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Resumen:
La sifilis, enfermedad sistémica causada por el Treponema pallidum. Previo a la pandemia del VIH, se logré

el control. Sin embargo durante la década pasada, en EU y paises Europeos, se reportd un incremento hasta
del 50% en el nUmero de casos. Esta nueva epidemia se caracteriza por tasas altas de coinfeccion con
VIH, el 16% de hombres que tienen sexo con hombres (HSH) y el 28% de los hombres con sffilis tienen una
coinfeccion con VIH. Incrementa el riesgo de transmision y contagio del VIH. En México se ha reportado

una disminucién de casos, en el mismo periodo. No existen estudios epidemiolégicos.

OBJETIVO. Conocer la frecuencia de infeccion por sifilis en pacientes con VIH atendidos en el Hospital de

Infectologia CMN La Raza durante el periodo de marzo de 2012 a marzo de 2013

MATERIAL Y METODOS. Estudio retrospectivo, observacional, descriptivo, transversal.

Incluyé pacientes atendidos en el servicio de infectologia del Hospital de Infectologia CMN “La Raza”,
durante el periodo de marzo del 2012 a marzo del 2013, con VIH, a los cuales se realizd prueba anticuerpos
antitreponema. Se realizé recoleccién de datos de los expedientes, un analisis descriptivo, se obtuvieron
medianas, frecuencias y porcentajes. La frecuencia de coinfeccidén se calcul6 con la proporcion de pacientes
con VDRL, anticuerpos antitreponema positivos y manifestaciones clinicas. Se realiz6 el andlisis estadistico
con el paquete estadistico SPSS 21.

RESULTADOS: Se encontré una seroprevalencia de anticuerpos antitreponema positivos del 26.7%. De
ellos el 20.3% tuvieron VRDL reactivo. De los cuales 18.8% se diagnosticé con sifilis en cualquiera de sus

etapas. El mayor nimero de casos se diagnosticd en etapas latentes.
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RESUMEN

PREVALENCIA DE SIFILIS EN PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE INFECCION POR VIH EN EL

HOSPITAL DE INFECTOLOGIA CMN “LA RAZA” DE MARZO 2012 A MARZO 2013

DR EDUARDO BECERRIL VARGAS DR ALBERTO CHAPARRO SANCHEZ

La sifilis, enfermedad sistémica causada por el Treponema pallidum. Previo a la pandemia del VIH, se logré
el control. Sin embargo durante la década pasada, en EU y paises Europeos, se reporté un incremento
hasta del 50% en el nimero de casos. Esta nueva epidemia se caracteriza por tasas altas de coinfeccion
con VIH, el 16% de hombres que tienen sexo con hombres (HSH) y el 28% de los hombres con sffilis tienen
una coinfeccion con VIH. Incrementa el riesgo de transmisién y contagio del VIH. En México se ha
reportado una disminucion de casos, en el mismo periodo. No existen estudios epidemioldgicos.

OBJETIVO

Conocer la frecuencia de infeccion por sifilis en pacientes con VIH atendidos en el Hospital de Infectologia
CMN La Raza durante el periodo de marzo de 2012 a marzo de 2013

MATERIAL Y METODOS

Estudio retrospectivo, observacional, descriptivo, transversal.

Incluyd pacientes atendidos en el servicio de infectologia del Hospital de Infectologia CMN “La Raza”,
durante el periodo de marzo del 2012 a marzo del 2013, con VIH, a los cuales se realiz6 prueba anticuerpos
antitreponema. Se realizd recolecciéon de datos de los expedientes, un andlisis descriptivo, se obtuvieron
medianas, frecuencias y porcentajes. La frecuencia de coinfeccidn se calculd con la proporcion de pacientes
con VDRL, anticuerpos antitreponema positivos y manifestaciones clinicas. Se realiz6 el analisis estadistico

con el paquete estadistico SPSS 21.

RESULTADOS.

Se encontré una seroprevalencia de anticuerpos antitreponema positivos del 26.7%. De ellos el 20.3%
tuvieron VRDL reactivo. De los cuales 18.8% se diagnostic6 con sifilis en cualquiera de sus etapas. El mayor

namero de casos se diagnostico en etapas latentes.



PREVALENCIA DE SIFILIS EN PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE INFECCION POR
VIH EN EL HOSPITAL DE INFECTOLOGIA CMN “LA RAZA” DE MARZO 2012 A

MARZO 2013.

Hospital de Infectologia
Centro Médico Nacional “La Raza”

Instituto Mexicano del Seguro Social

INTRODUCCION

Las infecciones de transmisién sexual (ITS) son un problema de salud publica.
Incrementan el riesgo de adquisicion y transmision del VIH a través de distintos
mecanismos que modifican la susceptibilidad y contagiosidad del huésped. Se ha descrito
mayor frecuencia de algunas ITS en pacientes infectados por el VIH?.

En muchos paises desarrollados, los éxitos en prevencion y control de la sifilis se
alcanzaron a principios y mediados de 1990, lograndose su control®. Sin embargo,
durante los primeros afos del Siglo XXI, la incidencia de esta enfermedad presenté un
incremento, afectando principalmente a HSH*®.

La situacion epidemioldgica en la mayoria de los paises de la Union Europea mostro un
descenso progresivo de las ITS hasta principios de la década de los afios noventa. Esta
tendencia, que coincidié con la expansiéon de la epidemia VIH/SIDA, se atribuy6 entre
otros factores, a cambios en los comportamientos sexuales de riesgo en respuesta a las
camparfas de prevencion del VIH realizadas durante estos afios. Sin embargo, a partir de
1996 se presento un incremento de los casos de sifilis y otras ITS en varios paises del

norte y oeste de Europa, se han descrito numerosos brotes en ciudades norteamericanas



y europeas que afectaron principalmente a jovenes, HSH, contactos heterosexuales con
prostitucién y consumidores de drogas®.

Se estiman 12 millones de personas infectadas cada afo por sifilis. Se distribuye en todo
el mundo, siendo en paises en vias de desarrollo la principal causa de Ulceras genitales.
La mayoria de los casos se presentan en el Africa subsahariana y sureste Asia’.

En los ultimos afios, en México, el Sistema Nacional de Salud, ha reportado una
disminucion aparente de los casos de sifilis, contrario a los hallazgos de encuestas
seroldgicas, las cuales demuestran la existencia de grupos de alto riesgo portadores del
Treponema pallidum y de VIH y otras ITS. Lo cual indica la existencia de un enorme

subregistro®.

1. SIFILIS. DEFINICION Y AGENTE CAUSAL

La sifilis es una enfermedad de transmisién sexual altamente contagiosa, con una amplia
variedad de manifestaciones sistémicas, las cuales alternan con periodos asintomaticos,
fases de latencia®. Causada por la espiroqueta Treponema pallidum subespecie pallidum,
pertenece a una familia de bacterias en forma de espiral, el Spirochaetaceae
(espiroquetas), relacionada con otros treponemas patdégenos causantes de

enfermedades no venéreas.'®

1.1 T. Pallidum.

T. pallidum es un parasito obligado. La mayoria de los casos de sifilis se adquiere a traves

del contacto sexual, directo con las lesiones de personas con sifilis activa primaria o
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secundaria. El riesgo de contagio del 50%. Otras formas de contagio, transfusiones y
accidentes de laboratorio son menos frecuentes. Es capaz de atravesar la placenta y

provocar infeccién al feto'?.

1.2  CLASIFICACION Y ESTRUCTURA

T. pallidum es una bacteria miembro de la familia Spirochaetaceae, género Treponema, el
cual esta conformado por cuatro especies patdgenas y seis no patégenas; las especies
patégenas son:

T. pallidum subespecie pallidum que causa la sifilis venérea,

T. pallidum subespecie endemicum, que causa la sifilis endémica o bejel;

T. pallidum subespecie pertenue que produce el pian.

Las especies no patdégenas se encuentran en la flora normal del tracto digestivo, tracto
genital y cavidad oral.

El T. pallidum tiene una estructura Unica, al igual que otras espiroquetas tiene forma de
espiral o helicoidal sumamente fina, de 6 a 15 mm de largo y 0,1 a 0,2 mm de ancho
(figura 1. A). Formadas por una membrana externas y citoplasmica, como parte de su
estructura contienen una capa delgada de peptidoglucanos, flagelos periplasmico, también
conocidos como endoflagella, localizados en el espacio periplasmico, los cuales se
extienden desde los extremos al centro del organismo. El filamento flagelar esta
compuesto por una cubierta y una estructura central la cual contiene 4 polipéptidos
principales. Otros componentes son los filamentos citoplasmaticos o fibrillas

citoplasmaticas, en forma de cinta de 7,0 a 7,5 nm de ancho, los cuales se encuentran a lo



largo del organismo debajo de la membrana citoplasmatica y paralelo a los flagelos

13,14

periplasmico; su funcion es desconocida (figura 1)

Figura 1. Morfologia de T. pallidum subespecie. pallidum. (A) Microscopia electronica de barrido muestra la forma de espiral. (B)
puntas de dos organismos. Los puntos de insercién (l) de flagelos periplasmico (PF) se encuentran cercanos a los extremos. (C a F)
Microscopia electronicas de secciones ultrafinas, muestran la membrana externa (OM), la membrana citoplasmatica (CM), los flagelos

periplasmico (PF), y la ubicacién de los filamentos citoplasmaticos (CF).

El T. pallidum se caracteriza por tener una pared celular flexible, rodeando la pared se

encuentran microfibrillas. Tapizando a la pared celular y a los endoflagelos, se encuentra



la membrana externa, similar a la estructura de las bacterias Gram Negativas. Esta
membrana contiene la mayoria de las proteinas integrales y abundantes lipoproteinas. Se
ha demostrado, que a diferencia de otras espiroquetas y bacterias Gram negativas, el T.
pallidum expresa menor cantidad de proteinas en la superficie de la membrana externa,
solo contiene 70 proteinas intramembranosas por nm?, las cuales tienen tamafio similar, lo
gue sugiere la escasa diversidad de proteinas (figura 2). La baja expresion de proteinas

de membrana, permite evadir la respuesta inmune y explica la persistencia de este

15,16,17

microorganismo por largos periodos de tiempo

Figura 2. La baja densidad de proteina intramembranosas en el membrana externa de T. paidum subsp pailidum (A) en comparacién
con Spirochaeta aurantia (B), demostrado por fractura microscopica por congelacion de electrones. Escasas particulas son visibles en
la cara interna (OME) y la cara exterior (OMF) de la membrana externa de T. pallidum, mientras que una serie casi confluente de
particulas se observan en el exterior membrana de Spirochaeta aurantia. Flagelos periplasmico sefialados con la punta de la flecha en

una cara de fractura a través de la célula de T. pallidum.



1.3 FISIOLOGIA
T. pallidum es un parasito obligado de los seres humanos, es una de las pocas bacterias
patbgenas que no han sido cultivadas continuamente in vitro. Se utilizan cultivos en
testiculos de conejos con fines de investigacion y diagndstico. Por mucho tiempo se pensé
gue era un anaerobio obligado. Sin embargo, es considerado en la actualidad como un
organismo microaerofilico, debido los trabajos de Fieldsteel et al. en 1982, quienes
lograron el crecimiento de los organismos en cultivos de células epiteliales de conejo en
condiciones microaerofilicas. Para su desarrollo requiere un pH de 7.2 a 74 vy
temperaturas de 30 a 37 °C*®*°.
Por su naturaleza fastidioso y lento crecimiento in vivo e in vitro, reproduccion en 230 h,
indican que puede tener limitaciones y requisitos metabolicos adn no identificados*®%.
Es totalmente capaz de metabolizar glucosa y sintetizar DNA, RNA, y proteinas. En el
estudio de Gherardini et al. proporciona evidencia de su capacidad para sintetizar al
menos algunos aminoéacidos?.
Es posible que el T. pallidum sea dependiente de células huésped para la proteccion
contra los radicales de oxigeno, debido a que la bacteria necesita oxigeno para su

metabolismo, pero es altamente sensible a sus efectos téxicos?.

Su motilidad es caracteristica, consiste en una rapida rotacion sobre su eje longitudinal.

1.4 GENOMA
El genoma esta constituido por un cromosoma unico, de forma circular que contiene
1,138,006 de pares de bases. T. pallidum posee uno de los genomas mas pequefios

dentro de los procariotas.
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Contiene 52.8% de C-G. Se han identificado 1.041 marcos de lectura abiertos, que
representa el 92,9% del ADN gendmico total. Pocos de los genes de T. pallidum parecen

ser especificos de grupo espiroqueta (5%)%.

1.5 POLIPEPTIDOS DEL T. pallidum

Con la finalidad de estandarizar la nomenclatura de los polipéptidos identificados en T.
pallidum se han desarrollado varias nomenclaturas. Una de las mas usadas, utiliza el
prefijo TnP (de T. pallidum Nichols) seguido de la masa molecular que posee cada una; el
gen que codifica cada polipéptido sera: tnp (en letras minusculas y cursivas), por ejemplo
el polipéptido TnP47 es expresado por el gen tnp47. Existe otra denominacién para los 12
genes de T. pallidum identificados, a los que se le asigna una letra mayudscula correlativa
después del prefijo tpr (T. pallidum repeat) tprA, tprB, tprC, y asi sucesivamente hasta
tprL. La familia tpr se divide en subfamilias I, Il, y Ill, correspondiendo a la subfamilia |
tprC, D, F, I; a la subfamilia Il tprE, G, J; y a la subfamilia 1ll tprA, B, H, K, L. Esta
clasificacion esta en relacion a la homologia del ADN.

También se ha designado a los polipéptidos flagelares, asi tenemos los siguientes
polipéptidos flagelares: TpN37a, TpN34.5, TpN33, TpN30, TpN29, y TpN27.5, que estan
subdivididos en clase A y clase B en funcién a la secuencia N-terminal o C-terminal de sus
aminoacidos. Asi TpN37a es una flagelina tipo A, mientras que TpN34.5, TpN33 y TpN30
son las flagelinas FlaBl, FlaB2 y FlaB3, respectivamente.

A las proteinas integrales de la membrana externa se les denomin6 TROMP (Treponemal
rare outer membrane proteins), y son un grupo de unas 20 proteinas denominadas
principalmente en funcién a su masa molecular, son las que le dan la virulencia al T.

pallidum y funcionan como porinas, adhesinas y varias de ellas también como

11



hemolisinas. Las principales proteinas de la membrana externa son las que tienen 17, 28,
31, 45 y 65 kDa de peso molecular. También son conocidas como Trompl (31 kDa.),
Tromp2 (28 kDa), Tromp3 (65 kDa) y TmpA (45 kDa). De estas proteinas, son exclusivas
de la membrana externa, las de 28 kDa, 31 kDa, y 65kDa, ya que las de 17 kDa y 45kDa
también se encuentran en la membrana interna. Las lipoproteinas identificadas son:
TpN47, TpN44.5, TpN39, TpN35, TpN29-35, TpN24-28, TpN17 y TpN15. Existen otras
proteinas importantes como TpN60 (GroEL o antigeno comun) que representa el 6% del
total de proteinas del T.pallidum, TpN60 presenta reaccion cruzada inmunoldgica con

proteinas similares de una gran variedad de bacterias®*%,

1.5 ETRUCTURA Y FUNCION DE LOS POLIPEPTIDOS DEL T. pallidum

2.5.1 Proteinas flagelares

Los flagelos periplasmico o endoflagella son, actualmente, los componentes estructurales
més conocidos del T. pallidum. Los filamentos de los flagelos de la mayoria de las
bacterias consisten en polimeros de una sola subunidad polipeptidica®°.

En contraste, el filamento endoflagelar de T. pallidum sub sp. pallidum se compone de
multiples polipéptidos dispuestos en una capa externa con un nudcleo central. Una
composicion de proteina similar y ultraestructural se ha descrito en el resto de los
Treponemas spp?’.

Se han descrito 6 polipéptidos flagelares, que corresponde a TpN37a, TpN34.5, TpN33,
TpN30, TpN29, y TpN27.5. Se subdividen en clase Ay clase B, con base a la secuencia

de aminoécidos N terminal, la secuencia génica y su funcién inmundégena®®%°.

12



TpN37 ha sido clasificados como clase A , mientras que los polipépidos B son TpN34.5,
TpN33y TpN30 y se nombran FlaBl, FlaB2, y FlaB3, respectivamente.

Estructuralmente tiene un didmetro de 17 nm y se extienden dentro del espacio
periplasmico. Dos a cuatro endoflagella se originan en cada extremo. Son de forma
helicoidal, una vez liberados de la célula. Cockayne et al. mostraron por
inmunomicroscopia que los anticuerpos monoclonales dirigidos contra FlaA reaccionado
con flagelos intactos pero su afinidad o reaccion se ve reducida el perder la cubierta
externa™®**.

TpN29 y TpN27.5 son dos polipéptidos hallados en algunos treponemas sin embargo su

funciéon aun es desconocida.

1.5.2 Composicion y ultraestructura de la membrana externa y citoplasmatica

La membrana externa del T. pallidum ha sido objeto de mudltiples estudios de
investigacion debido a bajo potencial inmunogénico en el organismo. De igual modo la
membrana citoplasmética, como sitio de trasporte oxidativo y fosforilacion, es de interés
debido a la compleja fisiologia de dicha espiroqueta. Sin embargo aun se desconoce la
composicion y el contenido proteico de las mismas. Como mencionamos previamente, la
membrana externa del T. pallidum expresa una baja cantidad de proteinas transmembrana
y de tamafio similar, a diferencia de otros treponemas y la mayoria de las enterobactias,
por ejemplo E. coli exhibe una matriz casi confluente (6.000 a 10.000 particulas por nm?)
de proteinas intramembranosas de tamafios diversos. Se cree que dicha escases de
proteinas de membrana externa, permiten a la bacteria, evadir la respuesta inmune,
debido a la baja reactividad de los anticuerpos y células involucradas en la respuesta

inmune®>%:17,
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Varias proteinas de union a fibronectina han sido descritos, algunos de los cuales son
propuestos para ser localizada en la superficie y la implicada en la union de T. pallidum a
células de mamifero. La genes que codifican dos de estas proteinas, P1 y P2, han sido
clonados en E. coli. Una de las proteinas de union a fibronectina (P1) que parece ser la
misma que TpN83, es probable que sirva de receptor de fibronectina de superficie. P2
también se ha descrito. Se requieren estudios adicionales para determinar las ubicaciones

estructurales de estas proteinas y sus papeles funcionales?® 303132,

1.5.3 Otros Polipétidos del T. pallidum

Tpnl9, antigeno 4D o también conocido como TPF1 fue una de las primeras proteinas de
T. pallidum clonados en E. coli. La molécula nativa 4D tiene una Mr de -190.000 y consta
de un estructura anular 6 nm de didmetro, formada de un polimero de 10 subunidades de
19 kDa idénticos. La secuencia de aminoacidos contiene dos residuos de cisteina,
presumiblemente implicadas en la formacion de enlaces disulfuro. El anillo estructural de
4D se asemeja al menos superficialmente la de las chaperones GroES, pero no hay
similitud de secuencia entre las dos proteinas. Aunque se ha propuesto que se localizan

en la superficie, no parece ser una proteina de membrana. Aun se desconoce su funcion®*

34, 35, 36,37

TpN60, GroES 6 antigeno comun, es una de las principales proteinas, tiene un peso de
60-kDa, de las proteinas més abundantes en T. pallidum, que representa 6% del
contenido total de proteinas. Presenta una reaccion cruzada inmunologica con proteinas

similares en una amplia variedad de bacterias. Tiene una estructura en anillo.
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Estructuralmente, antigénicamente y debido a la similitud de aminoacidos, es homéloga a
la proteina GroEL del E coli, proteina de choque involucrada en la conservacion de
proteinas. A pesar de ello el T. pallidum parece carecer de una respuesta de choque
térmico, debido a una amplificacién significativa de TpN60 y a otras proteinas a
temperaturas elevadas; hallazgos que correlaciona con la falta de sitios de union y ala
expresion de un promotor que permite una expresion adecuada o mejorada de las

proteinas de choque %%,

TpN71se expresa en cantidades importantes en T. pallidum, también es catalogada como
proteina de choque. La expresion de este grupo de proteinas es 3 veces mayor en el

Treponema que en el E coli.

