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sl estudio presentado a continuacidn intenta determi-
nar en una forma comparativa la seguridad del método de inmuno-
fluorescencia (FTA-ABS) para el diagndstico diferencial de sifi
lis frente a las reacciones falsas positivas que se obtienen -

con antigenos lipoidicos en reacciones seroldgicas (VDRL).

Para este fin se emplearon sueros de enfermos compro-
bados de lepra y tuberculosis, porque son dos de las infeccio—-
nes que producen reacciones seroldgicas "falsas positivas" y -

que se encuentran en proporcidn significativa en nuestro pais.

El segundo objetivo fué comparar los resultados obte-
nidos en enfermos comprobados de sifilis con la técnica original
(FTA-ABS) y los logrados con algunas variaciones sugeridas para
acortar el tiempo de la reaccidn o hacer mis ficil la lectura -

de sus resultados.
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Desde la introduccibn del diagndstico seroldgico de -
la sifilis se sefialaron diversas condiciones en que se obtienen
resultados positivos en la ausencia de treponematosis, como en-
los casos de otras infecciones: (paludismo, lepra, tuberculosis,
sarampidn, rubeola, vacunacibén antivariolosa, etc.), en enferme
dades de la colédgena (lupus eritematoso diseminado, periarteri-

tis nodosa) y en otros procesos.

Faget y Ross en 1944 (1) hicieron una evaluacidn de -
las reacciones Wassemann y Kahn positivas en la lepraj Gollerki
ri (2), Ruge (3), Almeida (4), Gilbert (5), Portnoy (6), Tres—
palacios (7) y Edmunson (8) encontraron una proporcidn de posi-
tivos de 24.9 %, 24.8 %, 65 %, 56 %, 58.8 %, 50 % y 63.4 % res-
pectivamente. Utilizando las reacciones de VDRL y otras de mi-—-
crofloculacidn con cardiolipina y citolipina los resultados son
aproximadamente los mismos entre 40 y 50 % de positivas y por -
lo tanto el uso de antigenos purificados de éste tipo no signi-
fica ventaja alguna (7). En 1958 Brefia y Malacara estudiaron —-
cuatro reacciones serolbgicas diferentes en enfermos de lepra -
(9). Algunos de los autores citados como Gollerkiri y Ruge en—-—
contraron proporciones mAs bajas de reacciones serolbgicas posi
tivas en los casos de tuberculosis que en los de lepra. En 1964
G. Niel y A. Fribourg-Blanc (10) hicieron un estudio utilizando
diezmil sueros, en los que se aplicaron las pruebas de cardioli

pina, (VDRL, Kline y Kolmer) y la de FTA en forma comparativa.
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La fluorescencia es un feandmeno que consiste en la ab
sorcidn de energia radiante en forma de cuantos luminosos de —-
cierta longitud de onda por moléculas llamadas fluorocromos, de
tal manera que al ser excitados sus electrones, éstos son des—-—
plazados a un orbital de mayor energia, del que regresan a su -
posicidn original emitiendo energia luminosa de longitud de on-
da mayor a la absorbida (Ley de Stokes) en la porcibn visible -

del espectro.

La fluorescencia se introdujo a la microscopia a prin
cipios de la década 1930-1940 para el estudio de fendmenos di—-
versos, pero fué hasta 1941 en que Coons y cols. demostraron —-
que las inmunoglobulias se combinaban gquimicamente con fluoro--
cromos sin modificar el sitio activo que se une con los antige-
nos respectivos, y asi el fendmeno de fluorescencia se incorpo-
ré al arsenal de indicadores de una reaccibén antigeno-anticuer-
PO y se originaron una serie de reacciones inmunolbgicas frente

a diversos sistemas.



INMUNOFLUORESCENCIA



El método de inmunofluorescencia, introducido por —-
Coons (1942) consiste en el eupleo de fluorocromos para marcar-
las proteinas de los sistamas antigeno-anticuerpo y utilizar la
emisidn de luz fluorescente como indicador del fendmeno inmuno-

1ldgico que se investiga.

Los fluorocromos que se han empleado con esta finali-
dad son miltiples, pero sin duda alguna el isotiocianato de —-
fluoresceina isdémero III, es el més usado; fluoresce en verde -
excitado por luz azul por lo gue el sistema microscépico utili-
za un filtro "excitador" para seleccionar la longitud de onda -
con pico de transmisidén a 365 y 465 nm y un filtro de "barrera"
BG 12 (amarillo) que elimina del haz luminoso que ya atravesd -
la preparacidn cualquier vestigio de luz "excitadora" dejando -
pasar en cambio la luz que se ha producido por fluorescencia en
las particulas proteinicas de los sistemas antigeno-anficuerpo-
que se han colocado para su investigacidn en el portaobjetos en

la platina del microscopio.

El método de inmunofluorescencia tiene las siguientes
ventajas:
l.- Es aplicable a cualquier sistema inmunoldgico.
2.- El1 fenbmeno indicador de la positividad es més facilmente -
observado que la hemllisis, la precipitacibn, la aglutinacién,-
la micfoaglutinacién, etc., que indican la positividad en otros
sistemas inmunoldgicos, por lo cual su sensibilidad a pequefias—
concentraciones de anfigeno, anticuerpo o complemento es muy al

ta.
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Estas ventajas hicieron que se ensayara en practicamen
te todas las reacciones antigeno-anticuerpo que se usan para el
diagnbstico clinico, por ejemplo: peste (11), difteria (12), P
salmonelosis (13), influenza (14), estreptococcias (15), gono--
coccias (16), treponematosis (17), rabia (18), micosis (19), pa

rasitosis (20), etc.

Se comprobd bien pronto que el método tan sensible de
la inmunofluorescencia no mejoraba en modo alguno la especifici
dad frente a la reactividad cruzada, antigenos de grupo, comple
jos antigénicos, etc. por lo cual laalta sensibilidad en algu—-—
nos casos era una desventaja, pues hacia miAs aparentes las reac
ciones inespecificas que estorbaban es diagndstico inmunoldgico
y poco a poco se fueron desechando para el uso rutinario con a-

plicaciones en la clinica humana.

En cambio otras reacciones de inmunofluorescencia pa-
ra el diagndstico especifico de enfermedades para las cuales —-
los métodos inmunoldégicos tradicionales se habian mostrado ine-
ficaces por complejidad técnica o por baja sensibilidad; como -
en el caso del estreptococo hemolitico del grupo A de Lancefield
que para clasificarlo requeria de la hidrdlisis &cida de la ce-
pa aislada y preparacidn de un extracto para hacerlo reaccionar

con el suero inmune en una reaccibén de precipitacidn.

Tamnbién la demostracidn de anticuerpos especificos pa
ra el grupo del Treponema pallidum (T. pertenue y T. carateum),

en que se habia logrado una méxima especificidad y sensibilidad
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con la reaccidn de inmovilizacidn del Treponema pallidum “TPI"

(21), pero a costa de una técnica compleja y muy dificil de es-
tandarizar y la iawposibilidad de conservar vivos los treponemas
(cepa Nichols) gque se requerian como antigeno,durante tiempos -

prolongados.

La prueba de inmunofluorescencia para el Treponema -
pallidum (FTA) introducida en 1957 por Deacon, Falcon y Harris-
y perfeccionada al FTA-200 en 1960 por los mismos autores y en-
la actualidad FTA-ABS por Hunter y cols. descrita en 1964, per-
mite en cambio el uso de treponemas muertos gue se conservan -
liofilizados por meses con sus cualidades antigénicas integras-
y conjugados fluorescentes de anticuerpos con el mismo caracter
permanente, siendo la sensibilidad y especificidad de éste méto
do tan buena que la del TPI. En rigor cuando se observa una pre
paracidn de inmunofluorescencia para el T. pallidum caaa uno de
los cuerpos microbianos representa una unidad reaccional antigg

nowanticuerpo gque por su fluorescencia indica la positividad.
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£l uso del tipo de prueba de anticuerpos flurescentes
(FTA) depende del objetivo ue ésta, de los reactivos disponi- -
bles y de las prefereuncias del investigador. Vamos a considerar
4 variantes de la técnica de anticuerpos fluorescentes: directa,

inhibicidn, indirecta y fijacidn de complemento.

