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CAPITULO T | S \

INTRODUCCION -

'rAun cuando se ha- Iogrado abatqr el nimero de casos de sifilis en nuestro
pais, este padeC1m1ento sigue siendo un problema de salud piblica por

sus comphcacmnes, crommdad y repercusmnes ﬁsu:as Yy psu:osoma]es
para el individuo. & pesar'de que el tratamiento es relativamente senci-
110, continda siendo 1a trepanomatosis mas frecuente (1). |
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e e e
b PO

Urio de los principales factores es la poca sintonatologia que presenta
la evolucion de Ta sifilis no tratada, lo que permite su propagacitn
puesto que puede pasar inadvertida alin. para el migmo enfermo.

En efecto, en la evolucién de la sifilis no tratada habitualmente ocu --
rren periodos sintemdticos y asintomaticos durante.su etapa reciente y

‘un largo estado de Tatenma en la etapa ta’rd1a, 1nterrump1do entre el

15 y el 25% de los casos por . mamrestacmnes nerviosas, cardiovasculares,
viscerales, 0seas,- cutineas, etc. |

Tanto el chancro, como las lesiones de secundarisno, a veces resultan

bloqueadas, cuando Ta persona infectada ha recibido ocasionalmente anti-
bidticos y dichas lesiones,salaedaran»unas»cuantas seananas: la lesion

primaria aparece entre los 10 y 90 dias que siguen al contagio y en cuan
to ‘al secundarigno, aproximadamente el 85% ocurre dentro de Tos dos pri-

meros afos de 1a infeccion.

En cambio, Tos periodos de latencia ocupan casi todo el tiempo en Ta evo
lucion del padecimiento. Es asi que la gran mayoria de los sujetos sifi-

“Titicos no tratados qie existen en una comunidad se encuentran en la fa-

se a’sin’tmﬁ‘tica. 'Por 1o 'tantfo*, son d‘os 10‘5 'pu'n'tos de fp'arfida *bavs-*i‘cos 'que

f »11’ is:



L. Pacientes que presentan manifestaciones clinicas atribuibles a-la si-
f111s, en cuyo caso los exdmenes sero]og1cos resu]tan ser. 1nd1spensab1es

para confimar el d1agnost1cdfpresunt1vo.

2. Personas que presentan serologia positiva en aparente estado de salud.
> que | gia p ap . .

Pueden tener o no antecedentes especificos bien definidos, ya sean clini
cos, dé’tﬁ&tanieﬁtd“O:ﬁé‘ekpcgicfan aT‘ccnﬁagio.»Eh<estas-WCasds,‘éT es=
‘tidio seraiogdco resulta ser fundamental en el descubrﬂn1ent0 de perso -

b i i ! . : i

',nas seropasxt1vas para Ia deteccxan de sifiltis (2).

Los estud1cs sero]ogicas constituyen muchas veces el UHTCO dato d13p0n1-’
ble, por eso es de suna.]mportancna que el resu]tadoser010q1co en el cual
' se apoya e] d1agnostaca de. s1f1115 sea de To mas confiaﬁie. |

VActua1mente se‘ut111zan cmnunnenta dos metodas el Venerea1 D1sease Re-

e —search Laboratory (VERL) cono prueba prunarza en grupos numerosos de po-

"ii' o f hlac1on y el Fluorescent Treponena1 Ant1body Absorpt1an (FTA-ABS) como

. | prueba de. cenf1nnaC1on 0. en serolog1as dudasas. La. prueba de VDRL es Ia

bisica dentro de 1as no treponsn1cas por s estandar1zacnon, d1sp0n1b111

‘. dad bajo costo y sencillez. Sin enbarao, &1 glevado nimero de reaccio-=
neés falsas positivas que se presentan en diversas afecciones agudas y

- crénicas, incluso en personas sanas, causa grandes problemas de caracter

 Por otra parte, la prueba de FTA-ABS tiene una sens1b111dad y espec1f1c1
dad muy altas, por To qie casi no presenta reacciones falsas positivas;

- pero requiere de material y reactivos de elevado costo, asi como de per-
sonal bien adnestrado, par lo que un1canente se trabagalen Taboratarios

-”ii : | 'adiagnﬁstico,_econ&ﬂic@@;psicamﬁgigggyvscciaT (3-5).
ii

- especializados. . | -

Se han realizado investigaciones sobre nuevas técnicas para la deteccion -
de sifilis, entre las cuales sobresale la prueba treponémica conocida co
mo Microhemagglutination Assay for Treporienal Antibodies (MHA-TP) por su



Bajo costo y facilidad de e3ecuc1on, cuya sensibilidad y espec1f1c1dad -

se han canparado a las del FTA-ABS (6-16)

E1 presente estudio tﬁenE:GGHUTebjetiVO evaluar comparativamente la con-

fiabilidad del método MHA-TP, asi camo ta del VDRL y la del Rapid Plasma
Reagin (RPR), tomando como referencxa el FTA-ABS. As1m1sno se pretende a

nalizar cual de ellos presenta menos~desventa3as.

Para este fin se enp]earon sueros de dos pobTaczones d1ferentes en cuan-
to a seropositividad: o )

a) Del Centro. de”Adiestramiento "Dr. E1isep Ran§rez" de 1a Secretaria de
SaTubridad,yaAsﬁstencia@ donde acuden pacientes para control de'tratanieg'

to antisifilitico, que han tenido contacto con algiin enfermo, o bien

porque ex isten sospechas de 1a infeccidon. Se trata de una poblacidn con

~alta se'rposi’t'i’vidad Se probaron 2,910 sueros con el VDRL, de los que se

selec01onaron 8l con pOSTtJVTdad 1:1 y 1:2 por ser en estas d11uc1ones
donde se observa mayor numero de falsas positivas. ' '

b)inéf1a’CTﬁnica 31 del Instituto Mexicano del Seguro Social, se proba--

ron 1,750-sueros de pacientes que acuden a examenes preoperatorios, pre-
‘natales, o porque existen sospechas de la .nfeccidn. Es una poblacion

con baja seropositividad., Se seleccionaron 40 sueros probados con el VDRL

'y RPR en tarjeta, positivos en alguna de Tas dos pruebas o en ambas en
diluciones 1:1 y 1:2.°

Los 121 sueros pos1t1vos en ambas poblaciones se probaron despues por las

pruebas treponen1cas MHA-TP y FTA-ABS.
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CAPITULO IT

 ANTECEDENTES .

La sero1og1a de 1a 51f111s se 1n1c1a en 1906 cuando wassennan descubr1o

el uso del antigeno, un extracto acuoso de los te31dos 51f1]1f1cos de un

hoibre, para dsnostrar;@nxacuenposzser1QQSJneaiante>un‘prggednnlento‘de
fijacion de complemento aplicado a un paciente sifilitico. Wasserman su-

puso?- *quer su a‘nfi‘.‘?gen‘o CG‘n'S”i‘st‘?a de-'un‘ a’nﬁ‘g‘éh\o ﬁd‘e- "‘br’e"ponen‘a 'Mé S f’éa-rd’e se

:-:maJ produc1an 1oszn1snos resu1tados. Este materaai na relaC1onado con e1;
“treponema; - denan1nado 11p01de era bastante crado y produc1a muchas reac

| ciones no espec1f1cas',ﬂ

part1r de muscu]o de- ‘corazon de buey 1a cardlei1p1na y iec1t1na, pro-
dujo el ant1geno mas especifico utilizado en 1aAprueba de-¥DRL. Este an-
t1gen0 conswste de cardma]1p1na, Tecitina pur1f1cada, colestero] y'alco—
hol. - '

Dfstin%os autores describieron modd:

parac1on del antageno, la concentracidn de1 c1oruro de sodio o el t1enpo

de incubacidn. Estas modif icaciones conservan el nonbre del 1nd1v1duo que_i

Tas desa?r011c, como Kline, Mazzini, Hinton ¥ Khan(17~18)

‘Desde la introduccion del diagndstico seroldgico de la sifilis, se sefiala
‘ron condiciones en que se obtienen resultados positivos en ausencia de

sifilis, como en diversas afecciones agudas o crénicas, entre las cuales,
figuran algunos tipos de lepra, mononucleosis infecciosa, malaria, enfer
medades de Ta coldgena e infecciones virales; em situaciones especiales,

tales como ciertas drogadicciones; después de algunas irmunizaciones y

alin, muy excepcionalmente en personas calificadas como sanas: una de cada

Ficaciones de Ta prueba de cardiolipi
na, relacxonadas en su- mayor1a con a]terac1ones en la compos1c1on o pre-‘°
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600 o mds, segidn algunos investigadores (19-21).

_Este tipo de reacciones falsas pos 'i tivas que presentan las prucbas sero-

16gicas no especificas en un 1ndice:eievada, conqujeron a investigar el
antigeno especifico del Treponema pallidum y desarrollar nuevas metodolo
gias gque brindaran una mayor confiabilidad en los resultados serologicos.
Asi, en 1949, se 1ntrodUJo 1a Prueba de Immovilizacidn del Treponena
(TPI), 1o que represento un -gran avance en esta direccion. La TPI utili-
za como antigeno una cepaAde Treponema pall1dum\v1vo, cultivado de testi
cuTo de conejo y suspendido en un medio de supervivencia. El antigeno se .

‘niezela con el suero del paciente y se incuba, a continuacidn se observa

en-el canpo oscuro para determinar la proporcion de treponemas immovili-
zados con respecto a la.de Tos controles. Los sueros que causan immovili

' zacidn se denominan TPI positivos. Este método ha sido reconocido como

métodc~de‘feferencia'frente al cual se miden todas las demas pruebas se-
ro1og1cas de la sifilis. Técnicamente es dificil de rea11zar y el proce-

‘dimiento var1a de un 1aborator1o a otro.

