase temprana, tales como la carga de sufrimiento, la discriminacién y las
consecuencias sociales que acarrea para el individuo que la padece.

Este panorama de la enfermedad sifilitica plantea la necesidad de adoptar medidas
para su tratamiento y control, de las cuales es fundamental la realizacion de un diagnostico
eficaz. Los aportes que se realicen en ese campo son por lo tanto importantes.

En la mayoria de los laboratorios clinicos locales se efectian pruebas no
treponémicas como el VDRL o el RPR, Utiles para realizar un tamizaje de los casos.
Estas son pruebas sensibles, pero poco especificas. La norma establecida en salud publica
es que aquellos casos que resulten positivos a las pruebas reaginicas se les efectie una
prueba de confirmacion treponémica. La alternativa es enviar la muestra a un laboratorio
de referencia para corroborar el resultado. EI método de confirmacion debe ser una prueba
estandarizada, de gran sensibilidad y especificidad. También son requisitos deseables que
tenga gran reproducibilidad, sea sencilla de ejecutar y de bajo costo. En nuestro medio se
dispone de tres métodos: la microaglutinacién con antigeno de T. pallidum (MHA-.TP),
los anticuerpos fluorescentes (FTA-ABS) vy el inmunoensayo enzimatico (ELISA), los
cuales requieren de equipo y montajes especiales, personal altamente entrenado y son de

costo elevado.



Es deseable y necesario, en especial si se trabaja con poblaciones de alto riesgo,
contar con una prueba treponémica, sencilla de ejecutar y de bajo precio, pero que sea
sensible y especifica, que tenga caracteristicas demostrables con resultados y que
concuerde con los métodos tradicionales de referencia.

Adicionalmente, muchas instituciones dedicadas al diagndstico, utilizan la prueba
Determine, sin tener a disposicion  datos sobre su sensibilidad, especificidad y
concordancia con los metodos estandar. Por tales razones fue realizado el presente

trabajo.



I1l. ANTECEDENTES.

A. Historia.
1. Perspectiva Histdrica de la Enfermedad.

A través del tiempo la sociedad ha adoptado diferentes actitudes hacia las
infecciones de transmision sexual (ITS), en especial hacia la sifilis, la cual sin lugar a
dudas, es la mas dramética de las conocidas en la antigiiedad.

La sifilis ha sido un verdadero flagelo para la humanidad y existen registros
historicos de los estragos que ha causado desde el afio 2,600 AC, durante el reinado del
emperador chino Ho Ang Ty. Hay constancia histérica sobre las ITS en el codigo
Hammurabi de Babilonia que datan del afio 2200 AC. También hay descripciones de
enfermedades venéreas, que coinciden con la sifilis en el Papiro Brugsch de la cultura
egipcia, que datan del afio 1350 AC. La enfermedad manifesto alta prevalencia durante la
edad media y el renacimiento y no fue sino hasta la década de los 40°s que empez0 a
controlarse eficazmente con el descubrimiento de la penicilina (1, 2).

Aln dentro de los profesionales de la salud existian actitudes de rechazo,
marginacion y estigma social, pasando por consideraciones moralistas y religiosas, hasta
persecuciones por parte de autoridades legislativas y politicas. Un ejemplo, la declaracion
de un miembro del Royal College of Surgeons de Londres en 1900, quien consideré a la
sifilis como una condicion proveniente del cielo y que actuaba como una restriccion a la
indulgencia por la pasién carnal Otros opinaron que la profilaxis mecanica y quimica
predisponia a una “actividad sexual ilicita”. Que solo cierta “élite” poseia el autocontrol
necesario para poder utilizar estos beneficios (3, 4).

Por su parte los pacientes han sido y se han sentido marginados. Esta el caso de
aquellos enfermos que fueron encerrados en hospitales para “endemoniados” a principios
del Siglo XX en Saint Louis Missouri.

Ejemplos de esto también se dieron en la Escocia del 1500 donde se marco a las

prostitutas con hierro candente en la mejilla.

Los primeros controles legales sobre las ITS, se dieron en Inglaterra entre los afios

1100y 1600, pero sin obtener resultados apreciables (5, 6, 7).



La palabra sifilis proviene del nombre ‘Syphilo’, pastor y protagonista del poema
del médico polifacético italiano, Geronimo Fracastoro (1478-1553), quien en el poema
relata como Syphilo fue castigado por haber erigido altares prohibidos en la montaiia.
Dicho castigo por llevar una “vida inmoral y llena de vicios” consistio en padecer una
nueva, terrible y desconocida enfermedad, llamada sifilis a partir de ese momento y
descrita de manera magistral y didactica por Fracastoro. Por sus ensayos sobre temas
médicos se le considera el padre de la epidemiologia. De hecho fue la primera vez que
se eshozaba la primera teoria racional de la naturaleza de las infecciones

Entre los personajes famosos de la Historia de la civilizacion occidental se pueden
mencionar algunos emperadores romanos como Tiberio y Caligula. En la edad media y
el Renacimiento, a los Papas Julio Il, contemporaneo de Miguel Angel, y al Papa

Alejandro VI (Rodrigo Borja). Al navegante Cristdbal Coldn y a los conquistadores
Hernan Cortez y Diego de Almagro. A reyes y emperadores como el rey Carlos VIII, El
Afable y a Napoledn en Francia. A Pedro I, al Zar lvan El Terrible y a Catalina La
Grande en Rusia. De la familia Hamburgo se pueden citar a Felipe Il y Felipe 1V de
Espafa y otros de la rama austriaca. Un ejemplo de como esta enfermedad alteré la
historia de un pueblo, es el caso del rey Enrique VIII de Inglaterra, quién la padecio y
transmitid a sus descendientes, Eduardo V (1537-1553) y su sucesora Maria Tudor
(1556 —1598).
Era  tan usual presentar sifilis en el siglo XVI que el humanista Erasmo de
Rotterdam (1469-1536), decia cinicamente: “Un hombre noble sin sifilis 0 no era

demasiado noble 0 no era demasiado hombre”.

Entre los artistas de la misica se puede mencionara a Franz List, Wolfang Amadeus
Mozart y Robert Schumann, los dos ultimos fallecidos por envenenamiento por tratamiento
con mercurio. También Ludwig van Beethoven y Paganini, la padecieron.

Se puede mencionar a grandes escritores como Moliere, William Shakespeare,
Charles Baudelaire, Goethe, Frederick Nietzsche, Edgar Allan Poe y Oscar Wilde. El
cientifico y naturista Charles Darwin.

También pintores famosos como Alberto Durero, Vicente Van Gogh, Edouard

Manet y el espafiol Goya.



Algunos politicos y personajes famosos como Lord Randolph Churchill, padre de
Winston. El camarada Lenin, Hitler, Mussolini, Abraham Lincoln, Tomas Woodrow
Wilson, Howard Hughes y Alfonso Capone.

Es interesante sefialar que para 1910, la prevalencia de sifilis en Europa y sus 32
centros urbanos con mas de medio millén de habitantes cada uno, era del 10 %, lo que

representaba 1.5 millones de casos (8 - 10).

2. Aspectos Historicos del Diagndstico.

A mediados 1800, el investigador francés Philip Record separ6 los conceptos de
sifilis y gonorrea, como entidades patologicas y documento los tres estadios (11).

El diagndstico de sifilis ha sido dificultoso por afios, porque el T. pallidum no es
facilmente cultivable y no es posible identificarlo por simples coloraciones de laboratorio.

Al agente causal de la sifilis se le designaba como Spirocheta pallida, hasta que en
1905 los investigadores Fritz Schaudinny Erich Hoffman, lo describieron y designaron
como Treponema pallidum, ellos utilizaron una modificacion de la coloracion de Giemsa,
de material de lesiones de individuos que presentaban chancros. Fue Cole en 1909 quien
describid el uso de la iluminacion en campo oscuro para el examen de las espiroquetas, esto
permiti6 describir su movilidad caracteristica. En la actualidad el examen de campo oscuro
es un metodo todavia utilizado (12, 13).

En relacion al examen microscopico directo, una de las meétodos mas recientes es el
de anticuerpos fluorescentes, modificado por el uso de anticuerpos monoclonales y micro
técnicas de cortes histoldgicos, lo que ha permitido desarrollar la prueba directa de
anticuerpos en tejidos conocida como DFAT-TP (14).

Wasserman en 1906 fue el primero en aplicar métodos serologicos al diagnostico
de la enfermedad y cuarenta afios después, las investigaciones del Venereal Disease
Research Laboratory produjeron el antigeno no treponémico mas utilizado en la actualidad,
el cual esta constituido por cardiolipina purificada, lecitina pura y colesterol, en solucién
etanolica en las proporciones adecuadas. Mezclado todo en solucion salina tamponada al 1

%, recibio el nombre de reagina en 1946. Este método conocido como VDRL es una



prueba de floculacion por el principio del procedimiento. El antigeno tipo cardiolipina
reacciona con anticuerpos no treponémico e inespecificos derivados de las células dafadas
del huésped por los treponemas (15, 16).

Otras pruebas no treponémicas derivadas del VDRL han venido surgiendo, como el
USR (Unheated Serum Reagin) en la cual ya no se inactiva el complemento por
calentamiento. También estd el RPR (Rapid Reagin Plasma) con la variante que utiliza
plasma como muestra y particulas de carbon para absorber el antigeno. Luego se puede
mencionar el “TRUST” (Toluine Red Unheated Test) con la modificacion de usar el
colorante rojo toluidina para visualizar la aglutinacion de las particulas (17). Por Gltimo y
dentro de este tipo de pruebas basadas en antigeno reaginico, esta un método indirecto
combinado con un ensayo enzimatico inmunoabsorbente, tipo ELISA, muy util para
trabajar volumenes grandes de muestras, porque posibilita la automatizacién (18).

Situados en la historia de las pruebas seroldgicas treponémicas, el primer paso que
se dio fue cuando se utilizd por primera vez un antigeno derivado de treponemas en una
prueba diagnostica, la “Treponemal Pallidum Inmobilization” (TPI) en 1949. Esto fue un
gran adelanto en cuanto a la especificidad. Por dificultades técnicas y ejecucion costosa,
la TPI ha sido relegada solo a la investigacion. Pero de todas maneras constituye a la fecha
un patron de referencia. Siempre dentro de las pruebas treponémicas, posteriormente se
aplicé el principio de fijacion del complemento y el uso de un antigeno treponémico, la
proteina de Reiter, método disefiado por Kolmer, relegado despues por problemas de
especificidad (19).

Con el advenimiento de la tecnologia de anticuerpos fluorescentes en 1957 surgié
el procedimiento de anticuerpos absorbidos fluorescentes antitreponema, mejor conocido
como FTA-ABS (Fluorescent Treponemal Absortion-Antibodies), por sus siglas en inglés.
Considerado actualmente como patron de referencia por excelencia, por su sensibilidad y
especificidad. Este método ha experimentado diversos cambios tal como diferentes
diluciones de la muestra, absorcién de anticuerpos inespecificos, hasta llegar a la técnica de
doble coloracién fluorescente y uso de luz incidente que se identifica como FTA-ABS.2D
Test (20, 21).



A causa de las multiples dificultades técnicas y alto costo, han surgido otros
métodos mas sencillos de ejecutar con propiedades de sensibilidad y especificidad, que
concuerdan con el FTA-Abs. Uno de ellos es el inmunoensayo enzimatico de absorcion
conocido por sus siglas en inglés como ELISA ( Enzime Linked Immunoabsorbent Assay) ,
y que se viene utilizando desde 1975 (22). A partir de 1990 se ha determinado que el
inmunoensayo enzimatico basado en antigenos recombinantes, derivados de las proteinas
de la membrana del T. pallidum como TpN15, TpN17 y TpN47, esta entre los métodos
mas sensibles y especificos de la actualidad y permite detectar tanto IgG como IgM anti-
treponémicas (23).

Un método que se ha convertido en la mejor alternativa del FTA-ABS como prueba
de referencia es el de hemaglutinacion del T. pallidum. La primera aplicacion se efectud en
1965. Al principio la  técnica se efectuaba en tubo. Posteriormente se realizd en
microvolimenes para convertirse en el ensayo de microaglutinacion para detectar
anticuerpos a T. pallidum, conocido como TP-HA, que luego se convirtié en un juego
comercial de reactivos. Este método utilizd primero eritrocitos de carnero como
transportador de antigeno (24). Posteriormente aparecido el método conocido como
Hemagglutination Treponemal Test for Syphilis 0 HATTS, con la modalidad de eritrocitos
de pavo sensibilizados y el uso de microplacas para efectuar la reaccion (25).

El método de microaglutinacion adquirio categoria de prueba de referencia a partir
de 1977, cuando fue incluido en la guia del CDC sobre la serologia para la sifilis (26).
Ha venido sufriendo modificaciones como el uso de eritrocitos humanos del grupo O,
particulas de gel o de polimeros como vehiculos de antigeno. Esto ha disminuido
considerablemente las reacciones inespecificas de aglutinacion por presencia de anticuerpos
heterdfilos. En consecuencia TP-HA esta siendo reemplazado por Treponema pallidum
Particle Aglutination o TP-PA (27). Una alternativa de aglutinacién pasiva de particulas
para la deteccion de anticuerpos al Treponema pallidum, es conocida comercialmente como
Serodia. TP-PA. Esta prueba se basa en la utilizacion de acarreadores de particulas de

gelatina sensibilizadas con antigeno de  Treponema  pallidum purificado (cepa
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Nichols).Estas particulas sensibilizadas son aglutinadas en presencia de anticuerpos de
Treponema pallidum en el suero del paciente infectado (28).