£l antigeno que se emplea puede ser tejido o cultivo-
conteniendo virus, bacterias, protozoarios, hongos o antigenos-
gsolubles de varios tipos. Las suspensiones de microorganismos =
pueden ser marcadas con sustancias fluorescentes pero es mas fa
cil hacerlo usando un frotis o una seccidn en laminillas, pues-

. . . o o R 4 4

se mane jan mejor que las suspensiones. La fijacion del antigeno
a la laminilla se lleva a cabo por diferentes métodos dependien

do de la naturaleza del material.

El método de anticuerpos fluorescentes debe incluir -
controles, tomando en cuenta que: En algunos materiales hay una
fluorescencia natural, incluyendo los componentes de tejidos —-
asi como algunos organismos como por ejemplo los hongos. Esto -
se espera cuando se va a detectar un antigeno con especificidad

cruzada gque se unen a dos o varios organismos diferentes.

METODO DIRECTO:

La unidn del antigeno con el anticuerpo fluorescente-
es la forma més sencilla de efectuar esta reaccidn. El anticuer
po marcado se pone en contacto con el antigeno fijado en una la
minilla. Después de un intervalo de tiempo, determinado previa-

mente para cada sistema en estudio, se lava el exceso de anti-—-
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cuerpo, se monta la preparacidn y se examina con un microsco--

pio de luz ultravioleta.

En pruebas de diagnéstico, esta reaccibén se utiliza -
para identificar antigenos desconocidas usando un anticuerpo -
marcado. Es aplicable con ventajas para identificar, por ejem--
plo: E. coli, T. pallidum, Neisseria gonorrhoeae, Estreptococo-
del grupo A de Lancefield, Endamoeba histolitica, Tripanosoma y
en general a todos los microorganismos de los que se puedan Ob=-
tener sueros inmunes: en el caso de virus que no tienen una mor
fologia definida se observard la fluorescencia comparindolo con

una impronta de células normales (testigo negativo).

Ventajas: La identificacidn de antigenos por el méto-
do directo con anticuerpos fluorescentes no presenta serias di-
ficultades en la interpretacidn si se tiene una globulina marca
da con un buen titulo, adeads no se presentan uniones inespeci-

ficas y muy poca antigenicidad cruzada.

Desventajas: Los sueros inmunes son caros y se requie

ren tantos conjugados como bacterias y virus para identificar.

La reaccidn directa funciona segin el siguiente esgue

mas
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Reaccién positivas

‘ N,
v # ) i \\ -
+ Vo V. nsbar, &
¢ V v T j ‘qvar
i =
Antigeno desconocido + Suero inmune = Si Agl y Acl se co-

(anticuerpo marcado) responden se obser-

va fluorescencia

Reaccidn negativa:

v 7
-

u vy ¥
m 4 :V v V: \ncubar M
¢ oY y lavar
Antigeno desconocido + anticd;££o marcado = Si Ag2 y Acl no se
Ag2 Acl corresponden no se
observa fluorescen-
cia
Nota: En este esquema y en los sucesivos se emplean los simbo—-

los: Ag como antigeno y Ac como anticuerpo.

METODO DE INHIBICIONj;

Este procedimiento se basa en el fendémeno inmunoldgi-
co de bloguear las reacciones especificas antigeno-anticuerpo,
exponiendo primero el antigeno frente a una solucidén de un anti
cuerpo homdlogo sin conjugar. Por ejemplo si una laminilla con-
Estreptococos grupo A se expone a anticuerpo especifico de Es—-
treptococo grupo A no marcado, el antigeno se fijarad a la bacte
ria. Si después le misma laminilla se expone al anticuerpo espe
cifico Estreptococo grupo A pero marcado, no ocurriri reaccibn-
alguna y el microorganismo permaneceri sin presentar fluores—-—
cencia. En la practica se observa fluorescencia positiva si no-

ha ocurrido blogueo y una brillantez menor en caso de gque exis-
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tiera bloqueo. La inhibicidn puede demostrarse también exponien
do al antigeno a una mezcla de anticuerpos conjugados y sin mar
car en el mismo paso. Por razones aln desconocidad el (ltimo ——
procedimiento a veces demuestra la inhibicién cuando el primer-
método da resultados equivocos. En ambos métodos el grados de -
inhibicidn debe de ser evaluado por comparacidn con el efecto -
de un suero normal sin conjugar usado en la misma manera que el
suero problema sin conjugar sobre una preparacibén de anfigeno -

para comparar.

La técnica de inhibicibén es importante en dos aspec—-
tos: Es una fuerte evidencia de la especificidad de una reag- -
cidn inmunoldgica (se emplea como comprobacidn para la especifi
cidad de el método directo). También nos proporciona un medio —
de demostrar anticuerpos desconocidos en el suero. La reaccién-

de inhibicidén funciona seglin el esquema:

REACCION DE COMPROBACION:

Paso 1:

+ v v lncubr . v
ﬂ;7 Yy \avavr
Antigeno desconocido + anticuerpo sin marcar = Producto sin mar

Agy (suero inmune) car Ag)-Acy

Acl
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Paso 2

% v
VR ASAE L%
Producto sin marcar + anticuerpo marcado = Producto sin marecar
Ag)-Acy Aci Fluorescencia nega-
tiva indica inhibi~"
cibén de la segunda -
reaccibn con Aci por
conjugacibn del Agy

con el Acl sin marcar

REACCION DE INHIBICION PARA DEMOSTRAR ANTICUERPOS DESCONOCIDOS
EN EL SUERO:

Reaccibn positivas

Paso 1:

U U + lh‘-ULQf O
y lavar
Anticuerpo desconocido + Antigeno sin marcar = Producto de reac

Acy Ag, cibn Acl-Agl

Paso 2:

<V 8 » %
o O -
| + NP ~ JSnCvDavY .
E 1"0‘ 3\‘\\""
@ i ™
Producto de reaccidén + anticuerpo marcado = Producto sin fluo-

Agl-Acl Aci rescencia significa
que si hay anticuer
pos en el suero pro

blema. Agl—Acl
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Reaccidn negativa:

Paso 1:

v ; + !'\C\lkg'
V y lavar | l
Anticuerpo desconocido + antigeno sin marcar = Producto de reac

Ac, Ag; cibn Agy

Paso 2:

PO LTS

M :‘O/~'IU: wnevbar ~(7
+ ¢ =KF ¥y Vavar M
Producto de reaccibn + Anticuérp; marcado =.Producto con fluo—
Ag) Aci rescencia positiva-
significa que no hay
anticuerpos frente a
Agl en el suero pro-

blema. Agl-Aci

METODO INDIRECTO:

El método de anticuerpos fluorescentes indirecto es -
una modificacidn de la reaccidén de Coombs, en la que la unibn -
del anticuerpo sin marcar con el antigeno se visualiza por me—
dio de naa segunda reaccidn con el anticuerpo fluorescente como
indicador, que corresponde a la segunda etapa de la reaccidn de
Coombs en la que se produce aglutinacibén. El anticuerpo sin mar
car juega aqui un doble papel actuando como anticuerpo en la —

primera reaccibén y como antigeno en la segunda.
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La prueba indirecta permite determinar un antigeno o-
anticuerpo desconocido en el suero. in el primer caso el antige
no desconocido reacciona con el anticuerpo no marcado conocido-
obtenido de una especie animal "A". Se elimina el exceso de an-
ticuerpo y la preparacibén se trata con antiglobulina marcada —-
contra la globulina de la especie "A" usada en la primera eXpo-
sicidén. La fluorescencia indica una reaccidn entre el antigeno-

desconocido y el anticuerpo globulina de la primera reaccidn.

La investigacidn de la presencia de un anticuerpo des
conocido en suero por el método indirecto, puede hacerse cuanti
tativo usando el suero a diferentes diluciones: el titulo sera-

la Altima dilucidén que sea positiva.

La ventaja del método indirecto consiste en que no se
requiere un cojugado para cada gérmen que se estudie, sino sola
~ mente un suero antiglobulina conjugado frente a la especie ani-

mal del suero conocidoe.

Esquema del método indirecto (Ac¢ desconocido).