Muchos han sido los esfuerzos para elaborar reacciones especificas utili

zando al Treponema pallidum y siempre se ha encontrado como obstaculo in
superable Ta imposibilidad de su cultivo.Producto de estos intentos fue
lograr el cultive de una cepa de treponemas no patdgenos: el treponema
de Reiter. De &1 se obtiene una fraccibn proteica asociada al RNA que se
utilizé como antigeno en una prueba de fijacion del complemento. Esta
prueba se desechd porque carece de espec1f101dad,para Treponsna pa1]1dmn
(22) o

En 1957, la metodologia de anticuerpos fluorescentes aplicada a la sifi-
1is, condujo al procedimiento de FTA-ABS, el cual es altamente especifi-
co y sensible. El1 antigeno consiste de una cepa Nichols de Treponema pa-
114dum, cultivado en testiculo de conejo y fijado a un porta. Durante el
desarrollo de este métode se utilizé en primer lugar una dilucion al 1:5
del suero del paciente, pero produjo demasiadas reacciones falsas positi

vas debido a la presencia de anticuerpos no especificos en Tos sueros de

-



los pacientes. La diTuciﬁn del suero hasta 1:200 (FTA 2003 elimind las
reacciones no eSpec1f1cas, pero tanb1en d11uy01nuchas reaccxones positi~

“7.7 . vas verdaderas.

Finalmente se desarrol16 el método de FTA—ABS En este método, se absor- |
be una dilucidn al 1:5 del suero del paciente con un extracto de un cul-
tivo de treponema dE‘Reiter para eliminar los aﬁtituérpos'no especif{cos
La sens1b111dad del FTA—ABS es equivalente y en algunos casas 1nc1uso me
jor que la de 1a TPI (23)‘; |

3

a Una .p:rué{ba fr"_ela_ti:vamxe‘nte nueva que ha ganado popularidad es la de MHA-TP,

- cuyos resultados han sﬁddréVHluadcs‘por'varios\iHVEStigadqres‘éh los d1-
: E ) - timos afios. Esta prueba desarrollada por ‘Rathlev en 1 965, ,1967 (24) y mo

N difiCada por Tomizawa T. y Kasamatsu en 1966 (25), se basa en la ag1utﬁna

il cidn por anticuerpos al Treponana pa1]1dum de er1troc1tos de carnero sen

51b1112ados

‘.»_ ’.‘4.l
t
o
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CAPITULO III

 MATERTAL Y HETODOS

Se tomaron muestras de sangre:

a) A 1;750:pacieﬁtes~queiachen‘a congum%@iaima-tiﬁniCa 31 del IMSS. Con -
‘_e1'sverd dbféhidﬁ‘dé estas muestras sé-eféctuarﬂn en cada uno la prueba

de VDRL y la de RPR. De los. sueros que resu1taran»pos1t1vosg se se]ecc1q

naron 40 con p051t1v1dad 1:1 ¥y 1:2.- |
b) En el Centro de Ad1estram1ento "Dy, E]1seo Ramzrez" de 1a SSA se to-

‘maron muestras de sangre @a2@910,pacientes‘que,acudenua‘consulta§ GOn el

suerc obtenido de estas muestras se efectus a cada uno Ta prueba de VDRL.
De Tos SUEros que resu]taron pos1t1vos, se se]eccxonaron 81 con positivi
dad 1:1 y 1:2. -

Con 105 121 sueros se]ecczonados se enectuaron en cada uno 1a prueba de

MHA-TP y la de FTA- ABS comg referenc1a.

3 1 Prueba de VDRL ,
Esta -prueba, asT como todas Tas sero10g1cas no aspec1f1cas, se Funda en
la reaccidn entre una sustanc1a‘parecha al anticuerpo. que se “encuentra

en sueros de personas s1:111t1cas y un antigeno inespecifico: el fosfoli

-~gp1dald1fosfat1dql gl1cernl=que;reg1b10Ael nombre\deveardrolmpmna por ha-

berse aislado de misculo cardiaco.

ciones de precipitacidn, pera\utmlwza'cardmcllpmna en suspensidn acuosa,
finamente dispersada debido a la accidn del colesterol y la lecitina, en
Tugar de emplear un antigeno soluble. Se estandariza mediante un ajuste

La reaccion que se 1leva a cabo es de Fluculacion, pareCTda a las reac-’

‘déT\cnntéﬁidb‘deniécitina, con objeto de obtener resultados reproducti-
bles cualitativa y cuantitativamente. El colesterol proporciona los cen~
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tros de absorcién, de forma que las particulas aglutinadas puedan visua-

Tizarse. La solucion al 1% de cloruro de sodio son amortiguador de fosfa

tos tanbién es n portante par a la adecuada :aglutinacjﬁanej,an;igeng,gn~
T 1 | o

presencia de nt1cuerpo (. 7)

' Debﬁda a que la cérdioTipina es un canponente normaT‘deT tejido de] hués,

Amarno,para el antlcu@rpo antlcardmoTlpmna procede del organigno 1nvasor

o del hgégped.y: pqrftantq, si la presencia defesﬁe.anticuerpalfepresen;
ta una respuesta autoimune. El hecho de que aparezca en a1gunas otras

'enfennedades, especza]mente en el lupus eritematoso, ha apoyado durante
mucho t1enpo Ta teoria auto1nnune (22) o

‘391—1‘Matef$ai‘para 1a prueba de VDRL:

a) Rotador mecénico, ajustable a 180 rpm, que circunscriba C1rcu105 de
4 an de didmetro en un plano horfzontal. |

b) Aparato para hacgr_anlllos;de-pargfmna defaproximadamante 15 mm de
didmetro. |

c) Aguaas hipodérmicas.

d) Placas de 5x7 cm, con an1TTns de parafina o ceramica de aprOX1madamenﬁ
te 15 mm de d1anetro. -

e) Jer1nga de 5 ml.

f) Frasco de v1dr1o de 301n1, con tapon egnerilado o de p1ast1co, boca

angosta, de aproximadamente 35 mm de didmetro, de fondo interior pla=

no.
g) Pipetas de 1 ml.

3.1.2, Redctivos para la prueba de YDRL:
A. Antxgeno

E1 antigeno para este ensayo es una solucién alcoh6lica contennendo
0.03% de cardiolipina, 0.9% de colesterol y cantidad suficiente de leciti
na para producir una yveactividad estandar. Cada }ote«de1-antfgéno«débe
ser normalizado seroldgicamente comparandolo con una antigeno de reactivi
dad conocida.



3.1.3 Cono preparar el suero: | | |
FCentr1fugar-ia sangre integra coagu]ada a f1n de separar el suero c?aro,’ :
y calentar a 56°C por 30 minutos. Examinar todos los sueros al sacarlos o
“del ‘bafio- mar1a, y ca1entar de nueve los que tengan part1cu1as suspendi-

Se pr0p0r01ena e] antxgeno en frascas de 3. 0 mT cada uno; debe ahnacenar,
se bien tapaéa ya tanperatura mnb1ente en la oscur1dad Medir el anti-

geno exactamente al sacararlo de] frasco u$ando una p1peta‘muy 11mpia y

kseea Los componentes de estenantigeno pennanecen‘en solucidn a tenperaoi_
,’turas comunes, y cua]quwer prec1p1taC10n que se note indicard cmnb1os a-

': tribuibles a 1a evaporacidn ¢ a materias extrafas proven1entes de la 914
peta. Desechar~cua]qu1er frasco de ant1geno en que haya ocurr1do 1a pre=

']c1p1tac10n

das.. Los SUEros que se utlllcen despuds de 4 horas de calentados, deben

| re1nact1varse a<56°C por 101n1nutos. i

.13 1.4, Como preparar la solueion salina:

La soTuc10n saling anart1guadora contenlendo cﬂoruro de sod1a a] 1%

prepara de Ta 51QU1ente manera con sustanc1as q.ps para react1vcs anal1-~

“+1ces;‘

Formaldehido neutro ._......;...,...,.. 0. 5 ‘mT
- Fosfato. d1sod1ce, anh1dro..,.@......... 0.093 g

;Fosfato monopatasaco cliswsavencananass 0,170 9

Clorure sdico .a,..,,-w@.@@@w,ﬁigig,,ilﬂ.ﬁ g

Al ser sometidos a ensayos potenciométricos, esta solucién tiene un pH de

6.0 + 0.1.
Una solucidn sa11na al O 9% se prepara anad1endo 900:ng de cloruro s6di-
¢o seco a cada 100 ml de agua desta]ada. |

3;1,5@ Como preparar las placas: |
Usar placas de vidrio (5x7 am), marcadas con 12 ¢irculos de parafina, ¢a
da circulo de didmetro interior de 15 mm. Limpiar las placas de vidric
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nuevas con poivo paraJpﬂlir‘y qUitar,é] pQIVOrcuando,ya estén secas, con

um trape limpie.-las placas usadas deben lavarse en agua caliente para

quitarles la parafina, después con jabGn y enjuagarlas, entonces se pre-
paran tal como se hace con las placas nuevas.

Sujetar las placas de los bordes para no marcar con las huellas digita-
les las superficies destinadas a las reacciones. El suero se extenderd
dentro de los circulos en las placas limpias. Si el suero no se extiende
facilmente, es indicacidn de que Ta placa estd sucia y por 1o tanto, no

debe usarse. Los circulos de parafina se hacen con moldes de metal con

parafina caliente y depositados sobre la superficie de la placa.

3.1.6 Camo preparar Ta emulsion de antigeno:

a) Con una pipeta depositar 0.4 m1 de solucifn salina amortiguadora en
el fondo de un frasco de 30 ml, eon“unvtagén;esneriTad0 ﬁ,de tornillo.

b) Afiadir 0.5 m1 de antigeno (tefiade con la parte inferior de uma pipeta

de 1 m1 graduada hasta el extremo) directamente sobre la solucién sa-
Tina, girando el frasco continua y suavemente sobre una superficie
plana. Nota: Afiadir el antigeno gota a gota, pero rdpidamente, a fin
- de que cada 0.5 ml de antigeno tarda seis segundos. El extremo de la

pipeta debe quedar en la parte Superior del frasco y no se debe girar
con tanta fuerza que la solucién salina moje la pipeta.

