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INTRODUCCION

La Sifilis, a pesar de su antiguedad, de los variados métodos de
diagnéstico y del sinnuimero de investigaciones médicas que se han
realizado con miras a combatirla, sigue siendo en la actualidad

una enfermedad muy extendida en todo el mundo.

Con los estudios hechos a-partir de estadisticas obtenidas en va
rios paises, nos damos cuenta que el padecimiento ha presentado
incrementos considerables relacionados con momentos histdricos
criticos. Un ejemplo de éllo, son los datos que existen rela-
cionados con la guerra de Vietnam, los cuales muestran que el 28%
de la poblacidén militar presentaba la enfermedad (Navy Times, --

1967) 7.

Es de importancia clinica particular,.el hecho de que esta enfer
medad en sus primeros estadios, suele pasar inadvertida, lo --
cudl implica en primer término, que si no se descubre y se tra-
ta tempranamente, evolucionard llegando a causar lesiones inva-
lidantes e incluso mortales hasta en un 5 a.1l0% de los infecta-
doslz; y en segundo, que debido a la ignorancia de su existencia,

se propaga facilmente, sobre todo en lugares donde existe mayor

promiscuidad.



Desde 1906, en que Wassermann efectudé los primeros ensayos se
roldégicos para el diagndéstico de la sifilis, se han venido --
proponiendo infinidad de pruebas encaminadas a este fin; todas
ellas han sido aplicadas a diferentes poblaciones, proveyéndo
nos de datos estadisticos de especial interés. Sin embargo, -
existe aln un problema sobre el que se sigue investigando y pro
fundizando, que es el de la especificidad: a pesar de que --
existen tantas pruebas que contribuyen al establecimiento del
diagndéstico, un resultado positivo en la mayoria de ellas no
puede ser tomado como cierto. Es generalmente recomendable -
en estos casos positivos, que se efectlien otras pruebas adi--
cionales, ademds de tomarse en cuenta también los datos clini

cos para concluir un diagnéstico final.

Por todo lo anterior, es interesante y actual el problema del
diagnéstico de lUes; todas las técnicas desarrolladas con este
fin, han sido estudiadas y comparadas unas con otras, existien

do extensa bibliografia al respecto.

El objetivo del presente trabajo es el de valorar y comparar,
los resultados obtenidos en la prueba de Aglutinacién de Espi-
roquetas de Roemer y Schliptkoter considerada como una prueba
especifica, ya que se usan espiroquetas como antigeno. Esta -
prueba se valord paralelamente con la reaccidén de floculacidn

en placa del VDRL.



CAPITUIO I

GENERALIDADES

RESURGIMIENTO DE LAS ENFERMEDADES VENEREAS

Examinando esquemas mundiales relacionados con el porcentaje
de sifiliticos en diversos paises, se puede apreciar claramen-
te, como a traves de los afios se han venido presentando perio-
dos tanto de aumentos muy marcados como de disminucién de la -
casuistica, y se ha podido comprobar, como los periodos de re-
surgimiento estan relacionados generalmente con acontecimien-

tos bélicos o catastrdficos. (Fig. 1)
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Fig. 1. Evolucidn de las enfermedades venéreas en la Armada de
los Estados Unidos desde 1940 a 19607.
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Un hecho de suma importancia y que es necesario evaluar espe-
cialmente, es el mostrado por las estadisticas, en donde se ve
gque a pesar de la clara disminucién de casos que se iniciéd a

partir de 1950, recientemente hay un considerable aumento.

(Fig. 2)
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Fig. 2. Casos de infecciones sifiliticas reportados en seis
paises europeos desde 1950 hasta 1960. Tomando como

100% los casos de J950.7

La trasmisidén de la sifilis se lleva a cabo principalmente por

contacto sexual, y mas raramente por otros contactos. Asi, la
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conducta sexual influenciada por los cambios religiosos, cultu-
rales, morales, etc., estd relacionada con los altibajos de la

incidencia.

Resulta interesante, analizar brevemente algunos de los aspec-
tos que han tenido que ver con el incremento reciente, aunque
cabe aclarar que los datoé a nuestro alcance no son siempre,
absolutamente validos, dado que algunos paises hah prestado po
ca atencidén a la recopilacidn sistemdtica de los datos; y a que
se ha comprobado que por éada caso declarado de sifilis, se -
diagnostican y se tratan por médicos particulares tres casos
mads, que no se declaran a las autoridades sanitarias, lo cual
hace imposible una evaluacidén precisa de la incidencia. Sin
embargo, a pesar de las limitaciones expuestas, tal informa-
cién proporciona una ayuda valiosa a la epidemiologia de la

enfermedad.

a) Aspectos médicos y de salud publica
En primer lugar analizaremos la influencia que l; pe-
nicilina ha tenido en tales cambios,<siendo éste un -
punto muy extenso, debido a que dicho antibidtico ha
contribuido tanto a disminuir como a incrementar la in

cidencia de la enfermedad.