En el presente milenio han tomado auge varias pruebas rapidas tipo inmunoensayo
cromatografico, entre ellas el Determine Syphilis TP de Abbott Laboratorios. Este tipo de
pruebas han demostrado rapidez vy facilidad en la ejecucién, asi como sensibilidad y
especificidad en su desempefio (29).

En tiempos recientes se han desarrollado nuevas metodologias con propositos de
investigacion, tales como la determinaciéon de anticuerpos tipo IgM, FTA-ABS IgM,
FTA-ABS 19S IgM vy Captia syphilis M test. Dosificar los anticuerpos IgM es util en el
diagnostico de sifilis congénita, porque esta inmunoglobulina no atraviesa la placenta y por
lo tanto no puede derivarse de la madre (30, 31).

Mas sofisticados aun son los métodos por “blotting” y aquellos basados en
biologia molecular, como el procedimiento de la “Polimerase Chain Reaction” o PCR.

El Inmmunobloting es un procedimiento que permite la deteccion de anticuerpos a
proteinas individuales, aplicado en el método Treponemal Western Blot, permite el
diagnostico de sifilis. Se viene utilizando desde la década de los 90. En una descripcion
resumida del mismo, se tiene que una vez solubilizadas las proteinas del treponema son
separadas por electroforesis segin su tamafio molecular. Ya separadas se transfieren a
membrana de nitrocelulosa la cual se deshidrata y corta en tiras, estas son incubadas con el
suero del paciente. Las reacciones antigeno-anticuerpo se visualizan agregando un
conjugado de enzima y globulina antihumana seguido de sustrato, esto produce una
reaccién de color. En la interpretacion es generalmente aceptado que la deteccion de
anticuerpos a inmunodeterminantes con masas moleculares de 15, 17, 44.5y 47 kDa, son
diagndsticos para sifilis adquirida. Estudios efectuados sugieren que este ensayo de
inmunoblot es mas sensible y especifico que el FTA-ABS (32, 33).

Por su parte en las pruebas tipo PCR se trabaja con el ADN del T. pallidum, el cual
se amplifica o replica por reaccién en cadena a la polimerasa. Este proceso de replicacion
produce un ADN mas especifico lo que practicamente elimina la posibilidad de detectar
falsos positivos. Las pruebas tipo PCR para diagnostico de sifilis tiene una especificidad

del 100% vy una sensibilidad de 79%. Son muy (Utiles en casos dificiles de diagnosticar,
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como sifilis congénita, sifilis tardia y casos de infeccion persistente en individuos que han
recibido tratamiento ineficaz (34 — 36).
3. Historia Natural de la Sifilis.

a) Prologo:
La sifilis ha constituido siempre uno de los grandes enigmas de la medicina. Es

sumamente variable en todos sus aspectos y la caracteristica de su prolongado curso
natural, hace que surjan muchas interrogantes acerca de la naturaleza de la interaccion
huésped-parasito.

En grupos de bajo status socio-econémico de la era pre-penicilina, la prevalencia del
mal alcanzo cifras del 25 %. Con frecuencia se presentaban casos de sifilis secundaria y
terciaria (37).

Desde 1945, con el descubrimiento y desarrollo de los antibidticos, a décadas mas
recientes, han disminuido considerablemente el nimero de casos de sifilis reportados, que
en su mayoria son de sifilis primaria y secundaria. Con marcada reduccién de sifilis
tardia. La incidencia de sifilis temprana a disminuido a proporciones manejables, que han
oscilado entre un 5 a 10 %, para grupos de riesgo (38).

Informacion méas detallada y reciente sobre aspectos estadisticos de la enfermedad
se puede encontrar en la seccion sobre epidemiologia.

b) Origenes de la sifilis:

En la busqueda de la explicacion sobre como la sifilis se origind y convirtié en una
pandemia, se planted inicialmente que  habia surgido en América y que con el
descubrimiento y conquista habia sido llevada a Europa y Asia. Sin embargo estas
afirmaciones no tenian ningun fundamento histérico y fueron descartadas. Surgio
entonces la teoria conocida como ambiental, la cual plante6 que todas las treponematosis
son variantes de una sola enfermedad, cuyas manifestaciones se ven modificadas por
factores ambientales, tales como la temperatura y la humedad. En su apoyo se pueden
hacer resaltar fendbmenos como el parecido existente entre el T. pallidum y el T. pertenue,
los cuales tienen estrechas similitudes antigénicas, que se han evidenciado por estudios de

hibridacion de ADN, genética molecular y microscopia electrénica. Esclarecer esta
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relatividad entre treponemas muy parecidos, es de gran importancia epidemiologica, en los
programas de erradicacion de la sifilis y otras treponematosis. Posiblemente todavia pase
mucho tiempo para que se conozca coOmo y cuando se inicid una de las grandes plagas que
han afectado a la humanidad (39).

c¢) Evolucion de la Enfermedad:

Un esquema general debe considerar el curso de la enfermedad no tratada: los
aspectos de la transmision, estadios o fases de la enfermedad y estudios experimentales
efectuados.

i- Aspectos de la transmision:

La via principal y mas frecuente de transmision es el contacto directo con las
lesiones, usualmente en la relacién sexual. El contagio también puede ocurrir via tras
placentaria o0 en una transfusién de sangre contaminada, pero de esto Gltimo se presentan
relativamente muy pocos casos.

Para que el contagio ocurra se requiere exposicion directa a la mucosa himeda o a
las lesiones cutaneas, por lo tanto solo se transmite durante los primeros afios de la
infeccion o sea en las etapas primaria y secundaria. Es una enfermedad sistémica de corto
periodo de incubacion.

La dosis minima de bacterias para iniciar una infeccion, en inoculacion
experimental es una cantidad relativamente pequefia. En tanto que el riesgo de infeccion se
estima en un 30% (40).

ii- Estadios de la enfermedad:

El estadio primario, en el cual el tipico sintoma inicial es el chancro, una lesién en
forma de Ulcera, que aparece en el sitio inicial de inoculacion, se presenta de 10 a 90 dias,
con un promedio de 21 dias. Esta lesion usualmente es aislada, pero puede ser multiple,
indolora y asociada con adenopatia local. Sana espontaneamente en unas cuantas semanas,
dejando una cicatriz y la enfermedad pasa a los siguientes estadios. Este sintoma puede
no presentarse o pasar inadvertido, especialmente en las mujeres.

El estadio secundario, que se observa a las pocas semanas 0 meses, es
manifestacion de la diseminacion del treponema por el torrente sanguineo y linfatico. Esta

es la caracteristica del segundo estadio. En €l una enfermedad variable se desarrollard que
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se caracteriza por malestar, fiebre baja, dolor de garganta, cefalea, adenopatia
generalizada y se presenta un sintoma muy frecuente, un exantema de las mucosas y la piel
de cualquier parte del cuerpo, denominado roséola sifilitica y que tipicamente se observa
mas en palmas de las manos y plantas de los pies. Si hay lesiones abiertas, son muy
contagiosas.

Hay especial interés por el papel que desempefia una posible depresion de la
respuesta inmunocelular, dentro del cuadro clinico que se presentan, tanto en la sifilis
primaria como secundaria.

La evolucion de los casos no tratados conduce al estadio terciario o sifilis tardia,
con morbilidad y mortalidad caracteristicas, es consecuencia de una amplia gama de
sintomas graves en piel, huesos, sistema nervioso central y visceras particularmente
corazon y grandes vasos. En tejido mucocutaneo y huesos se presentan alteraciones graves
denominadas gomas, que son lesiones granulomatosas destructivas. Estas manifestaciones
indican el principio de la sifilis tardia. Los sintomas pueden presentarse entre dos y
cuarenta afios. De particular interés, por las graves secuelas que acarrea al paciente, es la
neurosifilis en la que se puede presentar paralisis, meningoencefalitis, ceguera, tabés
dorsal, etc. El examen completo de LCR se hace indispensable

Las conclusiones obtenidas de estudios de evolucion natural de la sifilis son que un
33% de los casos infectados curan espontdneamente con pruebas no treponémicas no
reactivas, no asi las treponémicas que se mantienen positivas. Otra tercera parte no
desarrolla sintomas progresivos de la enfermedad y sus pruebas no treponémicas
permanecen reactivas con titulos altos. Mientras que el otro 33% si desarrolla el ciclo
completo de la enfermedad hasta la etapa de sifilis tardia. De este Gltimo tercio un 17%
presenta sifilis tardia benigna, un 8% manifiesta neurosifilis y el 8% desarrolla sifilis

cardiovascular (41 - 43).

iii. Sifilis latente.
Existe una condicion conocida como sifilis latente, que se presenta

aproximadamente en la tercera parte de las personas que adquieren la infeccion y no
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reciben tratamiento, en la cual el T. pallidum persiste en el cuerpo del paciente sin causar
sintomas o signos. Se subdivide en temprana, tardia y de categoria desconocida, basandose
en la duracion de la infeccion. Adn cuando no hay signos clinicos de la enfermedad, se

observa alguna de las siguientes condiciones:

* Ningun diagnostico pasado de sifilis, una prueba no treponémica no reactiva (v.g.
VDRL o RPR)y una prueba treponémica positiva (v.g. ELISA 0 TPHA)

*  Antecedentes de sifilis con alguna prueba no treponémica reactiva, con incremento de

orden cuadruple.

Clasificacion de la sifilis latente:

- Sifilis latente temprana: cuando el contagio ha ocurrido dentro del periodo de un afio
previo.

- Sifilis latente tardia: cuando la infeccion ha ocurrido hace mas de un afio.

- Sifilis de categoria desconocida: la fecha de la infeccién no puede ser establecida, pero
si se ha presentado en alguna ocasion positividad en alguna prueba no treponémica (44,
45).

iv. Sifilis congénita-

Una consecuencia grave de lainfeccion por T. pallidum es la sifilis congénita.
Actualmente se le esta prestando cuidadosa atencion en los programas serios de atencion en
salud materno-infantil. Esta se presenta cuando el T. pallidum atraviesa la barrera
placentaria a partir del tercer o cuarto mes de gestacion, produciendo enfermedad fetal. Por
tal razon el control prenatal de anticuerpos en la madre es una norma establecida en todos
los paises. La mejor muestra para evaluar el riesgo fetal es el suero materno.

Para el caso de un neonato sin sintomatologia a la sifilis, pero en condicion de
riesgo a enfermedad sifilitica, lo indicado es hacer el examen completo de LCR En la
siguiente tabla se resumen algunos aspectos sobre los estadios y sintomatologia de la
sifilis. (46 - 48).
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Tabla No. 1.Estadiosy Sintomas de la Sifilis
Estadio
Primario Secundario | Latente Latente Terciario
Precoz Tardio
Tiempo |3 semanasa3 Seis semanas | Uno o dos De dos a Diez a veinte afios
meses
a seis meses | Afios veinte afios
Media de 21 dias
Serologia | Variable Positiva Variable Variable Variable
Sintomas | Chancro unico o | Roseola Asintomatico. Asintomatico | Gummas
sifilitica.
multiple. Recaidas ¢Curacion Neurosifilis
Papulas.
Linfadenopatia En el 25% espontanea? | Cardiovasc.
Lesiones
regional.
musculares.
Alteraciones del
Condilomas.
LCR en el 40%.
Alopecia.

A partir del tercer mes de gestacion, posibilidad de afectacion fetal.
Tomado de (47)
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v- Estudios experimentales:

Para conocer mejor el curso natural de la enfermedad, se han efectuado estudios de
poblacién. EI de mas renombre es el conocido como Estudio de Oslo  (1890-1910)
realizada por el profesor Boeck, cuyo objetivo era conocer las manifestaciones clinicas
de pacientes voluntarios sin tratamiento. Las terapias disponibles en 1890 como los
mercuriales llegaban a ser mas perjudiciales, por su toxicidad, que la misma sifilis. La
continuacién del estudio por Gjestland, quién lo convirtié en un estudio prospectivo sobre

1978 pacientes, produjo los mejores frutos de la investigacion (49).

vi- Estudio de la enfermedad en la era de los antibioticos hasta décadas recientes.

Ningun estudio similar al de Oslo, se ha llevado a cabo en los ultimos afios, en
parte a causa de la efectividad de la Penicilina, ya que previene los estadios subsiguientes.
Investigaciones efectuadas en Estados Unidos por el US Public Health Service de 1947 a
1977, sobre aspectos epidemioldgicos, indican que ocurrié activacion de sifilis temprana
enlos 50°s y otro ligero incremento en los 60°s y los 70’s.