¢) Soplar por Ta pipeta para expeler la 1tima gota del antigeno sin que
Ta pipeta todque la solucidn salina.

d) Continuar girando el frasco por 10 segundos mds.

e) Anadir 4.1 ml1 de la solucidn salina amortiguada con una pipeta‘de‘ﬁimT;

f) Tapar el frasco y agitar vigorosamente durante 10 segundos, de manera
que el contenido de]}fragco choque alternativamente con el fondo y el
tapdn. o |

g) La enulsidn del antigeno estd ahora Tista para usarse. Esta cantidad
(5.0m1) es suficiente para efectuar aproximadamente 250 reacciones
serolégicas. | |

h} Para preparar de una sola vez una cantidad doble de emulsidn de anti-

-~ 10 =
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geno y de la solucidbn salina. Si se necesita mds emulsidn del antlgena
hacer varlas mezclas seoaradas nue pueden canbwnarse y usarse en la reac

: C’lOﬂ..‘

3.1, 7 Como ensayar Ta- aguya usada con IaAenuls1on ant1gen1ca-
El numero de particalas de ant1gen@ por campo‘m1croscop1co To detern1na

el tmnano de Ta gota de la emulsién del ant1geno que se use; por To tan~
to, es sumamente unpartante exam1nar cumdadosamente Ta agUJa usada todos v

105 dias.

Tbmar 1a emu1s1on del antfgeno con una Jer1nga de 2 o 5ml yuna agUJa

vh1podenn1ca de b1se1 reguldr deﬂca11bre 22 o de blsel largo de ca]1bre
al. De un mi--

23 o 18 sin bisel, aguja cortada; ‘gotear en pos1c1on vert*c

.11]1tro se deben obtener 60 gotas de Ta enu]sﬂon antigen1ca Tomar 1a e
ringa con el bnsel de~1aragu3a para abago Vv Ta superficie que libera las-
‘gotas en pas1c1on hﬂrqzontaT Fara 1ograr gotas de tanane mas pequeno,
aumentar el angu}o en que se. suaeta}la 3er1nga. PreSCﬁnd1endo del metod97
p]eada para afiadir 1a emulsion ant1gen1ca, es de suma QmportanCWa usar5

_unarcantzdad‘exacta (1/60:n1) de Ta enalsion ant1gen1€a. La prdctica de-

- mostrard el. meaori*ELoda de afiadir répidamente la enulsidn antigénica,
perq,es‘1mportaate-ccnsegu1r, siempre  gotas dgl;n1sno tamafio. Cuando

'permaner:ev 1a emulsidn antigénica en un Tugar por varias horas antes de

- usarse, se debe mezclar g1rand0 el frasco suavenente ¥ Tienando y vac1an:
do Ta Jermnga.~

3.1.8 Ensayo preliminar de la enulsidn ant1gen1ca

_Cada preparac1on de Ta emulsion ant1gen1ca debe ser examinada. cu1dadosa~
mente, ensayando1a con . sueros posat1vos y negatives conocidos.Anadir una
gota de 1a enulsion ant1gen1ca a 0.5 ml de cada suero,y proceder del mo-

do descrito bajo reaccion cualitativa con suero. Estas reacciones deben

dar resultados tipicamente positivos y negativos, respectivamente, y el

tamafio y el niimero de particulas del antigeno por campo microscdpico en
el suero debe ser Gptimo.

-11 -
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Si las part1cu]as del antigeno en el suero negativo pareceﬁ‘demasiado

orandPQ, generalmente as. porgue la emiisi6n antigénica no se prepard co-

rrectamgnte y']&s.emulsuones;dgben desecharse

3.1.9 Reaccidn cualitativa con suero: |
@) Con una p1peta depositar O. 05 ml del suero inactivado en un c1rcu]o de

parafina de la placa , |

b) Afadir una gota (1/60?m1)~de'1a emulsi6n antigénica a cada circulo con
suero. | | | | . | »

c) Agitar Tas placas por cuatro m1nutos, con movimientos rotatorxos (si se
agita a mano, sobre una superf1c1e Tisa, el movimiento debe describir
un circulo de 5 cm. de didmetro 120 veces por minuto). También se pue-

~de usar un rotador de tipo Boerner a 180 rpm.

d)\Los resultados de las reacciones se Teen 1nmed1atamente despues de agi-

tar Tas p]acas. - ' : ;
Nota: se deben incluir siempre contro]es de sueros posqt1vos, positivos

débiles y negatrvos;

- 3.1.10 Como Teer e interpretar los resultados de las reacciones:
Las reacciones se deben leer microscpicamente, con un obetivo a seco débil

(10X). Las particulas del antigeno aparecen en forma de cilindros cortos a
este aumento y dependiendo del tamafio de Tos conglomerados de éstas, se
interpretan Tos diferentes grades de positividad.

Lectura | | Interpretacitn

Sin grumos o con leve grado de aspereza  Negativo “(N)

Grumos pequefios Positivo débil (PD)

Grumos medianos y grandes Positivo (P)
Una cantidad excesiva de anticuerpo en el suero problema, ocasiona una reac
cidn atipica que se reconoce por los grumos grandes e irregulares y las ca-
racteristicas indefinidas en sus bordes. La reaccidn positiva franca se ca-
racteriza por grumos grandes o pequefios de tamafio uniforme y la ex-

- 12 -
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periencia demostrard la diferencia entre esta reaccidn y las reacciones

at1p1cas en las cuales aparecen grUmes grandes y/o pequenosnnezc]ados con

las particutas-de ant1gen0 x1bre.

En estos casos o sjempre que se sospeche la existencia de una reaccion
insatisfactoria, el suerc debe ser diluido al 1:5 y al 1:25 y reexamina-

~do. Si la reaccidn maxima lograda con cualquiera de estas diluciones es

mayor que la obtenida con el suero sin diluir, se considera esa como el

‘resultado del ensayo. Prepaﬁar']aS’diluCﬁones p0nﬁeﬁd0,6w4‘m§\de‘SOIUCiﬁn
~ salina en cada uno de los ddsxtubosvaﬁadieﬁdo[ﬂ;l ml del suero calentado
~al primer tubo. Mezclar y traspasar 0.1 ml al segun&aitubai

3.1.11 Reaccidon cuantitativa con suero:
Las reacciones cuantitativas se efectan usando una serie de suéros di -

‘luidos en solucidn salina y cada dilucidn se trata como un suero indivi-

dual y se ensaya del modo descrito bajo reaccion cualitativa con suero.

Usar una Saluciﬁn'sajina,ai 0.9% recién preparada para hacer estas dilu-

ciones. Las diluciones del suero se preparan poniendoVOnS ml de solucion

salina en cada uno de seis o mis tubos Al tubo 1 afiadir 0.5 ml del sue-
ro calentado, mez¢lar bien y pasar 0.5m1 al tubo 2. Se continda esta o-
peracidn hasta que el tubo seis contenga 0.5 ml. De esta manera se prepa
ran:ﬂiTuciones:al.1/2,‘1/45‘1[8,:1116;‘étc; Se ensaya cada dilucion serg;

16gica de la manera descrita bajo reaccion cualitativa con suero.

>

3.1.12 Como leer e interpretar las reacciones cuantitativas:

a) Las reacciones se leen microscOpicamente & un aumento de 100 X de la
manera descrita para el procedimiento cualitativo.

b) Se reportan los resultados en términos de la mayor dilucion serologz~
ca que produce una reaccidn positiva franca (no positiva débil). (26)

=13 -
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3.2 Prueba de RPR en tarJeta
Las pruebas no treponen1cas conocidas como "pruebas rap1das de reagina en
tarjeta" se desarro]]aron como métodos se}ect1vos en sjtuaciones de campo,

.Wdonde.el equipo es limitado. E1 antigeno que se emplea es el de VDRL, con

algunas modificaciones como son la adicion de cloruro de colina y particu
las de carbdn vegetal. E1 cloruro de colina tiene como finalidad inacti-

~ var el suero o plasna, en vez de usar el calentamiento y las particulas

dé=carbén”VegétaT permiten Ta didentificacion macroscopica de 1a flocula-
cion mediante grumos negros contra el fondo blanco de l1a tarjeta (17).

3.2.1 Material para la prueba de RPR en tarjeta:
A. Tubos goteros de plastico. : :
V a) Se usan para transferir el suero no caTéntado-O‘p1asna, del tubo a
1a SUperch?é de Ta tarjeta. En pruebas cua11tat1vas, se usa un tu
bo de p]ast1co para cada muestra. : .
b) Cada tubo gotero tiene un extremo sellado que se utiliza para ex ==
tender 1a muestra depositada en toda el drea del circulo.
c) Los tubos goteros estan d1senados para depos1tar sobre ]a tarjeta
0.05 ml de suerp, mds un pequefio excedente para compensar el sue-
ro retenido por la punta sellada cuando se extiende el suero.

'B. Tarjetas recubiertas de plastico con 10 c¢irculos de 18 mm.
Debera tenerse precaucion de rio usar las tarjetas si contienen residuos

d & grasa porque &sto puede falsear los resultados.

C. Aguja.

a) Para mantener libre el pasaje de la aguja, una vez utilizada,se re
tira del envase y se enjuaga con agua destilada. No debe Timpiarse
TE\égujai ya que eliminard los silicones de recubrimiento y puede
afectar 1a medida de 1a gota del antigeno.

b) Para revisar la entrega de antigeno de la aguja, se 1lena una pipe
ta seroldgica de 1 m1 en posicion vertical con la suspension anti-
génica. Contar el nimero de gotas depositadas en 0.5 m1. El niimero

~ 14 -
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correcto de gotas debe ser de 30 + 1 gota.

D. Frasco gotero de po]1et11eno
En e1 frasco gotero se vacia el contenido de] anpu]a con antigeno. Cuan-

do se va a depositar la gota de antigeno, se Te inserta la aguja. Para

guardarse el remanente de antigeno se c1erra con la tapa de rosca una vez

que ha sado retirada la aguja.

-

E. Aparato de rotacién quIOO“rﬁﬁ, que circunscriba un circulo de 2 an de

diémetro, con medidor de tiempo automdtico y cubierta himeda.

Las rotaciones entre 95 y.110 rpm no afectan significativamente los re--
- sultados obtenidos, Abajo de 95 rpm y arriba de 110 rpm, hay una tenden-
}cia de los grumos de antigeno a ser menos intensos en las pruebésﬂcon,»
sueros no diluidos, asi como algunas reacciones débiles pueden no ser no
‘tadas. En la cuantificacidn, la rotacidn anriba de 110 rpm tiende a pro-.
ducir una disninuniﬁn'en el titulo, aproximadamente una dilucién mis baja.