La ausencia de respuesta de choque térmico pudiera explicar la naturaleza fastidiosa del

Treponema pallidum.

1.5.4 Filamentos citoplasmaéticos

La evidencia indica que los filamentos citoplasméaticos de T. pallidum se componen del
polipéptido TpN83. Se componen de un Unico polipéptido con un Mr de 82000. Parece
probable que TpN83 es la subunidad de los filamentos citopldsmicos de T. pallidum. La
funcion de estas estructuras alin no se conoce, pero su estrecha yuxtaposicion a los

flagelos periplasmicos sugiere que puedan servir para la motilidad®’.
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1.5.5 Proteinas de union a penicilina
Las proteinas de unién a penicilina parecen estar asociados con la membrana

citoplasmatica y estan probablemente involucradas en la sintesis de peptidoglucanos®.

1.5.6 Las proteinas extracelulares.

Stamm et al. encontraron 4 polipéptidos de bajo peso molecular. Estos polipéptidos de
10.000, 14.000, 15.500, y 17000, fueron radiomarcados en presencia de metionina; su
incorporacion fue bloqueada por la adicion de cloranfenicol, mostrando que las proteinas
fueron sintetizadas por treponemas en el sitio de infeccion de las células huésped. Las
proteinas extracelulares estaban presentes en cantidades muy pequefias pero eran
claramente demostrables por radioinmunoprecipitacion en el suero del conejo con anti-T.
También se han encontrado en humanos pequefias cantidades. En la actualidad se
desconoce la funcién de estas proteinas identificadas, sin embargo, es posible que dichas
proteinas posean actividades enzimaticas o son factores implicados en la invasién o

patogénesis™.

2 RESPUESTA INMUNE A LAS PROTEINAS DEL T. pallidum
El suero humano normal contiene pequefias cantidades de anticuerpos reactivos contra
los antigenos TpN47, TpN33 y TpN30 del T. pallidum. En la sifilis primaria y secundaria
activa se encuentran anticuerpos de tipo IgM e IgG contra T. pallidum, pero IgM disminuye
en los estadios tardios y después del tratamiento® **.

Mediante WB de antigenos reconocidos por el suero sifilitico, se ha demostrado que el

grado de reactividad es proporcional a la duracién de los sintomas. En un modelo en
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conejos de la infeccion por T. pallidum, se ha observado la presencia de linfocitos
reactivos en el bazo, 3 a 6 dias después de la infeccidn. Esta alta respuesta especifica al
antigeno se mantiene desde el décimo dia hasta los 2 afios después de la infeccion, y
correlaciona con la infiltracibn mononuclear progresiva en el sitio primario de la infeccion.
En el sexto dia hay respuesta celular a las proteinas de 37 y 30 kDa, en el décimo dia hay
respuesta a las de 35, 33 y 14 kDa, esta respuesta se mantiene hasta el séptimo mes. En
humanos la aparicién de células periféricas reactivas a T. pallidum ocurre durante la sifilis
tardia. Mediante electroforesis de alta resolucion SDS-PAGE (Sodium dodecy! sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis), se ha demostrado que el T. pallidum posee unos 30
antigenos y mediante electroforesis bidimensional se ha demostrado la presencia de cerca
de 60 antigenos, de estos de mayor importancia por su utilidad diagndstica son las de 47,
37, 35, 33, 30, 17 y 15 kDa****2,

En modelos humanos in vivo, mediante inoculacion intradérmica de lipoproteinas de T.
pallidum, se analizaron las células de las ampollas producidas mediante citometria de
flujo, para determinar el infiltrado celular dentro de la dermis. Se observé que las células T
reclutadas presentaban marcadores fenotipicos Thl. Mediante marcadores de
diferenciacién celular (CD83, CDla), moléculas coestimuladoras (CD80/CD86), y
receptores de quimocinas (CXCR4 y CCR5), se determiné que el contenido de las
ampollas eran células dendriticas, particularmente una poblacibn monocitos altamente
activada. En resumen, estos estudios demuestran que los lipopéptidos treponémicos
tienen una gran capacidad de inducir inflamacion como la que se encuentra en las
lesiones de la sifilis temprana, estos agonistas reclutan un infiltrado celular que son puente

entre la inmunidad innata y la adquirida®® *.
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Otros investigadores estudiaron biopsias de lesiones sifiliticas primarias y secundarias,
mediante técnicas de RTPCR (reverse transcriptase-PCR) e inmunohistoquimica,
demostrando que el infiltrado celular es predominantemente de macrofagos y en segundo
lugar de linfocitos, estos linfocitos son principalmente CD4+ en chancros y CD8+ en
lesiones de sifilis secundaria. Las células que infiltran ambos tipos de lesiones contienen
ARNmM para citocinas Thl, interleucina- 2 (IL-2), interferon gama (IFN-[J), e interleucina-
12 (IL-12) 404,

Mediante WB, se ha observado que las muestras de suero de pacientes con sifilis
secundaria y latente tienen anticuerpos reactivos para la mayoria de polipéptidos: TpN47,
TpN44.5a, TpN37, TpN34.5, TpN33, TpN30, TpN1l7 y TpN15. Esta reactividad va
disminuyendo en el suero de los pacientes no tratados con sifilis latente tardia (mas de 2
afos); sin embargo, en sifilis tardia se mantiene alguna reactividad para anticuerpos de
tipo 1gG. Cuando el tratamiento de la sifilis es exitoso, se observa una disminucién gradual
de los anticuerpos anti-T. Pallidum, particularmente la respuesta para anticuerpos de tipo
IgM. En conejos se ha observado que la presencia de anticuerpos contra el antigeno de
45 kDa. (TmpA), correlaciona con resistencia a reinfeccion por T. pallidum.

En cuanto a la familia de genes tpr, su heterogeneidad y el hecho que no todas las cepas
de T. pallidum expresen el mismo repertorio de genes se cree que contribuye a la evasion
inmunoldgica y a la persistencia del T. pallidum; ademas se ha demostrado que las
diferentes cepas de T. pallidum, expresan repertorios diferentes para proteinas tpr. En
cuanto a tprK se ha observado que es blanco para anticuerpos opsonizantes, por lo que

se sugeriria que la inmunizacién con tprK recombinante podria tener cierto efecto protector

39, 40,41
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3. MANIFESTACIONES CLINICAS E HISTORIA NATURAL DE LA SIFILIS
Las manifestaciones clinicas de la sifilis se dividen en primaria, secundaria, latente y etapa
terciaria.
Después de la inoculacién y penetracion de las mucosas o piel, el T. pallidum se
multiplica, en un periodo de 2-6 semanas (3 semanas promedio) aparece la lesién inicial.
Comienza como una papula indolora cuya superficie se necrosa y forma una lesiéon
ulcerada, indurada, bien delimitada (chancro), en la cual hay gran cantidad de
treponemas. Solo un tercio de los casos de sifilis primaria se presenta con estas lesiones
caracteristicas* **4
Esta etapa a menudo pasa desapercibida, especialmente en las mujeres y HSH; en los
gue las lesiones aparecen en areas dificiles de visualizar. Es comln la presencia de
adenopatias regionales y puede estar asociada con sintomas sistémicos. La etapa
primaria tiene una duracion variada, de 3 a 90 dias. ** %54’
En la mayoria de pacientes coinfectados por el VIH vy sifilis, presentan lesiones de mayor
tamarfio, profundas y numerosas, asi como mayor tiempo de duracion.** **
La resolucion de las lesiones y eliminacién de treponemas son atribuidos a mecanismos
mediados por células inmunes. Que promueven la fagocitosis por los macréfagos, los
cuales son activados por citocinas liberadas por Linfocitos T. Sin embargo, a pesar de la
destruccion de miles de treponemas por dicha respuesta, algunos sobreviven y causan

infeccion cronica®® 8

La sifilis secundaria es resultado de la multiplicacion y diseminaciéon de los treponemas.

Se produce entre 4 y 10 semanas, 6 meses promedio, después de la curacion de la lesion

primaria*® ',
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En la poblacion general, esta etapa se superpone a la etapa de la sifilis primaria hasta en
un 30 %. Sin embargo, en los pacientes coinfectados por VIH, la superposicion se
encuentra hasta en un 75%*>*,

Se manifiesta por una amplia gama de signos y sintomas clinicos. La sifilis secundaria se
caracteriza por lesiones dérmicas y/o linfadenopatia generalizada asociados a sintomas
sistémicos. Puede simular otras condiciones dermatoldgicas. En el 50 al 80% de los casos
se presenta una dermatosis macular de 5-10mm de color rojo o lesiones de color cobre,
diseminadas que afecta caracteristicamente palmas y plantas*® *.

La sifilis puede tomar muchas formas por ejemplo escamosas que asemejan a la
psoriasis, pero nunca vesicular. Es frecuente la afecciobn a mucosas, la cual se
manifiesta con placas mucosas en la cavidad oral. En el tracto genital se presentan como
condilomas planos. La alopecia es otra de las manifestaciones en esta etapa®® **.

La sifilis secundaria, sin tratamiento, evoluciona a un periodo denominado sifilis latente,
etapa asintomatica y diagnosticada solo a través de pruebas serolégicas. La sifilis latente
se divide en precoz (primer afio de la infeccion) o bien latente tardia o sifilis latente de
duracion desconocida. La utilidad de dicha clasificacion radica en que los pacientes en
etapas tempranas son potencialmente infecciosos, debido a que el 25% presentan
recurrencia de manifestaciones. El 75% de las recaidas se presentan durante el primer
afio. Muchos pacientes permaneceran en fase latente indefinidamente. Hasta el 25% de
los pacientes con sifilis no tratada eventualmente desarrollaran manifestaciones terciarias
de sifilis.’

La sifilis terciaria o tardia es rara, se presenta en un tercio de los pacientes, 20 a 40 afios

después de la primoinfeccion® *°. Los Treponemas invaden el sistema nervioso central,
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sistema cardiovascular, 0jos, la piel y otros érganos, producen dafio como resultado de las
propiedades invasivas e inflamacion.

La replicacion de los treponemas en la pared de la aorta puede conducir a un aneurisma,
aortitis, endocarditis.

La neurosifilis puede ser sintomatica o asintomética. Se manifiesta con sintomas y signos
meningeos, meningovasculares o parenquimatosos. La infeccion por VIH puede estar
asociada con un mayor riesgo de complicaciones neurolégicas.

La sifiis gomosa o sifilis tardia benigna, puede conducir a complicaciones graves,
dependiendo de la localizacion de la lesion. Los gomas pueden afectar cualquier érgano.
En la piel se manifiesta como Ulceras. Pueden desarrollarse en cualquier momento
posterior al primer afio de la infeccion, sin embargo son méas comunes a los 15 afios 2.
Durante esta fase la transmision por contacto sexual no ocurre y la vertical ocurre
raramente. Los hombres tiene mayor riesgo en comparacién con mujeres® *’.

Son pocos los datos disponibles sobre efectos de la sifilis en la progresion de la infeccion
por VIH. Se ha demostrado que disminuye transitoriamente el recuento de CD4 (por
apoptosis) en pacientes infectados por el VIH ***2. Sin embargo, se desconoce si estos
cambios son diferentes de las de los pacientes sin coinfeccion por VIH. Afecta la historia
natural del VIH, es importante tener presente que un descenso inexplicable de CD4 e

incrementos de carga viral puede ser secundario a sffilis u otras ITS asintométicas®® >*.

4. EPIDEMIOLOGIA
El mayor nimero de casos reportados de sifilis se alcanzé en los afios 1940 y 1950, sin
embargo gracias a camparfias de prevencion, el uso de penicilina, deteccion de casos y la

localizacion de contactos condujo a una disminucidn significativa en la incidencia de sifilis
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primaria y secundaria durante las décadas siguientes (de 66,9 a 3,9 casos por cada
100.000 personas entre 1947 y 1956). Las tasas han mostrado picos y valles cada 10
afos. Es claro que los cambios en el comportamiento y las practicas sexuales han jugado
un papel importante. A finales de 1970 y principios de 1980, una de esas epidemias afect6
principalmente a HSH. Con la aparicion del VIH, su alta mortalidad asi como la
disminucion de practicas sexuales de riesgo entre HSH, la sifilis afect6 principalmente a
personas heterosexuales en la década de 1980 y principios de los 90s. La incidencia
disminuyé a mediados de 1990, alcanzando las tasas mas bajas durante el 2000 (de 2,1
casos por cada 100.000 personas) >* °*°7,

El resurgimiento de la sifilis primaria y secundaria en EU, comenzé a finales del 2000.
Actualmente los HSH representan el 65% de todos los casos. Esta nueva epidemia se
caracteriza por tasas altas de coinfeccion con VIH, se estima que el 16% de todos los
pacientes y el 28% de los hombres infectados con sifilis tienen coinfeccién con el VIH. La
incidencia de sifilis muestra variacion entre los grupos raciales y étnicos. En 2004 la tasa
de sifilis entre Afroamericanos fue 9,0 casos por 100 000 habitantes, seis veces mayor
gue la tasa entre los sujetos no hispanos, con una tasa 1,6 casos por 100 000 habitantes
en blancos. >* °%°’

Las poblaciones urbanas son méas afectadas, debido a la alta concentracion de HSH. En
California, se reporté un incremento del 700% en los casos, entre 1999 y 2005, el 80% en
HSH. El 60% de los HSH con sifilis también estan infectados por el VIH, y se estima que
en las principales ciudades 20% al 50% de los HSH con sifilis tiene infeccién por VIH

El riesgo de transmisiéon del VIH es una preocupacion particular en la actual epidemia de

sifilis debido a que incrementa 5 veces el riesgo de transmision del VIH y un alto

22



porcentaje de HSH que han estado involucrados en brotes recientes estan coinfectados
con VIH.

Al igual que en EU las tasas de sifilis cayeron a su niveles mas bajos en muchos paises
de la Union Europea (UE) a principios de 1990. A pesar de aumentos sustanciales de
sifilis en Rusia. En 1995, con excepcidén de Alemania, se registraron menos de 300 casos
de sifilis en paises de la UE La transmisidbn endémica era rara, la mayoria de las
infecciones se diagnosticaron entre inmigrantes procedentes de paises con alta
prevalencia.> °®°’

A partir de 1996, la sifilis ha vuelto a tener un aumento en muchos paises del norte y el
oeste de Europa, en Dinamarca, los casos de sifilis aumentaron un 50% entre 1999 y
2002; en Bélgica entre 2000 y 2002 se registrd un aumento de 3,5 veces en el numero de
casos diagnosticados por laboratorio. En Austria, el nUmero de casos de sifilis aumento
constantemente de 124 en 1993 a 420 en 2002, con un 70% de los casos reportados en
Viena. Otros grandes centros urbanos como Londres, Dublin, Berlin, Paris y Rotterdam
mostraron gran aumento de sifilis durante el mismo periodo, sobre todo entre las
poblaciones de HSH. Los aumentos en el Reino Unido fueron inicialmente observados en
las grandes ciudades y luego avanzé a los suburbios y zonas rurales.>® **°’

En México, durante 1998 y 2000, la Secretaria de Salud de México registré 1,732y 1,824
casos anuales de sifilis adquirida (tasa de 1.82 por 100,000 habitantes), estas cifras,
parecerian indicar que la sifilis es un padecimiento poco frecuente en este pais, pero, al
revisar varios estudios de investigacion realizados por el Instituto Nacional de Salud
Publica, en diversos grupos de la poblacion mexicana se observd: En 1,371 hombres

quienes solicitaron diagnostico de VIH en el CONASIDA en 1992, se encontrd0 una

prevalencia de anticuerpos séricos contra T. pallidum del 15.1%. En diversas encuestas
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seroepidemiolégicas efectuadas en sexoservidoras mexicanas, entre 1992 y 1999, se
registré una positividad variable del 6.4% al 16.2%.®

En las usuarias de los servicios de ginecologia y planificacion familiar de la ciudad de
México y de Cuernavaca, Mor. en 1994-1995, la prevalencia de anticuerpos treponémicos
fue en 1.1% a 2.5%. Esta informacion indica la existencia de un enorme subregistro de los
casos infectados®.

Las personas con riesgo mayor de padecer sifilis son los varones homosexuales jévenes,
las sexoservidoras, los trabajadores migrantes, los usuarios de drogas endovenosas y las
muchas personas promiscuas que viven en los barrios céntricos de las grandes urbes de
México; estos grupos de riesgo alto, suelen tener coexistencia de la infeccion por VIH con
sifilis activa y otras ITS.

Existen pruebas seguras de que la sifilis primaria y el herpes genital, que cursan con
Ulceras genitales, pueden ser un factor de riesgo importante para la adquisicion y
transmision del VIH, por esta razén, es recomendable en todos los enfermos sifiliticos
realizar seroldgica para deteccion de VIH y repetir las pruebas después del tratamiento.
Se debe insistir en la necesidad de realizar la investigacion epidemiologica del enfermo, y
de todos sus contactos sexuales y hacerles un seguimiento a largo plazo®.

Las tasas de incidencia y de mortalidad por sifilis en México han tenido un descenso
aparente, en contraste con el resultado de las encuestas nacionales seroepidemiolégicas
y de las tendencias mundiales, que indican un repunte de los casos nuevos y de los brotes

epidémicos, principalmente entre los grupos de riesgo alto®.
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5. DIAGNOSTICO
El diagnostico de la sifilis es un desafio, la presentacion clinica puede imitar otras
condiciones infecciosas 0 no infecciosas. Ademas, el agente causal, Treponema pallidum,
no se puede aislar en cultivos convencionales. Por lo tanto, la serologia ha sido el método
de eleccion para el diagnéstico de sifilis. Las pruebas aprobadas para el diagnéstico de

sifilis se dividen en 4 categorias®® >%°°:

1. DETECCION DIRECTA DEL T. pallidum

2. PRUEBAS NO TREPONEMICAS

3. PRUEBAS TREPONEMICAS

4. DETECCION DIRECTA DE ANTIGENOS, UTILIZADOS EN INVESTIGACION Y

COMO CRITERIOS PARA LA EVACUACION DE OTRAS PRUEBAS

1 DETECCION DIRECTA

1.1INOCULACION EN ANIMALES.
Es el método mas antiguo para la deteccion de infeccion por T pallidum. Esta técnica
probablemente ofrece el método mas sensible para detectar treponemas y se utiliza
como el estandar de oro para la medicion de la sensibilidad de otros métodos, ejemplo:
PCR. Cualquier tipo de muestra puede ser util para la infeccibn en conejos. Se
recomienda la inoculacion inmediata de la muestra, en un tiempo menor a 1 hora o
mantener en congelacion en nitrégeno liquido o a temperaturas por debajo de 2788 °C.

Numerosas especies de animales se han utilizado para mantener treponemas o
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determinar su infectividad. Sin embargo, no todos los animales presentan signos
visibles de infeccion o pruebas seroldgicas reactivas.

El conejo es el mas util, debido a que presenta una lesidon primaria en el sitio de
inoculacién, la infeccién en los tejido perdura durante toda la vida del animal y puede
ser transferido de un animal a otro utilizando tejidos como ganglios linfaticos o los
testiculos. Se recomienda la inoculacion de la muestra a través de dos vias,
intratesticular o intradérmica. Sin embargo los conejos pueden ser infectados via
ocular, intravenosa o escrotal.