Recién descubierta la penicilina, se utilizdé en gran -
escala, no solo para'combatir la sifilis, sino otras -
infecciones, por lo tanto fue el factor primordial que
explica uno de los mas grandes descensos que se obser-
van en las graficas después de la Segunda Guerra Mun--
dial. Esto indica que el antibidtico en cuestidn es -
efectivo en el traéamiento contra la infeccién luética.
Sin embargo, como no s6lo fue usado por pefsonas con -
la enfermedad diagnosticada, éino por muchos infectados
por otros tipos de‘bacterias, cabe la sugerencia de que
muchos luéticos todavia sin sintomas aparentes se trata
ron, sin saberlo, contra la sifilis. Esto es, que el
decaimiento en el porcentaje de luéticos en la época -
mencionada se explica en parte como debido al uso exten

so y al abuso de la penicilina.

Se puede considerar ademas el hecho de que los adelan-
tos médicos en el combate contra la sifilis han contribui
do al aumento de casos, pues el miedo a la infecctidn -
que era considerada peligrosa y de largo tratamiento, ha
desaparecido gracias al conocimiento de que la terapei-

tica antisifilitica es facil y eficaz.



b)

Cambios econdémicos, sociales y de conducta.
Anteriormente se habia expuesto ya, el hecho evidente,
de que en momentos histdéricos reconocidos como criti-
cos, bien sean bélicos o catastréficos, hay un indis-
cutible aumento en el nimero de individuos luéticos.
Analizando un poco mds detenidamente el hecho, e in--
tentando identificar causas concretas, con el fin de
dar una explicacidén al fendémeno, nos encontramos con
que es importante considerar el estado psicolégico -
del soldado, gque sale de su Patria, dejando en ella
lo que es suyo, para enfrentarse a una situacién de
incertidumbre y desesperanza, que lo afecta moral y
psicolégicamente y le orilla a entregarse irracional
mente a practicas sexuales sin considerar las graves
consecuencias del contagio; éste obviamente, es pro-
piciado por las condiciones econémicas que caracteri

zan las guerras.

Aclarado el incremento de la casuistica sifilitica y para -

continuar dando explicacién a los altibajos del fendémeno ob

servado, cabe abordar ahora la fase de descenso caracteris-

tica en los periodos (tardios) de la postguerra; es natural,

- I
que durante este periodo, en la mayoria de los paises, las -
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inversiones econdémicas individuales y colectivas, sean utiliza-
das, en pro de la reconstruccién y de la rehabilitacidén, comba-
tiéndose entonces por consecuencia natural, las causas principa

les que determinan la transmisidén luética.

La prostitucidn, problema vigente en nuestra sociedad actual, -
siempre ha sido considerada, como una de las fuentes principa-
les de infecciones venéreas; sin embargo, es un fendmeno que -
se resiste extraordinariamente a la extincidén. A través de -
las diferentes épocas por- las cuales ha atravesado la humanidad,
la prostitucidn, considerada por algunos autores como el oficio
més antiguo, no ha podido ser eliminada, por el contrario, per-

manece haciendo estragos de graves consecuencias.

En los Ultimos afios, se ha visto un gran incremento de las en-
fermedades venéreas entre los adolecentes debido al relajamien

to de las costumbres.

Los movimientos de poblacidén que se llevan a cabo en gran esca-
la, como el turismo, la migracidén de los trabajadores, etc., -

también contribuyen a la diseminacidén de la sifilis.

El control de la natalidad que actualmente estd llevando a ca-

bo millones de mujeres mediante procedimientos anticonceptivos



ha favorecido las actividades sexuales que llevan al contagio.
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CAPITULO II

RESPUESTA INMUNE FRENTE A LA INFECCION LUETICA

El estudio de la evolucidén de la sifilis, tanto en pacientes
en los diversos estadios de la enfermedad, como en algunos
casos de animales infectados experimentalmentée, permite afir

mar sin lugar a dudas, que en ella juega un importante papel

la inmunidad.

Se sabe que existen dos tipos de anticuerpos diferentes en -
el suero de un paciente sifilitico 11. Uno de ellos, el pri
mero en aparecer es la comunmente llamada "reagina", por no
ser un anticuerpo especifico, que guarda intima relacién con
las gammaglobulinas del plasma (IgG e IgM) y que interviene
en las pruebas diagndsticas de fijaci6n de complemento y de -
floculacidén. Ellas aparecen en la sangre del enfermo de tres
a seis semanas después de la aparicidén de la lesidn primaria,
pudiendo ser demostrables por largo tiempo. Y aunque no con-
fieren inmunidad, su determinacidn en el paéiente es de‘gran

ayuda al clinico, para darse una idea de la efectividad del -

tratamiento, ya que son afectados por la terapéutica.
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La accidén de la "reagina" 'se dirige contra la cardiolipina en
los tejidos del huésped productor de anticuerpos. Probable--
mente sea un autoanticuerpo formado en respuesta a la cardio-

lipina que se libera de células huéspedes durante la infeccién.

Ademés de las "reaginas!", demostrables en un periodo relativa
mente precoz, el organismo sintetiza también anticuerpos espe
cificos contra las proteinas del gérmen, aunque en la mayoria
de los casos solo permiten el diagnéstico seroldgico a partir

del segundo estadio de la enfermedadl.