Como consecuencia de las investigaciones iniciadas en las décadas de los 30 y los
40 en Tuskegee, Alabama, ya mencionadas en la descripcion del curso de la enfermedad no
tratada, ha surgido un programa de investigacion y servicio social sobre las ITS, con
énfasis en la sifilis y auspiciado por el United States Public Health Service ( USPHS)

siempre con sede en Alabama (50 -52)

B. Agente Etioldgico.
I. Clasificacion Taxondmica: Treponema pallidum
reino:  Bacteria
clase: Spirochaetes
orden : Spirochaetalis.
familia: Spirochaetaceae.
género : Treponema.

especie : pallidum.
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Las espiroquetas son un grupo de bacterias con forma de espiral similar a un
tirabuzon. Las especies patdgenas se encuentran en tres géneros:
Borrelia, Leptospira y Treponema. Dentro de este Gltimo género hay tres especimenes
patdgenos para el hombre: a) el propio Treponema pallidum subesp. pallidum, causante de
la sifilis venérea ; b) el T. pallidum subesp. pertenue que causa el pian o frambesia vy c) el
T. pallidum subesp. Endemicum produce la sifilis endémica o bejel. La enfermedad
conocida como pinta o carata es producida por otra especie el Treponema carateum.

Los tres especimenes del T. pallidum son muy dificiles de diferenciar por los
métodos tradicionales de laboratorio, antigénicamente son practicamente iguales y no es
posible cultivarlos.

La frambesia o pian y la pinta son dos enfermedades endémicas en poblaciones de

climas tropicales (53) .

2. Aspectos Morfologicos de los Treponemas:

Son microscopicos, invisibles a la microscopia directa, visibles solo por medio de
coloraciones especiales, como la de Fontana o utilizando iluminacion y  microscopia de
campo 0Scuro.

Su pared y membrana celulares son similares a otras bacterias gram negativas y
como tales reaccionan a esta coloracion, pero por ser muy delgados caen fuera del punto de
resolucion de la microscopia convencional. EI T. pallidum subesp. Pallidum, denominado
de acé en adelante solamente como Treponema pallidum, esta constituido por las siguientes
estructuras principales: una membrana exterior, fibrillas o filamentos axiales, discos de
insercion, capa de peptidoglicano, membrana citoplasmatica, tdbulo citoplasméaticos o
cilindro protoplasmatico y ribosomas.

No es posible cultivarlo en los medios convencionales, pero pueden preservarse de
4 a 7dias a 25° C, en condiciones anaerdbicas, en un medio enriquecido con albumina,
bicarbonato de sodio, piruvato, cisteina y suero bovino. Se propaga bien en cultivos de
células, como el caso de la cepa virulenta de Nichols, por medio de inoculacion intra

testicular en conejo (54 — 56).
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3. Patogenia.

Posee como factor de virulencia la capacidad de fijarse a las células del hospedador
en piel 0 mucosas y alcanzar los tejidos sub-epiteliales a través de lesiones inaparentes o
quizés a través de las celulas dando lugar a una lesion primaria. Se disemina por sangre
uniéndose al epitelio vascular secretando una sustancia similar al muco polisacarido de los
tejidos del hospedador camuflando de esta manera el antigeno y pasando asi al espacio
perivascular donde produce destruccién de los vasos, la infeccion causa endarteritis
(inflamacion del revestimiento de las arterias) o endocarditis obliterante, inhibicion del
aporte sanguineo y ulceracion. Estos factores dan lugar al chancro, en donde ocurre
sucesivamente necrosis y destruccion progresiva del tejido. Hay posterior diseminacion

por los vasos sanguineos a todo el cuerpo. (57, 58).

C. Epidemiologia.
1. Generalidades

Casi todos los casos de sifilis aparecen después de un contacto sexual con lesiones
infecciosas. Otras maneras de contagio menos frecuentes son la exposicién intrauterina y la
transfusion sanguinea.

Un paciente con sifilis y sin tratamiento es una amenaza para él mismo, por las
severas secuelas de la enfermedad y es un peligro de contagio para otras personas.

Para formarse una idea de como estuvo la situacion epidemioldgica en el mundo al
final del pasado milenio se citan datos provenientes de los Estados Unidos que indican un
promedio de 40,000 casos anuales en el periodo de 1985 a 1990, casi exclusivamente casos
de sifilis temprana. La infeccion es dos veces mas frecuente en hombres que en
mujeres jovenes, afecta mas a la raza afro-americana, sobre todo en zonas urbanas y es
una enfermedad de riesgo en relacion a prostitutas, homosexuales, bisexuales y sus
parejas (59).

2. Medidas para el Control de la Sifilis:
a) Que todos los contactos de casos diagnosticados sean examinados por espacio de

tres meses previos al aparecimiento del chancro en el paciente infectado.


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Mucopolisacarido&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Endocarditis_obliterante&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Ulceracion&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Chancro&action=edit&redlink=1
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b) En caso de sifilis secundaria, todos los posibles contactos deben ser examinados
tengan o no el chancro, por periodo de un afio hasta obtener un diagnostico
definitivo.

c) Establecer tratamiento después de efectuado el diagnostico, sin embargo si
ocurrio un contacto con una persona infectada, el tratamiento para la segunda
persona debe instituirse inmediatamente con o sin diagnéstico, considerando un
periodo de un afio atrds (60, 61).

3. Factores que influyen en la difusion de la enfermedad:

La cuestion del por qué wunas personas se contagian y otras no, es imposible
resolverla solo por caracteristicas sociodemogréaficas. Para contestar esto deben ser
estudiadas otras variables tales como: fendomenos socioculturales, estructura social,
caracteristicas socio psicolégicas y la forma como estos factores influyen en la conducta de
las personas. Importantes factores a considerar podrian ser:

a) Considerar que el fendmeno es dinamico y que hay retroalimentacion.

b) Abordar el problema considerando a las parejas y no a los individuos.

c) Analizar los mensajes que la poblacién afectada recibe y cuéles son sus respuestas.

4. Otros datos de importancia epidemiologica:

a) La sifilis no es una enfermedad muy contagiosa, la probabilidad de adquirirla de una

persona infectada esde 1 a 10.

b) Individuos que padecen de enfermedades venéreas, han tenido por lo menos cinco

contactos sexuales durante un periodo corto de tiempo.

c) De los grupos de riesgo los drogadictos estan en primer lugar y dentro de ellos la

prostitucion por drogas o dinero para conseguirlas, es un factor epidemioldgico

muy importante (62).

5. Medidas para el control de los brotes, sugeridas por los Centros de Control de
Enfermedades de Estados Unidos de Norte América ( CDC) .

a) Vigilancia sobre la informacion recopilada;

b) Generacién de hipdtesis;

c) Evaluacion de la Salud Publica, servicios clinicos y servicios de laboratorio (63).
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6. Estrategias adoptadas para erradicarla, en paises desarrollados:
En Estados Unidos de Norteamérica existe un plan nacional para erradicar la sifilis para
el afio 2005, objetivo que ya ha sido alcanzado en otros paises desarrollados en Europa.
El Plan propone las siguientes estrategias a seguir:

a) Reforzar la vigilancia epidemiolégica.

b) Involucrar a la sociedad y que la intervencidn sea desde el punto de vista de pareja.

c) Répida respuesta a brotes epidémicos.

d) Intensa promocion en salud (64).

7. Papel del laboratorio clinico en el control epidemiologico:

El servicio de laboratorio es parte importante del grupo de salud en el manejo de los
brotes y su papel fundamental deberd consistir en efectuar las pruebas de confirmacion de
diagndsticos clinicos, deteccion temprana de casos y estudios de tamizaje. Este servicio
debe comprometerse en implementar un programa completo de pruebas que incluya lo
siguiente:

a) Examen de especimenes de Ulceras genitales por microscopia de campo oscuro para
detectar los treponemas.

b) Pruebas tamiz tipo VDRL o0 RPR, esenciales en el diagnostico y control de
del tratamiento.

c) Contar con una prueba treponémica al alcance o de facil referencia (65).

8. Aspectos relevantes sobre el control epidemioldgico y estadisticas recientes en
Estados Unidos:

Como parte del control de los focos endémicos de sifilis, se han ensayado con
buenos resultados métodos de mercadeo y comunicacion por redes. Con esto se ha logrado
identificar nucleos de infeccion y mejor acceso a los pacientes (66).

Un hecho de gran importancia actual es la relacion existente entre el VIH vy las ITS
ulcerativas como la sifilis, el herpes simple y el chancro blando, ya que se reconoce que la
patogénesis de estas determina una prevalencia mas alta del letal virus. Esto a causa del
trauma de la piel que facilita el acceso del VIH a los capilares y a las celulas

inflamatorias, blanco del virus (67 — 69).
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Respecto a cifras, se presentan en primer término datos de todo el territorio de los
estados Unidos y las consideraciones sobre dicha informacion, pues ahi se cuenta con
suficiente informacion estadistica confiable, es un pais desarrollado y existe una relacion
cultural y cientifica estrecha.

Para estos reportes se han tomado como base para los célculos, los censos
poblacionales disponibles mas recientes, al tiempo de las publicaciones.

Datos provenientes del Programa Nacional de Vigilancia, indican que las tasas de
incidencia, 0 sea nuevos casos sobre 100,000 habitantes, en sifilis primaria y secundaria
reportadas, decrecieron durante los afios 90s y alcanzaron su punto mas bajo durante el afio
2000, desde que se iniciaron los reportes en 1941. Sin embargo el numero de casos se han
incrementado paulatinamente en los primeros afios del presente milenio (70).

A continuacién se presenta la situacion en los grandes centros urbanos de EUA,

para poder observar los cambios que se dan en las grandes ciudades.

TABLA 2. Sifilis en todos sus Estadios. Casosy Tasas Reportados en Areas Estadisticas
Metropolitanas ( MSAs: Metropolitan Statistical Areas). Estados Unidos. Periodo del 2002
al 2006. Resumen.

ARO CASOS TASA/ 100,000 h (*)
2002 24,346 16.1
2003 26,233 16.8
2004 25,554 16.2
2005 25,859 16.2
2006 28,681 18.0

Datos tomados de (71) & (72)

(*): Las tasa son de 50 MSAs (Metropolitan Statistical Areas), las cuales son las
ciudades mas populosas de los Estados Unidos de Norte América, segun  censos

poblacionales del afio 2000.
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Se puede observar que el numero de casos se ha incrementado paulatinamente
durante el periodo 2002 — 2006. En las Areas Metropolitanas las tasas de incremento son
mucho mayores que las de todo el pais (71).

Para més informacion de como se encuentra la situacion actual de la sifilis en el
mundo desarrollado. Se muestran estadisticas, a nivel nacional, recopiladas por los Centros
de Control de Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos de Norteamérica, registradas en

las Tablas 2 y 3. Y también se representan mas adelante en las Figuras 1 y 2.

Tabla 3.
TABLA No. 3. Casos y tasas de sifilis laria. & 2aria. Estados Unidos.
Periodo del 2000 al 2008
ANO No. De CASOS TASA
2000 5,979 2.1
2001 6,103 2.1
2002 6,862 2.4
2003 7,177 2.5
2004 7,980 2.7
2005 8,724 2.9
2006 9,756 3.3
2007 11,466 3.8
2008 13,500 4.5

Datos tomados de (73, 74).

Para citar mas ejemplos en afios subsiguientes, se puede observar en la Tabla 3,
como se presentan, numero de casos y tasas en el periodo 2000 — 2008. Se observa por
que en el aflo 2006 los casos de sifilis primaria y secundaria, reportados en las clinicas
del CDC, se incrementaron a 9,756, de los 8,724 casos en el 2005. Lo cual representa un
incremento del 11.8 %. Esto significa que la tasa de sifilis en EUA fue 13.8 % més alta, en
el 2006 que en el 2005. Lo cual se traduce en 3.3 casos versus 2.9 casos / 100,000

habitantes, respectivamente. Los incrementos continGan en los afios subsiguientes 2007
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no obstante los esfuerzosy planes por erradicar la sifilis en los Estados

Unidos (73, 74).

Parte de la informacion de las Tablas 2 y 3 se representan graficamente a

continuacion en las Figuras 1y 2 respectivamente.

Figura 1: Sifilis Primaria y Secundaria: Tasas reportadas en Estados Unidos. Periodo

1970 — 2006. Y la meta de erradicacién para el 2010.

Tasa (por cada 100,000 h)
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Nota: La meta de erradicacion de la sifilis para el 2010 es 0.2
casos por 100,000 h. de poblacion.
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Figura 2: Sifilis primaria y secundaria- Tasas: Total y por Sexo: Estados Unidos,
1988-2007 v la meta de personas saludables 2010.

Tasa por cada 100,000h
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Nota: La meta de erradicacion de la sifilis para el 2010 es
0.2 casos por 100,000 h. de poblacion.
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Se pueden hacer algunas consideraciones generales sobre la sifilis en los Estados
Unidos, segun los datos presentados anteriormente y que proporcionan un perfil:

La tasa de sifilis primaria y secundaria reportada en los Estados unidos decrecid
durante los afios 90s y en el afio 2000. También puede observarse que tuvo su valor mas
bajo desde que se iniciaron los reportes en 1941.

Por aparte también se reportd en este estudio del CDC, que durante el periodo
2005- 2006 se incrementd el numero de casos reportados de sifilis latente temprana en un
12.4 %, esto es de 8,176 casos a 9,186. Mientras que la sifilis tardia y latente tardia se
incremento en un 9.95%, esto es de 16,049 a 17,644.

En tanto que el numero total de casos de sifilis (primaria, secundaria, latente
temprana, tardia, latente tardia y congenita) tuvo un incremento de 11.0%, esto es de
33,288 casos subid a 36,935.