3.2.2 ‘Re.afc.ti;vﬁo;s para la prueba de RPR.

~ A. Suspension Antigénica. -

a) La suspension antigénica estd formada por: 0.03% de cardiolipina,
0.02 - 0.022% lecitina, 0.09% colesterol, 0.0125 M EDTA, O.OLM
Na,HPO,, 0.0IM KH,PO,, 0.1% merthiolate (preservativo), 0.01875%
carbon (especialmente preparado), 10% cloruro de colina w/v y agua
xdestllada |
Se conserva en refrlgeracnon a 2°= 8°C No ‘debe congelarse. Puede
usarse hasta 12 meses después de 1a fecha de elaboracidn. Una vez
abierta 1a ampolleta, el remanente se refrigera a 2°- 8°C y la re-
actividad es satisfactoria aproximadamente por 3 meses. Cuando el
remanente se guarda a 26°C, puede usarse durante un mes.
¢) Debe homogeneizarse bien antes de usarse. No debe utilizarse imme~
diatamente después de refrigerar, antes debe estar a la temperatura
ambiente, pues los resultados decrecen en sensibilidad. ’

o
" M.
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B. Contreles positivo y negat1v0
Controles con patrones establecidos de react1V1dad que dében 1nc1u1rse en

cada tote de pﬁwcbas*ya,' confimar la. reactividad 6otima de Ta suspen--

si6n antigénica. Deben conservarse refrigerados a 2°- 8°C

C. So]uc1on salina (0. 9%)

Para realizar las pruebas cuantqaat1vas

'3.2.3 Procedimiento para la reaccidn cualitativa.

a) Tomar el tubo gotero entre el puif!'giar* y €l dndice cerca del extre

mo sellado. Apretar y no soltar la presion hasta que el extremo
abierto esté abajo de la superficie de la muestra, tomando la
muestra con el tubo en posicién vertical para minimizar la agi-

 taci6n de los elamentos celulares, cuando se usa el tubo origi-
nal de Ta muestra. Soltar la presion de Tos dedos para detener
Ta muestra en el tubo gotero. | , :

b) Tomando el tub@ gotero en posicién vert1ca1 d1rectanente sobre
el c1rcu10 de prueba de la tarjeta, depositar una gota (s1n to-
car la SUperf1c1e de Ia tarjeta), apretando el tubo gotero.

c) Invertir el tubo gotero, y con el extremno sellado extender la
‘muestra hasta Tos Timites del circulo. Descargar e} tubo gotero.
Repetir el procedimiento para cada suero que se vaya a probar.

d) Agitar el frasco gotero con el antigeno antes de usarlo. Colo-
car la aguja y depositar algunas gotas de zntigeno en la tapa
de rosca del frasco para eliminar burbujas de aire. Agregar una
gota de antigeno en cada circulo de prueba donde se encuentran
los sueros. No mezclar. La mezcla completa se realiza durante la
rotacion. Recoger las gotas de antigeno que se depositaron en la
tapa de rosca. Quitar la aguja del frasco gotero y cerrarlo.

e) Mantener la tarjeta en rotacidn por 8 minutos a 100 rpm. Des-
pués de la rotacion, diferenciar los resultados negativos de
Tos débilmente positivos, haciendo una ligera rotacion e inclina
cién de la tarjeta sobre la mano. Inmediatamente Teer macroscé-

=10 =



picamente cada circulo de reaccién bajo una fuente de luz intensa.

| Informar como: Positivo.- caracteristico agrupamiento o grumos negres

S eem e e : - © que pueden ser muy marcades o muy 1igeros,pe-
, ro defimidos.

Negativo.~ una suspensidn uniforme de color gris.

3.2.4 Procedﬂn1ento para la reacczon_cuaﬁntat1va.

B a) Para cada muestra gue se va a analizar, poner ©€.05 ml de,soiu-
cidn salina 0.9% dentro de Tos circulos numerados 2 al 5. Puede |
utilizarse un capilar de 1inea roja o una pipeta seroldgica de “
1 mi, o menos. No. extender la solucion salina. -

b) Usando el cap11ar marcado con 1inea roja graduado a 0 05 mi,
1lenar hasta la marca con el -bulbo y depositar 0.05 ml de mues-

- tra en el circulo 1. -

é) Llenar el cap17ar otra vez hasta la marca de 0.05 con 1a muestra,
haC&T»]ES,d11uc1one51nezciandaiIos 0.05 mT de suero con la solu
cibn salina del sirculo 2, subiendo y bajando la mezcla en el ca
pitar, 5 o 6 veces. Evitar la formacion de burbu;[as . Transterir
0.05 ml de la mezcla al c?rtuio*S repetir la dilucidon y pasar

al circulo 4 y después al 5. Descargar 0.05m1 despUes de mezclar
»el contenndo en el circulo 5. .

d) Usando un tubo gotero Timpio, extender Tas diluciones empezando

por 1a mayor, es decir, por el circulo 5, 1lenando 1a superficie

i

del circulo. .

e) Homogeneizar la suspension ant1gen1ca Tomando el frasco gotero
en ‘PG-SE‘ETQ{!‘ ver: 1‘“5&1:5 agregar una gota en cada -circulo de prue-
ba. No mezclar. La mezcla completa de suspension antigénica y
la dilucion de cada suero se realiza durante la rotacion.

f) Rotar por ocho minutos, bajo cubierta himeda a 100 rpm. Después
de la rotacién, diferenciar los resultados negativos de Tos dé-
bilmente positivos o positivos moderados haciendo una ligera ro
tacion e inclinacion de 1a tarjeta sobre la mano. Inmediatamente
leer macroscOpicamente cada circulo de reaccion bajo una fuente




de luz intensa.

3.2.5. Informar en términos de ?" amds atta dilucion que presente un resul
tado positivo, débilmente positivo o positivo moderado (26).

3.3 Innunof]uorescencxa ,
La” 1nmunof1uorescenc1a se basa en el enpleo de fluorocromos que se conju
gan con el anticuerpo para poder identificar 1a,unxonvde éste al antige-
no por medio de la enisién de luz fluorescente en el microscopio de fluo

rescencia.

Los fluorocromos son colorantes que absorben energia radiante de cierta
lTongitud de onda cuando son excitados; las moléculas excitadas son enton
ces capaces de enitir energia Tuminosa.-de una longitud de onda mayor a

‘la absorbida y cesa casi inmediatamente después de suspender la energia

excitadora. A este efecto se le»llama fiuorescenc1a. Los fluorocromas

-que se emplean en 1nnunof1uorescenc1a son miltiples, pero el mas conun-
mente utilizado es laxfluoresce1na,que-esfexc1tada.por 1u2,u1trav101eta
" para emitir luz visible verde amarillenta (27).

Para que los fluorocromos puedan ser fﬁcilménte=conjuga605 a las protei-
nas es necesario formar derivados que contengan grupos quimicamente act1
vos como el isotiocianato de fluoresceina. Asi, un suero imune o su
fraccion inmunoglobulina puede ser marcado por medio de una firme union
al fluorocromo e identificarse en una forma muy Hlamativa cuando es exci
tado. A esto se debe la sensibilidad de 1a prueba a pequenas concentra-
ciones de antigeno, anticuerpe o complemento, ya que el ‘suero immune o
conjugado mantiene su reactividad inmunolégica especifica.

Los anticuerpos marcadaos con fluoresceina pueden ser utilizados tanto en
Tas secuencias de reacciones directas como en las indirectas, asi como en
las de inhibicidn del anticuerpo fluorescente y las de fijacion del com-

5
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plemento. La e]ecc1on del método depende del obaetwvo de éste, asi como

de los react1vos d1spon1b1es.

En la investigaci6n>de-anticuérpOS'especifiGQSwal Treponena pallidum en
el suero del pac1ente, se utiliza el método indirecto, que consiste en la
separacion de los ant1cuerpos especificos de grupo del suero del pac1ente
por absorcion con Tisado de treponemas de Re1ter Esta prueba,conocida
como FTA-ABS tiene Tugar en dos fases:

-a) La suspension de Treponema pallidum se fija a un perta. E1 suero del

paciente, prev1amente absorbido y en dilucién 1:5, se extiende sobre el

ant1geno Yy se deja en incubacidn, de tal manera que el ant1cuerpo especi
fico pueda unirse al antigeno. Se retira el suero del porta mediante un

Tavado.

_rb) Se extiende sobre el antigeno, el antisuero conjugado dirgido contra
las 1nmun0g10bu11nas humanas. Si éstas se han unido al antigeno, no se

e11m1naran por lavado El antlsuero humano conJugado, se unira al ant1—

- cuerpo presente en e1 suero del pac1ente, causando 1a-f1uorescen01a de]
_antigeno. | | ”

Una dificultad en las tBcnicas de inmunofluorescencia es que pueden pre-
sentar fluorescencia inespecifica, es decir, fluorescencia que no es de-

bida a 1a interaccidn antigeno-anticuerpo especifica bajo estudic. Esto
puede deberse a la fluorescencia natural de Tos componentes del tejido
examinado o por la adherencia no immunoldgica del conjugado a componentes
celulares o del tejido. Por eso, toda prueba de anticuerpos fluorescentes
debe incluir controles, tanto positivo y negativo, como positivo inespeci

fico (28).

3.3.1 Material para Ta prueba de FTA-ABS.
a) Incubadora, ajustable a 35°- 37°C.
b) Microscopio de fluorescencia con condensador de campo oscuro.
c) Papel absorbente.
d) Lipiz con punta de diamante (opcional).



e) Plant111a usada para grabar circulos de 1.0 an de—dnametro in-
- terior sobre laminillas de vidrio (0p010na1)

) Placa para colotar Tas lam1n1l|as o

g) Camara himeda. Colocar un papel humedecxdo en 1a cubierfa de la 

~ camara para colocar las 1am1n1]1as

'h) Asa bacteriologica de p1at1no, estandard de 2 mn, callbre 26 o

- pipeta automatica de 10 ul. _ k S
1) Lam1n111as para m1croscop1o de 1x3 pu]gadas, aproxxmadamente del

1 mm de espesor.
- 3) Cubreobjetos. o
K k) Frasco Coplin con. portaplacas remov1b1e
1) Pipetas de 0.2 m1 1/1000 y 1.oml 1/100.