Reaccibn positivas

lﬂGULQr
& - y lavar @
Antigeno + Suero problena = Producto de reaccidn

Agy (globulina animal A) Ag)-Ac) ,

AclA
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NIRRT B
+ :’v' i »_v“ wmevbar =
',v‘~ Yy lavar

Producto de reaccidn + Suero antiglobulina A = Fluorescencia po
Ag;-Ac, Ag, sitiva si existen
anticuerpos fren-
te a Agl en el —

suero problema.

Agy-Ac) y-Ag,

Reaccidn negativas

M + (7)) b

Antigeno + Suero problema sin AclA = Producto de reacciodn

g Agy
<~/ L

- v ‘ v - \nchQf

~ D e

w + 4 ,’V‘ N 4 lavar

)

Producto de reaccidén + suero antiglobulina A = Fluorescencia ne
Agl marcado gativa pues no hay
AgA anticuerpos frente

a Agl en el suero

problema.

METODO DE FIJACION D& COMPLEMsNTO:
Este método es similar al indirecto pero la antiglobu
lina marcada no es contra la especie animal de la que procede el

suero inmune, sino contra la especie animal que proporciona el-
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compleaento. Durante la primera etapa de la reaccidn se afiade -
el complemento al suero inmune. 6omo el método indirecto, esta-

reaccidn permite la identificacidén de un antigeno desconocido,-
o de un anticuerpo desconocido. Su principal ventaja sobre el -
método indirecto es en la prueba de un suero desconocido donde-
un solo conjugado (anticomplemento) se usa en las pruebas de -
los sueros de cualquier especie. En esta prueba el suero inacti
vado y el complemento se aplican simultaneamente al antigeno. -
Después de incubar y lavar, se aplica el segundo reactivo marca
do y la preparacidn se incuba nuevamente, el Gltimo lavado y la
observacién se hacen como en los demids métodos. Otra ventaja es
que aplicado a Ricket$siag,haciendo diluciones de los sueros in
munes, los puntos finales por éste método son mis altos que por

otros.

Por lo contrario el método de fijacidén de complemento
tiene la desventaja de que es mAs dificil eliminar fluorescen—-—
cia inespecifica de fondo que en los métodos directo o indirec-

to.

Esquema del método de fijacibén de complemento:

Reaccibn positivas

¢ X o
V V = \nchqr 9
o : Yy \avar
O complemento sin marcar C antigeno sin marcar = Producto de
N/ anticuerpo sin marcar Acy Ag; reaccidn

Agl—Acl—C
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N7 s Y
. = — -
V — e Vs |hsvb¢r v
- —
+ - “ L - avar
- b
’ [} 4 8 N

Producto de reaccidn + anticomplemento marcado = Fluorescencia-

Agl-Acl-C Agc positiva si an-

tigeno y anticuer

PO Se correspon-

den.
Ag)-Ac)-C-Ag,
Reaccidn negativas
o (o]
Yv DM sV
V (o) Yy lavar

O complemento sin marcar C + Ag desconocido = Producto de reac-

N7 aaticuerpo sin marcar Acy Ag, cibn Ag,
a . ’
. 5
- 1 -. -~
- o - wcubor
] + T e M

Producto de reaccidén + anticomplemento marcado = Fluorescencia-
Agz Agc negativa, no se

combina Agz

Nota: En vez de las iniciales AFT (anticuerpos fluorescentes de
treponema) se emplean las correspondientes en ingle's FTA por —

ser las que se encuentran mds comunmente en la literatura.

Buscando la forma de aumentar la sensibilidad y espe-

cificidad de la prueba de FTA, se realizaron investigaciones so
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bre la naturaleza de los aanticuerpos responsables de su positi-
vidad. Los resultados obtenidos por varios autores parecen indi
car que el resultado positivo de la prueba de FTA, depende como
minimo de dos anticuerpos. Uno de ellos es reconocido como espe
cifico del T. pallidum y el otro como "especifico de grupo". Pu
do demostrarse que este Altimo puede eliminarse del suero de =-
los luéticos mediante procesos de absorcidn o bloqueo, lo gque -
conduce a un aumento de la especificidad reactiva de la prueba-

de FTA.

Sobre la base de estos resultados Hunter y cols. in--
trodujeron en 1964, el método de FTA-ABS en el diagndstico sero
légico de la sifilis. El principio es el mismo que en método de
FTA y la diferencia consiste en la separacidn de los anticuer—
pos "especificos de grupo" del suero del paciente por absorcidn
con lisado de treponemas de Reiter, usandolo para diluir el sue
ro problema y absorber los anticuerpos de grupo. El1 empleo de -
treponemas integros de Reiter como sustancia de absorcién mos—-
tré menor efectividad que la utilizacidn de treponemas de Rei—-—
ter lisados. En la actualidad sdlo se emplean como medio de ab-

sorcibén los gérmenes desintegrados (22).
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GENERALIDADES SOBRE LAS REACCIORES
SEROLOGICAS APLICADAS A TREPONEMATOSIS



- Y .

En la actualidad se utilizan dos clases de reacciones
para la sifilis: con anfigenos no treponémicos y con antigenos-

treponémicos.

Reacciones con antigenos no treponémicos.- Se hacen -
con "antigenos lipoidicos" obtenidos por lo general del corazbn
de res y revelan un anticuerpo denominado "reagina". En todas -
las pruebas de sifilis anteriores, a partir de las reaccidn - -
Wassermann se usaban "antigenos lipoidicos crudos" de tejido de
namifero extraidos por solventes orgénicos y disueltos finalmen
te en alcohol. El aislamiento en 1941 de la cardiolipina (23) -
fosfolip%ﬁo responsable de la reactividad de los "antigenos li-
poidicos" en las pruebas de sifilis, mostrd que esta sustancia-
se puede combina: con proporciones apropiadas de lecitina puri-
ficada y colesterol, formando asi "antigenos" utilizables en ——
las pruebas de fijacibén de complemento y de floculacibén. Los —-
"antigenos de cardiolipina" son mezclas de cardiolipina, leciti

na purificada y colesterol, disueltos en etanol,

Las pruebas no treponémicas mis usadas fueron la de -
Kahn, que puede hacerss con antigenos lipoidicos o de cardioli-
pina, la de Hinton, Kline, Kolmer, Mazzini y la de VDRL, basa--—

das en "antigenos de cardiolipina".

Reacciones con antigenos treponémicos.- Hay dos gru—
pos de reacciones: Las que emplean antigenos preparados con T.-

pallidum obtenido de sifiloma testicular de conejo y comprende-
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las reacciones de inmovilizacidén del T. pallidum (TPI), la de -
inmuno-adherencia del T. pallidum (TPIA), la de aglutinacidén —-
del T. pallidum (TPA), la de fijacibén del complemento del T. pa
llidum (TPCF) y la de anticuerpos fluorescentes del T. pallidum
(FTA). E1 segundo grupo de reacciones utilizan antigenos prepa-
rados con T. Reiter, una cepa no patdgena, cultivable en medios
artificiales, por ejemplo la de fijacidn de complemento del T.-
Reiter (RPCF). Ambos tipos de reacciones revelan anticuerpos an

titreponémicos distintos de la reagina.

Cuando el T, pallidum invade el organismo humano pro-
duce la sifilis y provoca una respuesta inmunoldgica que se ma-
nifiesta por la presencia de anticuerpos en el suero sanguineo-

para tres clases de antigenos.

l.- Anticuerpos inespecificos que resultan de la interaccibn —-
del treponema con los tejidos (reagina). Reaccionan frente a =

los antigenos lipoidicos.

2.- Anticuerpos especificos que reaccionan con antigenos trepo-
némicos:

a) Anticuerpos para el T. pallidum, que s6lo reaccionan con los
treponemas patdzenos.

b) Anticuerpos de grupo comunes a los treponemas patdgenos y a-

los no patbgenos de la cepa Reiter.

Los anticuerpos contra la lies son sustancias sinte-

tizadas por el organismo bajo el estimulo de los antigenos repre
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sentados por el 1. pallidum. sstos anticuerpos representan mo-

léculas proteicas de tipo globulinas y su sintesis no depende -
solamente del nfmero de treponemas y de la permanencia de éstos
en el organismo, sino que también de la capacidad organica indi

vidual para producir inmunoglobulinas (24).

La produccibén de reagina acompafia constantemente en =
cantidad elevada y por largo tiempo a todas las treponematosis-—
humanas. Estas reacciones positivas convencionalmente se les con

sidera como reacciones "positivas verdaderas".