Finalmente, se presenta a continuacion en la Tabla 4, los casos reportados por

clinicas ajenas a los sitios administrados por el CDC

Tabla 4. Sifilis Primaria y Secundaria — Casos reportados por sexo. Origen del reporte:
Estados Unidos, 1999-2006.

Hombre Mujeres Total

Non=SID STD Fuente Non-STD STD Fuente Non-STD STD Fuente
Fuente Fuente Fuente

0,

Afo  Casos % Casos | % | Casos % [ Casos | % | Casos % | Casos | %
1999 1,610 |42 2,224 58| 1,352 49| 1,425 51| 2,964 451 3,652 | 55
2000 1,565 |44 (1,967 56 | 1,193 49 1 1,252 51| 2,758 46 | 3,221 | 54
2001 2,099 |51 (2,035 49 | 1,025 521942 48 | 3,125 5112978 | 49
2002 3,132 |59 2,135 41 | 869 55| 725 45 | 4,001 58 2,861 | 42
2003 3,979 (67| 1,886 32| 741 61 | 444 36 | 4,722 662,331 | 32
2004 4,374 | 65| 2,244 331|762 61 | 477 38 | 5,137 64 | 2,722 | 34
2005 5,031 |68 | 2,222 30| 853 64 | 463 355,885 67 12,686 | 31
2006 5,447 |66 | 2,630 32| 890 61 | 531 36 | 6,340 65| 3,163 | 32

Datos

tomados de (73, 74).
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Las proporciones de sifilis primaria y secundaria reportadas por otras clinicas fuera
del control del CDC-STD aumentaron de 1999 al 2006. En el caso de los hombres el
incremento fue de 42 % al 66% y para mujeres del 49% al 61%.

La suma de datos totales, no coincide a veces, porque hubo pérdida de informacion
en las clinicas que no pertenecen a los programas del CDC-STD.

Por aparte se han efectuado estudios en grupos de riesgo, segun investigaciones
especificas del CDC, los mayores incrementos se observan en ciertos grupos sociales
como el de hombres que tienen sexo con hombres, en los casos de sifilis congénita y en
neonatos (75).

Para tratar de resolver la situacion, en el 2006 el CDC retoma el Plan Nacional para
eliminar la sifilis de los Estados Unidos. Los objetivos inmediatos para el afio 2010 son
primero reducir la tasa de sifilis primaria y secundaria a 2.2 casos/ 100,000 H., segundo
reducir la sifilis congénita a 3.9 casos/100,000. vy tercero llevar la relacion de casos de
sifilis de raza negra y raza blanca a una proporcion de 3:1 (76).

9. Situacion de la enfermedad en Guatemala:

En nuestro medio el problema de la sifilis es practicamente endémico, aunque la
incidencia no es muy alta, segun datos proveniente de la Direccion General del Ministerio
de Salud. La informacién recabada se presenta en la siguiente tabla:

Tabla 5. NUmero de casos por afio. Ciudad de Guatemala

ANO No. De Casos Positivos al VDRL
1998 450
1999 513
2000 365

Tomado de: (77, 78).

Los datos fueron obtenidos de la poblacion que acude a los Centros de Salud, para
solicitar la Tarjeta de Sanidad, la cual es exigida al solicitar trabajo en comercios e
instituciones en donde hay atencidn directa al publico. Situacion en la que les es solicitado
el resultado de la prueba de la cardiolipina. Se les efectud la prueba del VDRL. La fuente

no especifica si se realizé alguna prueba de confirmacion (77, 78).
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En los tres afios subsiguientes lo mas relevante fueron dos estudios efectuados por el
MSPAS (Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social y la ASI ( Asociacion de Salud
Integral ). El primero se efectué sobre prevalenciade VIH e ITS en TCS (trabajadoras
comerciales del sexo), en las ciudades de Guatemala, en Puerto. San José, Escuintla y en
Puerto Barrios, 1zabal. Esto entre octubre del 2001 y Enero del 2002, sobre un total de
536 mujeres. La prevalencia encontrada para sifilis fue del 10 %. Se efectué primero la
prueba tamiz del RPR y se confirmaron los positivos con MHA-TP (79, 80).

El segundo estudio realizado, similar al anterior, se hizo en HSH (Hombres que
tienen Sexo con otros Hombres), en el mismo periodo de tiempo, siempre por parte del
MSPAS a través de su Programa Nacional de Control y Transmision de ITS / VIH / SIDA.
Se encontré que la prevalencia de sifilis en 165 individuos fue igual al 13.3 %. Como
pruebas diagnosticas se recurrio al RPR como prueba preliminar de diagndstico y al
MHA-TP como prueba de confirmacion (81).

Otros datos provenientes del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social
(MSPAS) y el Centro Nacional de Vigilancia Epidemiologica y el Sistema de Informacion

de Salud republica de Guatemala (SIGSA) se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6. Casos de Sifilis todos sus estadios y Sifilis Congénita. Rep. De Guatemala

Afio Sifilis Numero Sifilis Congénita
Total de Casos No. Total de Casos

2004 454 15

2005 343 42

2006 298 95

Tomado de (82, 83).
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Como una critica constructiva, ciertamente puede decirse que la forma como el
Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social ( MSPAS) maneja la situacion y la
informacién de la sifilis es deficiente. No hay informacién completa sobre el método de
laboratorio empleado para identificar los casos y tampoco hay datos suficientes sobre
realizacion de pruebas de confirmacion.

Por otra parte, el Centro Nacional de Vigilancia Epidemioldgica del MSPAS, no
facilitan la informacion o las personas que la manejan no es facil localizarlas. Esta es una
informacion que deberia estar disponible al pablico.

La informacion disponible en Internet del MSPAS, es incompleta y desordenada.
Todo el mundo sabe que la Cardiolipina 0 VDRL es una prueba que se exige para obtener
la llamada Tarjeta de Sanidad, pero sobre la cantidad de pruebas efectuadas a la fecha, no

hay informacion completa en la WEB y mucho menos de los resultados de esas pruebas.

D. Pruebas de Laboratorio en Sangre.
A continuacién se describen las generalidades de los métodos y técnicas de
diagnostico de laboratorio, principalmente los utilizados en esta investigacion.
Dependiendo del estadio de la enfermedad, si es primario, secundario o mas
avanzado, existen dos clases de métodos: el de microscopia directa para visualizar e
identificar la presencia de treponemas principalmente para el estadio primario y los

métodos seroldgicos para sifilis en sangre en todos los estadios.

1. Microscopia Directa.

Puede hacerse por coloraciones como la de Fontana, el método del campo oscuro o
mediante técnicas de anticuerpo fluorescente. Esta ultima es por la observacion directa
de anticuerpos fluorescentes al Treponema pallidum. EI método es conocido como DFA-
TP: Direct Fluorescent Antibody — Treponema Pallidum (Fluorescencia Directa de
Anticuerpos al T.P.). Utiliza anticuerpos al T.P. conjugados a fluoresceina. Por la

naturaleza de esta investigacion estos metodos no se entraran a considerar en detalle (84).
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2. Meétodos Serologicos:

Las pruebas serologicas permanecen como el método de eleccion para el
diagndstico de sifilis. La infeccion del T. pallidum produce diferentes patrones de
respuesta inmunologica.

Las pruebas se subdividen en dos grupos, las no treponémicas y las treponémicas y

el principio de ambas es la basqueda de anticuerpos contra el T. pallidum.

a) Pruebas no treponémicas:

Su fundamento es la investigacion de anticuerpos tipo reagina. La prueba
clasica es el VDRL o Venereal Disease Research Laboratory. En ella  estan basadas
todas las pruebas no treponémicas. En esta clase de pruebas, anticuerpos a antigenos tipo
fosfolipidos ligados a la superficie de los treponemas, tienen una reaccion cruzada con
antigenos cardiolipinicos mamiferos. Los ensayos de floculacion para detectar estos
anticuerpos a los fosfolipidos, han sido desarrollados como pruebas no especificas de
tamizaje, tales como la prueba VDRL, su modificacion el USR (Unheated Serum Reagin)
y el ensayo Rapid Plasma Reagin 0 RPR.

El tipo de reaccion observado es el de floculacion en la cual se observan particulas
suspendidas, que pueden o no aglutinar, que flotan en el liquido de reaccion.

Como ventajas de este tipo de pruebas, se tiene que son de ejecucion sencilla,
rapidas, baratas y tiene excelente sensibilidad, especialmente en sifilis primaria.

Entre sus desventajas se pueden sefialar que no se pueden usar en sangre completa,
el VDRL requiere el uso de un microscopio, en tanto que el RPR utiliza un rotador en sus
procedimientos. Ambos pueden producir con cierta frecuencia resultados falsos-positivos.
Pueden ocurrir reacciones cruzadas con otras treponematosis diferentes de la sifilis. Y
resultados falsos — negativos se pueden presentar por el fendmeno de pro-zona por exceso
de anticuerpo.

En las técnicas modificadas actuales ya no es necesario desactivar el complemento,
como tenia que hacerse anteriormente. Existen modificaciones a la  técnica del

VDRL, como es la observacién macroscépica en el RPR, de amplio uso.
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Dentro de las pruebas no treponémicas la prueba VDRL en LCR es la prueba mas
conocida para el diagnostico de la neurosiflis, por su sencillez de ejecucién, sensibilidad y
bajo costo.

En el VDRL el antigeno que se utiliza estd compuesto principalmente de
cardiolipina, colesterol y lecitina. Este antigeno detecta anticuerpos tipo IgG e IgM,
clase antilipidos, por la naturaleza lipidica de la pared celular del treponema. (85 — 88)

La variante utilizada fue una modificacion del VDRL, conocida en el mercado como
Omega ® Immutrep de Merck (89) y esta en la categoria conocida como USR.

i- Caracteristicas y cualidades de las pruebas no treponémicas desde el punto de vista
diagnostico:

e Clinicamente indicadas en cualquier caso en gque se sospeche un caso de sifilis.

e Los anticuerpos humorales pueden ser detectados con seguridad después de un
lapso de una a cuatro semanas después del contagio. Sin embargo después de 8
semanas todas las pruebas tipo VDRL o RPR deben ser positivas.

e La sintomatologia de la sifilis secundaria es muy variable, s6lo un VDRL o RPR
puede hacer diagndstico diferencial.

e La determinacion de titulos de anticuerpos, con este tipo de pruebas, permiten
controlar el curso de la enfermedad, el tratamiento y hacer pronostico.

ii- Interpretacion de las pruebas no treponémicas: la evaluacion de los datos se basara
en los siguientes aspectos:

e En una poblacién de bajo riesgo, todo resultado reactivo debe ser confirmado con
una prueba treponémica; puede tratarse de un resultado positivo-falso.

e Considerar siempre el estadio de la enfermedad.

e Ensifilis primaria temprana, un 30% dara un resultado no reactivo. Un resultado no
reactivo después de 3 meses excluye el diagnostico de sifilis primaria

e En sifilis secundaria, 99 % de los pacientes daran resultados reactivos con titulos
arriba de 1:16.
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Pacientes con pruebas reactivas tanto no treponémicas como treponémicas en
ausencia de un cuadro o historial clinico sugestivo, se deberan considerar como

casos de sifilis latente y debera seguirseles un protocolo especifico.

ii- Recomendaciones en la ejecucion de este tipo de pruebas:

Sequir al pie de la letra las indicaciones del método.

De preferencia siempre trabajar con suero y usar EDTA como anticoagulante, si
fuese necesario utilizar alguno.

Efectuar un control de calidad de los reactivos utilizados.

Saber y tomar en cuenta, que si se trabaja con plasma o liquido del cordén umbilical
puede haber problemas.

Controlar el fendmeno de pro-zona, para sueros con anticuerpos altos.

Considerar que existe de 1 a 2% de positivos-falsos dentro de la poblacion en
general.

Drogadiccion por via endovenosa da un 10 % de falsos-positivos.

Utilizar solo una clase de prueba en monitoreo de pacientes

iv - Notas tecnicas sobre el procedimiento del VDRL.:

Utiliza un agitador rotatorio de 180 ciclos por minuto (*), que describa un circulo
de 2 cm de diametro, en un plano horizontal.

(*) El prototipo es el distribuido por Scientific Products American Hospital Supply
Company.

Emplear placas de vidrio con anillos de cerdmica que limitan circulos a 14 mm de
didmetro.

Para la interpretacion del resultado de la floculacion, se sugiere el siguiente

esquema:

Negativa = ninguna reaccién o ligeras irregularidades.
Dudoso = leve o ligera rugosidad.

Positivo débil = acumulos pequefios.

Positivo = acumulos medianos o grandes (90 — 92).
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b) Pruebas treponémicas.

La caracteristica esencial de este tipo de pruebas es que utilizan antigenos
derivados de treponemas, entre los que se pueden citar por mas conocidos: la cepa de
Reiter y la de Nicholson, ambas del T. pallidum. La de Reiter se origin6é en 1922, es
factible de reproducirse en medios de cultivo, se considera no patégena para el hombre y
los animales. En su estructura posee una proteina, carbohidratos y dos fracciones
lipoides. Posee gran especificidad y sensibilidad.

La cepa de Nicholson fue aislada en 1912 y solo se conserva por pasajes seriados en
animales de experimentacion. Se considera patdgena para el hombre y uno de sus usos mas
comunes es la prueba del TPI. Su estructura quimica es similar (93, 94).