Estos anticuerpos llamados antitreponémicos, pueden actuar co
mo: anticuerpos inmovilizantes, fijadores de complemento, --

aglutinantes, etc.

La demostracidén de tales anticuerpos puede realizarse con ---

Treponema Pallidum cepa Nichols, asi como también con Trepone

ma de Reiter, gque contiene un componente antigénico comdn con
el T. Pallidum. Estas pruebas treponémicés, entre las que men
cionaremos especialmente la de inmovilizacidén de los treponemas
de Nelson (TPI), la de fluorescencia (FTA), la de aglutinacién
de espiroquetas segﬁn.Roemer y Schlipkoter y la fijacién del

complemento, desempefilan un papel importante, sobre todo en los
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casos en que con los reactivos lipoidicos se obtienen resulta-
dos positivos, dudosos o en las pruebas que no concuerdan con

la clinica.
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CAPITULO III

DIFERENTES METODOS PARA EL DIAGNOSTICO DE LUES

Ademas de la historia clinica, el diagnéstico de la sifilis -
depende en gran parte de-los datos del laboratorio. A conti-
nuacién analizaremos brevemente las pruebas que en el labora-

torio se usan con este fin.

METODOS DIRECTOS

8,13
Examen en campo obscuro

Principalmente en el periodo primario, cuando aparece la le--
sién llamada chancro y ocasionalmente en el secundario de le-
siones cutdneas y gomas, la infeccién se puede diagnosticar -
por la investigacién directa del Treponema, mediante el examen
de las secreciones en fresco en microscopio con condensador de

campo obscuro.

El material para estudio se toma por raspado de las lesipnes,
aunque algunos autores recomiendan que éstas sean exprimidas,

y debe ser examinado inmediatamente.
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La estructura de espiral regular a modo de sacacorchos, los
movimientos lentos rotatorios para adelantar y retroceder y
las inclinaciones laterales ayudan en la identificacidén del

Treponema Pallidum.

El resultado negativo del examen en campo obscuro no excluye
necesariamente el diagnéstico de sifilis, ya que las lesiones
presentes en estadfos tardios pueden contener relativamente

pocos organismos.

Método de Fontana TribondeauS

El microorganismo puede identificarse directamente también
haciendo impregnaciones de las secreciones extendidas en un
portaobjetos, para ello existen diferentes métodos, de les
cuales el mas usado es el de impregnacidén argéntica de Fon-
tana Tribondeau y en general consiste en aumentar el grosor
del microorganismo depositando en su superficie sales de -

plata.

La técnica es la siguiente:

b 19 Hacer el frotis y sin fijarlo.
24 Lavar gota a gota con ligquido de Rouge.
B Lavar con alcohol, gota a gota e incendiar las Gltimas

gotas sobre el portaobjetos.
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Cubrir con acido tanico al 5%, calentando suavemente sin
que se deseque.

Lavar abundantemente con agua.

Cubrir con nitrato de plata amoniacal, calentando hasta
emisidén de vapores.

Lavar abundantemente con agua.

Secar y examinar.

Las espiroquetas toman un color cafe obscuro o negro en un cam

po amarillo.

PRUEBAS SEROLOGICAS

Para una revisidén general de estos métodos, los podemos clasi-

ficar en dos grandes grupos, de acuerdo con el tipo de antige-

no que se emplea en su realizacidn.

s B

Antigeno lipoidico. En este grupo tenemos las técnicas
que se fundamentan en los fendmenos de floculacién y £fi-

jacién del complemento.

Antigeno treponémico. Donde encontramos las pruebas de
inmovilizacién del treponema, aglutinacién, hemaglutina-

cién, fijacidén del complemento e inmunofluorescencia.
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PRUEBAS EN LAS QUE SE UTILIZA ANTIGENO LIPOIDICO

Para la realizacidén de estas pruebas, fueron utilizados prime-
ro extractos acuosos de tejidos sifiliticos humanos como anti-
genos, pero pronto se comprobd que podian emplearse con el mis
mo resultado extractos alcohdlicos de tejidos normales de ani-
mal. Sin embargo, desde que Pangborn en 1945 aisld la cardio-
lipina, los antigenos empleados en el serodiagndéstico de laes,
suelen contener, cardiolipina, lecitina y colesterol en propor
ciones adecuadas. Aunque no se ha descartado totalmente el --
empleo de antigenos preparados a base de extractos de tejidos

animales.

a) Reacciones de floculacién.
El fundamento de estas pruebas es la reaccidn visible
que producen las "reaginas" al combinarse con los com-
ponentes del antigeno.
Estas reacciones han sido ampliamente adoptadas, por-
que los antigenos son de facil obtencidn, las técnicas
son sencillas y muestran una correspondencia aceptable
con los datos clinicos.

a-1) Reacciones de floculacién a la cardiolipina.

Todas las pruebas que a continuacidén se mencionan se
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parecen en lo fundamental, diferenciandose principalmen-
te en lo que se refiere a los detalles técnicos; la com-
posicidén del antigeno es basicamente la misma; una mez--
cla de cardiolipina, colesterol y lecitina en cantidades
que varian ligeramente de una técnica a otra y que vie--
nen preparadas comercialmente bastando solo con diluir--

las en un amortiguador adecuado.