En otros padecimientos ya mencionados, puede producir
se la reagina, pero raras veces, en escasa cantidad y por lo co
min por corto tiempo.-Tambidn se presenta la reagina, muy rara-
vez, (1 en 3000) en un sujeto sano (25). Se ha reportado la pre
sencia de reagina en algunos individuos durante el embarazo, el
cancer y la donacidn de sangre (especialmente si es repetida),-
etc. Las reacciones positivas obtenidas con antigenos lipoidi—-
cos en estas condiciones convencionalmente se denominan ®falsas

positivas bioldgicas" o "seudo-positivas".

Se ha encontrado que los casos de resultados "seudo—-
positivos" en personas sin evidencia clinica de sifilis son ma-
yores cuando se efectuan las pruebas no treponémicas y que se -

eliminan practicamente por las pruebas treponémicas.

En los casos en que las pruebas de tamiz para sifilis

dan resultados positivos sin sintomas, signos o historia de tre
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ponematosis, conviene practicar las pruebas de FTA-ABS para di-

ferenciar las"positivas verdaderas"(26).

En términos generales de cada 100 resultados positi-—-
vos para la reagina practicados con reacciones aprobadas, sblo-
uno es de esperar que sea causado por una enfermedad distinta -
de las treponematosis. La cualidad de ser positiva en casos de-
treponematosis y negativa en las demis condiciones constituye -
la "especificidad", que es mayor del 99% en las reacciones"apro

badas".

La evolucidén de las treponematosis y el tratamiento -
por medios terapeuticos adecuados alteran la cantidad de reagi-
né o ésta desaparece llegando la reaccibén a ser negativa. ES —-
asi que algunos treponematosos clinicamente reconocibles, bien-
sea por evolucidn esponténea o por efecto del tratamiento, pue-
den ser reagina negativos. En promedio de cada 100 treponemato-
sos en cualqguier periodo, tratados o no tratados, sélo 85 dan -
resultados positivos, lo que constituye la "sensibilidad", de la

reacciones con antigenos no treponémicos.

La eleccidn de un método para pruebas de sifilis debe
basarse en la sensibilidad y la especificidad satisfactorias, -
debe ser reproducible y de féacil ejecucidn. Varios estudios han
demostrado que la reaccidén de VDRL en lémina cumple con los an-
teriores requisitos y es por lo tanto la reaccidén més extendida

en el mundo y adoptada oficialmente en los laboratorios de Salu
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bridad de la Replblica de México y como reaccidn basica en la -
medicina institucional IMSS e ISSSTE, asi como practicamente en

la totalidad de los laboratorios privados.

En caso de evolucidn espontanea, después de dos afios,
los mecanismos inmunoldgicos hacen que los treponemas sean ani-
quilados o reducidos a un minimo quedando sdlo en los tejidos -
muy diferenciados escasos en células mesenquimatosas formadoras
de anticuerpos. Disminuye por ello el titulo de reagina lenta y
espontéheamente, pero a veces transcurre el resto de la vida —-
sin que llegue a desaparecer por completo, a este fenbémeno se -

le conoce como "seroresistencia".

Las indicadiones para el uso de las reacciones con an

tigenos treponémicos son:

l.- Diferenciar las reacciones "falsas positivas" de las causa-
das por las treponematosis.

2.~ Establecer un diagnéstico en un enfermo con evidencia clini
ca de la enfermedad pero que por el tiempo transcurrido o por -
el tratamiento da reacciones negativas a las pruebas no treponé
micas; en general las reacciones con antigenos treponémicos per
manecen reactivas mucho mayor tiempo que las reacciones con an-
tigenos no treponémicos, en el caso de FTA practicamente no se-

modifica el resto de la vida.
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MATERIAL Y METODOS
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Se tomaron muestras de sangre de 40 pacientes con le-
pra comprobada, gque concurren a consulta al Centro Dermatolbgico
Pascua; y de 40 pacientes, internos en el Hospital de £nfermeda-
des Pulmonares de Huipulco con tuberculosis evolutiva y bacte--
rioscopia al Ziehl-ieelsen positiva. Con el suero obtenido de es
tas muestras se efectuaron en cada uno la prueba de VDRL y la -

de FTA - ABS.

MATERIAL PARA LA PRU<BA DE VDRL. (Venereal Disease Research La-
boratory).

le.— Rotador mecanico, ajustable a 180 rpm, gque circunscriba cir
culos de 4 cm de didmetro en un plano horizontal.

2.~ Aparato para hacer anillos de parafina de aproximadamente--
15 mm de didmetro.

3.— Agujas hipodérmicas.

4.— Placas de 5 x 7 cm, con 12 anillos de parafina o ceramica de
aproximadamente 15 mm de diémetro,

5e~ Jeringa de 5 ml .

6.~ Frasco de vidrio de 30 ml, con tapbén esmerilado o de plasti
co, boca angosta, de aproximadaumente 35 mm de didmetro, de fon-
do interior plano.

Te- Pipetas de 1 ml.

REACTIVOS PARA LA PRUEBA DE VDRL:
ANTIGERO.
El antigeno para este ensayo es una solucidén alcohdli-

ca conteniendo 0.03% de cardiolipina, 0.9% de colesterol y canti
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dad suficiente de lecitina para producir una reactividad estan-
dar. Cada lote del antigeno debe ser normalizado seroldgicamen-

te comparindolo con un antigeno de reactividad conocida.

Se proporciona el antigeno en frascos de 5.0 ml cada-
uno; debe almacenarse bien tapado y a temperatura ambiente, y -
en la oscuridad. iledir el antigeno exactamente al sacarlo del -
frasco, usando una pipeta muy limpia y seca. Los componentes de
este antigeno permanecen en solucidén a temperaturas comunes, y-
cualquier precipitacién que se note indicara cambios atribui- -
bles a la evaporacidn o a materias extrafias provenientes de las
pipetas. Desechar cualquier frasco de antigeno en que haya ocu-~

rrido la precipitacidn.

COlO PREPARAR EL SUERO

Centrifugar al sangre integra coaguladz a fin de sepa
rar al suero clero, y calentar a 56°C por 30 minutos. Examinar-
todos los sueros al sacarlos del bafio maria, y centrifugar de -
nuevo los que tengan particulas suspendidas. Los sueros que se-—
utilicen después de 4 horas de calentados, deben reinactivarse-

a 56°C por 10 minutos.

COMO PREPARAR LA SOLUCION SALINA
La soluciln salina amortiguadora conteniendo cloruro-
de sodio al 1% se prepara de la siguiente manera con sustancias

Q. P. para reactivos analiticos:
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Formaldehido Neutro e « « o ¢ « o o ¢ o« o o o o o 0.5 ml
Fosfato sddico secundario (Na2HPO4-l2 HZO)‘ o & e 0.093 g
Fosfato potasico primario (HK2P04). TR 0.170 g
CLOTUXD B6RIC0 & o « o s 0 5 o s o 2 s s o 0 o o 0.0 g
Agua destilada o« o o o o o o o s s o s o o s o o 10000 ml
Al ser sometido a ensayos potenciométricos, esta solucibén tiene
un pH de 6.0 + 0.1.
Una solucidn salina al 0.9% se prepara afiadiendo 900 miligramos

de cloruro sbédico seco a cada 100 ml de agua destilada.

COMO PREPARAR LAS PLACAS

Usar placas de vidrio (5 x 7 cm), marcadas con 12 cir
culos de parafina, cada circulo de didmetro interior de 15 mm.-
Limpiar las placas de vidrio nuevas con polvo para pulir, y qui
tar el polvo cuando ya estén secas, con un trapo limpio. Las —-
placas usadas deben lavarse en agua caliente para quitarles la-
parafina, después con jabdn y enjuagados, y entonces preparadas

tal como se hace con las placas nuevas.

Sujetar las placas de los bordes para no marcar con -—
las huellas digitales las superficies destinadas a las reaccio-
nes. El1 suero se extendera dentro de los circulos en las placas
limpias. Si el suero no se extiende facilmente es indicacidn de
que la placa estd sucia y, por lo 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.
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COmO PREPARAR LA EJULSIUN D AUTIGEWO.

l.- Con una pipeta depositar 0.4 ml de solucidén salina amorti
guadora en el fondo de un frasco de 30 ml, con un tapdén esmeri-~-
lado o de tornillo.