3.3.2 Reactivos para Ta prueba de FTA-ABS.

Al Aatigeno de Treponema pallidum, |

o o .a),El ant1geno para la prueba de FTA-ABS es una suspens1on de Tre=

-fii - o ponema pallidum (cePa N1cho]s), extra1da de tejide testicular de

= | conejo. El extracto debe contener un minimo de 30!n1croorgan1c—
‘mos por ‘campo a Seco deb11 E1 ant1geno puede conservarse de

) 6°a 10°C 110f1112ado | |

b) Conservar el antzgen0w11of111zado a 0= D°C y reh1dratar10 pa—

‘ra usarlo de acuerdo a las instrucciones adjuntas

- ¢) Descartar Tla suspension de antlgen0<s1 desarrolla contaminacion
bacteriana o si no nuestra 1a react1V1dad aprop1ada con €1 suero

contro]

B. Medio de Absorcitn para FTA-ABS.
a) E1 medio de absorcidn es un producto estandarizado,preparado
_ de cultivos de treponemas de Reiter (cepa no patdgena T. phage-
N denis). Este puede conservarse en estado Tﬁqgiddao‘Iibfilizadum
]I b) Conservar el medio de absorcién a 6°~ 10°C y recosntituirto si
se encuentra 110F111zado » de acuerdo a tas instrucciones adjun

tas.
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C. Suero antigtobulina humana conjugada con f?uofesce?nafienjugada)

a) Es una fraccion gamaglobulina 1iofilizada de suerg de cabras rmu —
nizadas con gama globulina humana. ) o

b) El congugado debe ser de calidad aprobada para la prueba de FTﬁeABS;-
Cada nuevo lote de conjugado se debe probar para determinar su titu
To y ver1f1car que no da reacciones’ 1nespec1f1cas, asi como su reac

o t1V1dad estandar. ) |

¢) Conservar el conjugado 110f111zado a 6°- 10°C. Reconst1tu1r el con
jugade de acuerdo a las instrucciones adjuntas CQn<SQTUC10n PBS-
Tween que contiene: 98% PBS {6 mmol/1) pH 7.2 con 2% de Tween 80.

d) El conjugado reconstituido se conserva en alicuotas no menores de
0.3 ml a -20°C o menos. Cuando se desconge1akpafa usarse; no se |
vuelva a conge]ar, pero puede ‘conservarse a 6°- 10°C y puede ﬁsar
se mientras muestre reactividad satisfactoria con pruebas contro -
les. o _ ..“ o -

e) Si se nota‘uh‘cmnbio en la reattividad de la prueba de’FTA;ABS en
el trabajo de rutina de 1ab0rator1es, el conJugado debe retirarse

- para determinar si es el factor contr1buyente

D. Amortlguador salino de fosfatos (PBS), pH 7.2 £ 0.1

Formula por litro: R : AT
NaCI ;.,....,.,.....,.,§;i_‘, 7.65 g
N32HP04 S 0-724 g

RO ... 021 g
Debe détemminarse el pH de cada lote de PBS preparado para la prueba
de FTA - ABS. E1 PBS fuera del rango de pH de 7.2 - T 0.1 debe desta--

.car-se.

E. Tween 80
Para preparar PBS conteniendo 2% de TWeen; calentar Tos dos reactivos
a 56°C en un bafio de agua. A 98 m1 de PBS, afiadir 2 m1 de Tween 80, -
midiendo del fonde de la pipeta. La solucidn de Tween 80 al 2% debe -
tener un pH 7.0 - 7.2, Verificar el pH periddicamente, pues la solu--

-21 -
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cion se puede’VOTver'icida Esta solucion 391aahtiene bien en
refrigeracion: descartarla si sé desarro11a prec1p1tado o si

-
-

. r:mb-l;; p‘l QH '— T ; v

Suero control pos1t1vo FTA
a) Suero humano obtenido en sifiliticos,.

b) Conservarlo Tiofilizado a 6°- 10°C 'y reconstituirlo para -
usarlo de acuerdo a instrucciones adjuntas.

Suero control negativo FTA:
a) Es suero humano de donadores sanos
b) Conservarlo 110f1112ad0 a 6°- 10°C. Reconst1tu1r para su -

~ uso de acuerdo a las instrucciones adjuntas.

, SUero‘contro? positivo inespecifico FTA:

a) Es un suero humano, que muestra reaccidn positiva 1nespe--
cifica en la prueba FTA.

~ b) Conservarlo Tiofilizado a 6°- 1@96;”Re¢0ﬁsfituir-para-su -

uso de acuerdo a las instrucciones adjuntas

Medio de- inmersidn

~ Consiste en ung pafLE de PBS,pHZ.2, mas nueve partes de glice

rina (calldad,reactxval,

Acetona (R:A.)

3.3.3 Como preparar las pTacasrde‘antigeno‘déVTreponana,pa]Tidumq

a) Homogeneizar bien la suspensidn de antigeno con una pipeta
que cortenga un bulbo de hule y absorbiendo y expeliendo la
suspension de la pipeta por*Te~menas‘diez:&ecesnpara romper
los acimulos de treponemas y asegurar una distribucién uni-
forme de treponemas. Determinar por examen de campo Oscuro
que los treponemas estdn adecuadamente distribuidos antes -
de hacer las placas para la prueba de FTA. Se puede reque--

-
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rir una mezcla adicional.

b) En placas perfectamente limpias y desengrasadas, cortar dos
circulos de 1 an de didmetro interior con un lapiz de punta
de diamante. Limpiar Tas p]acas con gaca para remover 1as -

- particulas de mdmo. |

E ' c) Extender una asada de antigeno de T. pa‘t’hdum en cada circu

- lo, usando un asa de platino estandar de 2 mm. calibre 26,

o extender aproximadamente 10 m1 con pipeta automdtica. La

experiencia con lotes individuales del antigeno pueden indi

- car qué cantidad :de,an?cigenq,,mayo?r o menor, se deben exten

der en cada circulo.- Dejar secar de 1 a 2 horas en un +incu-
bador de 37°C | . o

d) F]Jar las extenslones en acetona por diez minutos y dejarlas

o ) secar enteramente al aire. |
E | . (No se deben fijar mds de 60 Taminillas con 200 ml. de aceto
| - na). La suspensidn una vez reconstituida debe usarse el mis-
- mo dla de su prepar‘acwn, 0 a‘imacenar Tas Taminillas prepa--
| radas a - 20°C, tanto tiempo como el que los resultados de =
i » los controles alin den Tos resul tados ‘esperados. No se deben

| ‘ ‘volver a guardar en congelacién las placas que ya se han sa-

.‘; N cado.

3.3.4 Cono preparar los sueros . |
La contaminacidn bacteriana o un exceso de hemdlisis pueden ocasio

- - nar que los sueros no sean satisfactorios para la prueba.
i Ca‘lentar los sueros por 30 minutos a 56°C antes de 1a prueba.

i 3.3.5 Como preparar los controles :
a) Los sueros controles ya reconst1tu1dos se cahentan a 56°C
por 30 minutos.
b) Con el objeto de obtener reaccion fuerte (+++) media (+++)
- | y débil (+), diluir el suero positivo con PBS como sigue:
i v - 1:5, 1:100 y 1:200 respectivamente, °

. - 23 -




El suerc negativo no muestra reaccidn a una dilucidn 1:200.

El suero control positivo inespecifico muestra una reaccidn me=-

dia (++), cuando se diluye 1:5 con PBS. Si se diluye con medio

de absorcibn FTA, el suero reaccionard negativamenfe. . - . . ...

b) Si se van a ocupar dnicamente pequefias cantidades es reconendable
almacenar el suero reconst1tu1do, pero no d11u1do en alicuotas
a - 20°C. El1 medio de absorc1on se debe congelar si no se va a u
) ’t1]12ar por. cmnp1eto. |
3.3.6 D11uc1on de trabaJo adecuada de ant1g]obu|1na humana congugada con
_ fluoresceina. . _
a) Una vez reconstituido el contenido de] frasco, como 1nd1ca la

etiqueta con PBS- tween, para la demostracién de anticuerpos con
tra el treponema, se debe correr%una.pruaba,ﬁreiﬁninar, con el
> objeto de determinar la dilucion de trabajo adecuada. Generahmal
~ te se recomienda diluir la solucidn 134. .
b) El COﬂJUgadO reconstxtu1do, pero no d11u1do, puede almacenarse en

a11cuotas a - 20°C. : cos

3.3.7 Procedunlento para 1a.reaCC1on.
a) Identjficar las Taminillas prev1mnente preparadas, numerando]as
" en Tos exiremos. o ‘ ‘ | ‘
'ibl’Una vez 1nact1vados 105 3ueros'de ]os pacientes y &e*Tos contro—

v 5 <

| rosucontrol«para;]a prueba deﬁFTA-ABS@
" D{ilucién en amnrtfguadDr'de fosfatos: .
~ suero control pOSTtTVO 1:5, 1:100, 1:200
suero control negativo FTA: 1:200
suero control positivo inespecifico FTA: 1:5
Dilucion en medio de absorcidn:
suero control positivo: 1:5
suero control inespecifico 1:5
suero del paciente: 1:5 (prueba de FTA-ABS).