Prueba de Kline3

Prueba de Mazzinil,3

Prueba de microfloculacidén segin VDRL6 /1,3

En estas pruebas se emplea como material bioldgico suero
inactivado o liquido cefalorraquideo que no deben conte-

ner particulas en suspension.

Se llevan a cabo en placas excavadas, en cuyas cavida-
des se depositan pequefios volumenes (generalmente 0.05ml)
de problema y se afiade un volumen determinado de antige
no, se agitan constantemente durante aproximadamgnte -—
cuatro minutos y se hace la lectura él microscopio con

el objetivo de poco aumento (X 100)
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Cuando no hay floculacidén o ésta es sumamente débil,
se reporta negativa, cuando aparecen pequefios acimulos
o una floculacidén franca se consideran como reacciones
positivas y si se desea hacer su cuantificacién se pro
cede a diluir seriadamente el suero o el liquido cefa-
lorraquideo y a repetir la reaccidén con cada dilucién

para obtener el titulo.

Son las técnicas que se utilizan en la mayoria de los
laboratorios en la actualidad, las ventajas son la ra
pidez y sencillez de su realizacidén, el empleo de poco
material y equipo sencillo y una aceptable sensibilidad
y especificidad. E1l éxito de estas reacciones consiste
en el uso de pipetas o bien agujas hipodérmicas perfec-
tamente calibradas, con el fin de que siempre se utili-
cen los mismos volUmenes tanto de problema como de anti
geno.

Prueba de reaginas en suero no calentado (USR)l

Prueba rapida de la reagina plasmatica (RPR) 92/3

Prueba del plasmacrito (PcT)1l,3

El material biolégico es suero sin inactivar (USR) o -

plasma.
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Prueba de Hinton3

En este caso usamos como material bioldgico suero descomplemen
tado.

La técnica consiste en mezclar en un tubo de Hinton (11.25 x -
10 mm) O.S.ml. de problema con el mismo volumen de antigeno, -
agitar e incubar a 37°C durante 16 horas. La lectura se reali
za macroscOpicamente, observando los tubos frente a una fuente
luminosa, reportando negativas las muestras de los tubos que -
presentan una suspensién homogénea y positivas aquellas en cu-
yos tubos se observan fldculos.

La reaccidén puede hacerse cuantitativa probando en la misma -

forma diluciones seriadas del problema.

a-2) Reacciones de fijacidén del complemento.
El fendémeno de fijacidén del complemento fue aplicado al
serodiagnéstico de lles por Wassermann, y existen muchas
modificaciones a esta técnica original, sin embargo, solo

mencionaremos la de Kolmer que es la mas utilizada.

Prueba de Kolmerl,2

Se utilizan como antigenos los extractos alcohélicos de corazdn
de ternera o soluciones de cardiolipina con lecitina y coleste-
rol.

La prueba consiste basicamente en mezclar en tubos, diluciones
del suero problema descomplementado con determinada cantidad del
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antigeno y una cantidad de complemento titulado con toda exacti-
tud, agitar e incubar de 4 a 6°C durante 12 horas para la criofi
jacidén del complemento. Posteriormente incubar a 37°C durante
30 minutos y afiadir el sistema hemolitico, constituido por el
amboceptor anticarnero también titulado y glébulos rojos de car
nero, lavados y ajustados a una concentracidén determinada, pro-
longando la incubacién hasta que el control del sistema hemoli-
tico muestre lisis total.

Los resultados se interpretan de acuerdo con el siguiente razo-
namiento: Si los eritrocitos de carnero no se hemolizan, signi
fica que el complemento estd ligado al complejo antigeno-anti
cuerpo y la reaccidn es positiva. Cuando la reaccidén es cuanti
tativa, el titulo serd el tubo de mayor dilucidén que no presen-
te hemdlisis.

Todas las pruebas de fijacidén del complemento son algo compli-
cadas y es esencial que se sigan estrictamente los procedimien
tos indicados, que los reactivos se estandaricen cuidadosamente
Yy que se corran testigos: sueros comprobados negativos y posi-
tivos, control del sistema hemolitico, del poder anticomplemen-

tario del suero y del antigeno y control de glébulos rojos.

PRUEBAS EN LAS QUE SE UTILIZA ANTIGENO TREPONEMICO

Es muy frecuente en el serodiagndstico de la sifilis, obtener

el



reacciones falsas positivas, ya que existen ciertas enfermedades
(tablal) en que aparecen anticuerpos antilipoidicos, que daran
este tipo de reacciones; esto ha estimulado a‘los investigadores
en este campo al estudio y desarrollo de técnicas mas especifi-
cas para el diagndstico definitivo de la sifilis, basandose en
la deteccidén de anticuerpos que estén‘directamente relacionados

con el agente causal de la infeccién, Treponema Pallidum.