De los metodos treponémicos existentes fueron seleccionados para esta
investigacion la microhemaglutinacion (MHA-TP) y la inmunocromatografia en placa

absorbente, también conocido como inmunoensayo cromatografico.

I- La prueba MHA-TP: Micro Hemoaglutinacion del Treponema pallidum :

Esta basada en el principio de microaglutinacion y el método original utiliza
eritrocitos de carnero como soporte del antigeno T. pallidum. EI suero del paciente se
mezcla con un diluyente-absorbente hecho a base de treponemas de Reiter, mas tampones
estabilizadores.

El suero se coloca en la microplaca y se agregan los eritrocitos sensibilizados con el
antigeno. Aquellos sueros que contengan anticuerpos reaccionaran con estas células para
formar una fina capa de eritrocitos en el fondo de la microcelda como sefial de reaccion
positiva. Sueros sin anticuerpos formardn un botén de eritrocitos en el centro de la
microcelda. Se corre un control de eritrocitos no sensibilizados para descartar reactividad
inespecifica.

El principio de la microhemaglutinacion en el ensayo MHA-TP establece que
cuando una muestra positiva, previamente diluida, es mezclada con los eritrocitos de
carnero sensibilizados, los anticuerpos al antigeno sensibilizante producen aglutinacion de

las células. Estas células forman un patrén caracteristico de aglutinacion en el fondo de la
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celda o pozo de una placa de titulacion denominada microplaca. En ausencia de los
anticuerpos los eritrocitos forman un boton en el fondo y centro de la celda.

De los procedimientos existentes por el método del MHA-TP, el desarrollado por
Fusizoki Laboratories en Tokio, ha dado buenos resultados por la sencillez de su ejecucion
y no necesita equipo sofisticado. Podria llegar a sustituir a las pruebas no treponémicas de
tamizaje con la ventaja de ser una prueba treponémica.

Una técnica alternativa similar, también basada en el principio de hemaglutinacion
es el Hemaglutination Treponemal Test Syphilis o HATTS. La Unica variante es que
utiliza eritrocitos de pavo. Este procedimiento fue desarrollado por los Laboratorios Difco,
Detroit, Michigan.

De este procedimiento ya han surgido modificaciones que permiten
automatizaciones. Esto permite trabajar grandes volimenes de muestras con mayor
rapidez.

La prueba de micro aglutinacion de treponemas se ha planteado como alternativa a
la absorcion de anticuerpos fluorescentes treponémicos, conocido por sus siglas en inglés
como FTA-ADs, que se considera la prueba confirmatoria por excelencia (95 - 97).

El MHA-TP guarda correlacion con el FTA-Abs, segin se observa en la

informacién de la siguiente tabla:

Tabla No 7. Comparacion entre FTA-ABS y MHA-TP.

Estadio sifilis
Test Primario Secundario Latente Tardio Especificidad
FTA-ABS 98 (93-100) 100 100 96 98 (95-99)
MHA-TP 82 (69-90) 100 100 94 99 (98-100)

Tomado de (98, 99).
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La alternativa utilizada para realizar el diagnostico por el procedimiento de
microaglutinacion fue la prueba Immutrep ® TP-HA, de la cual se describen algunas de
sus caracteristicas con detalle, por ser la prueba seleccionada en esta investigacién como
prueba treponémica de confirmacion:

El Immutrep ® TP-HA es una prueba de hemaglutinacidon pasiva, especifica y
sensible utilizada para la deteccion de anticuerpos al Treponema pallidum en suero y
liquido cefalorraquideo.

El juego de reactivos estd constituido por eritrocitos de ganso sensibilizados al T.
pallidum tratados con acido tanico como adsorbente de antigeno y formalinizados,
eritrocitos de ganso no sensibilizados tratados con &cido tanico y formol, solucion diluyente
tamponada, suero control positivo y suero control negativo.

Este método es producido por los laboratorios Omega Diagnostics Ltda., de
Escocia, Reino Unido, con el nombre de Immutrep ® TP-HA, es una prueba de
hemaglutinacion para Treponema pallidum en el diagndstico serolégico de sifilis.

En de la caja del juego de reactivos del Immutrep ® TP-HA, viene un instructivo
inserto, en el cual se informa que con el mismo se obtuvo una sensibilidad de 98.5 %,
una especificidad de 98.6 % y una reproducibilidad del 100 % en muestreos efectuados en
diferentes centros clinicos europeos, sobre un total de 1084 personas. Segun estudio
efectuado contra otros dos ensayos para diagnostico serologico de sifilis, no especificados
(100).

ii- Método de inmunoensayo en placa cromatogréfica :
La alternativa utilizada fue la técnica Determine ® Sifilis TP.
Descripcion del ensayo:
Es un ensayo inmunocromatografico treponémico, para la detecciéon cualitativa a
simple vista, de los anticuerpos frente a los antigenos del Treponema pallidum.
La placa cromatografica tiene un extremo absorbente sefialado con una flecha, una
superficie absorbente en forma de tira a lo largo de la cual se enmarcan dos ventanas de

reaccion. La primera ventana a lo largo del trayecto es la ventana control que contiene
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todos los elementos que intervienen en la reaccion y que permite efectuar un control de
calidad de la reaccion. Separada por unos pocos centimetros esta la ventana de reaccién
del paciente que tiene adsorbidos en forma de banda los antigenos inmovilizados del
Treponema pallidum. Desde el trayecto inicial de la tira se encuentra adsorbido el
conjugado de coloide selenio de los antigenos del Treponema pallidum. Ejecucion y
principios bioldgicos del procedimiento:

e La muestra se aplica en el extremo absorbente, traspasa el area del conjugado, lo
reconstituye y se mezcla con él.

e La mezcla del suero con el conjugado de coloide selenio de los antigenos del T.
pallidum traspasa la fase sélida de la placa hasta llegar a los antigenos
inmovilizados del T. pallidum localizados en la ventana de resultados del paciente.
Entonces puede ocurrir que:

o Si los anticuerpos frente al T. pallidum estan presentes en la muestra, se
unen al coloide de selenio de los antigenos del T. pallidum y a los
antigenos del T. pallidum de la ventana de resultados del paciente. El
resultado es la formacion de una banda de color rojo en la ventana control y
otra en la ventana del paciente. Esto se interpreta como una prueba positiva.

o Si los anticuerpos frente al T. pallidum no estan presentes en la muestra, el
coloide de selenio de los antigenos del T. pallidum traspasa la ventana de
resultados del paciente y no aparece ninguna banda roja en la ventana del
paciente. Si se debe observar la banda, en la ventana de control. Esto se
interpreta como una prueba negativa.

En la caja donde vienen los reactivos de la prueba Determine ®, se encuentra
adjunta una hoja con la siguiente informacion: Instrucciones, caracteristicas del método e
informacidn sobre su especificidad y sensibilidad, ambas sefialadas en un 100 %, esto de
un estudio efectuado sobre 441 individuos. También se indica que fueron tomados como
referencia otros dos ensayos comercializados para diagndéstico serolégico de sifilis. No se
especifica cuales fueron esos ensayos de referencia. La prueba Determine ® es producida
por los laboratorios Abbott en su division de Tokio, Japony distribuida en Guatemala
por Merck, C.A (101).
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Dicha prueba ha sido sometida a diferentes evaluaciones para determinar su
viabilidad y utilidad. Una de estas evaluaciones fue la que efectu6 el SDI (Sexually
Transmitted Diseases Diagnostics Initiative), unaramade la WHO (OMS), sobre seis
pruebas o inmunoensayos rapidos, seleccionados entre veinte pruebas comercialmente
disponibles a nivel mundial. Dentro de las seis se seleccion6 al Determine ® Sifilis TP. El
propdsito de esa busqueda, era encontrar una prueba Util y factible en trabajos de campo,
en paises en desarrollo para la atencion primaria en el cuidado de la salud.

Las seis pruebas fueron evaluadas en 8 laboratorios en diferentes partes de Europa
y Africa, seleccionados por el SDI. Se trabajaron 789 muestras archivadas de suero, que
tuvieron una sensibilidad dentro de un rango de 85 a 98 % y una especificidad entre 93 y
98 %. Los resultados fueron comparados con el ensayo de hemoaglutinacion al T.
pallidum o TPHA vy con el ensayo de aglutinacion de particulas al T. pallidum o TPPA.
Ambos utilizados como estandares de referencia.

La prueba Determine Sifilis TP en particular tuvo una sensibilidad de 97.2 %,
considerada muy alta y una especificidad de 94.1%, considerada como aceptable. En
términos generales una prueba con una sensibilidad muy alta, tiene una especificidad
moderada y viceversa.

Como resultado de la investigacion del SDI, la prueba Determine ® fue
seleccionada junto con otras tres pruebas para posteriores evaluaciones sobre su factibilidad
y utilidad en trabajos de campo.

Existen en el Mercado mas de 20 compafiias que fabrican pruebas anti-
treponémicas rapidas y simples, y que pueden utilizar como muestra de trabajo, sangre
entera, suero o plasma. La mayoria utilizan tiras immunocromatograficas recubiertas de
antigenos de T. pallidum. Las reacciones de Antigeno—Anticuerpo aparecen como una
linea de color en la membrana. La mayor cantidad de estas pruebas de diagndéstico rapido
son apropiadas para su uso en la atencién primaria de salud, ya que no requieren ningln
equipo; pueden realizarse en tres o cuatro pasos; requieren una capacitacion minima; y dan
una lectura visual en 8-20 minutos. Se pueden almacenar a temperatura ambiente durante 6
a 12 mesesy el costo vade US $0.40 a $2.00.
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Evaluaciones efectuadas sugieren que algunos inmunoensayos tienen rendimiento

comparable a las pruebas de confirmacion (102, 103).

c) Pruebas treponémicas en comparacion con las no treponémicas:

e Los resultados de las pruebas treponémicas estan reservados para confirmar los
resultados de las no treponémicas y para cuando los sintomas y / o historia clinica
estén en desacuerdo con los resultados de estas ultimas.

e Las treponémicas son cualitativas y no se recomiendan para monitorear
reinfecciones ni eficacia de tratamientos.

e Los resultados de las pruebas treponémicas permanecen positivos de por vida en
el 86 % de los casos, aun después de tratamiento (104).

E. Anélisis y procedimientos para LCR.
Este andlisis est4 indicado para casos, en donde clinicamente se sospeche sifilis
latente 0 congénita.

e En primer lugar debe sefialarse que el VDRL es un buen método para su estudio por
su sencillez de ejecucion, alta sensibilidad y bajo costo.

e El propio método Immutrep ® TP-HA es Util para la deteccion de anticuerpos en
LCR. Esto puede verificarse en la literatura inserta del juego de reactivos
Immutrep.

e También puede recurrirse al método modificado de ELISA con inmunoabsorcion
previa de anticuerpos inespecificos.

e Puede utilizarse un método mas sensible y especifico como el inmunoblot,
conocido como “Western blot” que detecta anticuerpos IgG e IgM. En este método
los determinantes antigénicos del T. pallidum se separan por electroforesis en gel,
se recogen en forma de manchas (de ahi el término “blot”) en papel de
nitrocelulosa. Las manchas se incuban con la muestra problema vy luego se
detectan los anticuerpos con un conjugado enzimaticamente marcado. La

especificidad es del 90 % vy la sensibilidad superior al 80 % (105).
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F. Tratamiento de la Sifilis.

El tratamiento de eleccion para la sifilis y otras treponematosis es la penicilina. La
razon fundamental de esto es que no existe hasta la fecha ninguna evidencia de
mecanismos de resistencia por parte de los treponemas.

De las diferentes férmulas penicilinicas existentes, la que ofrece mejores resultados
en la penicilina depositaria Penicilina G Benzatinica, porque tiene la cualidad de producir
concentraciones del antibi6tico bajas, pero prolongadas, con cifras de 1.1 Ug/ml, superior
a la Concentracion Minima Inhibitoria ( MIC ) para T. pallidum la cual va de 0.005 a 0.1
Ug/ml y que expresado en unidades internacionales promedio es igual a 0.23 Ul/ml, para
este antibidtico. Con una dosis de 2.4 millones de unidades, se obtienen concentraciones
treponemicidas por 3 6 4 semanas, suficiente para el tratamiento de un caso de sifilis
primaria.

Los antibidticos de eleccion para un tratamiento alternativo, cuando la Penicilina
esté contraindicada podrian ser Tetraciclina, Eritromicina o Amoxicilina. Incluso pueden
ser utilizadas cefalosporinas como la Cefaloridina.

Dado que la penicilina es la droga de eleccion principal, es conveniente considerar
algunas de sus caracteristicas de biodisponibilidad, metabolismo y farmacocinética:
|. Elevada y favorable relacion riesgo-beneficio.

Buena absorcion desde sitios intramusculares.

El metabolismo y excrecidn se efectian a nivel renal.

> o

La concentracion pico en suero se alcanza de 30 a 60 minutos después de la
inyeccion i.m. Si se duplica la dosis, también hay duplicacion en la concentracion
sérica (106 - 108).
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IV. JUSTIFICACION.

La razon mas importante para efectuar este estudio es la naturaleza de la
enfermedad que se investiga. Dentro de las infecciones de transmision sexual (ITS), la
sifilis ha sido un fendmeno de salud de gran complejidad medica y social, por lo que
cualquier contribucion para su diagnéstico, control y tratamiento sera de gran relevancia.