-~ 24 «

AR W
sy ¢ )
*
*



3

c) Aplicar aproxwmadanenteﬁlﬁnrunn11tros del suero diluido en cada
uno de los campos de reaccion de Ta laminilla con treponenas, pre
VIamente preparada. '

d) Ii‘ cubar por 30 minutos a temperatura-ambiente, o a 3—!”?’1‘, enuna

| | | cémara himeda. |
E! ’ | e} Enjuagar las Taminillas con PBS"TntrodUGTénd01as:en‘un'f?aséo .
Coplin Hleno con PBS, por 10 mlnutos, canb1ando el Tiquido de la

- vado después de 5 minutos.
 fi“Co1ocar 1as laminillas en uno de sus extrenos sobre un papel
absorbente, con ngeto de eliminar el amertnguadpr superficial,
posteriormente se” secan al aire cuidadosamente, o
g) Se cubren completamente las zonas de reaccitn de las laminillas
cdnvaproximﬁdanenteﬂlﬂumicro1ftros‘de la dilucion recién prepa-
rada de antiQTOBUTina hUmana,conjuga&a con fluoresceina. |
h) Colocar las Taminillas en cdmara himeda e incubar por 301n1nutos
a tenperatura ambiente 0 a 37°C.
T)'EnJuagar Tas laminillas con amortiguador de fosfatos y colocarles
por-10 minutos en un frasco Coplin con PBS. Cambiar el liguido
de lavado despues ‘de § minutos. S | o ‘,.‘;
| Jl Colocar las laminillas en uno de sus extremos, sobre un papel R
absorbente con el objeto de eliminar el amortiguador sobrante.
k) Montar las preparaciones secadas al aire, colocindoles encima u-
na pequefa gotﬁ de medio de montaje y EVftEUGO’Ta.foﬁﬁaciﬁn de.
burbUJas de aire, colocar encima un cubreobgeto por area de

, . . . BRI
. E . iy

0
~
-

reaccion. )
1) Evaluar las preparaciones con un microscopio de f]uorescenc1a.
Los contreles deben mostrar los "310”85 establecidos.
m) Usando la laminilla control de~m1namo:reactnvo\(l+)\com0\un es-
tandard de lectura, registrar 1a intens%dad?de-fiuorescencia‘de
‘los treponemas de acuerdo con la siguiente tabla:

© anif

“ }‘ _ m‘i i‘ -
e 3 . - i o

freww
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Lectura Intenslg@d de f]uoreSCﬁn, da ﬁta,,ﬂmm:-:+a_za%apgﬁéﬁacééﬁﬁfzmﬂ#éx~mz

2+ a 4+ Moderado a fuerté ............... Reactive ~  (R)

1+ - Equivalente a contrel minime R
reactivo (14) .v.eeeieec.e..s... Reactive  (R)

1+ 'Bébff,‘peronefinido, menos que o

| ~ control minimoe reactivo .i....... Limite - (B}

- Negativo +eeensvessneececsesaees. NO reactivo (M)
Repetir la prueba en aquellos sueros en los que Ta intensidad de la fluo- :
rescencia es 1+ o menos. Cuando un suero inicialmente da lectura de 1+ y
al volver a probarlo da 1+ o mayor, la prueba se registra bmﬂo‘reactiva,
Todos los demds resultados al volver a. hacer la prueba se registran comno
1amite, si no dan una lectura maynr‘(bOrdEr)v No es necesario repetir la
prueba a Tos sueros que no presentan fluorescencia (26) |
3 4 Prueba de MHA—TP
Esta prueba se basa en la ag]utﬂnaCTOn, por ant1cuerpos.a} Treponana pa1]1-_
dom, de eritrocitos de carnero sensibilizados. Antes de efectuar la prueba,
el suero seznezcla con un diluyente absorbente para remover la mayoria de |

Iss reactantes no especificos; el diluyente consiste de una SO]UCIOH sa-
Tina corn amortiguador de fosfatos que contiene componentes so1ub]es de mem.
branas celularesadewglobulos,rcgos=de‘carnero, extracto testicular normal

de congjo, componentes celulares de freponemas-de-Reiter-y-suerc—nomal e
de CDHGJO El suero ya absorb1do que contiene e] ant1cuerp0 ESpEC}fTCO,

geno de Tﬁre‘ponana‘ pallidum ( cepa Nichol ~‘sf),1 para formar una capa uniforme

de eritrocitos aglutinados que cubrird el fondo de la policubeta de micro

titulacion. En las reacciones negativas, las c&lulas no aglutinadas se
deslizan hacia el centro del fondo curveado formando un anillo bien defi-

nido en el ceantro. }
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_La superficie antigénica do 105'9%ath}us TOJ0s, Es muy elaboradd, y aunque

esto,puede facilitar 1a unién del antigeno, ocasiona una complicacidn en
la prueba debido a la frecuente presencia de anticuerpos heterdfilos natu

rales al eritrecito en o} suero de muchos aninales. La presencia de estos

anticuerpés se comprueba por medio de eritrocitos tratados con acido td-
nico (tanados), pero no recubiertos, colocandolos como control con cada
uno de los sueros que‘se‘van'a‘probar. La ag]utfnacién en alguno de estos
controles, se deberd a 1a presencia de anticuerpos heterof1]os ynoa
ant1cuerpos al Treponena pa111dum N R |

'La'sensibfiidad‘de 1a prueba se debe al previo tanado de las células rojas,

" debido a que altera la superficie celular para revelar nuevos receptores
protelcos, de ta] manera que. Ta cantidad de antigeno proteico que se une
a los erffrocntos aumenta después que han sido tratados con acido tan1co,
adenas incrementa la inestabilidad de las cé?u]as rojas que nonna]mente _
o aglUt1nan y de ese modo se provoca la reaccidn de aglut1naC1on. Es nece
sar10 baTancear esta tendenC1a de ag]ut1nar,ad1c1onando un estab1llzador.

‘=aglut1napuen presenCIa;de,una Gant1dadrmuy~pequena¢de‘aniacuerpo (30),

3.4.1 Material para 1a prueba de de MHA-TP.
a) Microdilutores - ( 0.025 ml o 25 ul).
b) Pipeta gotero calibrada para entregar 0.025 m1 o 25 ul
¢) Probador de voTumen (papel secante). |

Cod) 9013””h°+’€fdeseChqu1c: de- piastico transparente de fondo redondo. =
€] Lector de espejo de policubetas. -
f)fpi96¢35{ automaticas de 20, 25 y 50 ul, o pipetas serolégicas de
0.1 m1 graduadas en 1/1000 ml. ,
seroldgicas de 1.0ml graduadas en 1/100 ml.
g) Tubos de ensaye y gradilla. ‘ -
- Y



C.

A

~3:4,2‘Reactiw0s.para‘]@jpruehazdefmﬁA_TP;
A. Diluyente absorbente.

a)

Este réac%TVG'consf;% Ue una so]uc1dn salina can‘amOrfigaadcr

" de’ fosfatos {pﬁ./'ﬁ)*que Conm1ene cmnpﬂnentes SﬁTUb}ES’UETTG“‘ = '*-fi

.c)

k_B. Células sensib

a)

b)

ydcs, sens1b1112ados con antigeno de Treponana pa]11dum (cepa

;N1cho]s)
Conservar las ce]u]as sens1b1]1zadas 11of111zadas a 2° 8°C y

branas celulares de g]obu1os rojos de carnero (0. 50 % v/v ),

~componentes so]ubTes de membranas celulares de gl6bulos rojos
fbov1nos 0 25% v/v), extracto test1cu1ar nonnal de coneJo (O lw)

xcmnpcnentes ce]u]ares de treponanas de Reiter {0.125% v,
’Suero normal de conEJo (1.0% v/v) Y estab1]1zadcres.

Este reactive, To presentan ]as casas. cmnercwames Tisto para
ser usado y no. requlere reconst1tuc1on Se usa para absorber

y d11u1r el suero; y para preparar las diluciones de trabajo

de las suspenSTOnes ce]u]ares sen51b111zadas e 1nsens1b111za—
“das. | | |

Debe conservarse en‘refr1gerac1on a 2° 8°C.

"ldaadas _ R
Son er1troc1tes de carnero 110f1112adms, fOﬂna11n1zados, tana

reconst1tu1rLas cano 1nd1ca la etiqueta. Este ant1geno, ya
reconst1tu1do es una suspension al 2.5%. Una vez reconstutU1do,'

debe refrigerarse y usarse antes de 5 d1as. Las soluc1ones de

trabajo deben refr1gerarse y usarse e} migno dia.

'\fLas‘ce1u1as‘estan sensibilizadas con antigeno y reacc¢ionaran
con el ‘suero que contenga los antibuerpes especificos al

Treponena pa111dum

Ce]u1as 1nsens1b111zadas.

a)

Son er1troc1tos de carnero 1iofilizados, fonna11n1zados,tana-
dos. Estas c&lulas no se sensmb1]12an con &l ant1geno de
Treponena pa1l1dum. |



b) Conservar las CEIUTas 1nsens1b111zadas T1of1]1zadas a 2% 8°C
Y reconst1tu1rlas como 1nd1ca Ta etiqueta, Una vez reconst1tu1
das, deben: refrigerarse y usarse antes‘ae cinco dxas. las so . .
]uc1ones de trabaga deben refr1gerarse y’usarse e] i sno dla. o

ag]ut1nac1on 1nespec1f1ca._ﬁ

B Control pos1t1vo.

E,

b} Conservario T1ofiixzado a 2%« 8°C Reconst1tu1r como se 1nd1ca

- H.

| a) Es suera de conego que contiene ant1cuerpos al Treponana paliu

dum.

b) Se conserva“ 110f1112ado a 2°= 8°C y se reconst1tuye como: 1nd1
ca 1a et1queta en la que también se encuentra el titulo de
'posnt1V1dad_\Los,reﬁuitados‘puaden variar en + una.d11u010nw
Una vez reconstituldo debe conservarse en refr1gerac10n y u-
sarse antes de cinco dlas. '

Contro] negat1v0. |
a) Es suero humano nonna1

en Ta et1queta. Una vez recosnt1fu1do debe refrxgerarse v usar o
s& antes de ¢inco uias.‘ SR T s e
Preparacion de las seluc1ones de trabaJo.
Para preparar las seluciones de trabajo de ctlulas sen51b111za-

~das e insensibilizadas, se afade una parte de Ta‘SUSpEHSHOH re -
constituida a 5.5 partes de diluyente absorbente (d1]uc1on 1:6. S)
‘Solamente debe prepararse una cant1dad de soTUC1ones de trabajo

suf1c1entes para un dla.