El periodo de incubacion es inversamente proporcional al tamafio del indculo en los
conejos. En los laboratorios en los que se utiliza la administracién intratesticular, se
observa, generalmente, a los 7 dias el desarrollo de una orquitis, en caso de presentar
datos de orquitis, se realiza vigilancia clinica cada 2 dias. Si no existe desarrollo de
orquitis se recomiendan realizar pruebas seroldgicas a los 18 y 30 dias. Si las pruebas
se reportan reactivas, se deben obtener muestras de linfaticos del animal y se
recomienda la inoculacién en un segundo conejo como prueba confirmatoria de la
infeccion. Si las pruebas serologicas se reportan no reactivas a los 18 y 30 dias, se
recomiendan realizar pruebas serolégicas al dia 60 y 90.

Si al dia 90 no hubo desarrollo de orquitis y las pruebas inmunoldgicas se reportan no
reactivas, se reporta como Treponema pallidum no detectado en material de lesion o
en muestras de liquido cefalorraquideo.

La sensibilidad es del 100% si el tamafio del in6culo es mayor de a 23 treponemas y

los pacientes no han recibido tratamiento® >,
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1.2MICROSCOPIA DE CAMPO OSCURO
Tradicionalmente es el método mas rapido y mas directo para el diagnéstico de sifilis,
ya que permite visualizar de forma directa la espiroqueta en las lesiones.
Actualmente, la microscopia de campo oscuro y las pruebas de FTA se utilizan
comunmente para detectar T. pallidum.
La observacion al microscopio se debe realizar de manera inmediata posterior a la
toma de muestra. Asi también es importante saber diferenciar el T pallidum de otras
espiroquetas sapréfitas morfologicamente similares, cuyo hébitat son mucosas y
genitales.
Es de gran utilidad para el diagnéstico de sifilis primaria, secundaria, recaidas y en la
sifilis congénita temprana, etapas en las cuales existe un gran numero de
microorganismos en las lesiones (ejemplo: chancro, condiloma lata).
Se considera una muestra adecuada, al liquido seroso libre de eritrocitos y residuos de
tejidos o puede ser material obtenido por aspiracion; las lesiones pueden limpiarse con
solucién salina, sin jabén o detergentes, sélo si estuviera contaminada. Puede ser
necesario realizar una abrasion leve de la lesion, para obtener fluido seroso, el cual se
coloca directamente en una laminilla, debe ser observada durante los primeros 20
minutos posteriores a la obtencion de la muestra, ya que el Treponema pallidum es
muy sensible al oxigeno, calor, cambios de pH y desecacion. Las muestras de cavidad
oral 0 mucosa anal pueden estar contaminadas por espiroquetas no patégenas, por lo
gue no se recomienda este método.
Las muestras de cérvix 6 mucosa vaginal, deben ser obtenidas mediante una

exploracion instrumentada, previo aseo con solucion salina, se recomienda realizar un
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raspado con gasas Yy pinzas, hasta obtener un fluido seroso, el cuél debe ser recogido
con una pipeta y posteriormente colocar en un portaobjetos.

La iluminacién para la microscopia de campo oscuro se obtiene cuando los rayos de
luz golpean el objeto en el campo en una angulo oblicuo y los rayos se reflejan desde
el objeto. Por lo tanto, el objeto aparece iluminado contra un fondo oscuro.
Debido a que las muestras deben ser leidas inmediatamente, la preparacion del
microscopio debe ser realizado previo a la toma de muestra. Dicho ajuste se realiza
con cepas no patdgenas o con muestras obtenidas de las encias

T. pallidum es un organismo delicado, en forma de sacacorchos, espirales uniformes,
profundas y rigidos. La longitud de los el organismo es de 6 a 20 mm, el ancho es de
0,10 hasta 0,18 mm. La longitud onda del espiral es de 1,0 a 1,5 mm, y la profundidad
de espiral es de 0,5 a 0,7 mm. El movimiento caracteristico de T. pallidum es hacia
adelante y hacia atras con un movimiento de rotacién sobre su eje longitudinal. La
rotacion puede estar acompafiado por una suave flexién, torsiébn u ondulacién del
organismo de lado a lado. Cuando se encuentra con particulas grandes, el treponema
puede rodearlo, doblarse o distorsionar su forma, sin embargo recupera su forma
original Los organismos que se confunden facilmente otros treponemas patégenos T.
pallidum subsp. pertenue, T. pallidum subsp. endemicum, y T. carateum.

Los resultados positivos en el examen de campo oscuro es especifico e inmediato de
la sifilis. En la sifilis primaria permite realizar el diagndstico semanas antes a la
positividad de las pruebas seroldgicas. Sin embargo, un resultado negativo por

microscopia de campo oscuro no excluye el diagndstico.
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La sensibilidad de esta prueba es cercana al 80%. La experiencia y un adecuado
entrenamiento son necesarios para hacer un diagnostico preciso. Un observador no

entrenado puede ser engafiado por artefactos como fibras de algodén®® °°.

1.3PRUEBA DE ANTICUERPOS FLUORESCENTES DIRECTOS (DFA-TP)

Esta prueba detecta y ayuda a diferenciar las diferentes especies de treponemas
patdégenos de las treponemas no patégenas, identificando diferentes especies por una
reaccion de antigeno-anticuerpo especifico.
Otra ventaja de esta prueba, sobre la microscopia de campo oscuro, debido a la
especificidad de los anticuerpos, es que puede utilizarse para muestras de lesiones
orales, rectales e intestinales.
Sin embargo, presenta una de sus desventajas importantes es su incapacidad para
diferenciar entre treponemas patdgenos.
Se requiere para realizarla un microscopio de fluorescencia equipado con un
condensador de campo oscuro y de un conjunto de filtros.
Para la obtencion de muestras se sugiere una técnica similar a la descrita en la de
microscopia electronica. Una vez obtenida la muestra se recomienda secar a
temperatura ambiente fijarla con acetona o metanol al 100%, durante 10 min y 10
segundos respectivamente o fijar con calor. Los frotas son tefiidos con globulina
antihumana de conejo marcada con fluoresceina (FITC), las cuales se obtienen
mediante absorcién de suero humano o de conejo.
Los resultados se informan de la siguiente manera:

e Treponemas, inmunolégicamente especificos para T. pallidum, se observaron

por inmunofluorescencia directa”.
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e Treponemas" no fueron observados por inmunofluorescencia directa".
Al igual que el examen de campo oscuro, un resultado negativo no excluye el
diagnoéstico de la sifilis ya que la capacidad de demostrar Treponema spp. puede
verse afectada por las condiciones de la lesion o de la muestra. Sin embargo, la
sensibilidad de la DFA-TP se acerca 100% cuando se examinan las lesiones

frescas®°%0,

1.4DFAT-TP.

El uso de la prueba de DFA-TP ha sido ampliado para incluir la tincién de secciones de
tejido (DFAT-TP). Una combinacién de la prueba y colorantes de tejidos se pueden
utilizar para examinar una biopsia para la busqueda de treponemas.

Para realizar la prueba de DFAT-TP, la biopsia de tejido o pieza quirtrgica, se fijan
durante 24h formalina al 10%, posteriormente se realiza la inclusién en parafina. Se
cortan bloques de 2 mm de espesor, se pone al portaobjetos. La desparafinacion se
realiza con tripsina o hidréxido de amonio (NH,OH), se realiza la tincién con FITC
conjugado con anticuerpos y se realiza la observacion al microscopio de la muestra.

Alcanza una sensibilidad del 100%°®

2. PRUEBAS NO TREPONEMICAS
A diferencia de la mayoria de las bacterias, T. pallidum no pueden ser facilmente aislados
0 mantenidos en cultivos celulares por generaciones sostenida. Ademas, no hay durante
fases latentes y finales una fuente del espécimen disponible, ya que las lesiones estan

ausentes. Por lo tanto, las pruebas serolégicas son de gran utilidad en dichas etapas de la
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sifilis. Las pruebas serolégicas se clasifican en dos categorias, no treponémicas o

treponémicas. En la actualidad se disponen de 4 pruebas no treponémicas:

e Laboratorio de Investigacion en Enfermedades Venéreas (VDRL)

e Reagina Plasmatica Rapida (RPR)

e La prueba del rojo de toluidina en suero no calentado (TRUS)

e Prueba de reagina en suero no calentado (URS)
Pueden utilizarse como pruebas cualitativas para escrutinio inicial o como pruebas
cuantitativas para seguimiento del tratamiento. Las cuatro pruebas se basan en un
antigeno compuesto por una solucion de alcohol que contiene cantidades medidas de
cardiolipina, colesterol, y suficiente lecitina purificada para producir una reactividad
estandar.
Las pruebas no treponémicas (reagina) miden inmunoglobulina 1gG e IgM, material
liberado de las células infectadas, lipoproteinas y cardiolipinas liberados por las bacterias.
Los anticuerpos anticardiolipinas se producen por otras enfermedades no treponémicas.
Una prueba reactiva no confirma la infeccion por T. pallidum.
La pruebas no treponémicas cualitativas se utilizan para medir la presencia o ausencia de
anticuerpos, sin dilucion de la muestra de suero del paciente. A diferencia de las previas,
en las pruebas cuantitativas se hacen diluciones seriadas hasta alcanzar el punto final, en
el que la muestra aun es reactiva.
Las pruebas no treponémicas, son utilizadas como escrutinio debido a sus bajos costos,
alta disponibilidad y son necesarias para valorar respuesta a tratamiento.
Dentro de las limitaciones son la falta de sensibilidad en casos de sifilis primaria y en

etapas avanzadas de la enfermedad (sifilis terciaria) asi como la posibilidad de resultados
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falsos positivos por fenédmeno de prozona. El fenébmeno o reaccién de prozona ocurre en
el 1-2% de los casos de pacientes con sifilis secundaria. Este fendbmeno se presenta
cuando hay anticuerpos en exceso haciendo incompleta o bloquea la reaccion normal
antigeno-anticuerpo. Inicialmente, estas muestras de suero fuertemente reactivas pueden
mostrar una reaccioén o reactividad débil o en raras ocasiones reacciones atipicas de
aspecto granuloso en suero sin diluir. A partir de diluciones 1:16 en muestras con alta
carga antigénica se obtienen reacciones Optimas, adecuadas y facilmente detectables.

La incidencia de reacciones falsas positivas depende del tipo de prueba realizada y del
tipo de poblacion en estudio. Con base al tiempo estos resultados pueden dividirse en
falsos positivos agudos, con un tiempo menor de 6 meses o crénicos cuando persisten por

mas de 6 meses. Falsos positivos agudos se han asociado con:

¢ Infecciones por virus de hepatitis
¢ Mononucleosis infecciosa.

e Neumonias de etiologia viral

¢ Infeccion por virus de varicela

¢ Infeccion por sarampién

e Paludismo.

e Inmunizaciones

¢ Embarazo

Reacciones falsos positivos crénicas se han asociado con:

e Enfermedades del tejido conectivo: Lupus eritematoso sistémico.
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o Enfermedades asociadas con anormalidades de inmunoglobulina,
e Adiccibén a los narcoticos

e El envejecimiento

e Lepra

e Cancer.

Los titulos en reacciones positivas falsas suelen ser bajos. Esto es especialmente cierto
para las personas que se inyectan drogas ilegales. Mas del 10% de los consumidores de
drogas intravenosas tienen falsos positivos resultados de la prueba con titulos de 1:8.

El valor predictivo de las pruebas no treponémicas se incrementa cuando se combina con
un prueba treponémica reactiva. Por lo tanto, cuando la no treponémicas se utilizan como
pruebas de deteccion en una poblacion de bajo riesgo, todos resultados reactivos deben
ser confirmados con una prueba treponémica. Los resultados de las pruebas no
treponémicas también debe interpretarse de acuerdo con la etapa de la sifilis que se

sospecha®®*°,

2.1 Pruebas no treponémicas microscépicas
La prueba de VDRL y USR se clasifican como pruebas microscépicas debido a que la
reaccion antigeno-anticuerpo debe ser visto con un microscopio de luz. En el examen
microscoépico, los liposomas formados por la emulsion de cardiolipina-colesterol-lecitina
son apenas visibles.
Es una reaccién de floculacion, donde el antigeno utilizado esta compuesto por colesterol,
lecitina y cardiolipina. Esta prueba no treponémica mide anticuerpos antilipidicos; IgG e

IgM, los cuales son formados por el huésped en respuesta al material lipidico liberado de
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las células huésped dafiadas en la infecciébn por TP y material lipidico de la superficie
celular treponémica.

El antigeno de VDRL es una solucién alcoholica con 0,03% de cardiolipina, 0,9% de
colesterol y 0,21% +/- 0,01% de lecitina. Todos los dias debe prepararse el antigeno el
cual solo es util 8 horas posterior a su preparacién, se sugiere realizar dicha preparacion a
temperatura ambiental (23-29°C)

Se realiza de manera inicial una prueba cuantitativa, mediante la administracion del
suero calentado en un anillo de 14mm de la placas, posteriormente se afiade 1 gota de
suspension del antigeno, preparado previamente. A continuacion la placa se coloca sobre
un agitador rotatorio y se gira por 4 a 6 min a 180 rpm. Realizando la lectura en un
microscopio.

El reporte de las pruebas se realiza de la siguiente manera

REACTIVO: formacion de fléculos medianos o grandes.
DEBIL REACTIVO: pequefios fléculos.

NO REACTIVO: ausencia de floculacion o ligeramente rugoso.

Todas las muestras de suero que muestran algun grado de reactividad o rugosidad deben
ser cuantificadas. La prueba cuantitativa es realizado de una manera similar a la prueba
cualitativa, excepto que se realizan diluciones seriadas de las muestras de suero con
solucién salina 0.9%. Los resultados cuantitativos se expresan como la mayor dilucion que
da un reactivo.

La prueba de VDRL en liquido cefalorraquideo (LCR) es de utilidad diagnéstica. El

VDRL-LCR se lleva a cabo de una manera similar a la de la prueba con suero, excepto el
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tamafio de la gota de antigeno para la prueba de LCR es de 10 ml, se gira durante 8
minutos. Falso positivo de esta prueba son poco frecuentes.

El antigeno de prueba USR es el antigeno VDRL estabilizado por la adicion de EDTA. Por
lo que no es necesaria la preparacion diaria del antigeno. Se afiade cloruro de colina para
eliminar la necesidad de calentar el suero. Al parecer, la adicion de cloruro de colina

mejora la reactividad del antigeno. La técnica es similar a la del VDRL®®°,

2.2 PRUEBAS NO TREPONEMICAS MACROSCOPICAS.
RPR
En esta prueba, se le agregan particulas de carbon al antigeno para facilitar la
visualizacion de la floculacion.
TRUST
Esta prueba difiere de la anterior en que se agregan particulas de pintura pigmentada al
antigeno. En ambas pruebas, las particulas quedan atrapadas en el complejo antigeno-

anticuerpo formado con el suero®®.

3. PRUEBAS TREPONEMICAS
Actualmente se realizan tres pruebas:
FTA-ABS
FTA-ABS doble coloracion
MHA-TP.
Estas pruebas se basan en la deteccion de anticuerpos dirigidos contra componentes
treponémicos. Las pruebas treponémicas se utilizan sobre todo para verificar la reactividad

en las pruebas no treponémicas. Las pruebas treponémicas también pueden utilizarse
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para confirmar el diagnostico de sifilis cuando existe sospecha diagnostica con prueba no
treponémica no reactivo, como ocurre en etapas tardias de sifilis.

Sin embargo son costosas y su proceso requiere de técnicas mas complejas y no son de
utilidad para valorar la respuesta al tratamiento. El 85% de las personas tratadas con éxito
las pruebas siguen siendo reactiva durante afios o de por vida.

No se recomiendan como prueba de tamizaje, debido a que el 1% de la poblacién tendra
resultados falsos positivos. Sin embargo una prueba reactiva es altamente especifica.

Los resultados falsos positivos se presentan en sujetos con como lupus discoide o lupus
asociado a farmacos. También se han presentado en adultos mayores. Las pruebas la
hemaglutinacion raramente dan resultados falsos positivos, se reportan en menos del 1%.
Se ha reportado en casos de mononucleosis infecciosa, especialmente en pacientes con
niveles altos de anticuerpos heterofilos y en otras condiciones como colagenopatias,

usuarios de drogas y lepra®®°°.

3.1 FTA-ABS.

Es una técnica de inmunofluorescencia indirecta utilizada como ensayo confirmatorio para
sifilis. El suero del paciente, el cual es diluidol:5 en sorbente (un extracto de cultivo de
Treponema phagedenis, treponema Reiter), es colocado sobre un circulo de una placa
que contiene fijado T. pallidum subespecie pallidum. Si el suero del paciente contiene
anticuerpos anti T. pallidum - IgG e IgM- estos se uniran a los treponemas. A continuacion
se agrega un antigamma humana marcada con isotiocianato de fluoresceina que se uniran
a estos anticuerpos y como resultado se observara, con microscopia de fluorescencia ,

espiroquetas con morfologia tipica fluorescente de color verde limon.
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Una modificacién de la prueba de FTA-ABS estandar es el FTA-ABS prueba de doble
tincién. La técnica de doble tincibn FTA-ABS emplea tetrametilrodamina marcado con

isotiocianato, IgG anti-humana y una contratincion anticuerpos marcado con FITC®,

3.2 MHA-TP.

Hemaglutinacion pasiva de eritrocitos sensibilizados con un antigeno es un método muy
simple para la deteccion de anticuerpos. El antigeno usado en el procedimiento es
formalinizados, los eritrocitos de carnero son sensibilizados con material de T. pallidum
(cepa Nichols). El suero del paciente se mezcla primero con un diluyente hecha de
treponemas no patdgenos Reiter, absorbentes y otros estabilizadores. El suero se coloca
a continuacion en un pocillo de una placa de microtitulacién con eritrocitos sensibilizados
de oveja. El suero que contiene anticuerpos reacciona con estas células para formar una
capa de células aglutinadas en la placa de microtitulacion. Se utiliza un control para la
reactividad no especifica. Los resultados se presentan como reactivo, no reactivo, o no

concluyentes®®,

4. PRUEBAS DE DETECCION DE ANTIGENOS, UTILIZADOS EN LA
ACTUALIDAD PARA INVESTIGACION Y COMO CRITERIOS DE REFERENCIA

PARA LA EVALUACION DE OTRAS PRUEBAS

4.1 PRUEBAS RAPIDAS: INMUNOCROMATOGRAFIA

Muchas de las pruebas rapidas se basan en la técnica de inmunocromatografia. Son

membranas de nitrocelulosa donde se colocan péptidos recombinantes de T. pallidum
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(como los de 47, 17 y 15 kDa.) en lineas separadas y antiglobulina IgG marcada con
particulas de oro coloidal, mediante fuerzas capilares las particulas unidas a los analitos
migran lateralmente a las denominadas zonas de captura (que es donde estas particulas
se unen a los ligandos inmovilizados en la tira). ElI procedimiento es sencillo, se utiliza
suero del paciente segun instrucciones del fabricante y el resultado se obtiene en pocos
minutos. Esta prueba es del tipo de pruebas point of care o pruebas rapidas, aquellas que
se realizan a la cabecera del paciente, y que no requieren personal con entrenamiento en
laboratorio, ni equipos sofisticados, pero si deben ser realizadas por personal médico o
enfermeras, siguiendo estrictamente las instrucciones para su proceso y las normas de
bioseguridad. Ademas se debe corroborar todos los resultados positivos con pruebas

confirmatorias.