2.- Afiadir 0.5 ml de antigeno (tomado con la parte inferior—
de una pipeta de 1 ml graduada hasta el extremo) directamente -
sobre la solucidn salina, girando el frasco continua y suave —-
mente sobre una superficie plana.

Nota: Afiadir el antigeno gota a gota, pero rapidamente, a fin de

que cada 0.5 ml de antigeno tarde seis segundos. El1 extremo de -

la pipeta debe quedar en la parte superior del frasco y no se =

debe girar con tanta fuerza que la solucidn salina moje la pi- -
peta.

3.- Soplar por la pipeta para expeler la Gltima gota del anti
geno sin que la pipeta toque la solucibén salina.

4.- Continuar girando el frasco por 10 segundos méas.

S5e- Afiadir 4.1 ml de solucidén salina amortiguada con una pi;
peta de 5.0 ml.

6.- Tapar el frasco y agitar vigorosamente durante 10 segun-
dos, de manera que el contenido del frasco choque alternativa——
mente con el fondo y el tapdn.

7.~ La eémulsidn del antigeno esta ahora lista par. uaarse.
BEsta cantidad (5.0 ml) es suficiente para efectuar aproximada;
mente 250 reacciones seroldgicas.

8.~ Para preparar de una sola vez una cantidad doble de emul
8idén de antigeno, emplear un frasco de 30 ml y usar cantidades—
dobles del antigeno y de la solucibén salina. Si se necesita -

més emulsidén del antigeno, hacer varias mezclas separadas que
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pueden combinarse y usarse en la reaccidn.

COMO ENSAYAR LA AGUJA USADA CON LA iwULSION ANTIGuNICA

£1 némero de particulas del antigeno por campo micros
cépico lo determina el tamafio de la gota de la emulsidén del an-
tigeno gque se use; por lo tanto, es sumamente importante exami-

nar cuidadosamente la aguja usada todos los dias.

Tomar la emulsidn del ntigeno con una jeringa de 2 o-
de 5 ml y una aguja hipodérmica de bisel regular de calibre 22-
o de bisel largo de calibre 23 o 18 sin bisel aguja cortada, go
tear en posicién vemtical. De un mililitro se deben obtener 60
gotas de la emulsibén antigénica. Tomar la jeringa con el bisel-
de laaguja para abajo y la superficie que libera las gotas en -
posicibén horizontal. Para lograr gotas de tamafio mis pequefio, —
aumentar el Angulo en que se sujeta la jeringa. Prescindiendo -
del método empleado para afiadir la emulsidn antigénica, es de su
ma importancia usar una cantidad exacta (1/60 ml) de la emulsidn
antigénica. La prictica demostraré el mejor método de afiadir ra
pidamente la emulsidn antigénica, pero es importante conseguir
gotas del mismo tamafio. Cuando permanece la emulsidn antigénica
en un lugar por varias horas antes de usarse, se debe mezclar -

girando el frasco suavemente y llenando y vaciando la jeringa.

ENSAYO PRuLIIMINAR D LA wJULSION ANTIGLNICA
Cada preparacidn de la emulsidn antigénica debe ser -

examinada cuidadosaunente, ensayandola con sueros positivos y ne
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gativos conocidos. Afladir una gota de la emulsidén antigénica a-
0.05 ml de cada suero y proceder del modo desérito bajo REACCION
CUALITATIVA CON SUusKO. cstas reacciones deben dar resultados ti
picamente positivos y negativos, respectivauaente, y el tamafio y
el ndmero de particulas del antigeno por campo microscépico en-

el suero debe ser HSptimo.

Si las particulas del antigeno en el suero negativo -
parecen demasiado grandes, generalmente es porque la emulsidn -
antigénica no se prepard correctaidente y las emulsiones deben -

desecharse.

REACCION CUALITATIVA CUN SUERO

l.~ Con una pipeta depositar 0.05 ml del suero inactivado en
un circulo de parafina de la placa.

2.- Afiadir una gota (1/60 ml) de la emulsibén antigénica a ca
~da circulo con suero.

3.~ Agitar las placas por cuatro minutos, con movimiento ro-
tatorio (si se agita a mano, sobre una superficie lisa, el movi
miento debe describir un circulo de 5 cm de didmetro 120 veces-
por minuto). También se puede usar un rotador de tipo Boerner,-
a 180 rpm.

4.~ Los resultados de las reucciones se leen inmediatamente-
después de agitar las placas.
Nota: Se deben incluir sieupre controles de sueros positivos, -

positivos débiles y negativos.
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COMO Lifut E IUTsrPRuTAR LOS RaSULIADUS Di LaS KsaCCIOLLS

Las reacciones se debexn leer microscébicaqente, con un
objetivo a seco débil (10 X), a una auplificacidn de 100 X (ocu
lar 10 X). Las particulas del antigeno aparecen en foraa de ci-
lindros cortos a este auwnento, y dependieando del taamafio de los-

conglomerados de éstas, se interpretan los diferentes grados de

positividad.

Lectura
Sin grumos o con leve grado de aspereza NEGATIVO (N)
Grumos pequefios POSITIVO DEBIL (PD)
Grumos medianos y grandes POSITIVO (P)

Una cantidad excesiva de reagina en el suero problema,
ocasiona una reaccidn atipica que se reconoce por los grumos —
grandes e irregulares y las caracteristicas indefinidas en sus-
bordes. La reaccidn positiva franca se caracteriza por grumos -
grandes o pequefios de tamafio bastante uniforme, y la experiencia
demostrard la diferencia entre esta reaccidn y las reacciones a
tipicas en las cuales aparecen grumos grandes y/o pequefios mez—

clados con las particulas del antigeno libre.

En estos casos o siempre que se sospeche la existencié
de una reaccidn insatisfactoria, el suero debe ser diluido al -
1:5 y al 1:25 y reexaminado. Si la reaccibén méxima lograda con-—
cualquiera de estas diluciones es uayor que la obtenida gue con

el suero sin diluir, se coansidera esa como el resultado del en-—
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sayo. Preparar las diluciones poniendo 0.4 ml de solucidn sali-
na en cada uno de los dos tubos, afiadiendo O.l1l ml del suero cée=
lentado al primer tubo, idezclar y traspasarlo 0.1 ml al segundo

tubo,

REACCION CUANTITATIVA CON SUERO

Las reacciones cuantitativas se efectuan usando una -
serie de sueros diluidos en solucidn salina y cada dilucidn se-
trata como un suero individual y se ensaya del modo descrifo ba

Jo REACCION CUALITATIVA CON SUEKO.

Usar una solucidn salina al 0.9% recién preparada Ppé
ra hacer estas diluciones. Las diluciones del suero se preparan
poniendo 0.5 ml de solucibén salina en cada uno de 6 o mas tubos.
Al tubo 1 afiadir 0.5 ml del suero calentado, mezlcar bien y pa-
sar 0.5 ml al tubo 2. Se continQa esta operacidén hasta que el -
- tubo 6 contenga 0.5 ml. De esta manera se preparan diluaciones -
al 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, etc. Se ensaya cada dilucidn serolbgica
de la manera descrita bajo REACCION CUALITATIVA CON SUERO.

COMO LEER E INTERPRETAR LAS REACCIONES CUANTITATIVAS
l.- Las reacciones se leen microscopicamente a un aumento de
100 X de la manera descrita para el procedimiento cualitativo.
2.- Se reportan los resultados en términos de la mayor di-
lucidén seroldgica que produce una reaccidén positiva franca (NO

POSITIVA DeBIL).
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MATERIAL PARA LA PRUsBA LE FTA-ABS (Fluorescent Treponemal Anti
body Absorption Test on Serum).

l.- Incubadora, ajustable a 350—3700.

2.~ Microscopio de fluorescencia con condensador de campo OScuro

3.- Papel absorbente

4.- LApiz con punta de diamante (opcional)

5.— Plantilla, usado para grabar circulos de 1.0 cm de didmetro

interior sobre laminillas de vidrio (opcional)

6.~ Tabla para colocar las laminillas

7 «— Cémara himeda. Colocar un papel humedecido en la cubierta de

la cAmara para colocar las laminillas.