G. Agua destilada estdril.

Solucién salina al 0.85%,



3.4.3 Preparacion del equipo microdiluyente.
~ A. Preparacién de los microdilutores .
| 31) Limpiar ]osxnicrodllutores por rotacion, en agua destilada. = __

az) Quemar Tos microdilutores. hasta la incandescencia en un
quemador bunsen; enfriar en agua dest11ada y secar para ex-

pe]er €l 1iquido:

B;‘Probador del voTlumen de la gota. { La prueba del volumen de la
gota y el pretumedecimiento se realizan en la mismna operacid
by ) Llenar cada microdilutor . tocando la superficie de la so-

1uc1on salina’ al 0.85%. No debe mojarse la canpana super1or

‘del asa. , |
rbé) Tocar con el microdilutor - Ta marca central de uno de los
- circulos del probador y observar el area que se humedec10»
dentro de1 circulo.

el ]1qu1do contenido, el cual serd suficiente para humedecer
' 1nmed1atanente toda el area interior. del circulo.

C. La ptpeta gotero- ca11brada debe estar 11mp1a, Para asegurar la
';entrega apr0p1ada del 1iquidos secar suavemente, despues de 11e
narla, el excesq de solucidon que puede haber en el exterior de
la pipeta, con una toalla de papel. Mantengase Ta pipeta en po-
sicidn vertical en el momento de afiadir el liquido a la policu-

N 4 g ! ; i (AT RN . ’
; [ . v i
. ¢ i
¥ . i
‘ : 4 1
Ad . » . ; '
. a1

beta.
l ' 3 4.4 Preparacidn de los sueros.
B &) Alistar y marcar un tubo de ensayo para cada suero que vaya a ser
'I | ‘analizado y para cada uno de Jos ‘dos controles.

b] Agregar 0.38 m1 de diluyente absorbente a cada tubo.
¢) Agregar 0.02 m1 (20 ul) de suero sin inactivar (o controles) a
‘sus tubos respectivos para obtener una dilucién 1:20 con el dilu

yente absorbente.
~d) Usando las pipetas de 20 ul, mezclar cada suero diluido ocho ve-

(‘ﬁ,‘n;

by} Un microdilutor ~preparado aprcpiadamente, entregard todo ..



. ~ges e in icubar a tanperatrua “ambiente por 3O|n1nufd§;ﬁLé:;;estra absorb1da ¥
el izkﬁv,nﬁﬂtT°1 (dilucifn.1:20} &5 Dbgraﬁfzﬁguﬁssj;;;=,~ ’ Tre
_E o man ente del suero ahsorbide peede-refrigerarse a : T
= 1'zado el mismo dia El suero absorbido debe estar a.la tenperatura aanen
te en el momento de ser anallzado
3.4.5 Proced1m1ento para 1a reaccion.
i! Cada suero requerira el uso de dos cav1dades de. la, golacubeta
- a) ComenzandO«por‘eW extremo superior 1zqu1erd0, colocar el nlmero
f.!! : : de 1dent1f1cac1on del suero entre dos cavidades adyageéntes, por <&
‘ " . da suero que va a’ser anal izado. L4 muestra no. 1 en las filas A
‘Ii o Ay‘B: muestra no.2 en la ‘cavidad 2. filas A y B, etc. (ver fig.1}.
’ Anotar los nimeros del control y ?d’e'-]i suero en 1a hoja de *&rabajﬂof
gl | de manera que corresponda al ndmero de la pelicubeta y cavidad res
.. o pectivamente.
- | b) Colocar 0.025 ml de cada suerc absorbido (diTucidn 1:20)en las dﬂs
¢avidades” - adyacentes, identificadas para cada suero én el paso ..
Nimero de . -~ . . . - | | o
. | . {dentificacion | |
del suero ~ MNimero de Tas cavidades (columnas)
]\ 1 2 a 4 5 6 7 8 9
[A\NOOOQOQOOCOOO
| A1 #2 43 28 #5 46 27 48 #9
gB.OOOOQQO‘
I S #16 #17 #18 #19 #20 #21 #22
P OOO0.000.

Figura l
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- Tc)'ﬂtilizando tina pipeta gotero ca11brada para entregar s por g@ta,
'.:Q;QZS"T, agregar 0. 075 mi (3 gatas) de 1a soluc1on de trabaJo
_‘para ]os sueros. . | o

d) Agregar 0.075 m1 ( gotas} de-]a soTuc1on de trajffo de células
vinsens1b111zad35‘a cada cavidadde la fila 1nferzor para cada par

‘-de‘sueros.tf1las B, D,‘etc.).;LasmcaN1dades de estas filas se u

- tf?iza?éh‘parafdetéc%a?~ag1utinacian 5néspécnaTca. .
En Tos pasos 3 y 4 se obtiene una dilucion final del suero dE”f

| .1 Bﬂ : C ‘ o

:é}ﬁLos centra?es, pos1t1vo h% negativo, deben procesarse junto con ca 

 da serie de muestras. Junto con los controles se deben ver1f1car_ |
1as 501UC1ones(ce1u1ares. Como se deﬁuestra en 1a f1gura 2, se de
ben reservar espac1os para los controles y las -soliciones ce]u-
}args@_QtnqJnanera»ad151anal_de_reallzar el‘gcntrandéﬂcaliﬁadues
- 1a de aﬁaT‘iZarf' ?gsl‘-e\r@sf- conocidos, - coro ‘p‘O'Sﬁt”T\'l\OS‘ y negativos, U“.bﬁfg L
. nidos de- muestras de 1ab@rator1o, o sueros de rererencqa -
"f}'Ag1tar suavenente las polmcubetas, ap11ar y tapar con una p011cu- ;

: beta vacia. | - .

g) Incubar Tas po]1cubetas f@mperatura ann1ente, {25°C SQC} 59

| mover]as, por 1o menos durante cuatro horas. Si la prueba se rea
1iza durante la tarde, el per1odo de incubacion puede extender-
se par toda 1& noche s1n que produzcan cmanos percept1bles

}&&5®mmm$mﬁﬁwym@ﬁw@

a) Marcar una fila de Ta policubeta como suero positivo (figura 2).
Colocar 0. 050 ml del suero control positivos absarb1do, en la ca
vidad no. 1 .

b) CoTocar 0.025 m1 del diluyente absorbente en Va cavidad 2 hasta
12 8 de esa fila. Para Ta dilucidn se usan 8 cubetas. Esta permi
tird suficientes diluciones dobles hasta exceder el punto final
de titulacion para el suero control positivo.
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¢) Preparar diluciones seriadas del suero control positivo utilizan
do los microdilutores ,'Ga10car un microdilutor - de 0.025 m1 en
la.cavidad no.l -que contiene 0.050 m1 del suero controt. Rotar -
cuatro segundos,hasta llenar‘el microdilutor, retirar y colocar
‘en Ta siguiente cavidad de Ta misna fila y rotar nuevamente.
Repetir el proceso de dilucidn, transfiriendo 0.025 m1 de una ca
vidada la préxima hasta 1legar a la octava cavidad.Descartar el
exceso de sta {8a.) comprobando su volumen el probador

d) Colocar 0.025 m1 del suere control negat1vo en la cavidad no. 9.

e) Agregar 0.075 m1 de células sensibilizadas a la cavidad 1 has-
ta la 9, utilizando una pipeta gotero. |

Control de reactivos. |
Continuando con las filas reservadas para control de calidad, marcar

4 cavidades, como se indica en la fig.2

a) Agregar 0.0675 m1 de la solucion de trabajo de c&lulas sen51b111za“
das y 0.025 m1 del diluyente absorbente a la cavidad no. 10.
b) Agregar 0.075 ml de la solucidn de trabajo de células insensibi
Tizadas y 0.025 m1 del diluyente absorbente a la cavidad no. 11.
c) Agregar 0.025 m1 del suero control positivo y 0.075 m1 de cé&lulas
 4nsensibilizadas a Ta cavidad no. 12. | ' o -
d) Agregar 0.025 m1 del suero control negativo y 0.075 m1 de célu-
las insensibilizadas a la cavidad no. 13. : | |
e) Agitar la policubeta suavemente. Incuégr gunto\coniTaslmuestras.

| Negativo

00 1110240

rol 1:160
| 1:5120

w| Control

=

"| ~ 1:640
. of 111280

S
= i
1 3
90000.0(5

1uc1on control p051t1vo

L

JFigura 2
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3.4.8

El suero control pesitivo no debe variar mas de + una dilucidn con
respecto al titulo final indicado en la etiqueta del suero. El coni
trol negativo debe. $er negativo, ta n.,:para las-células insensibili
zadas como para las sensibilizadas. Los controles para el d11uyente
absorbente deben ser negativos. |

Resu]tados.
Los resultados cual1tat1vos del método y Tos del control de la titu
]ac1on, se obtienen Teyendo los patrones de sed1mentac10n de Tos

'glgbu]osiroqos, utilizando el Tector de espejo. Las Tecturas van

desde - a 4+, utilizando el criterio siguiente:

rado de hanaglutqnac1on : _Lectura I“tefpretacién‘v'
Redonde] de células, suave que cubre to- = S —t— ,
do el fondo de Ta cubeta; algunas veces
doblez en el fondo del redondel ....... 4+  Positivo

Redondel suave de c&lulas que cubre un

area menor de Ta cubeta «.vivvecoesene. 3 4 Positivo

Redondel suave de c€lulas rodeadas de =
un C ircu ]0 FOj‘O :..- ; - e e e e T I I 2 + n ‘Positivo .

Redondel suave de céi&IaS:rodeadas‘de

“un circulo rojo Mas pequefio «...ve.e.. 1+ Positivo

Botdn de c&lulas que tiene una pequefa
perforacion en el centro.....cccvess.

[+

Negativo

Boton compacto, muy definido, en el
centro de 1a cubeta que puede tener u-
na pequefia perforacion central ....... - Negativo

Se informa como resultado positivo cuando un suero muestra una hema

glutinacidn de 1+ o mayor, con células sensibilizadas, y es negativo

con las células insensibilizadas.
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cuando un suero no mt e stra hanagl

Se informa como résuTtador tiégative ¢
nacion (= 0 +) con ¢

acion (= o +) con células sensibi ]172d3c;p jncanc = o

m

el
I
I

S$i hay p051t1v1dad con las ce]u]as sen51b1112adas e 1nsens1b1112adas, e]

suero debe -analizarse nuevamente en dl]ucnones‘con celuias sens1b111za =

das € 1nsen51b111zadas.