Las infecciones de transmision sexual son un problema de salud que cada dia
cobra mas importancia, especialmente dentro de los grupos de poblacién de alto
riesgo, los cuales cada vez se hacen mas numerosos por los fendmenos sociales que se
viven en la actualidad.

Es un hecho importante que la infraestructura de salud del pais, ofrece los servicios
de laboratorio clinico completo, casi solo en los centros urbanos grandes y las necesidades
de un diagndstico exacto en el caso de sifilis, sobretodo en el control prenatal, deben
cubrirse en todo el territorio nacional. Se debe contar con una herramienta analitica
confiable y practica, como podrian ser inmunoensayos como el investigado.

La experiencia y el conocimiento sobre el tema indican que las ITS mantienen
entre si relaciones epidemioldgicas, por lo que la informacion que se obtenga de una de
ellas, puede ser de utilidad en la investigacion de otra.

La informacién existente en nuestro medio, al momento actual, sobre pruebas de
diagnostico rapido para sifilis, es realmente limitada. Hay poca informacion completa y
fidedigna en cuanto a las caracteristicas y cualidades de este tipo de pruebas. Tampoco se
ha recabado informacion sisteméatica sobre nuestra poblacion, en especial sobre los
grupos de riesgo. Ni se tiene conocimiento sobre efectuar diagnosticos de laboratorio de
la enfermedad en las condiciones precarias, de nuestra realidad nacional, en poblaciones
apartadas y dareas marginales. Es por lo tanto necesario efectuar evaluaciones rigurosas
con herramientas analiticas precisas.

Dentro del panorama global de este problema de salud, los procedimientos y
métodos de diagnéstico desempefian un papel fundamental en la identificacion de la
enfermedad. La precision con la que se realice el diagndstico es determinante en el

prondstico y tratamiento de sifilis.
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Entre las diferentes pruebas de laboratorio que a lo largo del tiempo se han utilizado
e investigado, ninguna de ellas llena todos los requisitos deseables de sensibilidad,
especificidad, precision, rapidez, sencillez de ejecucién y accesibilidad por su costo. Sin
embargo es importante efectuar la busqueda de aquella que llene la mayor cantidad de las
caracteristicas deseadas.

Luego de las anteriores consideraciones, es primordial comprobar cuales son las
caracteristicas de eficacia y sencillez que posee el inmunoensayo cromatogréafico en estudio
y que justifiquen su uso como herramienta en el diagndstico clinico de casos de sifilis, en

todas sus etapas.
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V. OBJETIVOS.

A. Objetivo General.

Evaluar la especificidad y sensibilidad del inmunoensayo cromatografico Determine

Sifilis TP ® para el diagnostico de sifilis.

B. Objetivos Especificos.

1. Establecer la concordancia existente entre los resultados obtenidos con la prueba en

estudio y otros dos métodos diagndsticos.

2. Identificar la presencia de infeccion por Treponema pallidumen la poblacion
estudiada.
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VI. HIPOTESIS.

El inmunoensayo cromatografico Determine Sifilis TP ®, es un método diagnostico

de sifilis, sensibley especifico.
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HIPOTESIS ALTERNA.

El inmunoensayo cromatografico Determine Siflis TP ®, es un método diagnostico

de sifilis, no sensible e inespecifico.
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VIil. MATERIALES Y METODOS.

A. Universo y Muestra.

El universo de trabajo es la juventud de la ciudad capital de Guatemala y la muestra
seleccionada la compuso un grupo de 100 jovenes de 13 a 19 afios, denominados
popularmente como “nifios de la calle”. Es un grupo de poblacion considerado como de
alto riesgo en ITS. Estos jovenes acudieron en su momento, a la clinica Tzité de la
institucion Médicos Sin Fronteras Francia, en busqueda de atencion en salud y han venido
siendo atendidos por esta institucion desde hace varios afios.

La muestra de trabajo la constituyeron cien sueros provenientes de un lote de 500
sueros provenientes de la poblacion estudiada y que se venian acumulando en el congelador
del Laboratorio Citologico y Clinico, Citolab. Esto en los ultimos tres meses previos al
inicio del segundo semestre del 2006, periodo en que se efectud el trabajo de campo, de
esta investigacion. A todo este lote de sueros se les efectud la prueba Determine ® Sifilis
TP en Citolab. A una parte de este lote total, cien sueros en total, que se constituyo en la
muestra de trabajo, se les corrieron dos pruebas méas para diagnostico de sifilis, como
parte de esta investigacion, el VDRL y el Immutrep ® TP-HA, en el laboratorio
particular denominado Laboratorio Quimico Biologico. La seleccidén y extraccion de la

muestra de trabajo se efectu6 por el método de conveniencia

B. Recursos.
1. Recurso Humano:
a) Asesor: Licenciado Gerardo Arroyo.

b) Investigador: Bachiller Oscar Humberto Arévalo Ramirez.

2. Recursos Institucionales y Privados:

a) Laboratorio Citolégico y Clinico CITOLAB.

b) Laboratorio Quimico Bioldgico.

c) Biblioteca de la Direccion General de Salud del MSPAS.
d) Biblioteca de la Facultad de CC QQ y Farmacia.
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e) Unidad de Informética y Biometria de la Facultad de CC QQ y Farmacia.
f) Biblioteca del Laboratorio Nacional de Salud del MSPAS.

C. Materiales.

I. Equipo.

Centrifuga para tubos con ajuste de revoluciones por minuto y medidor de tiempo
de centrifugacion (“Timer”).

Refrigeradora con unidad de congelacion que proporciona una temperatura minima
de (-) 20° C.

Un juego de pipetas automaticas para medir volumenes de 10 a 1000 UL,
incluyendo volumenes intermedios.

Agitador mecanico rotativo con dispositivo para ajuste de revoluciones por minuto
y que alcance al menos 180 r.p.m.

Reloj de tiempo tipo “Timer” para control de tiempos de reaccion e incubacion.
Microscopio binocular que trabaje con luz del espectro visible y proporcione un
aumento minimo de 400 D.

Céamara de humedad.

2. Cristaleria.

Tubos de ensayo de 13 x 100mm (DE x L), capacidad 10 ml.

Tubos de ensayo de 10 x 75mm (DE x L), capacidad 5 ml conocidos como de
hemolisis.

Laminas portaobjetos nuevas de 1 x 3 pulgadas.

Laminas portaobjetos de 1 x 3 pulgadas. Con extremo esmerilado, de 1mm de
espesor con dos circulos enmarcados de ceramica de | cm. de diametro.

Pipetas seroldgicas de 1 6 2 ml, graduadas en centésimas de mililitro.

Placa de vidrio plano transparente con 6 o 12 circulos de ceramica de 14mm de

diadmetro.
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3. Reactivos.

a) VDRL:

Para realizar el VDRL se utilizd el juego de reactivos marca Omega ®,
Immutrep VDRL compuesto por los siguientes reactivos:

e Solucion de antigeno cardiolipina en suspension lista para su uso, constituida por
lecitina, cloruro de colina, tampon de fosfatosy EDTA; segun las especificaciones
de la OMS.

e Suero control positivo para el VDRL.

e Suero control negativo para el VDRL.

e Solucion salina fisiologica, para efectuar diluciones; esta es adicional al juego de
reactivos y se prepar6 en Laboratorio Clinico Bioldgico.

b) Inmunoensayo.
Para efectuar el inmunoensayo cromatogréafico se trabajé con el método Determine
Sifilis TP ®, fabricado por Abbott Laboratorios, presentacion en tarjetas y
disponible en bolsas de 10 unidades, que contiene lo siguiente:

e Tarjetas inmunocromatograficas para una prueba, con un area de aplicacion de
muestra, una ventana de lectura de muestra y una ventana de lectura de control
interno.

¢) Prueba de referencia.
Se utilizé el método de microhemaglutinacion treponematacea (MHA-TP) con el
juego de reactivos marca Immutrep ® TPHA, Omega Diagnostics y

distribuido en Guatemala por Merck C.A. Contiene los siguientes reactivos:

e Reactivo células testigo o eritrocitos sensibilizados en frasco con 8.5 ml. Que
contiene antigeno de T. pallidum adsorbido sobre eritrocitos de ganso preservados
con formol y acido tanico, concentracion aprox. 0.36 % peso/ vol. Este frasco
viene identificado como “Células Prueba”. Es solucion en concentracion de

trabajo.
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Reactivo células control, es una solucion de eritrocitos de ganso no sensibilizados
debidamente preservados, concentracion aprox. 0.36 % p/v. Es un frasco con 8.5

ml de solucion de trabajo identificada como “Células Control”.

Diluyente, que es una solucion tamponada de suero de conejo al 0.4 %. Solucion

en concentracion de trabajo. Frasco de de 19 ml identificado como “DIL.”

Reactivo control positivo, es una solucion tamponada de suero positivo que
contiene anticuerpos contra T. pallidum, prediluida en proporcion 1: 20. Solucién

de trabajo. Frasco de 1.0 ml identificado como “Control Positivo”.

Reactivo control negativo, es una solucion tamponada de suero libre de anticuerpos
al T. pallidum, concentracion de trabajo. Viene en frasco de 1.0 ml identificado

como “Control Negativo”.

4. Otros.

Puntas plasticas descartables para pipetas automaticas.
Microplacas descartables con filas de 12 0 mas microceldas de fondo en “U”.
Placas de plastico o vidrio para cubrir las microplacas al incubarlas.

Una lupa de aumento.

D. Métodos

1. Obtencion de la Muestra de Trabajo.

De un lote de muestras provenientes del universo de trabajo establecido, se efectud

un muestreo por conveniencia y de manera similar se fijo el tamafio de la muestra de

trabajo en la cantidad de 100 sueros. Para hacer esto se procedio a seleccionar los ultimos

100 sueros de un lote de aproximadamente 500, que se encontraban almacenados y

preservados en el congelador de Citolab. Los sueros se habian venido acumulando a lo

largo del primer semestre del afio 2006. EI lote completo de muestras se examind en

Citolab por el inmunoensayo cromatografico Determine ® Sifilis.
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2. Ejecucion de los Procedimientos de Laboratorio.

La siguiente etapa practica de la investigacion consistio en realizarle al lote de los
100 sueros dos pruebas més, de diagndstico seroldgico para sifilis, el VDRL como prueba
no treponémica de apoyo al diagndstico y el Immutrep TP-HA como prueba treponémica
de confirmacion al diagndstico. Esta tarea se efectud durante el segundo trimestre del afio
2007, por parte del investigador.

Los resultados obtenidos del inmunoensayo cromatogréfico le fueron revelados al
investigador hasta que finaliz6 las pruebas de confirmacion. Este hecho le confiri6 al

estudio caracter de doble ciego, respecto ala ejecucion de la prueba Determine ®.

3. Técnicas de Laboratorio:
a) Procedimiento para el inmunoensayo cromatografico, Determine ® Sifilis TP:

Las tarjetas del Inmunoensayo estan contenidas dentro de un sobre de cartoncillo y
vienen pegadas unas con otras. Se separan las tarjetas necesarias doblando y rasgando las
lineas de puntos entre estas y a continuacion se procede a:

e Retirar el plastico de proteccion que protege las tarjetas.

e Afadir 50 uL de suero, con una pipeta de precision, en el area o ventana de
aplicacion de muestra, sefialada por una flecha.

e Esperar 15 minutos como minimo (no mas de 24 horas) y leer el resultado.

e Interpretacion del resultado:

Positivo: 2 barras.

Tanto en la ventana de control (“Control”), como en la ventana de los resultados del

paciente, aparece una barra rojiza en cada una de las ventanas. Cualquier tipo de

tonalidad roja que pueda aparecer en la ventana de resultados del paciente, implica
que el resultado es positivo.

Negativo: | barra.

En la ventana de control (“Control”) aparece una barra roja y en la ventana de

resultado del paciente no aparece ninguna barra roja.
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No vélido : Ninguna barra rojiza en la ventana de control.
Nota I: Si no aparece ninguna barra roja en la ventana de control, el resultado no es
valido y se debe repetir el ensayo. Esto aunque aparezca o no, barra alguna en la
ventana de resultados del paciente.
Nota 2: el resultado del inmunoensayo es positivo aunque la barra de la ventana de
resultados del paciente sea de un tono mas claro o0 mas oscuro que la barra de la
ventana de control.

b) Procedimiento para el VDRL: prueba en lamina.

e Colocar y repartir 50 uL del suero sobre la ldmina con circulos de cerdmica de

14mm de diametro.

¢ En cada corrida de sueros problema correr un suero control positivo, un suero control
negativo y un control de solucién salina 0.85 % .

e Agregar una gota de 1/60 de ml de la suspension de antigeno, a cada circulo con
muestras y controles. Esto se logra calibrando una jeringuilla de 3 ml con
aguja No. 18 con la punta recortada.

e Rotar las laminas durante 4 minutos a 180 r.p.m.y 1.9 cm. de diametro, utilizando

un rotador.

e Evaluacién del resultado: Observar al microscopio con el lente objetivo 40X,

inmediatamente después de la rotacion:

Interpretacion:

Sin grumos: negativo.

Grumos de reconocimiento inseguro: reaccion dudosa.

Grumos pequerios pero nitidos: débilmente positivo.