8.~ Asa bacterioldgica de platino, estandar de 2 mm, calibre 26

9.- Aceite de inmersidn de baja fluorescencia (Cargille tipo A)

10.-Laminillas para microscopio de 1 x 3 pulgadas, aproximada—-—

mente de 1 mm de espesor.

11l.-Cubreob jetos

12.-Cubetas de vidrio o pléstico con portaplacas removible.

REACTIVOS PARA LA PRUEBA DE FTA-ABS
ANTIGENO DE TREPONEMA PALLIDUM

a) E1 antigeno para la prueba de FTA-ABS es una suspensidn -
de T. pallidum (cepa Nichols) extraida de tejido testicular de-
conejo. El extracto debe contener un minimo de 30 organismos —-—
por campo a seco débil. El antigeno puede conservarse de 6° a -
10°C 6 liofilizado.

b) Conservar el antigeno liofilizado a 6°_10°C y rehidratar-
lo para usarlo de acuerdo a las instrucciones adjuntas.

c) Descartar la suspensidén de antigeno si desarrolla conta-——
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minacidén bacteriana o si no muestra la reactividad apropiada -

con los sueros control.

ABSORBENTE PARA FTA-ABS

a) E1 absorbente es un producto estandarizado preparado de -
cultivos de treponemas Reiter. Este puede conservarse en estado
1iquido o liofolizado.

b) Conservar el absorbente y rehidratarlo si se encuentra lio

filizado de acuerdo con las instrucciones adjuntas.

GLOBULINA ANTI-HUMANA MARCADA CON FLUORESCEINA (CONJUGADO)

a) E1 conjugado debe se de calidad aprobada para la prueba =
de FTA-ABS. Cada nuevo lote de conjugado se debe probar para de
terminar su titulo y verificar y que no da reacciones inespeci-
ficas su reactividad estandar.

b) Conservar el conjugado liofilizado a 6°-10°C. Rehidratar-
el conjugado en cantidades repartidas en alicuotas no menores e
de 0.3 ml y conservarlos a -20°C o menos. Para propésitos préc—
ticos, un conjugado con titulo de 1:400 o mayor puede diluirse-
1:10 con amortiguador salino de fosfato (que contiene mertiolae
to en concentracidn de 1:5000) antes de guardarse.

c) Cuando el conjugado se descongela para usarse, no se vuel
va a congelar pero puede conservarse a 6°-10°C Yy puede usarse -
mientras muestre reactividad satisfactoria con pruebas controles

d) Si se nota un cambio en la reactividad de le prueba de —-
FTA-ABS en el trabajo de rutina de laboratorios, el conjugado -

debe retirarse para determinar si es el factor contribuyente.
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AMORTIGUADOR SALINO D FOSFATOS (PBS), pH 7.2 + 0.1
Fdrmula por litro:
NACL o ol s & 5 0 w5 56w e e A G e e e w10 &

NaZHPO4 3 W B Gr e % W W S W e e wi RO0ST24 R
KH2P04ooo-oo'ncoo-oooo~O.21g

Se pueden preparar varios litros y conservarse en un-
frasco "Pyrex" o de polietileno. Determinando el pH de cada lo-
te de PBS preparado para la prueba de FTA-ABS. E1 PBS fuera del

rango de pH de 7.2 + O.1 debe descartarse.

TWEEN 80

Para preparar PBS conteniendo 2% de Tween, calentar -
los dos reactivos a 56°C en un bafio de agua. A 98 ml de PBS, a-
fladir 2 ml de Tween 80, midiendo del fondo de la pipeta y enjua
gando la pipeta. La solucidn de Tween 80 al 2% debe tener un pH
7.0-T.2. Verificar el pH periodicamente, pues la solucidn se -
puede volver Acida. Esta solucidn mantiene bien en refrigera- -
cidn; descartarla si se desarrolla precipitado o si cambia el -

pH.
MEDIO DE MONTAJE

Consiste en una parte de PBS, pH 7.2, mads nueve par—-—

tes de glicerina (calidad reactivo).

ACETONA (R. A.)
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COMQ PREPARAR LAS PLACAS Dx ANTIGENO D& T. PALLIDUM

1.~ Homogenizar la suspensidén de antigeno bien con una pipe-
ta que contenga un bulbo de hule y absorbiendo y expeliendo la-
suspensidn de la pipeta por lo menos 10 veces para romper los -
acimulos de treponemas y asegurar una distribucidn uniforme de -
treponemas. Determinar por examen en campo oscuro gue los tre-——
ponemas estin adecuadamente distribuidos antes de hacer las pla
cas para la prueba de FTA. Se puede requerir una mezcla adicio-
nal. .

2.- En placas limpias, cortar dos circulos de 1 cm de difme-
tro interior con uns 1l4piz de punta de diamante. Limpiar las pla
cas con gasa para remover las particulas de vidrio.

3.- Extender una asada de antigeno de T. pallidum en cada —-
circulo usando un asa de platino estandar de 2 mm calibre 26.-
La experiencia con lotes individuales del antigeno pueden indi-
car que cantidad de antigeno, si mayor o menor, se deben exten-
der en cada circulo. Dejarlas secar al aire por lo menos 15 mi-
nutose.

4.- Fijar las extensiones en acetona por 10 minuots y dejar-
las secar enteramente al aire (No se deben fijar mis de 60 lami
nillas con 200 ml de acetona). Conservar las extensiones fija--
das con acetona a -20°C o menos. Las extensiones fijadas y cdn-
geladas pueden usarse indefinidamente, con tal qué se obtengan-
resultados satisfactorios con los controles. No se deben volver

a guardar en congelacidén las placas que ya se han sacado.

COMO PREPARAR LOS SUEROS

Nota: La contaminacidn bacteriana o un exceso de hemdlisis pue-
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den ocasionar que los sueros no sean satisfactorios para la - -
prueba. )

l.- Calentar los sueros de prueba y los controles a 56°C por
30 minutos antes de la prueba.

2.- Los sueros ya calentados previamente deberan calentarse-

por 10 minutos a 56°C el dia de la prueba.

CONTROLES

Conservar y usar los sueros controles de casas comer-
ciales de acuerdo con las instrucciones adjuntas. Incluyendo los
siguientes controles en cada prueba gue se corra:

l.- Control Reactivo (4+)

Suero reactivo o una dilucidn del suero Reactivo que muestra

fuerte fluorescencia (4+) cuando se diluye 1:5 en el absorbente.
a) Usando una pipeta de 0.2 ml y midiendo de la parte inferior-
de la pipeta, afiadir 0.05 ml de suero control Reactivo en un tu
bo que contenga 0.2 ml de PBS. llezclar bien, por lo menos 8 ve-
ces.
b) Usando una pipeta de 0.2 ml y midiendo de la parte inferior-
de la pipeta, afiadir 0.05 ml de suero control Reactivo en un tu
bo que contenga 0.2 ml del absorbente. Mezclar bien, por lo me-
nos 8 veces.

2.~ Control Minimo Reactivo (1+)

Una dilucidn del suero Reactivo que demuestra un grado mini-
mo de fluorescencia reportado como Reactivo, para usarlo como -
estandar de la lectura.

El suero control Reactivo (4+) se puede usar para este con-

trol cuando se diluye con PBS de acuerdo con las instracciones.
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3.— Suero coatrol Inespecifico

Un suero inespecifico que se sabe que muestra una reactivi--
dad inespecifica de 2+ en la prueba de FTA a una dilucidn de —-
1l:5 o mayor en PBS.
a) Usando una pipeta de 0.2 ml y midiendo de la parte inferior-
de la pipeta, afiadir 0.05 ml de suero control Inespecifico en -
un tubo que contenga 0.2 ml de PBS. lezclar bien, por lo menos-
8 veces.
b) Usando una pipeta de 0.2 ml y midiendo de la parte inferior-
de la pipeta, afiadir 0.05 ml de suero control Inespecifico en -
un tubo gue contenga 0.2 ml del absorbente. Mezclar bien, por -
lo menos 8 veces.