En ensayos realizados con este tipo de pruebas con 353 y 291 pacientes respectivamente,
se demostr6 que esta prueba es mas sensible que RPR y que tiene solo 1,4% de
resultados falso-positivos. Mas recientemente se realizd otro ensayo con 567 pacientes,
que demostro sensibilidad y especificidad mayor del 95%. El inconveniente de usar este
tipo de pruebas, ademas de elevados costos, es el incurrir en errores por no ser realizadas

correctamente®®°,

4.2 ENZIMOINMUNOENSAYOS (EIA)

La primera vez que se utilizd este tipo de pruebas para el diagnéstico de la sifilis fue en
1975. Los EIA pertenecen al grupo de las pruebas treponémicas. Actualmente existen

muchas enzimoinmunoensayos comerciales para la deteccion de anticuerpos
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antitreponémicos IgG, IgM o ambos (IgG-IgM), éstos han mejorado en sensibilidad y
especificidad con el uso de proteinas recombinantes, como TpN15, TpN17 y TpN47. El
uso de anticuerpos treponémicos totales (IgG-IgM) es particularmente importante como
tamizaje, sobre todo cuando los volumenes de trabajo son altos, por ser susceptibles de

automatizacion.

Se recomienda que el tamizaje para sifilis se realice con una combinacion de RPR y TPHA
0 so6lo con EIA, la decision de qué pruebas se usaran se toma en funcién a costos y
volimenes de trabajo, no se recomienda realizar tamizaje con una sola prueba no
treponémica por la alta posibilidad de obtener resultados falso-positivos. Una vez obtenido
un resultado reactivo en las pruebas de tamizaje, éste debe confirmarse con una prueba
treponémica diferente a la usada inicialmente; ademas de una prueba no treponémica
cuantitativa o semicuantitava (Ej. si se uso EIA como tamizaje, se usara TPHA mas una

prueba no treponémica, como RPR o VDRL).

Se debe considerar la realizacion adicional de una prueba de enzimoinmunoensayo
especifica para anticuerpos treponémicos de tipo IgM en funcién al titulo obtenido en la
prueba no treponémica y al cuadro clinico. Los anticuerpos IgM para T. pallidum indican
una infeccion reciente y/o activa, aunque un resultado negativo no excluye la necesidad de
tratamiento, éstos son detectables después de 2 semanas de adquirida la infeccion,
mientras que los anticuerpos de tipo IgG son detectables después de 4 a 5 semanas. La
sensibilidad para anticuerpos IgM es de 93% para sifilis temprana, 85% para sifilis
secundaria y 64% para sifilis latente. Los anticuerpos antitreponémicos de tipo IgM
declinan después del tratamiento, pero no rapidamente, por lo que el monitoreo para

respuesta al tratamiento se realiza con RPR o VDRL, observandose una disminucién del
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titulo de 4 veces en 3 a 4 meses y de 8 veces en 6 a 8 meses, volviéndose no reactivos

después de un afno en la sifilis primaria, y después de 2 afios en la sifilis secundaria.

El seguimiento con RPR o VDRL debe hacerse hasta el afo, si el paciente se mantiene
asintomatico y no reactivo, con controles a los 3, 6 y 12 meses. En el caso de la sifilis
latente, el 95% es no reactivo después de 2 a 4 afios. En unos pocos pacientes el titulo se
vuelve estacionario, esto no indica necesariamente falla del tratamiento, pero debe
hacerse seguimiento a fin de buscar compromiso neurologico. Si durante el seguimiento el
titulo de RPR o VDRL se incrementara 4 veces 0 mas, indicaria reinfeccion, en casos de

reinfeccion la sensibilidad de los anticuerpos antitreponémicos de tipo IgM disminuye.

En sifilis congénita, la determinacion de anticuerpos treponémicos de tipo IgM es de gran
utilidad. Su presencia en el suero del neonato se considera diagnéstico presuntivo de
sifilis congénita, aunque la prueba negativa no descarta esta posibilidad, y debe repetirse
todos los meses durante los tres primeros meses de vida, asi como también debe
realizarse RPR o VDRL. Las causas de resultados falso-negativos son: por infeccion
tardia durante el embarazo, por supresion de IgG en el neonato por altos niveles de IgG
materna y por un sistema inmune poco desarrollado del recién nacido. Las pruebas no
treponémicas deben negativizar a los 3 a 6 meses de recibido tratamiento. En casos de
transferencia pasiva de anticuerpos al neonato, la prueba de anticuerpos treponémicos de

tipo IgG, debe estar negativa a los 6 meses del nacimiento®®°.
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4.3 INMUNOBLOT: WESTERN BLOT

El inmunoblot o enzimoinmunoensayo de membrana es un método que consiste en
transferir proteinas (mediante aplicacién directa o electrotransferencia por electroforesis),
a una membrana sintética. Por razones histéricas cuando la transferencia es a un gel de
electroforesis de alta resolucién (como el SDS-PAGE o electroforesis bidimensional), se
llama WB. Las membranas sintéticas pueden ser de nitrocelulosa o nylon, éstas luego se
cortan en tiras y se incuban con la muestra del paciente, en el WB se usa un segundo
anticuerpo marcado con una enzima y sustrato o con material luminiscente. EI WB
combina capacidad de resolucion de las proteinas en un gel (electroforesis), con la
especificidad de esta proteina con su anticuerpo (reaccion antigeno-anticuerpo). Mediante
WB se logra la identificacion de un antigeno especifico mediante anticuerpos
monoclonales o policlonales, por una reaccion cromogénica o luminiscente; es importante
destacar que este método es altamente sensible, ya que detecta cantidades muy
pequefias de antigeno. El resultado es la deteccion de una o mas bandas. Mediante WB
para T. pallidum mediante anticuerpos tipo IgM, IgG, o ambos se puede detectar los
antigenos mas relevantes como TpN15, TpN17, TpN37, TnP45, TmpA, y TpN47(14,19). El
WB de tipo IgM es de gran valor para la confirmacion de sifilis congénita. Al igual que
sucede con el FTA-ABS y debido a que podrian haber reacciones cruzadas con otras
espiroquetas u otros microorganismos como Borrelia debe ser interpretado
cuidadosamente en zonas donde la enfermedad de Lyme es endémica, también en casos
de infeccién por VIH, o en casos de lupus eritematoso sistémico, otras enfermedades
autoinmunes, embarazo y ancianidad. Para evitar estos falso-positivos el criterio

diagnostico es considerar negativo la existencia de menos de tres bandas y positivo
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cuando hay tres o mas bandas presentes. Con estos criterios la sensibilidad y
especificidad para esta prueba es bastante mayor que FTA-ABS, llegando segun

diferentes estudios a 99-100%°,

4.4 INMUNOENSAYO LINEAL (LIA)

Este método es un inmunoblot, muy similar al WB, la diferencia es que no se produce
electrotransferencia de los péptidos recombinantes, si no que se adosan directamente a
manera de lineas paralelas a una membrana de nitrocelulosa o nylon que se protege con
una cubierta plastica. Los antigenos presentes son tres proteinas recombinantes (TpN47,
TpN17, TpN15) expresadas mediante insercion de secuencias de ADN en Escherichia
coli, obtenidas mediante reaccion en cadena a la polimerasa (PCR), ademas de un
péptido sintético (TmpA), que se purificO mediante HPLC reversa (cromatografia liquida
reversa de alta resolucion). Para su interpretacion, la tira posee un control negativo y tres
controles positivos de 1gG, que se valoran desde una cruz o débil (1+) a tres cruces o
fuerte (3+), con lo cual la prueba es semicuantitativa. La prueba se considera reactiva
cuando hay mas de dos bandas presentes e indeterminada cuando solo hay una banda.
Como prueba confirmatoria tiene la ventaja, que no presenta reacciones falso-positivas,
descritas para WB y FTA-ABS. Segun diferentes estudios se reporta una sensibilidad de

99,6 a 100% Yy especificidad de 99,3 a 99,5% para esta prueba®.
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4.5 INMUNOFLUORESCENCIA DE SUPERFICIE (SIFA)

La inmunofluorescencia de superficie (SIFA) es una técnica compleja en la que el suero
inactivado del paciente se coloca en una suspension de treponemas. La suspension es
obtenida de testiculos de conejos infectados con T. pallidum, a una concentracion de 108
bacterias/mL, antes de iniciar la prueba se debe comprobar que la motilidad de los
treponemas sea del 100%. Luego se incuba la suspension a 37°C en anaerobiosis y se
observa la viabilidad de los treponemas en microscopia de campo oscuro. Esta prueba se
considera valida, si la motilidad se ha conservado en 99%. La suspension luego se
centrifuga y se diluye a una concentracion final de 107 bacterias/mL. Se coloca en lamina
portaobjetos, se deja secar y se fija. Luego, se le afade un conjugado de
antiinmunoglobulina total de conejo con fluoresceina y se debe observar fluorescencia

brillante. La SIFA fue comparada con WB y demostré una especificidad del 100%°°.

4.6 REACCION EN CADENA A LA POLIMERASA (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica muy rapida, que permite a
partir de una sola copia de una molécula de ADN obtener miles de copias. Por lo tanto,
resulta ser una técnica muy Util en las estrategias de clonacién y también de deteccion,
sobre todo cuando la cantidad de la muestra es escasa. Esta técnica aprovecha las
caracteristicas de la replicacion del ADN, es decir que a partir de un pequefio cebador, la
polimerasa, puede proseguir la sintesis de una cadena. Se debe contar con dos
cebadores adecuados, uno para cada cadena. Por la posicion de estos cebadores, al cabo

de una serie de secuencias de replicacion, se obtiene la amplificacion de una molécula de
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ADN correspondiente al tramo que va desde uno de los cebadores al otro. Por lo tanto, se
obtienen muchas moléculas idénticas. Los cebadores suelen ser cortos, de 15 a 20 bases
y en la reaccién se mezclan con la muestra de ADN a ser amplificada. Al comenzar la
reaccion, la muestra de ADN de doble cadena debe ser desnaturalizada calentandola a
95°C y luego enfriada para permitir la hibridacién con los cebadores. La siguiente etapa
consiste en la sintesis a partir de los cebadores de cada una de las cadenas de ADN por
la polimerasa, utilizando nucleétidos agregados a la mezcla de reaccion. Este ciclo de
desnaturalizacion, hibridizacién y sintesis se repite muchas veces y por tanto se amplifica,
puesto que en cada nuevo ciclo se dispone de mas cantidad de ADN molde. Como el ADN
tiene que ser desnaturalizado por calor para iniciar cada nuevo ciclo, se emplea una
polimerasa que resiste el calor (denominada Taq polimerasa, aislada de la bacteria

Thermus aquaticus).

El PCR para T. pallidum utiliza cebadores diseiados a partir de fragmentos de ADN del
gen TpN47. Se puede realizar a partir de muestras, como liquido amniotico, suero
neonatal y LCR neonatal, aunque también se puede usar en sangre y tejidos; permite
detectar de 1 a 10 treponemas por muestra. Como método que puede detectar T. pallidum
en pequefas cantidades de LCR es extremadamente valioso, especialmente para
determinar la efectividad del tratamiento en neurosifilis. Un inconveniente es determinar si
el ADN encontrado pertenece a una pequefia cantidad de microorganismos persistentes o
es ADN de organismos muertos. Sin embargo, en modelos animales se ha podido
determinar que después del tratamiento exitoso la eliminacibon de ADN de

microorganismos muertos de T. pallidum es a los 15 a 30 dias.
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También se ha disefiado una prueba de RT-PCR (reverse transcriptase-PCR). RT-PCR es
la prueba mas sensible para deteccion y cuantificacion de ARNm (ARN mensajero).
Debido a que los ribosomas son criticos para la funcion celular e interaccionan con un
gran nimero de otras moléculas, incluyendo el ARN mensajero y el ARN de transferencia
(tARN), las secuencias de las moléculas de ARNr estan notablemente conservadas a
través de la evolucién. Ademas, las secuencias de los genes que codifican para el ARNr
se encuentran dentro de las mas altamente conservadas. La comparacion de las
secuencias del ARNr 16S ha facilitado la identificacion de bacterias, incluyendo
microorganismos no cultivables, como es el caso del T. pallidum. En cuanto a la
metodologia de este analisis, el ARNr 16S es secuenciado utilizando una modificacion de
la técnica de dideoxinucledtidos, en la que cebadores complementarios conocidos de las
regiones conservadas del ARNr 16S son elongados utilizando una transcriptasa inversa.
Las pequefias cadenas de ADN producidas pueden ser amplificadas mediante la reaccion
en cadena de polimerasa (PCR) o por clonacioén, y después secuenciadas mediante un
proceso automatizado por electroforesis en geles de poliacrilamida. Esta prueba es més
sensible que el PCR para ADN, ya que detecta la presencia de hasta un solo
microorganismo de T. pallidum. Las pruebas de PCR, aunque costosas, son
particularmente Utiles en las infecciones del SNC y tienen una sensibilidad mayor al 95% y

una especificidad mayor al 99% 8.

5.1 ALGORITMO DIAGNOSTICO E INTERPRETACION DE LAS PRUEBAS
Tradicionalmente, se realizan pruebas no treponémica. Si es reactivo, se realiza una
prueba no treponémica confirmatoria. Este algoritmo ha demostrado un rendimiento fiable

en correlacionar el estado de la enfermedad. Sin embargo, el algoritmo tradicional tiene
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limitaciones significativas, incluido el uso de un andlisis de deteccibn que carece de

especificidad, requiere operacién manual y es subjetivo®’.

Debido a estas limitaciones, muchos laboratorios clinicos han implementado un algoritmo
de deteccion inverso para la prueba de sifilis. En el algoritmo inverso, se realiza un prueba
treponémica automatizada. Las muestras que son reactivas son confirmadas por pruebas
no treponémicas, que ayuda en la interpretacibn del estado de la enfermedad y
tratamiento. Este algoritmo tiene varias ventajas, incluyendo el uso de un método de
proyeccion que detecta anticuerpos especificos contra Treponema spp. Ademas las
pruebas treponémicas pueden automatizarse y asi obtener resultados mas confiables.
Otra de las ventajas es que los laboratorios de referencia pueden procesar gran cantidad

de muestras.

Sin embargo dicha deteccidén a la inversa puede crear confusion entre los médicos y
pacientes, debido principalmente a la identificacion de pacientes con resultados
discordantes, treponémicas reactivas con pruebas no treponémicas no reactivas. En la
mayoria de estos casos, los resultados reflejan pasado, sifilis tratada con éxito; o ser un
resultado falso positivo y en aquellos pacientes con sifilis temprana o tardia/latente,

durante el cual la sensibilidad de las pruebas es baja.

Los CDC ha publicado algunas sugerencias para la gestion de diagndéstico para los

meédicos que reciben estos resultados discordantes:

e Antecedentes de sifilis previamente tratada, prueba no treponémicas no reactivo,

indica que la infeccion activa es improbable.
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Para las personas sin antecedentes de tratamiento, el CDC recomienda realizar
prueba treponémica en segundo lugar. Si la prueba de TP-PA es no reactiva, y el
paciente no tiene sintomas o comportamientos de riesgo para sifilis, el médico
puede descartar infeccién por sifilis

Prueba treponémica reactiva, los médicos deben discutir la posibilidad de infeccion
y ofrecer tratamiento a los pacientes que no han sido tratados previamente. Estos
pacientes no suelen ser infecciosos (a menos que la historia 0 examen fisico

sugiere lo contrario) y deben ser tratados para la infeccién latente tardia.

Se recomienda realizar prueba seroldgica para sifilis en las siguientes situaciones:

Sospecha de enfermedad (por ejemplo, pacientes con una Ulcera genital indolora
compatible con un chancro sifilitico)

Deteccidn de poblaciones de alto riesgo (por ejemplo, pacientes que se presentan a
una clinica de ITS los reclusos, las personas con multiples parejas sexuales, HSH
gue se involucran en comportamientos de alto riesgo).

Examenes de rutina (por ejemplo, las mujeres que asisten a clinicas prenatales o

planificacion familiar)

Las pruebas serolégicas también se recomiendan en diversos lineamientos por lo menos

anualmente para todos los pacientes con VIH sexualmente activos; control mas frecuente

(cada tres a seis meses) en personas con multiples parejas sexuales, que practican

relaciones sexuales sin proteccion, sexo junto con el uso de drogas y el uso de la

metanfetamina.
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La justificacion para realizar pruebas de deteccion de sifilis en pacientes asintomaticos
estéd relacionada con la historia natural de la enfermedad. Aunque la sifilis en etapa
temprana a menudo se resuelve sin tratamiento, la sifilis no tratada puede progresar a
enfermedad posterior, lo cual puede causar morbilidad grave. Ademas, los pacientes con
enfermedad insospechada, primaria o secundaria, pueden tener lesiones con gran carga
treponémica, haciéndolos altamente infecciosas. Los servicios preventivos de E.U.
recomiendan cribado a los HSH con practicas sexuales de alto riesgo, sexoservidores,
personas que intercambian sexo por drogas y los internos en centros penitenciarios para

adultos®:%23,

El diagnostico definitivo de la sifilis se realiza cuando las pruebas treponémicas y no

treponémicas son reactivas, a menos gue se descarte por la historia de tratamiento previo.

48



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La sifilis es catalogada en la actualidad una enfermedad emergente, se reportan 12
millones de casos anuales a nivel mundial. Es considerada la principal causa de ulceras
genitales en paises subdesarrollados e incrementa el riesgo de contagio e infeccion por
VIH.

En nuestro pais son pocos los estudios epidemiolégicos y el Sistema Nacional de Salud
reporta una disminucion de casos, cifras que difieren con el comportamiento
epidemioldgico durante las ultimas dos décadas en el mundo. Dicha epidemia afecta
principalmente a pacientes con infeccion por VIH que pertenecen al grupo de HSH.

Un alto porcentaje de la poblacion atendido en nuestro hospital pertenece al grupo de
sujetos en riesgo de infeccion por sifilis, por o que este estudio nos permitira conocer el
comportamiento epidemioldgico, factores de riesgo y caracteristicas clinicas de la sifilis en

pacientes con infeccién por VIH.
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JUSTIFICACION

El contar con esta informacién, permitira conocer la frecuencia de coinfeccion de sifilis y
VIH en pacientes de nuestro medio y a su vez elaborar un plan racional de prevencion,
diagnostico, tratamiento y seguimiento que permita reducir la morbi-mortalidad, asi como

los costos inherentes.
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PREGUNTA DE GENERAL
¢Cudl es la frecuencia de infeccion de sifilis en pacientes con VIH del hospital de

infectologia CMN La Raza de marzo 2012 a marzo 20137

PREGUNTAS ESPECIFICAS

¢, Cual es el estadio clinico de sifilis en el cual se diagnostica a los pacientes del CMN La

Raza?

¢, Cudles son los factores de riesgo para infeccion por sifilis en pacientes con VIH del CMN

La Raza?
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OBJETIVO GENERAL
Conocer la frecuencia de infeccion por sifilis en pacientes con VIH atendidos en el

Hospital de Infectologia CMN La Raza durante el periodo de marzo de 2012 a marzo de

2013.
OBJETIVOS ESPECIFICIOS
Conocer el estadio clinico de sifilis en el cual se diagnostica a los pacientes del CMN La

Raza.

Conocer cudles son los factores de riesgo para infeccion por sifilis en pacientes con VIH

del CMN La Raza.
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HIPOTESIS
La frecuencia de sifilis en pacientes coinfectados por VIH ser& similar a la reportada en la

literatura mundial. Se reporta una prevalencia del 16-60%
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MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio: Retrospectivo, observacional, descriptivo, trasversal.

Poblacion de estudio: Pacientes con VIH/SIDA atendidos en el servicio de Infectologia
adultos del Hospital Infectologia del CMNR durante el periodo de marzo del 2012 a
marzo del 2013, a los cuales se les realizdé pruebas de escrutinio para descartar sifilis,

anticuerpos antitreponemas.

PRUEBAS DIAGNOSTICAS.
VDRL.
Prueba no treponémica aplicada para determinar actividad de enfermedad por sifilis.

Técnica en anexo 1

ANTICUERPOS ANTITREPONEMA.
Prueba treponémica, determina anticuerpos totales por técnica de inmunoensayo
guimioluminiscente (CLIA).

Técnica en anexo 2
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Tamarfno de muestra:

Zj:\k:\l\:
H=RP'?