Grumos grandes: positivo.
Nota: A toda muestra con reaccion positiva de grumos grandes, debera hacérsele
una dilucion seriada desde 1:2 hasta 1:64, con solucion salina 0.85 %

c) Procedimiento para la prueba de microhemaglutinacion treponematacea o TP-HA :
Cada prueba requiere 4 celdas o pocitos de una microplaca.
= Dispensar solucion diluyente en la microplaca de la siguiente manera:
25uL enlasfilas 1,3 & 4y 100 uL en la fila 2.

= Dispensar 25 uL de cada una de las muestras y controles en las celdas de la fila 1.
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Mezclar bien y transferir 25 uL de lafila 1 alafila 2.
Mezclar bien y transferir 25 uL de la fila 2 a la fila 3.
Mezclar bien y descartar 25 uL de la fila 3.

Transferir 25 uL delafila2 a lafila 4.

Agregar 75 uL. de reactivo “ Control cells”, bien mezclado, a la fila 3.

Agregar 75 uLL de reactivo “ Test Cells”, bien mezclado, a la fila 4.
Golpear suavemente la orilla de la microplaca para mezclar bien.

Nota: la dilucion final en las filas 3y 4 es 1/80.

Pasar un pafio himedo en la parte inferior de la microplaca, para eliminar la

interferencia de cargas electrostaticas.

Cubrir las micro placas con tapadera plana de plastico para prevenir desecacion

y dejar incubar de 45 a 60 minutos en un lugar fresco, oscuro y libre de cualquier

vibracion. Alternativamente puede dejarse incubando por toda la noche.
Observar los patrones de hemaglutinacion.

4. Evaluacion de la Prueba Investigada: el Inmunoensayo Determine ® Sifilis TP.

Después de realizado el inmunoensayo Determine ® a la muestra
poblacional seleccionada, se seleccionaron 100 sueros al azar y se les efectuaron las
dos pruebas de evaluacion y confirmacion elegidas, el VDRL como prueba de apoyo
y la microahemaglutinacion del T. pallidum (TPHA) como prueba de referencia.
Con los resultados de estas pruebas se efectué un analisis estadistico de sensibilidad,
especificidad y de concordancia de acuerdo a un disefio estadistico de investigacion
conveniente para este propdsito.

Al momento de aprobarse el informe final de esta investigacion se
informardala clinica Tzité de la institucion Meédicos sin fronteras sobre los
resultados obtenidos  para colaborar con el control epidemiologico de la

enfermedad, en la poblacion estudiada.

5. Disefio Estadistico de Investigacion.
La seleccién de la muestra y tamafio de la misma se realizO por
conveniencia y quedo fijado en un n = 100 sueros. Un factor importante dentro del
disefio de investigacion es que se trabajé sobre una poblacion de alto riesgo, como la
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que se definié y en donde la prevalencia estimada esta alrededor de un 10%, la cual se
conoce como probabilidad a priori. Trabajar con esta prevalencia o mas grande,
permite lograr mayor eficiencia en la evaluacion del método investigado. La
prevalencia sefialada es similar a la de otros grupos de riesgo, presentes en nuestro
medio (TCS y HSH), a los que se hace referencia anteriormente en la seccion de
epidemiologia y que estan debidamente documentados.

En el analisis de resultados, se efectud estimaciones de sensibilidad,
especificidad y valores predictivos de las tres pruebas involucradas en el estudio:
Determine ®, VDRLYy TPHA. Esto mediante un formato bésico para la Tabla de
2x2, basandose en los resultados de las pruebas, los cuales pueden ser:
positivo verdadero, negativo verdadero, positivo falso y negativo falso.

También se determind la prevalencia de la poblacion estudiada. Todos estos
pardmetros encontrados se muestran en el capitulo de resultados.

El modelo basico de la Tabla de 2 x 2 se aplicé en su momento a la prueba
investigada el Determine ® Sifilis TP y a la prueba de confirmacién el TP-HA. Ver

capitulo de Resultados mas adelante para ver datos.

Modelo de la Tabla de 2 X 2;

Prueba Investigada Prueba de Referencia: TPHA
Determine ® Sifilis Result (+) Result (-) Totales
Result. Pos Positivo Positivo Positivos
Verdadero Falso Determine
Result. Neg Negativo Negativo Negativos
Falso Verdadero Determine
Totales Positivos Negativos. Total Pruebas
TPHA TPHA (100)

Estatablade 2 x 2 puede presentarse en un modelo algebraico, convertido en

un cuadro de clasificacion de datos, en la siguiente forma:
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Cuadro de Clasificacion de Datos:

Resultados prueba de referencia

(+) (-)
Resultados prueba (+) a b
Rapida.
(-) c d
a + c b + d
En donde:

a = resultado positivo verdadero
b = resultado positivo falso
¢ = resultado negativo falso

d = resultado negativo verdadero

Formulas matematicas para los Pardmetros Estadisticos:

Prevalencia = a+c
Sensibilidad de la prueba = ala+c
Especificidad de la prueba = b/ b+d
Valor predictivo positivo = ala+b
Valor predictivo negativo = d/c+d

Con los resultados obtenidos, mediante los respectivos calculos, se establecio la
medida de concordancia entre las variables en cada una de sus categorias o clases, por

medio de la determinacion del indice o Coeficiente de Kappa.
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El analisis de concordancia por medio del método de Kappa se efectué con base en
los resultados obtenidos y comparando la sensibilidad y especificidad de los respectivos
métodos (109, 110).

Tres son los conceptos basicos en que se fundamenta el analisis de concordancia:

° Comparacién de dos métodos clinicos de laboratorio binarios (de resultado
positivo 6 negativo) aplicados a un mismo grupo de personas. Utilizando uno de

los métodos como prueba de referencia.

° Se utiliza un modelo estadistico para el analisis de la concordancia, partiendo
del planteamiento de que ambos métodos son independientes o hipotesis nula y al
ser esta rechazada por la prueba estadistica, el resultado es que ambos métodos
estan asociados en cierto grado. Esto se logra comparando el resultado con el
criterio del método de Kappa o Cohen-Kappa, utilizado como modelo.

© La Tabla de criterios para el modelo de Kappa puede consultarse en el
Capitulo  ANEXOS, al final del documento.

Los valores obtenidos para este indice se compararon con criterios establecidos en
la Tabla de Criterios para el indice de Kappa (111-112). (Ver Anexo 3)
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VIIl. RESULTADOS.

La informacion de la investigacion efectuada se presenta de la siguiente manera:

En primer término se muestran los resultados individuales de cada una de
las pruebas efectuadas Determine, VDRL y TP-HA. Estos datos se registraron en el
Cuadro 1, titulado: Resultados Individuales: Determine, VDRL y TP-HA. Ver capitulo
ANEXOS.

Para el manejo de resultados también se utilizé la Tabla 6, titulada: Resultados
Totales de las pruebas Determine, VDRL y TP-HA. Mas sus Parametros de Sensibilidad,
Especificidad y Concordancia. Ver seccién de ANEXOS.

Con basea la informacion de los datos individuales consignados en Tabla 1y
6, se establecié que:

Con el inmunoensayo Determine se obtuvo un  total de 29 positivos, para
presencia de anticuerpos treponémicos. De estos resultados positivos solo uno de ellos dio
un resultado positivo debil, esto es cuando se observa una banda rosada de tonalidad
palida. Los 28 restantes, todos dieron resultados nitidos.

De esos 29 resultados positivos, dos de ellos fueron “positivos falsos”. Al
interpretarlos con base ala prueba de referencia.

La misma prueba dio un total de 71 resultados negativos. Al correlacionar estos
resultados con la prueba de referencia, la prueba fallé en identificar dos negativos
verdaderos dandolos como falsos positivos.

En cuanto a los resultados obtenidos con el VDRL, utilizado como prueba de
apoyo al diagndstico, los datos son de 30 positivos para la presencia de anticuerpos
reaginicos. Tres de estos resultados fueron positivos falsos.

Por su parte los resultados negativos para el VDRL fueron 70. La prueba fallo en
identificar tres negativos verdaderos dandolos como falsos positivos.

Respecto al andlisis estadistico de resultados, los datos fueron analizados para el
calculo de sensibilidad, especificidad, valores predictivos y prevalencia, mediante un

cuadro de clasificacion de datosy formato de 2x2.
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Para el analisis estadistico del Determine frente al TP-HA, se utiliz6 primero un
cuadro de clasificacion de datos, identificado como Cuadro 2, que se elaboré con los datos
individuales de las pruebas en cuestion, el cual se presenta a continuacion:

Cuadro 2: Clasificacion datos: Determine vrs TP-HA.

Prueba de referencia (TPHA)
Prueba diagndstica
(Determine) POS. (+) NEG. (-) | Total
Positivo 26 3 29
Negativo 1 70 71
Total 27 73 100

Nivel de confianza 95%.

Fuente: datos experimentales.

Y en segundo lugar, mediante las formulas especificas se procedié al calculo de
los parametros estadisticos respectivos:
Cuadro 3: Valores de Parametros para Determine ® vrs. TP-HA.

Valor IC (95%)
Sensibilidad (%) 96.30 94.40 - 98.19
Especificidad (%) 95.89 95.18 - 96.60
Valor predictivo + (%) 89.66 87.86 - 9145
Valor predictivo - (%) 98.59 97.87 - 99.31
Prevalencia (%) 27.00 26.45 - 2755

Fuente: datos experimentales.

Los parametros calculados permitieron determinar que el grado de sensibilidad del
Determine fue igual a 96.30 %. Mientras que la especificidad estuvo en 95.89 %.

En tanto que el Valor Predictivo Positivo fue de a 89.66 % y el Valor Predictivo
Negativo estuvo en 98.59 %. La informacion de referencia para estos parametros, en cuanto
al Indice de Confianza se establece en 95 %.

El otro aspecto que se considerd fue la concordancia de la prueba investigada
respecto a la de referencia, mediante analisis de concordancia entres dos observadores con
dos categorias. El procedimiento es comparar la sensibilidad y la especificidad del

Determine y la prueba de referencia, por medio del indice de Kappa
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El valor obtenido del indice de Kappa fue de 0.9008. Para este indice el rango
esperado correspondiente esta entre 0.8058 y 0.9959. Con un nivel de confianza de 95 %.

También se efectud el mismo tipo de analisis para la prueba VDRL, respecto a la
prueba de referencia y se obtuvieron los subsiguientes datos que se consignan en los
Cuadros 4y 5.

Cuadro 4: Clasificacion de datos. VDRL vrs. TP-HA

Prueba de referencia (TPHA)
Prueba de apoyo
(VDRL) POS. (+) NEG. (-) | Total
Positivo 22 8 30
Negativo 5 65 70
Total 27 73 100

Fuente: datos experimentales.

Cuadro 5: Valores de Parametros: VDRL vrs TP-HA.

Valor IC (95%)
Sensibilidad (%) 81.48 7954 - 8342
Especificidad (%) 89.04 88.31 - 89.77
Valor predictivo + (%) 73.33 7151 - 7510
Valor predictivo - (%) 92.86 9211 - 9361
Prevalencia (%) 27.00 2645 - 2755

Fuente: datos experimentales.

Se pudo determinar que la sensibilidad fue de 81.48 %. En  tanto que la
especificidad quedo establecida en 89.04 %.

Se obtuvo un Valor Predictivo Positivo igual a 73.33 % y un Valor Predictivo
Negativo de 92.96 %.

En tanto que la concordancia entre dos observadores con dos categorias para el
VDRL respectoal  TP-HA, con un nivel de confianza de 95 %, fue igual a 0.6814. El
rango esperado va de 0.5219 a 0.8408.

En cuanto a la poblacion estudiada, respecto a identificar en ella la presencia de
infeccion por Treponema pallidum, se pudo observar que el indice de sospecha o
prevalencia obtenida estuvo en 27 %. Tomando como base los resultados obtenidos con la

prueba de referencia.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS.

En cuanto al método Determine ® Sifilis TP se refiere, la sensibilidad encontrada
fue de 96.30 %. Expresado en datos esto significa que de los 27 pacientes con sifilis
(TP-HA positivos), 26 si fueron diagnosticados por la prueba y uno fue negativo falso.
Esta sensibilidad se considera bastante aceptable y se cubrid asi satisfactoriamente el
primer requisito de la precision. El significado de esto es que la prueba investigada tiene
la capacidad para detectar la enfermedad de manera eficiente cuando el paciente tiene la
enfermedad.

Con respecto a la especificidad del Determine ®, el valor obtenido fue de 95.89 %.
Los datos reflejan esto de la siguiente manera, 71 pacientes tuvieron un resultado negativo
y 2 de ellos fueron falsos positivos. Se puede afirmar entonces que es alta la probabilidad
de obtener un resultado negativo en personas sin la enfermedad.

Como término de comparacion cabe sefialar que los resultados obtenidos por
esta investigacion y los efectuados por el SDI (Sexually Diseases Initiative), rama de la
WHO, son similares. Dicha institucion internacional obtuvo una sensibilidad igual a 97.2
% y la especificidad fue de 94.1 %. Se utiliz6 el TPHA vy el TPPA como métodos de
referencia. Este estudio fue efectuado en el 2003 (102).