4.- Control de uniones Inespecificas
a) Extensiones de antigeno tratas con 0.03 ml de PBS
b) Extensiones de antigeno tratadas con 0.03 ml del absorbente.
Nota: Los controles #l, #3 y #4 se incluyen con propdsito de ——
.controlar los reactivos y las condiciones de la prueba. El1 conw
trol #2 (suero control Minimo Reactivo (1+)) se incluye como un
estandar de lectura. Si se observa una disminucidén gradual de -
la fluorescencia en los controles reactivos en un periodo de —-
tiempo, esto puede indicar un deterioro de los sueros control,-

reactivos o de la fuente luminosa.

ILUSTRACION DE UN PATRON DE CONTROLES

REACCION
Control Reactivo:

a) dilucidn 1:5 con PBS R4+

b) dilucibén 1: con absorbente R(4+-3+)
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Control tiinimo Reactivo (1+): Rl+
Suero control Inespecifico:

a) dilucidn 1:5 con PBS R(2+-4+)

b) dilucibén 1:5 con absorbente K
Control de uniones inespecificas:

a) antigeno, PBS y conjugado N

b) antigeno, absorbente y conjugado b}

Las pruebas en las cuales no se obtengan estos resul-
tados de los controles no se deben considerar satisfactorios y-

no se deben reportar los resultadose

PRUEBA FTA-ABS EN SUEROS

l.- Identificar las laminillas previamente preparadas numerég
dolas en los extremos.

2+— Numerar los tubos correspondientes a los sueros control-
que se van a probar y colocarlos en una gradilla.

3.- Preparar las diluciones con absorbente y/o PBS de los —
sueros controles Reactivo (4+), Minimo Reactivo (1+) e Inespeci
fico, de acuero con las instrucciones.

4.- Pipetear 0.2 ml de absorbente en un tubo de ensaye para-
cada suero gque se prueba.

5e— Usando una pipeta de 0.2 ml y midiendo de la parte infe-
rior de la pipeta, afiadir 0.05 ml del suero problema caleatado-
en el tubo de ensaye correspondiente y mezcle 8 veces.

6.— Cubrir las extensiones de antigeno correspondientes con-
0.03 ml de las diluciones de los sueros Reactivo (4+), Minimo -

Reactivo (1+) e Inespecifico.
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7.- Cuporir las extensiones de aantigeno correspondientes con-
0,03 ml de PBS y 0.03 ml del absorbente para los controles de -
aniones inespecificas a y b, respectivamente.

8.- Cubrir las extensiones de antigeno correspondientes con-
0.03 ml de las diluciones de los sueros problema.

9.- Para evitar la evaporacibén colocar las laminillas en una
cémara himeda.

10.- Colocar las laminillas en una incubadora a 35°-37°C por-

30 minutos.

ll.- Procedimiento para lavar las laminillas:
a) Colocar las laminillas en los porta placas con PBS corri
ente durante aproximadamente 5 segundos.
b) Colocar las laminillas en una cubeta conteniendo PBS por
5 minutos.
c) Agitar las laminillas metiendolas y sacéndolas del PBS -
por lo menos 10 veces.
d) Usando PBS fresco, repetir los pasos b y c.
e) Enjuagar las laminillas en agua destilada corriente por
aproximadamente 5 segundos.

1l2.- Secar cuidadosamente las laminillas con papel absorben-
te para quitar todas las gotas de agua.

13.- Diluir el conjugado a su titulo en PBS que contenga — -
Tween 80 al 2%.

1l4.- Cubrir cada extensidén con aproximadamente 0,03 ml del -
conjugado diluido. Extenderlo uniformemente con una varilla de-
vidrio sobre la preparacion de antigeno.

1l5.- Repetir los pasos 9, 10, 11 y 12.

16.- ilontar las laminillas inmediatamente poniendeles una pe-
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quefia gota del medio de montaje sobre cada extensidn y un cubre
objetos.

17 .~ Examinar las laminillas tan pronto como sea posible. Si
es necesario retardar la lectura guardarlas en la oscuridad y -
leerlas en las 4 horas siguientes.

18.- Usando iluminacidén de luz de tungsteno en el microcopio
localiza r un campo de la preparacidn donde se observen trepone
mas.

19.- Bstudiar las extensiones usando iluminacibén de un arco-
de mercurio y un objetivo seco de alto poder. Una combinacidn -
de filtro excitador BG 12, de no mis de 3 mm de espesor (azul),
y un filtro de barrera OG 1 (o su equivalente) (amarillo), se-
ha encontrado que es satisfactoria para el trabajo de rutina.

20.~ Usando la laminilla control de Minimo Reactivo (1+) co-
mo un estandar de lectura, registrar la intensidad de fluorescen

cia de los treponemas de acuerdo con la siguiente tabla.

Lectura Intensidad de fluorescencia Reporte
2+ a 4+ Moderado a fuerte . « « « « « o o Reactivo (R)
1+ Equivalente a control Minimo
Reactivo (1+) o o o« « « « « « o o Reactivo (R)
1+ Débil, pero definido, menos
que control Minimo Reactivo « . « Limite (B)
- NegatiVO o o o « o« o « o o o o o No-reactivo (N)

Repetir la prueba en aquellos sueros en los que la in

tensidad de la fluorescencia es 1+ 0 menos. Cuando un suero ini
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cialmente da lectura de 1+ y al volver a probarlo da 1+ o mayor,
la prueba se reporta como Reactiva. Todos los demds resultados-
al volver a hacer la prueba se reportan como Limite (Border). -
No es necesario repetir la prueba a los sueros gque no presentan

fluorescenciae.
VARIACION&S A LA PRUEBA DE FTA-ABS

Se tomaron muestras de sangre a 25 personas con sifi-
lis comprobada y cuya prueba de FTA-ABS resultd positiva. Se co

rrieron simultaneamente con estos mismos sueros:

1) Prueba de FTA-ABS variando la temperatura de incubacidn a —-
56°C y el tiempo de incubacidn a 5 minutos, en los pasos 10 y -

15 del método deserito anteriormente.

2) Prueba de FTA-ABS variando la temperatura de incubacién a tem
peratura ambiente y el tiempo de incubacibén a 24 horas, en los-

pasos 10 y 15 del método descrito anteriormente.

Por otro lado se hizo un estudio comparativo en el —-
suero de otros 20 pacientes con sifilis comprobada y se corrie-
ron 2 laminillas de cada uno por el método original de FTA-ABS
hasta el paso 15.

3) Con la primera serie de laminillas se hizo la observacidn mon
tandolas con fluido de montaje como lo indica le técnica origis

nal.
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4) Con la segunda serie de laminillas se hizo la observacidn en

seco, sin cubreobjetos y sin fluido de montaje.
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RESULTADOS



- 50 =

VARIACIOd{uS A LA TWCKICA DE FTA-ABS:

30 min. 37° C 5 min. 56° C T.A. 24 horas
le—- 1+ Neg 2+
2e— 1+ Neg 2+
3.- 1+ Neg 2+
4.- 1+ Neg 3+
Se— 1+ 1+ 2+
6= 1+ 1+ -~ 1+
Te— 1+ 1+ 4+
8e= 2+ Neg 2+
9.~ 2+ 1+ 3+
10,2+ é 1+ 4+
11l.-2+ 1+ 3+
12.-3+ 2+ 4+
13.-3+ 1+ 4+
14.-3+ 3+ 3+
15.-3+ 2+ 4+
16.-3+ 4+ 3+
17 -3+ 3+ 4+
18.-3+ 2+ 4+
19.-3+ 2+ 3+
20.-3+ 1+ 4+
21 .4+ 4+ 4+
22 .4+ 1+ 4+
23 .4+ 1+ 4+
24 .4+ 3+ 4+
25.-4+ 3+ 4+

En la incubacidn de 5 minutos a 56° C: Disminuye la =
intensidad de la fluorescencia en 72% de los casos; la intensi-

dad es igual en 24% y aumenta en 4%.

En la incubacibén de 24 horas a temperatura ambiente:-
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Aumenta la intensidad en 64% de los casos; la intensidad es i-

gual en 36% y disminuye en 0%,
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VARIACIONES A LA TLCWICA DE FTA-ABS:

Observacién en seco y con fluido de montar.