Donde la prevalencia es =16%
Nivel de confianza=95%
Precision absoluta= 0.05
n=206.
Mas el 20% de pérdidas=41

N=247
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Variables

Dependiente

o Sifilis:
Definicién conceptual: Infeccion sistémica, con manifestaciones diversas, causada por
Treponema pallidum
Definicion operacional: definicién con base al estadio de la enfermedad infecciosa
Tipo de variable: cualitativa nominal

Unidad de variable: 1 Si 2 No

Infeccion por sifilis se definio:

Sifilis primaria

Descripcion clinica: estadio de infeccion con Treponema pallidum caracterizado por uno o
mas chancros (Ulceras); los chancros pueden diferir considerablemente en apariencia

clinica.

e Probable: un caso clinicamente compatible con una o mas ulceras (chancros) por
sifilis primaria y una prueba serolégica reactiva (no treponémica VDRL o
treponémicos, anticuerpos antitreponema)

e Confirmado: un caso clinicamente compatible que es confirmado con el laboratorio
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Sifilis secundaria

Descripcion clinica: estadio de infeccion causado por T. pallidum, caracterizado por
lesiones mucocutéaneas localizadas o difusas, a menudo con linfadenopatias

generalizadas. El chancro primario puede aln estar presente.

Clasificacion de caso:

e Probable: un caso clinicamente compatible con un titulo no treponémico, VDRL
igual o mayor a 4

« Confirmado: un caso clinicamente compatible que es confirmado con el laboratorio

Sifilis latente

Descripcion clinica: estadio de infeccion causado por T. pallidum en el cual los organismos
persisten en el cuerpo de la persona infectada sin causar sintomas o signos. La sifilis
latente es subdividida en categorias temprana, tardia, y desconocida basada en la

duracién de la infeccion.

Clasificacion de caso:

Probable: ausencia de signos o sintomas clinicos de sifilis y la presencia de uno o mas de

los siguientes:

e Ausencia de diagnostico previo de sifilis, una prueba reactiva no treponémica

(VDRL), y una prueba reactiva treponémica (Anticuerpos antitreponema)
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e Antecedente de tratamiento para sifilis y un titulo actual con pruebas no
treponémicas demostrando incremento cuatro veces o mas del ultimo titulo de

pruebas no treponémicas

Sifilis latente temprana

Descripcion clinica: subcategoria de sifilis latente. Cuando la infeccion inicial ha ocurrido

dentro de los 12 meses previos, la sifilis latente es clasificada como latente temprana.

Clasificacion de caso:

Probable: sifilis latente en una persona que presenta evidencia de haber adquirido la

infeccion dentro de los 12 meses previos basado en uno 0 mas de los siguientes criterios:

e Seroconversion documentada o incremento de 4 veces o0 mas en el titulo de una
prueba no treponémica durante los 12 meses previos

e Una historia de sintomas consistente con sifilis primaria o secundaria durante los 12
meses previos

« Una historia de exposicion sexual con una pareja que presenta sifilis primaria o
secundaria confirmada o probable o sifilis latente temprana probable (documentada
independientemente de la duracién menor de 1 afio)

e Pruebas treponémicas y no treponémicas reactivas y pruebas de una persona cuya

unica exposicion posible ocurrio dentro de los 12 meses previos
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Sifilis latente tardia

Descripcidn clinica: Subcategoria de sifilis latente. Cuando la infeccién inicial ha ocurrido

més alla de 1 afio previo, la sifilis latente es clasificada como latente tardia.

Clasificacion de caso:

o Probable: sifilis latente en un paciente que no presenta evidencia de haber
adquirido la enfermedad dentro de los 12 meses precedentes y cuya edad y titulos

no cumplen los criterios especificados para sifilis latente de duracién desconocida.

Sifilis latente de duracién desconocida

Descripcién clinica: Subcategoria de sifilis latente. Cuando el dia inicial de la infeccién no
puede ser establecido como haber ocurrido dentro del afio previo y la edad del paciente y
los titulos cumplen los criterios descriptos mas abajo, la sifilis latente es clasificada como

sifilis latente de duraciéon desconocida.

Clasificacion de caso:

« Probable: sifilis latente que no cumple con los criterios para sifilis latente temprana,
y el paciente tiene 13-35 afios de edad y presenta un titulo no treponémico mayor o

igual a 32

Neurosifilis

Descripcion clinica: Evidencia de infeccion en el sistema nervioso central con T. pallidum
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Criterios de laboratorio para el diagnostico: Una prueba seroldgica reactiva para sifilis y

VDRL reactiva en el liquido cefalorraquideo (LCR)

Clasificacion de caso:

*Probable: sifilis de cualquier estadio, con VDRL negativo en LCR, y ambos de los

siguientes:

+ Proteinas o recuento de leucocitos elevados en LCR en ausencia de otras causas
conocidas de estas anormalidades
e Sintomas o signos clinicos consistentes con neurosifilis en ausencia de otras

causas conocidas de estas anormalidades

*Confirmada: sifilis de cualquier estadio que cumple con los criterios de laboratorio para

neurosifilis

Sifilis tardia con otras manifestaciones clinicas que neurosifilis (sifilis tardia benigna y

sifilis cardiovascular)

Descripcién clinica: Manifestaciones clinicas de sifilis tardia diferente a neurosifilis puede
incluir lesiones inflamatorias del sistema cardiovascular, piel, y hueso. Raramente, otras
estructuras (como por e€j., tracto respiratorio superior e inferior, boca, ojos, 6rganos
abdominales, organos reproductivos, ganglios linfaticos, y musculo esquelético) pueden
estar comprometidos. La sifilis tardia usualmente se vuelve clinicamente manifiesta

Unicamente después de periodo de 15-30 afios de infeccidn no tratada.
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Criterios de laboratorio para el diagnostico: Demostracién de T. pallidum en lesiones
tardias por anticuerpos fluorescentes o tinciones especiales, aunque los organismos son

raramente visualizados en lesiones tardias)

Clasificacion de caso:

« Probable: anormalidades caracteristicas o lesiones del sistema cardiovascular, piel,
hueso, u otras estructuras con una prueba treponémica reactiva, en ausencia de
otras causas conocidas para estas anormalidades, y sin anormalidades en el LCR y
sintomas o signos clinicos consistente con neurosifilis

e Confirmado: un caso clinicamente compatible que es confirmado con el laboratorio

Comentario: El andlisis del LCR para evidencia de neurosifilis es necesaria en la

evaluacion de la sifilis tardia con manifestaciones clinicas.

Independientes
e Edad.
Definicion conceptual: Tiempo que ha vivido una persona.
Definicion operativa: edad consignada en el expediente.
Tipo de variable: cuantitativa discreta.

Unidad de variable: nUmeros arabigos.

e Sexo
Definicion conceptual: Condicién organica, masculina o femenina, de los animales y las
plantas.

Definicién operativa: sexo consignado en el expediente.
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Tipo de variable: cualitativa nominal dicotomica.

Unidad de variable: 1. Femenino:; 2. Masculino

e Escolaridad
Definicién conceptual: Tiempo durante el que un alumno asiste a la escuela o a cualquier
centro de ensefanza.
Definicion operativa: Nivel de estudios
Tipo de variable: cualitativa ordinal
Unidad de variable: 1 Educacion basica completa. 2. Educacién basica incompleta. 3.
Bachillerato completo. 4. Bachillerato incompleto 5. Licenciatura completa. 6. Licenciatura

incompleta. 4. Posgrado.

e Cuenta absoluta de Linfocitos T CD4+.
Definicion conceptual: Subtipo de linfocito T que expresa la molécula CD4 en su
membrana y tiene funcion inductora o cooperadora en la respuesta inmune (T helper).
Definicion operativa: cantidad de Linfocito T CD4+ de los pacientes, al momento de
realizar el estudio, consignado en el expediente.
Tipo de variable: cuantitativa discreta.

Unidad de variable: nUmeros arabigos

e Numero de parejas sexuales:
Definicion conceptual: Numero de personas con las que un individuo ha realizado

conductas sexuales, ya sea oral, anal o vaginal.
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Definicion operacional: Nomero de personas con las que un sujeto a tenido una relacién
sexual
Tipo de variable: Cuantitativa discreta

Unidad de variable: nimeros arébigos.

e Carga viral
Definicion conceptual: Numero de copias de RNA del VIH, en el plasma. Utilizada para el
seguimiento clinico y terapéutico de los pacientes infectados con el VIH®.
Definicién Operativa: cantidad de copias de RNA/mI de suero de los pacientes.
Tipo de variable: cuantitativa discreta.

Unidad de variable: niumeros arabigos.

e Practica sexual protegida.
Definicion conceptual: a aquella en la cual se utiliza correctamente una barrera mecanica,
como el condon de latex (masculino) o de poliuretano (femenino), para evitar el
intercambio de secreciones sexuales o de sangre.
Definicion operativa: Uso de condon en practicas sexuales
Tipo de variable: cualitativa nominal

Unidad de variable: 1. Siempre 2. Nunca 3. Regularmente

e Relacion heterosexual:
Definicion conceptual: es la relacién sexual que se lleva a cabo entre dos individuos de
distinto sexo.

Definicién operacional: relacion sexual entre personas de diferente sexo
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Tipo de variable: cualitativa nominal dicotomica:

Unidad e variable 1. Si 2. No

e Relacion homosexual.
Definicién conceptual: relacién sexual que se realiza entre dos individuos del mismo sexo.
Definicion operacional: relacion sexual entre personas del mismo sexo
Tipo de variable: cualitativa nominal dicotomica

Unidad de variable 1. Si 2 No

e Sujeto Insertivo:
Definicion conceptual: comportamiento sexual en el cual el sujeto realiza penetracion anal
o vaginal en la pareja.
Definicion operacional: sujeto que realiza penetracion anal o vaginal
Tipo de variable: cualitativa nominal

Unidad de variable 1. Si. 2. No.

e Sujeto receptivo:
Definicion conceptual: comportamiento sexual durante el cual el sujeto permite la
penetracion anal o vaginal.
Definicion operacional: sujeto que permite la penetracién anal o vaginal.
Tipo de variable: cualitativa nominal

Unidad de variable: 1. Si 2. No
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e Sujeto Insertivo/receptivo:
Definicién conceptual: Sujeto que realiza y permite penetracion anal
Definicion operacional: sujeto que permite y realiza penetracion anal
Tipo de variable: cualitativa nominal

Unidad de variable: 1 Si 2 No
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CRITERIOS DE SELECCION DE PACIENTES

Criterios de inclusion:

Pacientes mayores de 18 afios

Pacientes de ambos sexos

Pacientes con diagndstico de VIH

Pacientes en los que se realizé prueba de anticuerpos antitreponema

Criterios de exclusion:

Pacientes sin informacion clinica en el expediente que permitan estadificar la

infeccion.
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METODO

Se realizé recoleccion de datos de los expedientes de pacientes con diagnéstico de
infeccion por VIH atendidos en el hospital, durante el periodo de marzo 2012 a marzo del
2013.

Se realizé un andlisis descriptivo mediante la obtenciébn de medianas, frecuencias y
porcentajes. La frecuencia de coninfeccion se calculo con la proporcion de pacientes con
pruebas VDRL, anticuerpos antitreponema positivos y manifestaciones clinicas
compatibles con sifilis. Para el analisis estadistico se utilizé el paquete estadistico SPSS

21.

Revisidn de libreta Localizacion de Solicitar
de ingresos en el datos de Expedientes a
archivo expedientes Archivo Clinico

Revision de
Expedientes clinicos

Obtencion de datos,
en Hoja de
recoleccion

Analisis estadistico Vaciado de datos
de datos Base de datos

Cumple criterios de
inclusion

Redaccién del Presentacion de
documento resultados

Expedientes
excluidos
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RECURSOS

Humanos.
Residente de Infectologia.

Médico adscrito al servicio de Infectologia de UMAE HI CMR.

Materiales
Computadora con paqueteria Office y base de datos SPSS.
Hojas blancas.
Fotocopias.
Impresora.

Lapices, plumas.

Econdémicos.

Propios de la institucion, no se requiere financiamiento externo.
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CONSIDERACIONES ETICAS.

El protocolo se apega a la Ley General de Salud de los Estados Unidos Mexicanos en
materia de Investigacion para la Salud, asi como a las Normas del Instituto Mexicano del
seguro social. Todo el proyecto siguié las normas deontoldgicas reconocidas por la
Declaracién de Helsinki, y no viola los derechos de los pacientes. El protocolo sera

presentado para su validacion al Comité de Investigacion correspondiente.

Para recabar la informaciéon se elaboré una hoja de recoleccidon de datos ex profeso que
se validé previamente, esta informacion esta protegida y solo tienen acceso; el médico
residente de infectologia y los médicos asesores del proyecto, se encuentra en 1 sola
computadora protegida con contrasefia interna en el servicio de infectologia Adultos de la

UMAE HI CMR.
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Resultados.

Se realizo el andlisis descriptivo de los pacientes, con los siguientes resultados. La edad

se encontrd en un rango de los 15 a los 75 afios, con una mediana 33.50 afios (IQR 27-

41) (Figura 3).
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Figura3. Histograma de edad en los sujetos en estudio.
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De los 330 pacientes incluidos en este estudio, 263 fueron de género masculino

representando el 80.9% de nuestra poblacion de estudio (figura 4).
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Figura 4. Distribucién de los pacientes segun el género.

Dentro del analisis de las caracteristicas demograficas se encontré que el 98.8% eran
mexicanos y solo 4 tenian una nacionalidad diferente; 219 residen en el DF,
representando el 66.4% siendo el Estado de México el segundo sitio de residencia en

frecuencia. (Figura 5).

71



150

100

50

DF ESTADO DE MEXICO OTROS

13.0

Figura 5. Poblacion de estudio con respecto a lugar de residencia.

Respecto al estado civil, 229 sujetos son solteros (69.4%) (figura 6).
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Figura 6. Estado civil de los pacientes en estudio.
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De los 330 pacientes, 6 sujetos fueron analfabetas (1.8%), 38.1% tenian un nivel superior

de estudios, solo se desconocié la escolaridad de 4 (figura 7).
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Figura 7. Nivel de estudios de la poblacion



Respecto al comportamiento sexual, 191 sujetos pertenecieron al grupo de HSH (57.9%)

siendo la poblacién bisexual la menos frecuente (9.7%) (figura 8).
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Figura 8. Preferencia sexual de la poblacion en estudio.
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La mediana de edad de inicio de la vida sexual fue de 18 afos ( IQR 16-19), con un rango

de variacion de 11 a 30 afios (figura 9).
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Figura 9. Edad de inicio de vida sexual de la poblacién en estudio.

75



La mediana de parejas sexuales fue de 8 (IQR 3-20), el 7.8% fueron mondégamos (figura
10). ElI 50% de los sujetos no contaban con una pareja estable y mantuvieron encuentros
ocasionales. El 67% de la poblacién desconocia el estado de salud de las personas con

las que mantuvieron contacto sexual,
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Figura 10. Numero de Parejas sexuales de la poblacién en estudio
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El 74.5% utilizé de manera ocasional preservativo en sus contactos sexuales, 5.5%

usaron en todos sus contactos sexuales (figura 11).
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Figura 11. Frecuencia de uso de preservativo en la poblacién.
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De los 330 sujetos, 23.7% tuvieron ingesta regular de alcohol. En cuanto al consumo de
drogas solo 11.7% tuvieron antecedente de consumo de drogas siendo, la cocainay

marihuana, las de mayor consumo (figura 12).
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Figura 12. Drogas consumidas por la poblacion.
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Figura 13. Prevalencia de otras infecciones de transmision sexual en la poblacién en estudio.

Respecto a otras ITS, se encontré que el 13.5% cursaron con infeccion por VPH, siendo
los condilomas la presentacion mas frecuente. El 10 % presentd coinfeccion por VHB,
encontrandose en menor proporcion otras infecciones virales, como molusco contagioso

(3.10%) y VHC (0.9%) (figura 13).
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Respecto a la Infeccién por VIH, 204 pacientes (62%) fueron de reciente diagnéstico y el
resto (38%) ya tenian diagnéstico previo (figura 14). La mediana de evolucién con VIH

fue 3.59afios (IQR 0-5.0).
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Figura 14. Numero con respecto al tiempo de evolucion del VIH
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Respecto al estadio en que se encontraron los pacientes el 46.4% en estadio C3 de la

CDC (Figura 15).
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Figura 15. Estadios de infeccién por VIH en la poblacién.
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De los pacientes con VIH de diagnostico reciente el 37.9% se encontraron en estadio C3.

De la poblacién en estudio, la mediana basal de CD4 fue de 221 cel/mm® (IQR 80-
395.25), con un rango de variaciéon de 1.00 a 1019 cel/mm?; los pacientes con VIH de
reciente diagndstico tuvieron una mediana basal de 217 cel/mm?® (IQR 64.5-382) y los

sujetos con VIH C3 la mediana basal fue de 49 cel/mm?® (IQR 25-100). (figura 15y 16).

CD4 INICIALES POR ESTADIO VIH

700

640

600

500

<

e

2 400

o H VIHA
i

Z 300 ® VIHB
o

© M VIHC

200

100

1 2 3
ESTADIO CON BASE A NIVEL CD4

Figura 15. Conteo de CD4 inicial por estadio del CDC de la poblacién general.
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Figura 16. Conteo de CD4 inicial comparado con los CD4 control posterior al inicio de tratamiento.

La mediana de CD4 posterior al inicio de la terapia antirretroviral fue de 381.23 cel/mm?

(IQR 237-527), con un rango de variacién de 10-1356cel/mm?, en la poblacién general. En
los pacientes catalogados como SIDA C3 la mediana de CD4 fue 236.5 cel/mm?® (IQR 46-
450), con un rango de variacién de 46 a 450 cel/mm?®. Los sujetos en estadio Bl se

encontro una disminucion del 59% con respecto al basal (figura 17) .

83



COMPARACION DE CD4 INICIAL VS
CONTROL

m CD4 INICIAL = CD4 CONTROL

640639

606
563
481
421
358
332 326
29 318
252
207
173
114I 135

VIHAL VIHA2 VIHA3 VIHB1 VIHB2 VIHB3 VIHC2 VIHC3

Figura 17. Conteo de CD4 inicial comparado con control por estadios de la poblacion general.

En la poblacién general la mediana de la carga viral basal fue de 70900 copias/ml (IQR
14070-287488), con un rango de variacién de <50 copias/ml a 96383301 copias/ml, En
sujetos con diagndstico reciente la mediana fue de 97300 copias/ml (IQR 24550-329500)

y en pacientes con diagndstico previo fue de 25715 copias/ml (IQR 1375-115633.5).

La mediana CV posterior a inicio de tratamiento en la poblacién general fue 31copias/ml
(IQR 0-217) con una rango de variacién de 72600 copias/ml a 2795671 copias/ml; en
pacientes con diagnostico reciente se encontré una mediana de 90 copias (IQR 0 a 361) y

de <50 copias/ml (IQR <50-90) en poblacion con diagnéstico previo de VIH,

De los 330 pacientes, 81.7% se encontraban con carga viral menores de 400 copias/ml

posterior al inicio de tratamiento.
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El 77% de los sujetos se encontré en tratamiento antirretrovirales. EI esquema mas

utilizado fue FTC/TDF + EFV, seguido por FTC/TDF + LPV/r (Tabla 1; figura 18).

‘ ANTIRRETROVIRAL ‘ ABREVIATURA
LAMIVUDINA 3TC
ABACAVIR ABC
TENOFOVIR TDF
EMTRICITABINA FTC
ZIDOVUDINA AZT
NEVIRAPINA NVP
EFAVIRENZ EFV
LOPINAVIR/RITONAVIR LPV/r
ATAZANAVIR/RITONAVIR ATV/r
FOSAMPRENAVIR/RITONAVIR FVP/r

TABLA 1. Antirretrovirales mas utilizados en sujetos del estudio y abreviaturas usadas.
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Figura 18. Esquemas antirretrovirales mas utilizados en sujetos del estudio.
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De la poblacién en general el 26.7% tuvo anticuerpos antitreponema positivos. 20.3%
VRDL reactivo. De los cuales 18.8% se diagnostico con sifilis en cualquiera de sus etapas.