AFECCION PORCENTAJE
Paludismo 5 90-100
Lepra 60
Inmunizacién por DPT en nifios 20
Mononucleosis infecciosa 20
Lupus eritematoso diseminado 16-20
Linfogranuloma venéreo 20
Vacuna antivaridlica 20
Hepatitis infecciosa 10
Periartritis nudosa 10
Artritis reumatoide 5—7
Fiebre reumdtica 5-6
Neumonia neumocécica 2-5
Resfriado comin, embarazo, hemorragia menos del 1

e
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Tabla 1. Porcentaje aproximado de reacciones falsas positivas
y de reacciones dudosas en afecciones no sifiliticas.

Segin Moore y Mohr (1952)3.

Otros autores mencionan ademds la tuberculosis, y algunas viro
sis tales como rubeola y sarampidn.

La prueba de inmovilizacién del treponema de Nelson y Mayer --
(1949) fue la culminacidén de estas investigaciones, es una prue
ba altamente especifica; sin embargo, desafortunadamente su rea
lizacién queda reservada a muy pocos laboratorios, ya que las
dificultades para mantener las cepas de treponema vivas no per
miten su empleo generalizado. Por esta razén se han intentado
numerosas modificaciones empleando antigenos treponémicos, Cepa
Nichols muertos: Prueba de hemaglutinacién, prueba de anticuer
pos treponémicos por inmunofluorescencia después de absorber --
los anticuerpos de grupo (FTA-ABS), y treponemas no patdgenos
cepa Reiter y sus extractos: Prueba de aglutinacién de espiro-
quetas, Prueba de fijacién del complemento con la proteina de

Reiter.

Prueba de inmovilizacidén de los Treponemas (TPI)

Se funda en la propiedad de los anticuerpos luéticos (inmovi-
lisinas) de inhibir los movimientos propios de los treponemas.

Para su realizacidén se emplean treponemas de la Cepa Nichols,
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obtenidos de testiculos de conejo infectado.

El suero de los pacientes, asi como los controles tanto positi-
vos como negativos, son sometidos a dilucidn e incubados a 35°C.
A continuacién se hacen observaciones en microscopio con conden
sador de campo obscuro, para determinar el nﬁmgro de treponemas

inmbéviles, comparando con los controles.

Prueba de hemaglutinacidén para los anticuerpos de T. Pallidum

(TPHA) 14

El antigeno utilizado en esta prueba se prepara a partir de Tre-

ponema Pallidum (cepa Nichols) con el cudl se sensibilizan eri-

trocitos de carnero endurecidos con formol. Las reacciones ines
pecificas, debidas tanto a reacciones seroldgicas cruzadas (otros
treponemas) como a antigenos no treponémicos se evitan mediante

un tratamiento previo del suero con una substancia absorbente.

El procedimiento consiste en mezclar en una placa de plastico -
excavada para hemaglutinacidén diluciones del suero absorbido y
la misma cantidad de una suspensidén de eritrocitos de carnero
sensibilizados con el antigeno treponémico, dejando la meécla

a temperatura ambiente durante 18 horas. El suero que de una

reaccién positiva a la dilucidén de 1:80 se considera positivo.
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Es una prueba sencilla, cuya especificidad y sensibilidad son
muy aceptables, ademds del bajo costo de su realizacidn, sin

embargo no se ha generalizado por no contarse con antigenos -
comercializados.

Investigacién de anticuerpos treponémicos por inmunofluorescen-

cia (Fra)3-®

Esta prueba se funda en la demostracidén de los anticuerpos liga
dos a la superficie del T. Pallidum, cepa Nichols usando globu-
lina antihumana, obtenida en conejo, marcado con fluoresceina.
Para su realizacidén se hace un frotis con T. Pallidum, cepa Ni
chols que se fija mediante acetona, después se cubre con el --
suero del paciente a una dilucidén de 1:200, se coloca en una
cdmara himeda a 37°C durante 30 minutos, posteriormente se la
va, se cubre con el suero antihumano conjugado con fluorescei
na, incubando nuevamente en las mismas condiciones, se lava se
monta con glicerina amortiguada y se observa al microscopio -
fluorescente, bajo luz ultravioleta. En los casos positivos

fluorescen los treponemas recubiertos de anticuerpos.

Prueba de absorcidén de los anticuerpos treponémicos por inmu-

nofluorescencia (FTA—ABS)l'3

Este método cuyo fundamento es el mismo que el de la prueba
FTA, difiere en que primero se absorbe el suero problema con
un extracto de Treponema de Reiter lisado por radiaciones ul-
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trasbénicas y que se conserva liofilizado, al cudl se le designa
como "medio de absorcidn". Esta absorcidén elimina los anticuer
pos de grupo, con lo que se consigue una reaccidn especifica pos

terior con la cepa Nichols del T. Pallidum.

En estas pruebas de inmunofluorescencia es de relevante impor--
tancia el uso de controles desde los fuertemente positivos has-

ta los positivos inespecificos.

Segun Bradford (1965), Tuffanelli y colaboradores (1967) y muchos
otros, es la prueba treponémica mds especifica de que se dispone
actualmente; debe usarse siempre que sea posible con el fin de

distinguir entre la sifilis y las falsas reacciones positivas.