- Anotar como positive sin teﬂer en cuenta el t1EfTo, st

a) La hanaglut1nac1on con células sensibilizadas es mayor por 10 me=
- nos dos diluciones que con células 1nsensdb11lzadas,,y_ | ‘
b) La prinera dilucidn que 16 muestre hemaglutinacién con c&lulas insen
s1b1]1zadas t1ene una reacc1on de 3+*o 4+ con celu]as sensibiliza-
das.

2. Anotar como“henagTutnnac16n 1nespecifica,»nb‘@onc1uyanfe.dé1-suero~

control", si:

d) La hanag]ut1nac1on con células sens1b111zadas es—solamente'maynr en
~ una dilucidn que 1a de células 1nsens1b1]1zadas,;_- |

31zadas esta en Ta misna d1]u

b) La henaglutJnacqon con ¢8lulas sensil

c10n que con las ce]u]as 1nsens1b111zadas (29)
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A continuacién se presentan los resultados obtenidos de acuerdo a las si- .
guiéntes claves:

[
; 3 ! L
R . N

P. Positivo

N. Negativo

E , _ - Tabla Ho. 1
_ o  Resultados de los 121 sueros seleccionados .

sueros | 64 | 3 | 130 1} 21} 1) 21 » 4;«8f-' z | 121

FiA-ABS | Pl N | njp| Pl Epf Rl P|N|N |
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CAPITULO V
ANALISIS DE LOS RESULTADOS

De 4,660 sueros analizados, se seleccionaron 121 que resultaron positi
vos al VDRL hasta la dilucién 1:2, de los.cuales, 40 se analizaron tam
bigén por RPR en tarjeta. |

Los 121 sueros se analizaron después por MHA-TP y finalmente por
FTA-ABS, que es la prueba de referencia de que se dispone, por ser la
mds sensible y especifica. Los resultados se resumen en la tabla no.2

Tabla no. 2
- Resultados de los sueros seleccionados de las dos pobla
ciones "estudiadas.

—

| Positives a | Negatives a | Positivos a (Negativos a|
 MHA-TP MHA-TP | VORL | VDRL

Positivos a

| FrA-ABS a4 € | & 1 ¢

[Negativosa | 5 | 5 | g 4

‘En la tabla no.3, se presentan unicamente los resultados de los 40
sueros analizados en la clinica 31 del IMSS.



VDRL y negativos al FTA-ABS.
¢) Grado de especificidad: 79%.

Para el RPR-en tarjetas - S o : - -

a) Concordancia con el FTA-ABS. De 40 sueros, 28, o sea, el 70% de los

- resultados coincidieron en ambas pruebas.

b} Indice de falsos positivos: 12 sueros, el 30% erron~positives‘a1
"RPR en tarjeta Yy negativos al FTA-ABS. | |

c) Grado de eSpec1f1c1dad 70%.

tabla no. 4
Resumen de Tosiresultados obtenidos para
. cada, metodo.,

?Concordancfa Indice de jGrado de es-!

| Método

con el

|FTA-ABS (%)

- falsas

posgitivas :(%)|

{ especifici -4

dad (%)

L —2

9.2

4.1

95.8

.
"
<

19.8 |

79

30

70
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 Defﬁos 121 sueros saﬂeCCiaﬁadds;;E1 Q4MZ%~déﬂswgfrésaliadosegaine%die=> '
“ron en los métodos de MHA-TP y FTA-ABS. Otros autores han informade

que las coincidencfas de sus resultados. entre estos dos métodos varian.

’de1 94.al 99% y que Ta sens1b111dad de anbos es muyfpareC1da, (san an-

bargo, esta depende dél estad1o en que se encuentre Ta s1f1115, puesto

que en el primer estadio se ha observado menor sens1b1l1dad para el

MHA-TP) (25), por 1o que puede utilizarse con ventaja el MHA-TP en 1u§f..

-~ gar del FTA-ABS, considerando que Ta tdenica del MHA-TP es muy sencilla,

no requiere de material costoso ni de aditamentos especiales, a diferen
cia del FTA-ABS, cuya técnica es complicada, costosa, requ fere de equi-
po €spécial de 1nmunof]uorescenc1aVV’de,nersona1 especial izado. . Eor;es-,

» tas razones, el FTA-ABS se practica en pococs’Taborator1os, mientras -
- que gl MHA-TP puede practlcarse en cualqu1er 1aborator1o de rut1na, s1n
|  de3ar de cons1derar a] FTA—ABS como 1aprueba de referenc1a |

’:"b.a;;o.,s .cle. 1,nv‘estng,acmn rgahzaﬁqs en Mem,co con .el en.,pl eo \del MHA-TP_ |

"Lcs resu]tados del VDRL co1nc1d1eron con los del FTA-ABS en un 75. 2%,
con 19.8% de falsos pos1t1vos. Por ésto, su utilidad s1gueksons1deran~
. dose basica como prueba de selecc1on de‘grandeS)pobTHC1ones si tanbien_
‘se considera si bajo costo y sencillez. SIN EMBARGO, SI EN EL TRABAJO
DIARIO SE OMITEN UNG O VARIDSrPASOS DE ESTA.TECNICA, EL NUMERO' DE RE-

SULTADOS. Jf‘ALSQ‘S% POSITIVOS AUMENTA. Para que esta prueba sea confiable,
es necesario apegarse estrictamente a la técnica, pues de otra manera,
a los falsos positivos biolgicos se suman aquellos debidos al mal ma-
nejo técnico y se pierde el control de Ta metodologia seguida.

Puede agregarse, ademis, el hecho de que 1a calidad del antigeno varia



de una marca comercial a otra, e incluso de Tote a lote. Es necesario
el uso de controles positivos, cuantitativos y‘negativ05, asi como con
tar con un 1aborator1o de<referenc1a donde se cqnnarnn ner1adiﬁaﬂente )

los esﬁztacos.

E1 RPR en targeta es todavia mas sencillo que e]'VDRL porque elimina
Ta incubacidn de los sueros y la observacién m1croscop1ca Sin embargo,
es mucho mds costoso. Sus resultados coxnc1d1eron con e] FTA-ABS en el
70%, con un 30% de falsos positivos, por lo que mastrd menos especifi-

cidad que €l VDRL. Un dato mnymnportante,qpe se obtuvo en esta compa-

racion es el lue de 10 resultados positivos a RPR y negativos a VDRL,
6 (15%] resultaron positivos también a FTA-ABS, lo que sugiere una ma-

- yor sensibilidad del RPR. En el presente estud1o se observo que un re-

sultado positive a VDRL de 151 a 1:4, por RPR d16 siempre positive a
Ta=siguﬁenté;di1uciﬁn@. ’

Algunos investigadores sugeren que el MHA-TP se use como prueba de ta

h;‘m1Z y como prueba de confimacién el FTA-ABS. “Esto seria 1o 1dea1, sin

enbargo, el costo resulta muy elevado. Se justifica en los bancos de

sangre; donde actualmente se usa e VDRL, cuya sensibilidad decrece no-

tablemente en los casos latentes, lo que hace posible que un denador

en ésta etapa no se detecte; por eso es imprescindible el uso de un
método mds especifico y sensible, como el MHA-TP (33).

Algunos estudios indican que Ta prueba de MHA-TP es menos sensible que
el FTA-ABS en Ta etﬁpa primaria de lasifilis. En este estudio no se
evalué la sensibilidad de Tos métodos empleados. Es necesario que se
estudie mds el MHA-TP en Ta poblacién de Mé&ico con pacientes sifiliti
cos en diferentes etapas de Ta enfermedad para comparar en cada una de
ellas la sensibilidad del método con el FTA-ABS y con las pruebas no

especificas.

- 47 -
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CAPITULO VII
CONCLUSIONES

1. En sifilis latente, donde el diagndstico descansa en la evidencia
seroldgica solamente, es de gran 1mportanc1a la confiabilidad del
.metodo emp]eado. " '

2. Los resultados que se obtienen con el MHA<TP son casi iguales a Tos
del FTA-ABS con la ventaja de que el prnnero puede realizarse en
cualquier 1aborator1o de rutina y es‘mas econdmico we el segundo
Las pruebas no especificas pgsut1vas, podrian confirmarse en.ellm1§;;
mo laboratorio por el MHA-TP, sin dejar .de considerar al FTA-ABS
como prueba -d‘ez referencia.

3. Es necesario un baen control de ca]1dad.en;]a prueba de YDRL, un a-
pego estricto a Ta téenica y una supervision adecuada en los 1abora
torios que la rea11zan, para evitar 1os resu]tados falsos pasxu1vos
debidos al manegc tecnlco.

4. E1 RPR en tarjeta es un método mis sencillo que el VDRL, pero mucho
mas costoso, con xnayor senstTlldadly:nenor especificidad.

B
§ ’ i
L : N
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5. La mayoria de los autores ‘eangsﬂtado,s estadn de acuerdo en que el
.diagnostico de sifilis no debe apoyarse en una prueba serologica.
Teoricamente deben usarse tres: eTfMHAAIP@‘cpmo’prUeba‘de seleccion
en grandes poblaciones, el FTA-ABS, como prueba confimatoria y el
VDRL , como control de tratamiento (34). En la prictica, debido al
elevado costo que esto implica, puede usarse el VDRL como pruebade
tamiz, el MHA-TP como prueba confirmatoria y el FTA-ABS unicamente
en casos problema y como prueba de referencia. Durante la incubacion
del Treponema pallidum, las pruebas seroldgicas son de poca utilidad,
en cambio, la observacion en eam{jo, oscuro constituye el {nico diag-

- 42 -



nostico definitivo en case de positividad. En Tesiones de sifilis tem-
prana deberd realizarse siempre Ta observacidn en campo oscure.

6. En Mé&xico no se encontraron cifras de sensibilidad y especificidad
ael\métodb‘dehMHAeTP‘ En el presente trabajo no fue posible evaluar
su sensibilidad; para haceriﬁ,vdeberianﬁhabersefanaTiZado‘103-4y660
sueros por FTA-ABS y MHA-TP. Serfa interesante estudiarlo mds amplia
mente‘eh'paciantes sifiliticos yVCdnpaﬁar su sensibilidad con la del
FTA-ABS y las de Tas pruebas no especificas en los diferentes esta -
dios de la sifilis. | |

-43 -
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