(figura 19y 20).
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Figura 19. Nimero de pacientes con anticuerpos antitreponema positivos en la poblacidn de estudio
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Figura 20. Porcentaje de pacientes con diagndstico clinico y/o serolégico en la poblacion de estudio.
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El 70.96% de los pacientes con sifilis se diagnosticO en etapa latente de tiempo

desconocido. 11.2 en etapa secundaria 'y el 11.29% en etapa terciaria (figura 21).
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LATENTE DESCONOCIDA _ 70.92
LATENTE TARDIA I 3.2
SECUNDARIA - 11.29
PRIMARIA I 3.2

Figura 21. Namero de casos por estadios clinicos de sifilis.
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Se encontraron 10 (16.12%) casos de neurosifilis, 6 catalogados como terciarios y 3 en
fases secundarias de sifilis. Solo en el 33.33% de los casos fueron sintomaticos. (figura

22).

NO SINTOMAS SINTOMAS NEUROLOGICOS

Figura 22. Casos de nuerosifilis clasificados con base a la presencia o ausencia de sintomas.

48.38% de los casos de sifilis tenian CD4 menores a 200cel/mm?, el 90% tenian VRDL
reactivo. La mediana en los titulos de VRDL sérico fue de 8 (IQR 2.5-16) con un rango de
variacion de 8 a 1848.

Se encontré en el 85.7 % de pacientes con sifilis terciaria, CD4 menores de 200cel/mm? al

momento de diagnéstico.
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El 100% de los casos de sifilis se encontr6 en hombres, con una diferencia
estadisticamente significativa en cuanto al sexo de la poblacion, P < 0.001. (TABLA 2)

Los 62 pacientes con diagnostico de sifilis fueron mexicanos. Respecto al lugar de
residencia el 64.5% viven en el DF y el 27.4% son residente del estado de México, sin
embargo no hubo significancia estadistica, P < 0.81.

50% de los sujetos con sifilis tenian un nivel de educacion superior, siendo menor en
sujetos sin sifilis, 35.5%, encontrandose una diferencia estadisticamente significativa P <
004. (TABLA 2)

85.5% de los sujetos con sifilis son solteros, siendo menor en los pacientes sin sifilis,
67.4%, con significancia estadistica P < 0.024 (TABLA 2).

77.4 % de pacientes con diagnoéstico de sifilis son HSH, proporcibn mayor con
significancia estadistica, P 0.01; 67.7% tuvieron un rol insertivo/receptivo, encontrando
una P de 0.49. (TABLA 2)

59.7% tenian pareja inestables, porcentaje mayor comparado con la proporcién de los
pacientes sin sifilis, encontrando diferencia significativa, p 0.017 (TABLA 2)

El 4.85% de los pacientes con sifilis, usaron conddn en todos sus contactos sexuales, un
82.3% de estos sujetos emplean conddén de manera irregular, sin significancia estadistica,
P 0.14. (TABLA 2).

El abuso de alcohol fue del 32.3% en los sujetos con sifilis, comparativamente mayor en
los sujetos sin diagnéstico de sifilis, 21.3%, sin diferencia estadisticamente significativa P
0.72. Respecto al uso de drogas, no se encontré diferencia, el 11% tenia consumo en

ambos grupos P 0.55 (TABLA 2).
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SIFILIS SIN SIFILIS

HOMBRE 100% 76.5% <0.001
HSH 77.4% 55.2% 0.01
SOLTEROS 85.5% 67.4% 0.002
EDUACION 50% 36% 0.024
SUPERIOR
PREJAS SEXUALES 60.7% 44.5% 0.017
INESTABLES
NACIONALIDAD 100% 98.5% 0.43
MEXICANA
ROL 68.9% 50.6% 0.42
INSERTIVO/RECEPTIVO
CONDON 83.6% 76.2% 0.39
OCASIONAL
ALCOHOL 32.3% 21.7% 0.72
DROGAS 11.8% 11.3% 0.58

TABLA 2. Caracteristicas demogréaficas de pacientes con sifilis.
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Se encontré una mediana de edad de 33 afos (IQR 28.5-39.5), mayor comparada con los
pacientes sin sifilis, sin embargo no se encontro diferencia significativa P 0.83. (TABLA 3)
La mediana de inicio de vida sexual activa en sujetos con sifilis fue de 18 afios (IQR 16-
19), mayor que en los sujetos sin sifilis con una diferencia estadisticamente significativa, P
0.18. (TABLA 3)

La cantidad de parejas sexuales fue mayor en los pacientes con sifilis, encontrandose una
mediana de 14 (IQR 6-30), que comparada con la mediana de 7 (IQR 3-20) en sujetos sin

sifilis, se encontro significancia estadistica, P < 0.001 (TABLA 3)

SIFILIS SIN SIFILIS
EDAD 33 24 0.83
(IQR 28.5-39.5) (IQR 27-42)
EDAD IVSA 18 18 0.18
(IQR 16-18) (IQR 16-19)
No PAREJAS 14 7 < 0.001
SEXUALES (IQR 6-30) IQR (3-20)

TABLA 3. Caracteristicas demograficas de pacientes con sifilis.

91



Respecto a las caracteristicas inmunoldgicas y virologias basales y de control posterior a
inicio de tratamiento antirretroviral no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre sujetos con y sin sifilis.

SIFILIS SIN SIFILIS
CD4 269 215 0.63
BASAL (IQR 112.5-370.75) (IQR 74-395)
cel/mm?®
CD4 358 385 0.28
CONTROL (IQR 191-468) (IQR 239-591)
cel/mm?
CARGA VIRAL 71847 70800 0.21
BASAL (IQR 21151.75- (IQR 8637-280500)
Copias/ml 330250)
CARGA VIRAL 60 235 0.19
CONTROL (IQR 0.0-365) (IQR 0.0-204.5)
Copias/ml
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TABLA 4. Caracteristicas inmunoldgicas y virales de los pacientes con sifilis en la poblacién de estudio.




SIFILIS SIN SIFILIS

HEPATITIS B 16.1% 7.6% 0.03
HEPATITIS C 1.6% 0.8 0.47
VPH 19.4% 12.1% 0.24
URETRITIS 8.1% 4.9% 0.23

Tabla 4. Infecciones de transmision sexual en la poblacién.

Como se observa el porcentaje de otras ITS es mayor en los pacientes diagnosticados con

sifilis sin embargo, solo infeccion por VHB existe una diferencia significativa.
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DISCUSION

Se incluyeron 330 pacientes, los cuales fueron atendidos por primera vez durante marzo
del 2012 a marzo de 2013 y se realizé prueba de anticuerpos antitreponema como parte
de la bateria inicial de estudios de pacientes con infeccion por VIH.

La mediana de edad fue de 33 afios (IQR 27-41), encontrandose en el rango de edad con
mayor prevalencia de VIH a nivel nacional, CENSIDA reportd una prevalencia del 19.6%
en el rango de 30-34 afios, siendo en orden de frecuencia, el rango de 25-29 afios, el
segundo, con una prevalencia del 18%.

Predominé el sexo masculino, 80.9% de la poblacién, encontrdndose una proporcion
hombre: mujer de 4.2:1, la cual es similar a la reportada con la tendencia nacional, siendo,
la infeccién por VIH, catalogada como predominantemente masculina (CENSIDA 2012b),
el Registro Nacional de Casos de SIDA (CNRS) reporté que el 82% total de casos es en

varones y en el 2011 la proporcion encontrada fue de 4.6:1 (H: M).

El 5.5% de los sujetos del estudio mantiene relaciones protegidas, empleo de condon, en
el 100% de los contactos. Cifras menores comparada con el 41% de uso de condén en
hombres y 21 % de empleo de cond6n en mujeres, reportados en la Encuesta Nacional de
Salud (ENSANUT 2012). Mediciones recientes de la encuesta basal del proyecto del
Fondo Mundial Ronda 9 establecen que en el grupo de HSH, 73% declaré usé condén en
su ultima relacién sexual anal con una pareja masculina (CENSIDA, 2012), mientras que
en el proyecto comisionado al INSP por el CENSIDA, que se desarrollé en Jalisco (Zona
Metropolitana de Guadalajara y Puerto Vallarta), Estado de México (ZM de Toluca,
Ecatepec, y Netzahualcéyotl) y Veracruz (Veracruz y Coatzacoalcos-Minatitlan), 65.7% (IC

95%: 58.4 - 73.1) de los que resultaron seropositivos al VIH y 59.9% (IC 95%: 56.2 - 63.7)
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de los no reactivos reportaron haber utilizado condén en su ultima relacién sexual anal
(Gutiérrez et al, 2012a).

La principal via de contagio de la infeccion por VIH fue sexual, solo en 0.90% se
documenté contagio por transmision vertical. EI 94% de los casos notificados de SIDA
desde los inicios de la epidemia, pertenecen a la categoria de transmision sexual, ya sea
homosexual, bisexual o heterosexual. A nivel nacional se estima que el resto de las
formas de contagio son del 1% de transmision vertical y 2% en usuarios de drogas IV.

La mayor proporcién los sujetos en estudio, 57.9%, son HSH. Comportamiento similar a la
tendencia nacional. De acuerdo a estimaciones realizadas por CENSIDA, en México
existen 150 mil personas adultas infectadas por el VIH, de las cuales mas de 100 mil
corresponden HSH, casi 40 mil a poblacién heterosexual, casi 3 mil a usuarios de drogas
inyectables. EI 32% de los casos notificados de SIDA en hombres, cuya categoria de
transmision se conoce, refieren una categoria de transmision por relaciones sexuales
homosexuales y 22% bisexuales; asi como 41% indica la via heterosexual (considerar que
podria estar sobre reportado dado que muchos hombres no se asumen homosexuales
aunqgue tengan sexo con otros hombres).

La gran mayoria de los pacientes incluidos en el estudio son residentes del DF y estado
de México, Entidades Federativas que concentran la mayor parte de los casos notificados
histéricamente de SIDA a nivel nacional, el Distrito Federal con 24,934 casos (15.6%), el
Estado de México con 17,245 (10.8) (CENSIDA, 2012b).

69.4% de la poblacion en estudio eran solteros. Considerado en diversos estudios como
factor de riesgo para infecciéon por VIH y otras enfermedades de transmision sexual

(Valdespino et. al, 2007).
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Se encontr6 respecto uso de drogas una prevalencia mayor a la reportada a nivel
nacional. Se reporta en la Encuesta Nacional de Adicciones 2011(ENA 2011) una
prevalencia del 1.2%-2.8%, siendo en nuestra poblacion del 11.6%. Siendo la la
marihuana y cocaina, las de mayor consumo, similar a los reportado en la ENA 2011. La
prevalencia de consumo de alcohol es mayor respecto a las cifras nacionales reportadas

en ENA del 2008, en la cual se reporté de 5.5%.

El 46.4% se encontré en estadio avanzado, C3. Con un mediana de CD4 de la poblacién
general de 221(cel/mm?®). Sin embargo en pacientes con diagndstico reciente de VIH C3 la
mediana basal de CD4 fue de 49(cel/mm3). En mudltiples estudios realizados en paises
industrializados, reportan el diagndstico en estadios avanzados de 15 al 43%; en ltalia,
Girardi et al, 2004, En un estudio de 968 pacientes, el 39% se contaba con CD4 <200
cel/mm® al momento de diagnéstico; Sabin et al, 2004, en Inglaterra el 15 % de los
pacientes de reciente diagnéstico tenfan <50cel/mm?® Caro-Murillo et al, 2009, en Espafia,
encuentra una media al momento de diagnéstico de 345cel/mm?, sin embargo hasta el

11% de los sujetos tenian una enfermedad definitoria de SIDA.

Respecto a la carga viral, en la poblacién general la mediana de la carga viral basal fue
70900 copias/ml (IQR 14070-287488). Cifra mayor que la reportada por Caro-Murillo, et

al, 2009, mediana de 48.962 copias/ml.

El 81.7% de los sujetos, posterior a iniciar tratamiento, se encontré en control, con una CV

mediana de 31copias/ml y 407 de CDA4.
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En los sujetos en estadio B1, se present6 un descenso del 59% de los CD4 basales, sin
embargo, los sujetos al momento de la primer consulta no contaban con criterios para

inicio de tratamiento.

Se encontro una seroprevalencia del 26.7%, sin embargo solo se diagnosticaron 62 casos
de sifilis, que representan el 18.8%, 10 de los 330 pacientes tenian antecedente sifilis
tratada, el porcentaje se puede explicar por pacientes que tuvieron infeccion y curacion, la
cual se presenta en mas del 50% de los casos sin recibir tratamiento. La diferencia 1.5%
entre VDRL reactivo y los casos de sifilis, pueden explicare por las razones previamente
expuestas. Cifras mayores que las reportada por CONASIDA,1992, encontrando una
seroprevalencia del 15.1% en 1,371 sujetos.

La prevalencia de coinfeccion, VIH vy sifilis, coincide con las reportadas en la literatura
internacional. Sin embargo es importante aclarar que la tasa de coinfeccion varia en
funcion de la prevalencia de cada una de estas enfermedades en la poblacién analizada
junto con los factores de riesgo individuales. En una revision de 30 estudios en los que se
analizaba la tasa de infeccion por el VIH en pacientes diagnosticados de sifilis en Estados
Unidos, la mediana de seroprevalencia del VIH fue del 15.7% (25.7% en varones y 12.4%
en mujeres), alcanzando tasas del 22.5-70.6% en usuarios de droga por via parenteral y
de hasta un 68-90% en HSH.

Un estudio espafiol de 1.161 pacientes con VIH, la seroprevalencia de sifilis era del 13% y
un 4% mas se diagnostico de sifilis durante un periodo de seguimiento de 38 meses. Un
dato preocupante observado en diversos centros espafioles es que hasta un 70% de los
casos de sifilis se diagnostica en pacientes con infeccion por el VIH conocida, muchos de

ellos en TARGA, lo que refleja una falta en las medidas de prevencion de estos pacientes.

97



En un estudio de 3223 varones heterosexuales y 993 HSH, entre 2002 y 2008, en Israel,
se informo una tasa de infeccién del 27%.

La sifilis latente de tiempo desconocido (70.96%) y la secundaria, fueron las etapas
clinicas mas encontradas en la poblacion del estudio. Siendo reportadas como las formas
mas habituales de presentacion en pacientes con VIH.

Solo se documentaron dos casos de sifilis primaria, sin embargo, en la literatura reporta el
menor numero de casos se debe a localizaciones extragenitales y falta de sintomas, dicha
etapa pasa desapercibida por los pacientes y médico. A pesar de ser catalogada como la
primer causa de ulceras genitales, principalmente en paises subdesarrollados.

Las lesiones cutaneas son la manifestacibn mas comun del secundarismo sifilitico y
generalmente consisten en una erupcion cutanea maculopapular generalizada; forma de
presentacion en el 58% de los casos en nuestra poblacion.

Se diagnosticaron 4 casos de uveitis, 3 de los cuales en pacientes con manifestaciones de
secundarismo. Siendo esta una forma de presentacion rara, sin embargo la afeccion
ocular, fundamentalmente la uveitis, puede ocurrir en cualquier fase de la infeccién y en
los individuos con VIH suele ser mas grave.

La prevalencia de nuerosifilis fue del 16.12%, cifra menor que la reportada por otros
centros. En los pacientes con VIH, la afeccion del SNC es mas frecuente. Un estudio
espafiol encontré6 una prevalencia de neurosifilis en pacientes VIH con sifilis no tratada
del 23,5%. La afeccion del SNC en los individuos con VIH es frecuentemente
asintomética. Similar a lo hallazgos en nuestra poblacion, en la cual el 66% de los sujetos
fueron asintomaticos.

En el 85.7% de los pacientes con neurosifilis se encontré una basal de CD4 menor de

200cel/mm?, lo cual puede explicarse por estudios recientes que reportan que los
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pacientes con recuento de CD4 inferiores a 350 células/ml tiene 3 veces mas riesgo de
presentar afeccion a SNC.

Un aspecto importante a tener en cuenta cuando un paciente presenta coinfeccion por el
VIH y la sifilis es el posible impacto que ésta puede ejercer en la situacion
inmunovirolégica del individuo. La sifilis puede incrementar la activacion inmunoldgica y la
secrecion de citocinas, y asi favorecer la replicacion del VIH, reportado por Bentwich Z,
et. al 2000 . Ademas, las Ulceras genitales pueden inducir un aumento de la carga viral y
un descenso del recuento de linfocitos CD4. Estudios recientes han evidenciado un
incremento de la carga viral y un descenso de los linfocitos CD4 en pacientes con VIH y
sifilis precoz. En un estudio multicéntrico nacional en el que se incluyé a 118 pacientes
con infeccion por el VIH diagnosticados de sifilis precoz, la carga viral aumentd en un
27,6% de los pacientes, y destaco que 11 (25,0%) de los que estaban suprimidos antes
del episodio de sifilis, presentaron carga viral detectable durante éste, Palacios R, et al,
2006. Sin embargo, respecto a las caracteristicas inmunovirolégicas, CD4 y CV basales y
de control, no se entré diferencia estadisticamente significativa, por lo que no podemos
confirmar el impacto de la sifilis sobre el VIH.

Se encontré que el estado civil soltero, el ser hombre HSH, tener una licenciatura, el no
tener una pareja sexual estable y tener un gran nimero de parejas sexuales son factores

de riesgo para tener una coinfeccion por sifilis y VIH.
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CONCLUSIONES
e La prevalencia de infeccion por sifilis y VIH es similar a la reportada en la literatura
internacional.
e Las sifilis latente es la forma de presentacion clinica mas frecuente.
e La sifilis no modifica el estado inmunovirolégico en sujetos con VIH.
e Los HSH tiene mayor riesgo de adquirir ITS.

e En México hay un importante subregistro de sifilis y otras ITS.
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EPIDEMIOLOGIA DE SIFILIS EN PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE VIH EN EL HOSPITAL DE INFECTOLOGIA

CMN LA RAZA
Eduardo Becerril Vargas (1) y Alberto Chaparro Sanchez (2)

Hoja de recoleccién de datos generales Cédigo (Proy - No. - Iniciales - muestra)

México DF Fecha (dia/mes/afio)

Nombres

Apellido Paterno

Apellido Materno

No. Teléfono

Domicilio (Calle y No. Colonia, Ciudad, Cédigo postal)

No. Seg. Social

Datos demograficos

Sexo

[ T 1).Hombre

[ T 2).Mujer

Edad (afios cumplidos)
Fecha de Nacimiento (dia / mes / afio

Lugar de Residencia

/ /
/ /

Nacionalidad

[ 1 1). Mexicana

[ ]12).0tra

Lugar de Nacimiento

[ T 2).Urbana
[ 1 2).Rural

[ T 1).Urbana
[ 1 2).Rural

Ocupacion

[ 1 1).Agricultor
Obrero

[ 1 2). Empleado

3). Negocio propio
4). Hogar

5). Estudiante

6). Jubilado Pens
7). Desempleado

—_————

stado civil
] 1). Soltero

] 2).Casado

] 3). Viudo

] 4). Divorciado
]

E
[
[
[
[
[ 5). Unién libre
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Socioecondmicos

Escolaridad

[ 1 1). Basica completa
[ 1 2).Basicaincompleta
[ 1 3). Preparatoria

[ 1 4). Preparatoria
incompleta

[ 1 5). Licenciatura

[ 1 7). Posgraduado

Dx. de Ingreso

Dx. de Engreso

Antecedentes personales

Patologias En caso de mujeres: Tabagquismo

[ 1Si [ ]No 1).Insufic.Renal FUM [ 11).Si.