Reaccidn de aglutinacidén de espiroquetas

Este método consiste en detectar en el suero anticuerpos agluti
nantes de espiroquetas, les cuales se demuestran mezclando sue-
ro descomplementado y diluido 1:40 o liquido'cefalorraqufdeo sin
ningin tratamiento previo con una suspensidn de espiroquetas

de la cepa Reiter muertas, después de incubar la mezcla se po-

dra distinguir claramente la aglutinacién en los casos positivos.
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Es una técnica simple y especifica, en la que se utiliza poco

material que discutiremos ampliamente en el siguiente capitulo.

Prueba de fijacidén del complemento con la proteina de Reiter8

En esta prueba se utiliza la técnica de Kolmer, lo que varia es
la naturaleza del antigeno. En este caso el antigeno se prepara
cultivando T. Pallidum cepa Reiter en un medio adecuado (modifi
cacién del liquido de Brewer al tioglicolato con suero equino).
Una vez consechados y lavados los treponemas se congelan y des
hielan repetidamente y se dializan frente a solucidn salina.
Mediante estudios comparativos se ha comprobado que las pruebas
que emplean este antigeno protéico en fijacién del complemento
dan resultados comparables con la prueba de inmovilizacidén del

treponema.
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CAPITULO IV

MATERIAL Y METODOS

A) REACCION DE MICROFLOCULACION A LA CARDIOLIPINA (VDRL)
Equipo

Agitador ajustable a 180 x.p.m. y que‘describa un circulo de
1.9 cm. de didmetro en el plano horizontal.

Centrifuga

Bafio de agua regulado a 56°C

Material

Frascos de 30 ml. con tapdén de vidrio

Pipetas de 0.1 ml., 1.0 ml. y 5.0 ml.

Gradillas

Placas excavadas

Tubos de 13 x 100
Reactivos

1. Antigeno. Es una solucidén alcohdlica con 0.3 mg/ml. -
de cardiolipina, 0.9 mg./ml. de colesterina y 2.3 mg/ml.
de lecitina. El antigeno debe conservarse en el reci-

piente original, bien cerrado a temperatura ambiente.
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2. Liquido para la dilucidn del antigeno.
Formaldehido neutro puro 0.5 mls
Fosfato sb6dico (NajHPO4+12 Hy0) 0.093 g.
Fosfato potdsico (KH,PO,) 0.17D 9.
Cloruro de sodio (NacCl) 10.0 g.
Agua destilada c.b.p. 1000.0 ml.

El pH debe ser de 6.0 + 0.1

e Solucién salina isotdénica de NaCl al 0.85%

4, Solucidén de cloruro de sodio al 10%

Preparacion de la suspensidén del antigeno

Al preparar la suspensidén del antigeno hay que seguir exacta-
mente las instrucciones, ya que cambios leves pueden conducir
a considerables variaciones; sobre todo si las diluciones no se
realizan correctamente, pueden formarse suspensiones gruesas,

que en ciertas circunstancias conducen a resultados falsos.

G 198 Verter 0.4 ml. del diluyente sobre el fondo de un fras-

co de 30 ml. con tapdén de vidrio.

‘
2 Afiadir directamente, por goteo, 0.5 ml. de antigeno so-
bre el diluyente, aproximadamente en 6 segundos, movien

do el frasco en circulos de unos 5 cm de didmetro, sobre
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una supeficie plana. La pipeta no debe entrar en contac
to con el ligquido de dilucidn.

Afiadir 4.1 ml. de diluyente.

Agitar unas 30 veces haciendo que la mezcla choque alter
nativamente con el fondo y el tapdn.

La suspensidén del antigeno, segin recomiendan los fabri-
cantes, debe prepararse el dié de trabajo, aungque se ha
sabido de estudio§ que prueban que su estabilidad es ma-
yor si se guarda en congelacidn.

Antes de emplearla, hay que mezc}arla cuidadosamente, lo
cudl no debe reali;arse por aspiracién y expulsidn a tra
vés de la aguja, sino agitando el frasco.

La suspensién de antigeno preparada debe ser comprobada
con sueros de reaccidén conocida (positivo, debilmente
positivo y negativo). No deben utilizarse suspensiones

poco sensibles.

PRUEBA VDRL EN SUERO

Suero

Los sueros problema, que no deben contener particulas en suspen

sidn se inactivan en bafio de agua a 56°C, durante 30 minutos.

Los que no sean usados después de 4 horas de la inactivaciédn,

deben calentarse nuevamente a 56°C durante 10 minutos.
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Método

8 Prueba cualitativa

h Con la pipeta de 0.1 ml. se coloca sobre una de las ex-
cavaciones de la placa de vidrio 0.05 ml. de suero inac
tivado.

2, Con la aguja hipodérmica se aflade una gota de suspensién
de antigeno (0.02 ml.).

3. Se agita durante cuatro minutos.

4. La lectura se hace inmediatamente al microscopio con —--

aumento de 100X.
. Interpretacidn:
Positivo Conglomerados medianos y grandes
Débilmente Positivo Conglomerados pequefios

Negativo Particulas diseminadas uniformemente

Fendmeno de zona.