EN SECO CON FLUIDO DE iiONTAR
l.- Border Neg
2e=- 1+ Border
Je= 1+ 1+

4.- 1+ 3+

S5e= 1+ 2+

6e— 2+ 1+

Te= 2+ 2+

8e= 2+ 1+

Ge= 2+ 3+
10.=2+ Border
1l.-2+ 4+
12.-2+ 24
13.=3+ 3+
14.=3+ 2+
15.-3+ 2+
16.=-3+ 1+
17.-3+ 2+
18.-3+ 1+
19.~4+ 4+
20.=4+ 3+

En los casos observados con fluido de montar con res-
pecto a i1os observados en seco: Aumenta la intensidad de la - -
fluorescencia en 20% de los casos; la intensidad es igual en 25%

y disminuye en 55%.

En los casos observados en seco con respecto a los ob

servados con fluido de montar: Aumenta la intensidad de la fluo
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rescencia en 55% de los casos; la intensidad es igual en 25% y

disminuye en 20%.
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TUBERCULOSIS

VDRL ) FTA-ABS
l.- Neg Neg
2.~ Neg Neg
3.~ RNeg Neg
4.~ Neg Neg
5.- Neg Neg
6.~ Neg Neg
7.~ Neg Neg
8.~ Neg Neg
9.~ Neg Neg
10.-Neg Neg
1ll.-Neg Neg
12.-Neg Neg
13.-Neg Neg
1l4.-Neg Neg
15.-Neg Neg
16.-Neg Neg
17.-Neg Neg
18,-Neg Neg
19.-Neg Neg
20.-Neg Neg
21l.-Neg Neg
22.-Neg Neg
23 .-Neg Neg
24 .-Neg Neg
25.-Neg Neg
26 .=Neg Neg
27 «=Neg Neg
28.-Neg Neg
29.-Neg Neg
30.-Neg Neg
31l.-Neg +

32.-Neg Heg
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33.-1:1 Neg
T B | Neg
35e=1:2 Neg
36.-1:2 Neg
37.-1:4 Neg
38.-1:4 +
39.-1:64 +
40.-1:64 s

Porcentaje de los resultados obtenidos por VDRL en tu

berculosis:

Total de casos positivos : 22.5%
5%
10%
15%

Casos con titulo sobre 1:64

Casos con titulo sobre 1l:4

Casos con titulo sobre 1:2
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LEPRA

VDRL FTA-ABS Tipo de Lepra
l.- Neg Neg i Lepromatoso
2.~ Heg Neg Lepromatoso
3+- Neg Neg Lepromatoso
4.- Neg Neg Lepromatoso
5~ Neg Neg Lepromatoso
6.~ Neg Neg Lepromatoso
Te~ Neg Neg Lepromatoso
8.~ Neg Neg Lepromatoso
9.~ Neg Neg Lepromatoso
10.~-Neg Neg Lepromatoso
l1l.-Neg Neg Lepromatoso
12.-Neg Neg Lepromatoso
13.-Neg Neg Lepromatoso
1l4.-Neg Neg Lepromatoso
15.~-Neg + Lepromatoso
16 .-Neg Neg Tuberculoide
17 «.=Neg Neg Tuberculoide
18.-Neg Neg Tuberculoide
19.-1:1 Neg Lepromatoso
20.-1:1 Neg Lepromatoso
2l.-1:1 Neg Lepromatoso
22.-1:1 Neg Lepromatoso
23.-1:1 Neg Lepromatoso
24.-1:1 Neg Lepromatoso
25.=-1:2 Neg Lepromatoso
26.-1:2 Neg Lepromatoso
2T.-1:4 Neg Lepromatoso
28.-134 Neg Lepromatoso
29.-1:4 Neg Lepromatoso
30.-1:4 Neg Lepromatoso
31.-1:4 + Lepromatoso

32.-1:4 + Lepromatoso
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33.-1:4 . Lepromatoso
34.-1:8 Neg Lepromatoso
35.~138 + Lepromatoso
36.-1:16 Neg Lepromatoso
37.-1:16 Neg Lepromatoso
38.-1:16 Neg Lepromatoso
39.=1:16 + Lepromatoso
40.-1:16 + Lepromatoso

Porcentaje de los resultados obtenidos por VDRL en -

lepra:

Total de casos positivos : 55%
Casos con titulo sobre 1:16 = 12.5%

Casos con titulo sobre 1:8 = 17.5%
Casos con titulo sobre 1l:4 = 35%
Casos con titulo sobre 1:2 = 40%

Casos con titulo sobre 1:1 55%
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DISCUSION
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1l método de los anticuerpos fluorescentes, en rela-

cidén con VDRL tiene las siguientes ventajas:

l.- La sensibilidad de este método sobrepasa a la de VDRL

2.- Da un diagnéstico mas especifico que VDRL

3e— Cuando se ha adquirido el equipo necesario y se ha tenido -
el entrenamiento adecuado resulta rapida y sencilla.

4.~ No se presentan los fendmenos de prozona como en las reac—-—

ciones de aglutinacibén y precipitacidn.
Entre sus desventajas se encuentran:

l.- La inversibén inicial para adquirir el equipo de fluorescen-
cia es elevada.
2.~ Necesita personal adecuadamente entrenado

3e.- El elevado costo de los reactivos marcados con fluoresceina

En los 40 casos de lepra y tuberculosis estudiados se
observan porcentajes de reacciones VDRL positivas similares a -
los reportados en la literatura. Los porcentajes son mas altos-—

en los casos de lepra.

En la lepra de tipo lepromatoso se observd con més --
frecuencia la positividad de la reaccidn VDRL, que en la de ti-

po tuberculoide.

En los sueros de leprosos con reaccidn VDRL positiva-
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no se observaron titulos superiores a 1:16, sin embargo en tu-
berculosis se encontraron reacciones con titulos nasta de 1:64,
pero no se& encontraron titulos de 1:8, 1:16 y 1l:32, pero si uno

con titulo 1l:4.

Los casos de tuberculosis presentaron positivas las-
reacciones de FTA-ABS 5 sueros y de los casos de lepra 7 enfer-

mos dieron también reaccidn positiva.

Teoricauente en este estudio deberian haberse obteni-
do resultados negativos para la prueba de FTA-ABS aplicada a —-—
los leprosos y tuberculosos dado que es una reaccidn inmunoldgi
ca especifica, atribuimos los casos positivos obtenidos por es-
te método a la posibilidad de antecedentes sifiliticos en estos

pacientes y que no se encuentran reportados en su expediente.

Se presentaron ademis unos sueros con reaccidn negati
va de VDRL y positiva de FTA-ABS, que pudo deberse a una sifilis
anterior ya curada gue conserva anticuerpos especificos contra-

el T. pallidum y se ha vuelto reagina negativa.

De las variaciones a la técnica con respecto al tiem-

po y la temperatura encontramos:

1) 5 minutos a 56°C: Algunas de las reacciones débiles positi-—-
vas obtenidas por la técnica original se observan como negati--—

vas y en general la intensidad de la fluorescencia disminuye.
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2) 24 horas a temperatura ambiente: £sta variacidn da como ven-
taja que la intensidad de la fluorescencia aumenta, sin embargo
se requieren 48 horas para obtener los resultados y es més difi

cil leerlas porque las preparaciones se observan sucias.

Por otro lado, de las variadioneshechas para la obser
vacidén de las laminillas en seco y con fluido de montar, se en-

contrd:

Ambas técnicas dan resultados semejantes con respecto
a. la intensidad sin embargo observandolas en seco, ademfs de -
no necesitar cubreobjetos ni fluido de montar se localizan con-
mayor facilidad los treponemas en campo oscuro con luz de tungs
teno. Enseguida cambiando la luz excitadora (filtro BG 12) se -

observa si hay fluorescencia.

Usando fluido de montar se observd, que se eliminan -
algunas fluorescencias inespecificas pero la localizacidn de —-

los treponemas con luz de tungsteno es mAs laboriosa.
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CONCLUSIONES
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l.- E1 método de FTA-ABS es mas especifico para casos de sifi-
lis y sirve para revelar las reacciones falsas positivas que-
se presentan usando el método de VDRL,‘debidaa a otras enfer--

medades.

2.~ Se comprobd que la temperatura y el tiempo de incubacibén -
dptimos para la prueba de FTA-ABS, son los descritos en la tég

nica original.

3.- La observacidn de la fluorescencia es mis sencilla y rapida

montando las laminillas en seco.
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