[ 1Si [ ]No 2).Insufic. Cardi / / [ 12). No

[ 1Si[ ]No 3). AVasc. Ence dia mes afo [ 13). Pasivo

[ 1Si [ ]No 4).Cardio Isqué Embarazos [ 14). Dejo de fumar

[ 1Si [ ]No b5). Enf. Puimon [ 12).Si / /

[ 1Si [ I]No 6). Tumor o Ca. [ 12).No dia mes afio

[ 1Si [ I1No 7). Enf. Mentales | No. Embarazos Edad de inicio

[ 1Si [ 1No 8).Enf. Sist. Nerv | # de hijos nacidos vivos Cigarros / dia

[ 1Si [ 1No 9). Alt Osteo-Mus | # de hijos nacidosmuertos | [ ]1).-de5

[ 1Si [ INo 10). Alt. Visuales |[ ]Si [ ]No 2).Abortos [ 12).6a20

[ 1Si [ INo 11). Alt. Auditivas [[ ]1Si [ ]No 3). Ceséareas [ 13).+de20

[ 1Si [ ]1No 12). Cirugias

Trasfusiones NUmero de parejas sexuales[ ] Alcohol

[ 11).si. Edad de inicio de Vida sexual [ 1Si[ INo

[ 12).No [ [ ]-de5copasocervezas/

[ 13). No sabe Estado de salud de pareja sexual semana

Fecha de la ultima: Sana[ ] Enferma[ ] [ ]de 6al10 copas o cervezas /
/ / desconocido [ ] semana

dia mes afio Parejas sexuales estables: [ ] [ ]+ de 11 copas o cervezas /

Parejas Sexuales ocasionales [ ]
Comportamineto sexual:
HOMOSEXUAL SI[ ] No[ ]
HETEROSEXUASI[ ] No[ ]
Insertivo Si[ ] No[ ]
Receptivo Si[ JNo[ ]
Insetivo/receptivo Si [ ]
Uso de Codon

Siempre [ ] Ocasionalmente [ ]
Nunca|[ ]

No [ ]

semana

UsodedrogasSi( ) No( )
Tipo:

Tiempo de uso:

Via de consumo:
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Diabetes mellitus
[ 1) Si

[ 12) No

[ 13) No sabe

Tx de DM

[ 12) Si, sin tratamiento

[ 12) Si, con tratamiento oral y sin
insulina

[ 13) Si, con tratamiento con
insulina

Tiempo de evolucién desde el Dx por
un médico:

[ 121). Menos de 2 afios

[ 12).2.1a4.11 afios meses
[ 13).5a09.11

[ 14).10a14.11

[ 15.15a19.11

[ 16). mas de 20 afios
Hipercolesterolemia

[ 1) sSi

[ 12) No

[ 13) Nosabe

[ 12) Si, sin tratamiento
[ 12) Si, con tratamiento

Tiempo de evolucién desde el Dx por
un médico
anos

HTA

[ 11)Si

[ 12) No

[ 13) No sabe

[ 11) HAS sin control
[ 12) HAS controlada

Tiempo de evolucién desde el Dx por
un médico:

[ 11).-de 2 afios

[ 12).21a4.11

[ 13).5a9.11

[ 14).10a14.11

[ 15).15a19.11

[ 16). +de 20

Enfermedades de transmisién sexual
VHB Si No

-Tiempo de diagnostico

-Tratamiento

VHC Si No
-Tiempo de diagnostico
-Tratamiento

Gonorrea Si No.
-Tiempo de diagndstico:
-Tratamiento

Condilomas Si No
-Localizacion

-Tratamiento

-Tiempo de diagnostico

Sifilis Si No

Tipo

Tiempo de diagndstico
Tratamiento
Diagnéstico de VIH

Estadio de Diagndstico
Tratamientos previos

Molusco contagioso
Localizacion
Tiempo de diagndstico

Exploracion fisica

Signos vitales
Temperatura axilar (°C)

L0 1]

Frecuencia cardiaca (lat/min)

LI ]

Frecuencia respiratoria
(Resp/min) [ ][ ]

P. Arterial Sistolica (mmHg)
[ [

P. Arterial Diastélica ((mmHg)

(| R R H

Mediciones corporales

Adenopatias

Cerviclaes

Axilares

Inguinales

Hepato-esplenomegalia Si( )No ()
Dermatosis Si( )No ()

Maculas Si( )No ()

Papulas Si( )No ()

Lesiones descamativas Si( )No ( )
Alopecia Si( )No ()

No6dulos Si( )No ()

Distribucion de dermatosis

Ulceras genitales Si( )No ( )
Condiloma Lata Si( )No ( )

Signos oculares

Signos neuroldgicos

Estatura (cm) Localizada
I R Generalizada
Peso (kg) Diseminada
[T 1 M 1 Afeccion de palmas y plantas
IMC (kg/m2) [ ][ ][ ] Si(_)No ()
Datos de laboratorio
VDRL cuantitativo ()
CD4 Inicial Total % Anticuerpos antitreponemas + () —( )
CD4 Actual Total % VDRL en LCR

Carga Viral Inicial
Carga Viral Actual

Nombre, y firma de quien llena este formulario
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HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por ser un estudio retrospectivo y observacional no se requiere carta de consentimiento

informado.
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ANEXO 1.
VENEREAL DISEASE RESEARCH LABORATORY (VDRL)

Es una reaccién de floculacidn, donde el antigeno utilizado esta compuesto por colesterol, lecitina y cardiolipina.

Esta prueba no treponémica mide anticuerpos antilipidicos; IgG e IgM, los cuales son formados por el huésped en respuesta al material lipidico
liberado de las células huésped dafiadas en la infeccion por TP y material lipidico de la superficie celular treponémica.

A causa del antigeno utilizado, esta prueba reacciona frente a otras patologias: colagenopatias, parasitosis, drogadiccién o en determinadas
condiciones fisioldgicas como embarazo, vejez, etc. Tiene gran sensibilidad y baja especificidad.

Reactivos:

1) Antigeno de VDRL: Es una solucién alcohdlica de 0,03% de cardiolipina, 0,9% de colesterol y 0,21% +/- 0,01% de lecitina.
2) Buffer salino VDRL, pH 6,0 +/- 0,1 ( 1,0% NacCl).
Puede ser comprado o preparado en el laboratorio (ver tabla siguiente)

3) Sueros controles:

Control reactivo (R), débil reactivo (D) y no reactivo (N).

Para la realizacién de las pruebas cuantitativas el suero control debe tener un titulo de al menos 4 dils.

4) Solucidn Salina 0,9%: Agregar a cada 100ml de agua destilada 0,9 gr de NaCl.

5) Solucién Salina 10,0%: Agregar a cada 100ml de agua destilada 10 gr de NaCl.

Equipamiento:

1) Placas de vidrio:
a) Suero: Placa de vidrio de 2 x 3 pulgadas (50 X 76 mm aproximadamente) con 12 circulos planos (no céncavos) de 14mm de diametro. El perimetro
de cada circulo debe tener un espesor tal que evite el traspaso del suero de un anillo a otro.

b) Liquido cefalorraquideo:
1) Placa de vidrio como la descrita para suero.
2) Placa Kline de vidrio de 3 x 2 % pulgadas (76 mm x 25 mm aproximadamente) x 3 mm de espesor, con 12 concavidades de 16 mm de didmetro y

1,75 mm de profundidad.

2) Rotador mecdénico ajustable a 180 @ 2 r.p.m. que circunscriba un circulo de 19 mm de didmetro sobre el plano horizontal.
3) Agujas no descartables calibradas (Ver Preparacion y Calibracién de Agujas, pag. 17 )

Para dispensar el antigeno sobre el suero: calibre 18
Para dispensar el antigeno sobre el liquido cefalorraquideo: calibre 21 6 22.
Si no se disponen de agujas, se pueden utilizar pipetas automaticas considerando que se hallen bien calibradas.

4) Un frasco de vidrio para la preparacion del antigeno de VDRL, de 30 ml de capacidad de 35 mm de didmetro con tapa de vidrio base
plana. Nota: Como este tipo de frasco resulta dificil de conseguir en el comercio se recomienda un Erlenmeyer de vidrio de 25 ml con tapa
de vidrio

5) Microscopio con ocular de 10X y objetivo 10X
6) Pipetas graduada:
1,0 ml graduada en 1/100

5,0 ml graduada en 1/10
10,0 ml graduada en 1/10

Conservacion del suero:

Conservar el suero limpido, separado del coagulo, en heladera (2 - 8 2C) o congelado (-20 2C) si la determinacion demorara mas de 5 dias. Evitar el
congelamiento y descongelamiento de los especimenes.

Las muestras con contaminacion bacteriana o hemdlisis excesiva son insatisfactorias para el ensayo.

Preparacion del suero:

Calentar a 56 2C en bafio de Maria durante 30 minutos.
Los sueros que se analicen después de 4 hs del primer periodo de calentamiento, deben volver a calentarse a 56 2C durante 10 minutos.

NOTA: Las pruebas de floculacion para la sifilis son afectadas por la temperatura ambiente (Ta). Para obtener resultados confiables y reproducibles,
las muestras de suero control, el antigeno y los sueros a testear deben estar a una Ta de 23 a 29 °C en el momento de la determinacion.
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REACCION DE VDRL CUALITATIVA, EN SUERO
Preparacion de la Suspension del Antigeno VDRL:
1) Al momento de preparar la suspension todos los reactivos deben estar entre 23°y 29°C.
2) Pipetear 0,4ml de Buffer salino VDRL y agregarlo al fondo del frasco de 30 ml o del erlenmeyer de 25ml.

3) Agregar 0,5 ml de suspension de antigeno (de la mitad inferior de una pipeta 1 ml graduada hasta la punta) directamente sobre la solucién salina
mientras se hace girar el frasco suave pero continuamente sobre una superficie plana.

NOTA: El antigeno se afiade gota a gota, de modo que se permita unos seis segundos para los 0,5ml de antigeno. La punta de la pipeta debe quedar
en el tercio superior del frasco y la rotaciéon no debe ser tan vigorosa que salpique la pipeta con la solucién salina. Se obtendra la velocidad de
rotacion adecuada cuando el centro del frasco describa un circulo de 5 cm de didametro, unas tres veces por segundo.

4) Expeler la dltima gota de antigeno de la pipeta sin que esta toque la solucion salina.

5) Proseguir con la rotacidon del frasco durante 10 segundos.

6) Con una pipeta de 5ml afiadir 4,1ml de buffer.

7) Tapar el frasco y agitar de abajo hacia arriba y viceversa unas 30 veces en 10 segundos.

8) La suspension de antigeno esta lista y puede ser utilizada durante un dia (8Hs).

9) Cada vez que se utilice la suspensidn agitarla suavemente. No debe mezclarse haciéndola pasar a la fuerza de un lado a otro de la jeringa y la
aguja, puesto que podria ocasionar la ruptura de particulas y la pérdida de reactividad.

Procedimiento:

1) En un anillo de 14 mm de la placa, depositar con pipeta 50 pl de suero calentado.

2) Afadir 1 gota (1/60 de ml) de suspension de antigeno (previamente resuspendida) sobre cada suero, con una aguja no descartable calibrada sin
bisel de calibre 18 .

3) Rotar las placas durante 4 minutos a 180@ 2 rpm sobre un rotador mecanico.
4) Leer la reaccion al microscopio con ocular de 10X y objetivo de 10X.
5) Informar el resultado como:
REACTIVO: formacidn de fléculos medianos o grandes.
DEBIL REACTIVO: pequefios fléculos.
NO REACTIVO: ausencia de floculacién o ligeramente rugoso.
REACCION DE VDRL CUANTITATIVA, EN SUERO
Todos los sueros que produzcan resultado reactivo, débil reactivo o no reactivo ligeramente rugoso en la reaccion de VDRL en placa, deben
analizarse de nuevo cuantitativamente hasta un titulo en dilucién final.
Las diluciones de suero que deben analizarse son: sin diluir (1:1), 1:2, 1:4, 1:8 y 1:16. En casos especiales continuar hasta 1:256.
1) Para cada muestra a ser testada, colocar 50 pl de NaCl al 0,9 % en los circulos 2 a 5.

2) Colocar 50 pl del suero a testar en los circulos 1y 2.

3) Mezclar la solucidn salina y el suero en el circulo 2 utilizando la pipeta automatica, por aspiracion y eliminacion, 8 veces. Evitar la formacién de
burbujas.

4) Transferir 50 pl del circulo 2 (1:2) al circulo 3 (1:4), mezclar como en el paso 3.

Transferir 50 pl del circulo 3 (1:4) al circulo 4 (1:8), mezclar como en el paso 3.
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Transferir 50 pl del circulo 4 (1:8) al circulo 5 (1:16), mezclar como en el paso 3 y descartar 50 pl.

5) Resuspender suavemente la suspension antigénica. Sosteniendo el frasco del antigeno en posicidn vertical, dispensar 1 6 2 gotas a fin de liberar el
pico vertedor de aire, y luego colocar exactamente una gota (1/60 ml) de la suspensién antigénica dentro de cada circulo de prueba con una aguja

no descartable sin bisel de calibre 18.
6) Rotar 4 minutos a 180 & 2 rpm y leer los resultados al microscopio con ocular y objetivo de 10X.
7) Anotar los resultados en términos de la mayor dilucion de suero que produzca un resultado Reactivo (ver tabla 1).

Diagrama para la reaccion cuantitativa

Suero N* 1 Suero N* 2
1:1 1:8 1:1 1:8
2 1:16 1:2 1:16

O O
Q'*l 14

1:

Tabla 1: Informe de los resultados cuantitativos en suero

Suero no

diluido Resultado en dilucién de suero: Informe
(1:1) 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32

R D N N N N Reactivo, no diluido (1 dil)
R R D N N N Reactivo, 2 dils
R R R D N N Reactivo, 4 dils
D D R R D N Reactivo, 8 dils

N (rugoso) D R R R N Reactivo, 16 dils
D N N N N N Débil Reactivo, 1 dil

R: Reactivo, N: no reactivo, D: débil

8) Si la mas alta dilucion probada (1:16) es reactiva, proceder como sigue:

Preparar una diluciéon 1:16 de la muestra por adicion de 100 pl del suero a 1,5 ml de NaCl al 0,9 %. Mezclar.
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Colocar 50 pl de la solucién de NaCl 0,9 % en los circulos 2, 3, 4y 5 de la placa.
Colocar 50 pl de la dilucién 1:16 en los circulos 1y 2.
Con la misma pipeta, realizar diluciones seriadas dobles a partir del circulo 2 y completar la prueba como se describié antes en los pasos 3 a 6.

Leer los resultados como se describié previamente.
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LIAISON" Treponema Screen (310840)

1. FINALIDAD DEL ENSAYO

El ensayo LIAISON® Treponema Screen emplea la tecnologia de la del inmunoensayo quimioluminiscente (CLIA) para la determinacidn cualitativa de
anticuerpos especificos totales dirigidos contra Treponema pallidum en muestras de suero o plasma humano. El ensayo debe realizarse en la serie
de instrumentos LIAISON®.

2. SUMARIO Y EXPLICACION DEL TEST

La sifilis es una enfermedad, normalmente transmitida sexualmente, causada por la infeccion con la espiroqueta Treponema pallidum. En la
literatura también se han descrito la transmision congénita del Treponema pallidum mediante el paso trans-piacental desdé madres infectadas y el
contagio a través de transfusiones sanguineas. La infeccidn es sistémica desde el inicio y la enfermedad se caracteriza por periodos latentes, que
duran frecuentemente mas de veinte afios. El curso natural de la sifilis se subdivide convencionalmente en tres fases. Después de un periodo de
incubacién que dura aproximadamente tres semanas, aparece una lesion de la piel no dolorosa (chancro) a menudo asociada con linfadenopatla
regional (fase primaria). La enfermedad progresa en una fase secundaria, diseminada, acompafiada por lesiones mucocutaneas y linfadenopatla
generalizadas. Si se permite que la infeccion por el Treponema pallidum progrese en la fase tardia, la fase secundaria es seguida por un periodo de
infeccion subclinica (sifilis latente) detectada solamente por test seroldgicos y por una fase avanzada o terciaria, observada solamente en un
numero reducido de pacientes, caracterizada por la enfermedad progresiva.

La sifilis se puede diagnosticar con diferentes test serolégicos de laboratorio, los cuales también son utiles para establecer la fase de la enfermedad
cuando se adoptan junto con otras pruebas clinicas. El diagndstico seroldgico se establece generalmente usando dos test estandar combinados, un
test de anticuerpos no treponémicos para fines de seleccidn y un test de anticuerpos treponémicos especificos para fines de confirmacién. Los dos
test de anticuerpos no treponémicos usados mas comiunmente son el test del Laboratorio de Investigacion de las Enfermedades Venéreas (VDRL) y
el test de la Reagina Plasmatica Rapida (RPR), que representa una variacion simplificada del VDRL.

En muchos laboratorios, la técnica de seleccion adoptada es el test de hemaglutinacidén del Treponema pallidum (TPHA), que consiste en la
aglutinaciéon de eritrocitos recubiertos de antlgenos especificos para Treponema pallidum porque detecta anticuerpos de clase IgG e IgM. Sin
embargo, la interpretacion de los resultados del test TPHA es subjetiva y no puede ser completamente automatizada. Recientemente se han
introducido en el mercado varios kit inmunoenzimaticos que emplean Usados bacterianos o proteinas recombinantes purificadas.

Los resultados positivos se pueden confirmar con un método de referencia, el test de absorcion de los anticuerpos treponémicos fluorescentes
(FTA-Abs), que permite detectar tanto IgG como IgM. Sin embargo, su ejecucién es larga y compleja, inadecuada para la seleccidén de un nimero
grande de muestras, y la interpretacidn de los resultados es subjetiva. La reactividad de los test treponémicos, basados en el uso de antlgenos
especificos, persiste a menudo para siempre, también después del tratamiento, en contraste con los test no treponémicos. Por consiguiente, en los
donantes de sangre y plasma se buscan los anticuerpos anti-Treponema pallidum con test treponémicos y no treponémicos.

3. PRINCIPIO DEL ENSAYO

El método para la determinacién de anticuerpos especificos totales anti-Trepo/jema pallidum es un ensayo sandwich con una incubacién basado en
el principio de la quimioluminiscencia (CLIA). Antlgenos recombinantes especificos de Treponema pallidum se emplean para recubrir las particulas
magnéticas (fase sélida) y estan enlazados a un derivado del jsoluminol (conjugado antigeno-isoluminol). Durante la incubacién, los anticuerpos
anti-Treponema pallidum presentes en los calibradores, en las muestras o en ios controles enlazan la fase sélida y el antigeno conjugado. Después
de la incubacidn, se elimina el material no enlazado mediante un ciclo de lavado.

A continuacidn, se afiaden los reactivos starter que inducen una reaccion de quimioluminiscencia. La sefial luminosa, y por lo tanto la cantidad de
conjugado antigeno-isoluminol, se mide con un fotomultiplicador en unidades relativas de luz (RLU, relative light units) e indica la concentracién de
anticuerpos totales anti-Treponema pallidum presente en los calibradores, en las muestras o en los controles.
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4. MATERIALES SUMINISTRADOS

Integral de reactivos

Particulas magnéticas (2,3 Particulas magnéticas recubiertas con antigenos recombinantes de Treponema pallidum (obtenidos en E. coli), albimina sérica
mL) bovina, tampén PBS, < 0,1% azida sédica.

Calibrador 1 (1,4 Suero/plasma humano que contiene niveles bajos de anticuerpos anti-Treponema pallidum, albimina sérica bovina, tampén
mL) fosfato, 0,2% ProClin® 300 y un colorante amarillo inactivo. Las

Calibrador 2 (1,4 Suero/plasma humano que contiene niveles altos de anticuerpos anti -Treponema pallidum, albdmina sérica bovina, tampdn
mL) fosfato, 0,2% ProClin® 300 y un colorante azul inactivo. Las concentraciones de los calibradores son calibradas contra una

preparacion interna de anticuerpos.