Con un exceso de anticuerpos se produce el llamado fendémeno de
zona, consistente en la presentacién de reacciones relativamen-
te débiles con fldéculos irregulares. En casos extremos, este
fendémeno puede conducir a reportar reacciones débiles positivas
en sueros fuertemente positivos, en estos casos se recomienda

una valoracidén cuantitativa.

Tl Prueba cuantitativa

Todos los sueros francamente positivos o con reacciones débil-
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mente positivas deben ser valorados cuantitativamente para de-
terminar su titulo. Para ello se procede a diluir seriadamente

el suero problema de la siguiente manera:

Afiadir 0.2 ml. de solucidén salina isotdnica en una serie de tu-
bos numerados del 1 al 6. Afiadir al tubo numero 1, 0.2 ml. del
suero problema, mezclar perfectamente y. de esta dilucién, 1:2
transferir 0.2 ml. al tubo marcado con el numero 2’en donde -
después de mezclar perfectamente resultarda el suero diluido 1.4,
de esta mezcla transferir 0.2 ml. al siguiente tubo y asi suce
sivamente hasta la dilucién 1:64 del tubo 6. Si se tiene que

seguir diluyendo, se agregaran todos los tubos necesarios.

Cada una de estas diluciones se prueba en la misma forma que se
probdé el suero sin diluir en la prueba cualitativa. Se consi-
dera como el titulo la mayor dilucidn del suero que proporcio-

ne un resultado positivo (no débil).

PRUEBA VDRL EN LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO

Dilucidén de la suspensidn de antigeno

La suspensién de antigeno preparada seglin se describid anterior
mente se diluye a partes iguales con solucidén de cloruro de so-
dio al 10%, mezclando con ligera rotacién e inclinacidén y dejan-

dola reposar un minimo de 5 minutos, pero no mas de dos horas,
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antes de utilizarla.

Controles
En lugar de muestras de liquido cefalorraquideo positivas pueden
utilizarse sueros positivos diluidos convenientemente en solu-

cidén salina isotdnica.

Liquido cefalorraqufdeo

El liquido cefalorraquideo se emplea después de centrifugacién,
pero sin inactivacién previa, no son apropiadas las muestras

turbias o que contienen sangre.

Método

T Prueba cualitativa

1 Colocar 0.05 ml. de liquido cefalorraquideo en una pla-
ca de vidrio.

2. Colocar también sueros control positivo,debilmente po-
sitivo y negativo, a la dosis de 0.05 ml. de cada uno.

3. Se afiade a cada uno una gota de suspensién de antigeno
con una aguja hipodérmica ajustada.

4. Agitar las placas de vidrio durante 8 minutos.

5 Leer inmediatamente a 100 aumentos y valorar en la mis-

ma forma que se describid para el suero.
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i Prueba cuantitativa

Se procede en la misma forma que para el suero
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B) REACCION DE AGLUTINACION DE ESPIROQUETAS SEGUN ROEMER
Y SCHLIPKOTER

Equipo

Centrifuga

Bafios de agua regulados a 62°C y a 37°C

Material

Tubos de 13 x 100 mm

Tubos de 5 x 80 mm

Pipetas de 0.1 y 1.0 ml.

Reactivos

1. El antigeno de espiroquetas segin Roemer y Schlipkoter
es una suspensién de espiroquetas muertas de la cepa
Reiter y se puede usar para la investigacidén de anti-
cuerpos aglutinantes en suero o liquido cefalorraquideo.
Lleva como conservador formalina en una concentracién
de 0.005/ml.

2. Solucién amortiguadora para aglutinacién de espiroque-

tas, que contiene:
Cloruro de sodio 30 g.

Solucidén amortiguadora de fosfatos 15 mg pH 7 100 ml.
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Agua destilada 900 ml.

Debe reposar durante algunos dias antes de su empleo.

PRUEBA DE AGLUTINACION DE ESPIROQUETAS EN SUERO

1 8 El suero se diluye 1:40 con la solucidn amortiguada y
se inactiva durante 30 minutos a 62°C.

2. Colocar en los tubos de 5 x 80 mm, 0.2 ml. de suero
diluido e inactivado. En un tubo de control medir la
misma cantidad de solucidén amortiguada.

e Afiadir una gota (0.04 ml.) del antigeno de espiroquetas,

después de agitar perfectamente la suspensidn.

4. Agitar para conseguir una mezcla homogénea de antigeno
y suero.
Ss Dejar los tubos durante dos horas a una temperatura

de 37°C y una hora a temperatura ambiente, evitando su
agitacidn.

Interpretacidn:

El resultado de la reaccidén se enjuicia seglin la intensidad de

la aglutinacién y el aspecto del sobrenadante.

Fuertemente positiva Aglutinacidén macroscdpica gque al ;érmino
de la reaccidén se deposita en el fondo
de los tubos formando un sedimento den-
so, el sobrenadante estard completamente
claro.
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Positiva Aglutinacidén en grumos pequefios aprecia-
bles a simple vista, el liquido sobrena-
dante estard ligeramente opalescente.