En lo que se refiere al valor predictivo de una prueba positiva o probabilidad a
posteriori, los datos que se obtuvieron para calcularlo fueron de 29 pacientes con la
prueba Determine ® positiva, de los cuales 26 tuvieron un resultado positivo verdaderoy 3
con resultado positivo falso, esto seguin el respectivo cuadro de clasificacion de datos
(Cuadro 3). El resultado del V P P es de 89.66 % vy representa la proporcion de
pacientes con resultado positivo al Determine ® que efectivamente tenian los anticuerpos
contra el T. pallidum. Este valor se considera que fue aceptable para la prueba. Sin
embargo de acuerdo a estos resultados, es necesario confirmar los resultados positivos al
Determine ®, con una prueba de referencia mas especifica, ya que se presentaron 3 casos

que dieron resultado positivo falso, que corresponde aproximadamente a un 10%.
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El valor predictivo de una prueba negativa o VPN fue de 98.59 %. En términos de
resultados, esto significa que de 71 pacientes con Determine ® negativo, hay uno cuyo
resultado es negativo falso, siempre tomando como base el cuadro de clasificacion de datos
(Cuadro 3). Este valor expresa la probabilidad que tiene el paciente de dar un resultado
negativo a la prueba Determine ® Sifilis, sin tener los anticuerpos al treponema. Se estima
que este parametro fue un resultado muy bueno para la prueba.

Aunque los resultados negativos de la prueba son bastante confiables, la condicién
clinica del paciente es el factor determinante.

Por su parte el valor obtenido para la prevalencia de la enfermedad igual al 27 %o,
basado en los resultados de la prueba TPHA, fue bastante alto. Este dato es consistente
para una poblacion de alto riesgo. Sin embargo es necesario sefialar que no se  diferencid
casos con sifilis activa de casos con memoria inmunoldgica, porque no se contaba con
informacion clinica de los pacientes ni era propdsito de esta investigacion. Sin embargo si
se efectud titulacion de anticuerpos por medio de la prueba VDRL a todos los casos que
dieron positivo a cualquiera de las pruebas utilizadas. El resultado de esto es que un 29.62
% de esos casos positivos tiene titulos altos de anticuerpos (arriba de 1:16) a la prueba de
la cardiolipina.

En cuanto al anélisis de concordancia el Indice de Kappa obtenido fue de 0.9008,
con un rango de confianza establecido de 0.8058 a 0.9959. EI resultado obtenido se
compard con los estandares establecidos en la Tabla No 9. Tabla de Referencia para el
indice de Kappa (Ver Anexos) Se determind que su valor estaba dentro del rango de 0.8
a 1.0 que corresponde a casos de concordancia casi perfecta (112).

Sobre la metodologia de trabajo seleccionada para efectuar esta investigacion puede
afirmarse que hubo algunos aspectos que favorecieron la ejecucion del estudio y la
obtencion de resultados fueron:

A. Seleccionar el método de microaglutinacion como referente, resulté ser una
eleccion acertada, después de revisar otros metodos como el FTA-Abs de anticuerpos
fluorescentes o el inmunoensayo enzimatico conocido como ELISA, ya que el TPHA es

un método de conocidas y aceptables cualidades de precisién, no requiere de equipo
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sofisticado y caro, es de ejecucion sencilla y costo moderado por prueba. Todas estas
caracteristicas fueron convenientes para las circunstancias en que se realizd la
investigacion, de escaso presupuesto y equipo especial y costoso no disponible.

B. Efectuar la prueba de confirmacion TP-HA a toda la muestra poblacional, los
100 sueros, fue un aspecto que contribuy6é bastante en la calidad de los resultados
obtenidos,. Algo que inicialmente se tenia contemplado solo para aquellas muestras que
dieran resultado positivo con el Determine. Sifilis TP ® o el VDRL. Con esta medida se
disminuyé la probabilidad y proporcion de resultados falsos, tanto positivos como
negativos.

C. La circunstancia de efectuar el estudio sobre una poblacion, como lo son los
llamados “Nifios de la Calle”, considerados como de alto riesgo, determind la
probabilidad de encontrar un mayor nimero de casos positivos, lo que permitié conocer el
potencial de sensibilidad de la prueba investigada.

Es importante comentar que aunque los datos obtenidos por medio de esta
investigacion sobre la sensibilidad y especificidad sobre el inmunoensayo Determine ®,
son aceptables, no concuerdan con los datos consignados en el folleto inserto en la caja del
juego de reactivos.

Los datos consignados son:

Sensibilidad del Determine. Casos diagnosticados con sifilis = 100%

Sensibilidad de las pruebas de referencia:

Ensayo A =97.73 % Ensayo B = 94.32 %

Especificidad Determine. Casos sin sifilis = 100 %

Especificidad de las pruebas de referencia:

Ensayo A = 100 % Ensayo B = 100%

La informacion es incompleta pues no identifica a las pruebas de referencia Ay B,

solo indica que estan disponibles en el mercado (101).
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X. CONCLUSIONES.

1. La sensibilidad encontrada para el inmunoensayo cromatografico Determine Sifilis
TP® fue de 96.36%.

2. Laespecificidad de la misma prueba quedd establecida en 95.89%.

3. El grado de concordancia entre la prueba Determine y el método de referencia
utilizado, el TP-HA, fue igual a 0.9008.

4. Se identifico la presencia de infeccion por Treponema pallidum en el 27% de la
poblacién investigada

5. De acuerdo con los resultados obtenidos, el inmunoensayo Determine Sifilis TP®
demostro ser una prueba Gtil para el diagndstico en pacientes con sifilis, sencilla,
rapida de realizar y no requiere equipo sofisticado y costoso.
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Xl. RECOMENDACIONES.

Confirmar todos los resultados positivos obtenidos por la prueba Determina Sifilis
TP, con un método de referencia como el TP-HA oel FT-Abs. Considerando
que el valor predictivo positivo fue de 89.66%, lo que representa un 10.34% de
resultados falsos positivos.

Se sugiere el uso del Determine como herramienta diagnostica de sifilis en
jornadas sanitarias de amplia cobertura, especialmente en trabajos de campo, en
donde existen limitaciones de equipo y personal altamente calificado.

Se recomienda darle continuidad a este tipo de estudios, efectuando
investigaciones de campo y trabajando con muestras de sangre completa.

Efectuar un estricto control epidemiolégico con pruebas de laboratorio precisas y
practicas, sobre las ITSs que producen ulceracion, como la sifilis, pues esto se
consideran un factor predisponente a la infeccion por el VIH.

Se recomienda el uso del Determine ®, o inmunoensayos similares, en
programas de salud puablica para el control prenatal de la sifilis y en la
erradicacion de la sifilis congénita.
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XI1l. ANEXOS
Anexo 1. CUADROL1: Resultados Individuales: VDRL, Determine y TPHA
# No. PRUEBAS # No. PRUEBAS
Orden Clave VDRL- Tit. |Determine |TP-HA Orden [Clave VDRL-Tit. Determine |TP-HA
1| A-1720 2+ 1:8 POS. POS 2+ 51|B - 0280 NEG |NEG NEG
2| A-1766 NEG. NEG NEG 52|B - 0410 3+ 1:32 |POS POS 3+
3| A-1769 | 4+ 164 POS. POS - 2+ 53|B - 0492 NEG |NEG NEG
4] A-1804 NEG. NEG NEG 54|B - 0540 NEG |NEG NEG
5| A-1806 NEG. NEG NEG 55|B - 0618 1+;{D} [NEG NEG
6] A-1841 | 3+ 1:32 POS. POS 4+ 56|B - 0629 NEG |NEG NEG
7| A-1843 | 1+ notit. POS. POS 3+ 57|B - 0630 NEG |NEG NEG
8| A-1844 NEG. NEG NEG 58[B - 0655 NEG |NEG NEG
o] A-1845 NEG. NEG NEG 59(B - 0665 NEG |NEG NEG
10| A-1846 | 1+ notit POS. POS. 3+ 60|B - 0707 NEG |NEG NEG
11| A-1899 NEG. NEG NEG 61|B - 0874 NEG |POS POS 3+/4+
12| A-1900 NEG. NEG NEG 62|B - 0933 NEG |NEG NEG
13| A-1902 NEG. NEG NEG 63|B - 0939 NEG |NEG NEG
14| A-1903 NEG. NEG NEG 64|B - 0949 NEG |NEG NEG
15| A-1938 | 1+ notit POS. POS. 2+ 65|B - 0964 1+ {D} |[NEG NEG
16| A-1940 2+ 1:8 POS. | POS 2+/3+ 66|B - 0966 NEG |NEG NEG
17| A-1942 NEG. NEG NEG 67|B - 0991 NEG |NEG NEG
18] A-1954 | 1+ notit. POS. POS. 2+ 68|B - 1008 1+ notit |POS POS 2+
19| A -2006 NEG. NEG NEG 69|B - 1151 NEG |NEG NEG
20 A-2022 | 3+ 1:32 POS. POS 2+ 70|B - 1171 NEG |NEG NEG
21| A-2079 1+; {D} NEG NEG 71|B - 1189 NEG |NEG NEG
22| A-2198 | 3+;1:16 POS. | POS 3+/4+ 72|B - 1274 NEG |NEG NEG
23] A-2214 NEG. NEG NEG 73|B - 1275 1+ {D} |POS NEG
24| A-2217 NEG. NEG NEG 74|B - 1288 NEG |NEG NEG
25| A -2218 NEG. NEG NEG 75|B - 1325 2+ 1.4 |POS POS 4+
26| A-2232 NEG. NEG NEG 76|B - 1326 NEG |NEG NEG
27| A -2367 2+ 1:8 POS. | POS 3+/4+ 77|B - 1436 NEG |NEG NEG
28| A -2388 1+/ 2+ NEG NEG 78|B - 1452 NEG |NEG NEG
20| A-2487 2+ 1:8 POS. | POS 2+/3+ 79|B - 1492 3+ 1:16 |POS POS 2+
30| A-2552 NEG. NEG NEG 80|B - 1573 NEG |NEG NEG
31| A-2729 1+ POS. POS 1+ 81|B - 1588 NEG |NEG NEG
32| A-3067 1+ POS. POS 1+ 82|B - 1635 1+;{D} [NEG NEG
33| B-0028 NEG. NEG NEG 83|B - 1656 NEG |NEG NEG
34| B-0029 NEG. NEG NEG 84|B - 1663 NEG |NEG NEG
35| B-0038 NEG. NEG POS 3+ 85|B - 1701 NEG |NEG NEG
36| B - 0056 NEG. NEG NEG 86|B - 1749 NEG |NEG NEG
37| B- 0061 NEG. NEG NEG 87|B - 1907 NEG |NEG NEG
38| B-0076 NEG. NEG NEG 88|B - 2077 2+ 1:4 |POS POS 1+
39| B-0077 | 4+ 1:64 POS. POS 4+ 89|B - 2132 NEG |NEG NEG
40| B- 0079 NEG. POS débil | POS 2+ 90[B - 2183 NEG |NEG NEG
41| B-0081 | 3+ 1:32 POS POS 1+ 91|B - 2394 NEG |NEG NEG
42| B-0092 2+ 1:8 POS POS 4+ 92|B - 2483 NEG |POS NEG
43| B - 0093 NEG. POS POS 4+ 93|B - 2577 NEG |NEG NEG
44| B - 0094 NEG. NEG NEG 94|C - 0127 NEG |NEG NEG
45| B - 0139 NEG. NEG NEG 95|C - 0154 NEG |POS POS 1+
46| B-0154 NEG. NEG NEG 96[C - 0379 NEG |POS NEG
47| B-0173 1+; {d] NEG NEG 97|C - 0160 NEG |NEG NEG
48] B-0174 NEG. NEG NEG 08|D - 0103 NEG |NEG NEG
49| B - 0199 NEG. NEG NEG 99|D - 0165 NEG |NEG NEG
50| B-0274 1+; {D} NEG NEG 100|D - 0314 NEG |NEG NEG

Fuente: datos experimentales




Anexo 2. Tabla6: Resultados Totales de las Pruebas VDRL,Determine® , TPHA y sus

Parametro de Sensibilidad, Especificidad y Concordancia.

n = 100
Sensibi- | Especifi-
Tipo de Result. | Result. | Totales| lidad cidad CONCORDANCIA
Prueba | Positivo | Negativo Frente | Frente (Indice de Kappa)
TPHA | TPHA
% % Valor | Interpretacion
VDRL 30 70 100 81.48 | 89.04 |0.6814| Moderada
Determine ®
Syphilis TP 29 71 100 96.30 | 95.89 |0.9008| Casi perfecta
Immutrep ®
TPHA 27 73 100
Fuente: Datos experimentales
Anexo No. 3

Para la estimacion y analisis de la concordancia inter-pruebas se establece que:

Tabla 9. Valores del indice de Kappa

La Tabla de Criterios para el Método de Kappa es la siguiente:

a). Si I. De Kappa igual a 0, la concordancia es pobre

b). Si I. De Kappa esta entre 0.0 y 0.2, la concordancia es muy leve.

c). Si |. De Kappa esta entre 0.2 y 0.4, la concordancia es leve.

d). Si I. De Kappa esté entre 0.4 y 0.6, la concordancia es moderada

e). Si |. De Kappa esta entre 0.6 y 0.8, la concordancia es substancial o buena.

f). Si I. De Kappa esta entre 0.8 y 1.0, la concordancia es casi perfecta.

Tomado de (112).
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