En casos dudosos se recomienda usar una
lente de aumento.

Negativa Suspensién homogénea

PRUEBA DE AGLUTINACION DE ESPIROQUETAS EN LIQUIDO CEFALORRAQUI-
DEO

No es necesario inactivar el liquido cefalorraquideo y se emplea
sin diluir, siguiendo los mismos pasos que se describen en la

prueba en suero.
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CAPITULO V

RESULTADOS

La prueba de aglutinacidén de espiroquetas de Roemer y Schlipkoter
fue realizada en 100 muestras de sueros que habian resultado po-
sitivas a diferentes diluciones con la prueba de microfloculacién
en placa segin VDRL y en 28 muestras que con la misma prueba re-
sultaron negativas. Ademas en tres liquidos cefalorraquideos ne-

gativos también.

Los resultados obtenidos se encuentran registrados en la tabla

de la pagina siguiente:
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NUMERO DE MUESTRAS VDRL AGLUTINACION DE
ESPIROQUETAS

3 L.C.:R. negativo negativo
28 sueros negativo negativo

4 sueros positivo 1:1 positivo fuerte
34 sueros positivo 1:1 positivo

7 sueros positivo 1:1 negativo

5 sueros positivo 1:2 positivo fuerte
16 sueros positivo 1:2 positivo

4 sueros positivo 1:2 negativo

2 sueros positivo 1:4 positivo fuerte
8 sueros positivo 1:4 positivo

1 suero positivo 1:4 negativo

4 sueros positivo 1:8 positivo fuerte
1 suero positivo 1:8 positivo

1 suero positivo 1:8 negativo

3 sueros positivo 1:16 positivo fuerte
2 sueros positivo 1:16 positivo

1 suero positivo 1:32 positivo fuerte
1 suero positivo 1:32 positivo

1 suero positivo 1:32 negativo

3 sueros positivo 1:64 positivo fuerte
1 suero positivo 1:64 positivo

1 suero positivo 1l:64 negativo
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DISCUSION

En la mayoria de las muestras se observoé una concordancia en cuan
to a resultados positivos (85%), sin embargo no se encontrd concor
dancia en el grado de positividad, esto se explica facilmente, ya
gue los anticuerpos que detecta cada p;ueba son distintos y apa-
recen en el paciente en diferentes estadios de la enfermedad. Los
primeros en aparecer son las "reaginas", pero tienden a desapare-

cer cuando surgen los anticuerpos treponémicos.

Hubo 15 muestras que a pesar de haber reaccionado positivamente
en la prueba de microfloculacién VDRL, dieron con la prueba de
aglutinacién de espiroquetas una reaccidén negativa. En estos -
casos se consultaron los expedientes encontrandose solo en uno
de los casos antecedentes familiares luéticos, los otros 11 pa-
cientes negaron que los hubiera habido. Cuatro expedientes no
pudieron ser localizados. Esto demuestra una mayor especifici-

dad en la prueba de aglutinacidn de espiroquetas.
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RESUMEN
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CAPITULO VI

Se hace un breve estudio sobre las causas que han deter-
minado el incremento de luéticos observado en los Glti--
mos afios, haciendo énfasis en la importancia de hacer el
diagnéstico a tiempo, con el fin de evitar las complica-
ciones que esta infeccidén puede producir de no ser comba

tida.

Se mencionan someramente los métodos de diagndéstico que
mas se han utilizado, indicando sus ventajas y desventa-

jas.

Se describen detalladamente las técnicas empleadas en el
estudio de las 131 muestras que se realizd en este tra-

bajo.

Se reportan los resultados obtenidos, recalcando el hecho
de que hubo una discrepancia entre los resultados obteni-
dos por los métodos empleados, lo cudl se trata de expli-

car.
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CONCLUSIONES

5 18

Observando la tabla de resultados encontramos una concor
dancia de 85%.

También se puede apreciar que se encontraron 15 casos que
con VDRL nos daban una reaccidn positiva, no siendo asi -
con la prueba de aglutinacién de espiroquetas, y revisan-
do después los expedientes de dichos pacientes, en los gque
no encontramos sintomatologia ni antecedentes de lués, lle
gamos a la conclusidén de que la prueba de aglutinacidn de
espiroquetas es mucho mds especifica, lo que se explica -
por el empleo de un antigeno treponémico.

De entre las pruebas que emplean antigenos treponémicos
es la més sencilla, ya que no requiere de material espe-
cial ni de equipo complicado y se efectua facilmente dan
do un resultado de lectura macroscdpica evidente.

Es una reaccidén de bajo costo, &a que el costo por prueba
es de $1.95.

Se considera que la prueba VDRL es muy satisfactoria como
método de escrutinio y por lo demostrado en este estudio
se debe complementar con la Aglutinacidén de espiroquetas
en los siguientes casos:

a) En todos los casos positivos y dudosos por VDRL.

b) En los casos de discrepancia con la clinica
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Por la naturaleza del antigeno empleado, cepa de Reiter,
no se puede considerar que sea la mads especifica, ya que

FTA-ABS es la prueba mds especifica que hay.
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