Diluyente de muestras (13 Proteinas, EDTA, tampon fosfato, 0,2% ProClin® 300 y un colorante azul inactivo.

mL)

Conjugado (9 Antigenos recombinantes de Treponema pallidum {obtenidos en E. coli), conjugados con un derivado del isoluminol, albdmina
mL) sérica bovina, tampdn PBS, 0,2% ProClin* 300, conservantes.

Ndmero de ensayos 200

Todos los reactivos se suministran listos para su uso. El orden de los reactivos refleja el orden con el que se han ensamblado los contenedores
en el integral de reactivos.

Materiales requeridos, pero no suministrados

Instrumentos LIAISON® XL Instrumentos LIAISON®

LIAISON® XL Cuvettes (cédigo X0016). LIAISON" XL Disposable Tips LIAISON* Module (cédigo 319130).
(codigo X0015). LIAISON® XL Starter Kit (cddigo 319200).
LIAISON® Starter Kit (c6digo 319102) o LIAISON" XL Starter Kit
LIAISON* Wash/System Liquid (c6digo 319100). LIAISON® XL (cédigo 319200). LIAISON* Light Check (cSdigo 319101). LIAISON*
Waste Bags (codigo X0025). Wash/System Liquid (c6digo 319100). LIAISON* Waste Bags
(c6digo 450003). LIAISON* Cleaning Kit (cédigo 310990).

Otros materiales requeridos

Controles LIAISON" Treponema Screen (negativo y positivo) (cdigo 310841).
5. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
Sélo para uso diagndstico in vitro.

Todas las unidades de suero y plasma utilizadas para la fabricacion de los componentes de este kit se han analizado y se han encontrado no
reactivas para la presencia de HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 y anti-HIV-2. Sin embargo, visto que ninglin método de anélisis puede asegurar que
los agentes patdgenos estén ausentes, todo el material de origen humano se debera considerar potencialmente infeccioso y manipularlo como
tal.

6. NORMAS DE SEGURIDAD

No coma, beba, fume o se maquille durante la ejecucidn del ensayo. No pipetee
las soluciones con la boca.

Evite el contacto directo con el material potencialmente infeccioso usando batas de laboratorio, gafas de proteccion y guantes desechables.
Lavese cuidadosamente las manos al terminar el ensayo.

Evite salpicaduras o formacion de aerosoles. En caso de que esto sucediera, cada gota de reactivo se debe eliminar con una solucién de
hipoclorito sédico al 5% y el medio utilizado se debera tratar como materia! residuo potencialmente infeccioso.

Todas las muestras, los reactivos bioldgicos del kit y los materiales usados para efectuar el ensayo se deben considerar capaces de transmitir
agentes infecciosos; por lo tanto los residuos se deberan eliminar de acuerdo con las reglamentaciones de las agencias autorizadas que tengan
jurisdiccidn sobre el laboratorio, y con las normativas de cada pais. El material de-sechable debera ser incinerado; los residuos liquidos deberan
ser descontaminados con una solucién de hipoclorito sédico a una concentracion final del 5% durante media hora como minimo. Cualquier
material que pueda ser reutilizado debera ser tratado en autoclave con un tratamiento de exceso {overkilf) (USP 24, 2000, p. 2143).
Generalmente se considera que una hora a 121°C es un tiempo de esterilizacion adecuado; sin embargo se recomienda a cada usuario que
verifique la eficacia del ciclo de descontaminacidn mediante una validacion inicial y el uso rutinario de indicadores bioldgicos. Los reactivos que
contienen ProClin® 300 se clasifican como irritantes segun las Directivas Europeas aplicables: R 43 - Posibilidad de sensibilizacion en contacto
con la piel. S 24 - Evitese el contacto con la piel. S 37 - Usense guantes adecuados. S 60 - Eliminense el producto y su recipiente como residuos
peligrosos.
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7. PREPARACION DEL INTEGRAL DE REACTIVOS
Observe escrupulosamente las siguientes precauciones importantes para manipular los reactivos:
Resuspension de las particulas magnéticas

Las particulas magnéticas deben estar completamente resuspendidas antes de colocar el integral en el instrumento. Siga los pasos Indicados a
continuacion para garantizar la suspension completa de las particulas:

Antes de quitar la proteccidn de los contenedores, gire hacia adelante y hacia atras la ruedecilla dentada situada por debajo del contenedor de
las particulas magnéticas hasta que la suspension adopte una coloracidon morena. Agite horizontaimente el integral de reactivos con delicadeza
y sumo cuidado para favorecer la suspension de las particulas magnéticas (evite la formacion de espuma). Controle visualmente el fondo del
contenedor de las particulas magnéticas para cerciorarse de que no hayan quedado particulas magnéticas sedimentadas. Seque con sumo
cuidado la superficie de cada pared para eliminar el liquido residual. Si es necesario, repita el procedimiento hasta la completa resuspension
de las particulas magnéticas.

Formacion de espuma en los reactivos

Para garantizar las mejores prestaciones del integral, se recomienda evitar la formacién de espuma en los reactivos. Observe las
recomendaciones siguientes para evitarla:

Antes de usar el integral, controle visualmente los reactivos, especialmente los calibradores (situados en la segunda y tercera posicion del
integral, después del contenedor de las particulas magnéticas) para excluir la presencia de espuma. Si se observa la presencia de espuma
después de la resuspension de las particulas magnéticas, coloque el integral en el instrumento y deje que se disuelva la espuma. El integral
estd listo para el uso cuando se ha dejado descansar en el instrumento, las particulas magnéticas han sido mantenidas en agitacion automatica
y se ha disuelto la espuma.

Cargar el integral en el area de los reactivos del instrumento Instrumentos
LIAISON»

- Coloque el integral de reactivos en el area de los reactivos del instrumento con la etiqueta de los cddigos de barras si
tuada a Ea izquierda y déjelo agitar durante 30 minutos antes del uso. Durante este tiempo las particulas magnéticas
seran mantenidas en agitacidon automaticamente para garantizar una resuspension completa.

- Hagase referencia al manual operativo del instrumento para cargar las muestras e iniciar el ensayo.
1
Instrumentos LIAISON " XL

- El instrumento LIAISON® XL esta dotado de un dispositivo magnético interno que favorece la dispersién de las micropar-
ticulas antes de colocar un integral de reactivos en el drea de los reactivos del instrumento. Hagase referencia al manual
operativo del instrumento para los detalles técnicos.

a. Coloque el integral de reactivos en la ranura especifica.

b. Deje descansar el integral de reactivos en el dispositivo magnético por al menos 30 segundos (hasta varios minutos).
Si es necesario, repita la operacion.

- Luego coloque el integral de reactivos en el drea de los reactivos del instrumento con la etiqueta situada a la izquierda y déjelo agitar
durante 15 minutos antes del uso. Durante este tiempo las particulas magnéticas seran mantenidas en agitacion automaticamente para
garantizar una resuspension completa.

- Hagase referencia al manual operativo del instrumento para cargar las muestras e iniciar el ensayo.

8. CONSERVACION Y ESTABILIDAD DEL INTEGRAL DE REACTIVOS

- Sellado: Estable a 2-8°C hasta la fecha de caducidad.

- Abierto en el instrumento o a 2-8°C: Estabilidad minima cuatro semanas.
Después de este intervalo de tiempo, se puede seguir usando el integral de reactivos, siempre que los controles permanezcan dentro de los
limites esperados.

- Use siempre el mismo instrumento LIAISON® para un integral de reactivos ya abierto.

- Use las gradillas suministradas con el instrumento LIAISON® para la conservacion del integral de reactivos en posicion vertical.

- No congele.

- Mantenga el integral de reactivos en posicion vertical durante la conservacién para facilitar la resuspensién de las particulas magnéticas.
- Mantenga protegido de la luz directa.

9 RECOGIDAY PREPARACION DELAS MUESTRAS

El ensayo se puede efectuar en muestras de suero o plasma humano. Se pueden utilizar anticoagulantes como el citrato, el EDTA y fa heparina.
Recoja la sangre mediante puncion venosa, déjela coagular y separe el suero del coagulo lo antes posible. Clarifique por filtracién o
centrifugacidn antes del ensayo las muestras que presenten material en suspension, opalescencia, iipemia o residuos eritrocitarios. No use
muestras fuertemente hemolizadas o lipémicas, ni muestras que presenten material suspendido o evidente contaminacién microbiana.
Elimine las eventuales burbujas de aire que pueda haber antes del ensayo. Si el ensayo se lleva a cabo dentro de los siete dias sucesivos a la
recogida, las muestras se pueden conservar a 2-8°C. En caso contrario, se deben subdividir en alicuotas congeladas a -20°C o a temperaturas
inferiores. Si las muestras han sido descongeladas, agitelas con cuidado antes de realizar el ensayo. Ocho muestras de diferente reactividad se
han conservado durante siete dias a 2-8°C y se han sometido a cuatro ciclos de congelacidon y descongelacion. Los resultados no han
presentado diferencias significativas. El volumen minimo de muestra necesario es 230 jiL (80 Ji.L de muestra + 150 \xL de volumen muerto).

119



10. CALIBRACION

El ensayo de los calibradores especificos contenidos en el integral de reactivos permite ajustar la curva predefinida memo-rizada por el
fabricante en las unidades relativas de luz (RLU = relative light units) detectadas. Con una solucién de los calibradores es posible realizar cuatro
calibraciones. La calibracidn debe realizarse en triplicado cada vez que se verifique al menos una de las siguientes condiciones:

- Se usa un nuevo lote de integral de reactivos o un nuevo lote de reactivos starter.

- La calibracién anterior fue realizada mas de dos semanas antes.

- Elinstrumento ha sufrido una intervencidn de asistencia técnica.

- Los valores de los controles estan fuera de los rangos esperados.

Instrumentos LIAISON*: Los valores de los calibradores estan almacenados en los cddigos de barras de la etiqueta del integral. Instrumentos
LIAISON* XL: Los valores de los calibradores estan almacenados en el Tag para identificacion de radiofrecuencia (Radio Frequency
IDentification transponder, RFID Tag).

11. PROCEDIMIENTO OPERATIVO
Para obtener unas prestaciones analiticas ideales hay que respetar estrictamente las instrucciones del manual operativo del instrumento.

Instrumentos LIAISON®. Cada parametro del test es identificado mediante el cédigo de barras en la etiqueta del integral de reactivos. Si la
etiqueta del cddigo de barras no se puede leer, el cartucho no se debe utilizar y se tiene que tirar. Hagase referencia al manual operativo del
instrumento para una informacion mas detallada.

Instrumentos LIAISON» XL. Cada pardmetro del test es identificado mediante informaciones codificadas en el Tag para identificacién de
radiofrecuencia (Radio Frequency IDentification transponder, RFID Tag) en el integral de reactivos. Si el RFID Tag no se puede leer, el cartucho
no se debe utilizar y se tiene que tirar. Hagase referencia al manual operativo del instrumento para una informacion mas detallada. El
instrumento realiza las operaciones siguientes:

Distribuye el diluyente de muestras, las particulas magnéticas recubiertas y el conjugado en el médulo de reaccion.
Distribuye calibradores, controles o muestras.

Incuba.

Lava con el liquido de lavado.

Afade los reactivos starter 1y 2 y mide la luz emitida.

ghwNE

12. CONTROL DE CALIDAD

Los controles LIAISON® se deben analizar individualmente para evaluar ias prestaciones del test. El control de calidad se debe realizar
analizando los controles LIAISON® Treponema Screen

(a) por io menos una vez por cada dia de trabajo,

(b) cuando se usa un nuevo integral de reactivos,

(c) cuando se calibra el Kit,

(d) cuando se usa un nuevo lote de reactivos starter,

(e) cuando se determina la adecuacion de las prestaciones del integral de reactivos abierto con mas de cuatro semanas de anterioridad, o
segun las disposiciones legislativas y las reglamentaciones vigentes en cada pais.

Los valores de los controles tienen que estar comprendidos entre los rangos esperados: cada vez que uno o ambos valores estén fuera de los
rangos esperados habra que volver a efectuar la calibracién y probar de nuevo los controles. Si los valores experimentales de los controles
estén de nuevo fuera de los rangos predefinidos después de la calibracion, habra que repetir el test usando un frasco de control no abierto. Si
los valores de los controles estén fuera de los rangos esperados, los resultados de las muestras no deben ser notificados.

Las prestaciones de otros controles se deben evaluar para asegurar su compatibilidad con este test antes del uso. Por lo tanto es indispensable
establecer los intervalos de los valores de los materiales usados para el control de calidad.

13. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

El instrumento calcula automaticamente los niveles de anticuerpos totales anti-Treponema pallidum expresados en valor de indice y clasifica
los resultados. Hagase referencia al manual operativo del instrumento para una informacidon mas detallada. Los calibradores y los controles
pueden dar unos resultados de concentracién o de unidades relativas de luz (RLU) distintos en LIAISON® y LIAISON® XL, pero los resultados de
los pacientes son equivalentes.

Ei valor limite que discrimina entre la presencia y la ausencia de anticuerpos totales anti-Treponema pallidum tiene un valor de indice 1. Los
resultados de las muestras deben ser interpretados como sigue:

Las muestras con niveles de anticuerpos anti-Treponema pallidum por debajo de un valor de indice 0,9 se deben clasificar negativas.

Las muestras con niveles de anticuerpos anti-Treponema pallidum entre un valor de indice 0,9 y 1,1 se deben clasificar dudosas. Se recomienda
repetir el test de las muestras dudosas para confirmar el primer resultado. Si una muestra es positiva al segundo test, se considerard positiva. Si
una muestra e$ negativa al segundo test, se considerard negativa. Si el resultado es repetidamente dudoso, habrd que recoger y ensayar una
segunda muestra después de una semana por lo menos. Las muestras con niveles de anticuerpos anti-Treponema pallidum iguales o por
encima de un valor de indice 1,1 se deben clasificar positivas.
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Un resultado negativo para anticuerpos totales anti-Treponema pallidum indica generalmente que no se ha desarrollado una infeccién, pero
no excluye con seguridad una sifilis aguda, porque la infeccién puede estar en una fase muy precoz y el paciente puede no haber sintetizado
todavia los anticuerpos especificos anti-Treponema pallidum, o bien porque los niveles de anticuerpos no se pueden determinar. Si se
sospecha que el paciente haya estado expuesto a Treponema pallidum, aunque el ensayo de los anticuerpos sea negativo o dudoso, habré que
recoger y ensayar una segunda muestra durante el curso de la infeccién.

Un resultado positivo para anticuerpos totales anti-Treponema pallidum indica generalmente que el sujeto ha estado expuesto a Treponema
pallidum (infeccidn aguda o pasada). Sin embargo, una Unica muestra puede sélo ayudar a estimar el estado seroldgico del sujeto.
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14. LIMITACIONES DEL ENSAYO

El test permite detectar la presencia de anticuerpos totales anti-Treponema pallidum tanto durante una infeccién reciente como durante una
pasada, pero no es capaz de discriminar entre las diferentes clases de anticuerpos. La deteccién de los anticuerpos totales anti-Treponema
pallidum puede indicar una infeccidn reciente, pasada o tratada con éxito: por lo tanto, el test no discrimina entre sifilis activa y tratada y no
puede utilizarse para determinar la eficacia del tratamiento terapéutico.

El test LIAISON® Treponema Screen puede suministrar resultados positivos que en cambio son negativos con los test no treponémicos (VDRL,
RPR), porque detecta los anticuerpos anti-Treponema pallidum que persisten para siempre. Los test RPR suministran generalmente resultados
negativos en la infeccion pasada, porque detectan los anticuerpos heterdfilos, que estan presentes sélo en la fase precoz de la infeccion. Los
resultados del kit no han sido validados en las muestras de pacientes con HIV.

Para obtener resultados fiables es necesario atenerse estrictamente a las instrucciones de utilizacién y poseer una adecuada técnica manual.
La contaminacién bacteriana de las muestras o la inactivacién mediante calentamiento pueden modificar los resultados del anélisis.

Los resultados del test se muestran de manera cualitativa como positivos o negativos para la presencia de anticuerpos totales anti-Treponema
pallidum. Sin embargo, el diagndstico de una enfermedad infecciosa no se debe formular en base al resultado de un solo ensayo, sino que éste
se debe validar con otras pruebas clinicas, procedimientos diagndsticos y con la opinién del médico. Por lo tanto, para efectuar un diagndstico
preciso es necesario tomar en consideracion la anamnesis, la sintomatologia y los datos seroldgicos de los pacientes. De todas formas, los
resultados del test se deben interpretar con cautela en los individuos inmunocomprometidos porque en estos casos la respuesta anticorpal
estd deprimida. Los integrales no deben utilizarse con los dos tipos de instrumentos (LIAISON® y LIAISON® XL). Cuando se ha usado un integral
con un tipo de instrumento éste debe continuar a usarse siempre en dicho instrumento hasta que se termine. Por cuestiones de posibilidad de
rastreo que derivan de esta declaracidn, es necesario terminar el seguimiento de los pacientes con el mismo tipo de instrumento (LIAISON® o
LIAISON® XL), sin efectuar intercambios ni desplazamientos.

15. PRESTACIONES METODOLOGICAS DEL KIT
15.1. Especificidad analitica

La especificidad analitica se define como la capacidad que tiene el test para detectar exactamente el anallto ante la presencia de factores
potencialmente interferentes en la matriz de la muestra (por ejemplo, anticoagulantes, hemolisis, efectos de tratamientos de la muestra) o de
reacciones cruzadas con anticuerpos potencialmente interferentes. Interferencias. Estudios controlados sobre los factores potencialmente
interferentes han demostrado que las prestaciones del test no estan influenciadas por anticoagulantes (citrato sédico, EDTA, heparina),
hemolisis (hasta 1000 mg/dL de hemoglobina), lipemia (hasta 3000 mg/dL de triglicéridos), bilirrubinemia (hasta 20 mg/dL de bilirrubina) o por
los ciclos de congelacion y descongelacion de las muestras.

Reacciones cruzadas. Por norma, la presencia de anticuerpos potencialmente interferentes no interfiere en el ensayo. Los anticuerpos
estudiados han sido: (a) inmunoglobulinas dirigidas contra varios agentes etioldgicos - como hCMV, EBV, VZV, virus de la rubéola, Borrelia
burgdorferi, Treponema denticola, Toxoplasma gondii - (b) anticuerpos anti-nucleares (ANA) y factor reumatoide (inmunoglobulinas anti-Fc).

15.2. Precision con los instrumentos LIAISON®

La repetibilidad y la reproducibilidad del ensayo (es decir las variaciones intra-ensayo e inter-ensayo) han sido determinadas utilizando las

muestras de referencia en diferentes concentraciones de analito. La variabilidad observada no ha dado lugar a una clasificacion errénea de las
muestras.

Repetibilidad. Para evaluar la repetibilidad se han analizado veinte replicados en la misma sesion analitica.

Repetibilidad A B C D
Numero de determinaciones 20 20 20 20
Media (valor de indice) 0,13 8,17
Desviacién estandar Coeficiente 0,02 0,22
de variacion (%) 13,1 2,6 51,48 58,53

Treponema-esfm
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Reproducibilidad. Para evaluar la reproducibilidad se han analizado varios replicados en dias diferentes (una o dos sesiones analiticas al dia)
utilizando tres lotes diferentes de integral. Los ensayos se realizaron en dos sitios, en el laboratorio donde se desarroll6 el kit y en un
laboratorio independiente. Los resultados se refieren a los grupos de pacientes tomados en consideracién; no se trata de prestaciones
garantizadas porque pueden existir diferencias entre los diferentes laboratorios.

Reproducibilidad SITIo 1 SITIO 2
E F G H E F G H
LOTE Nr. 01 20 20 11,02 20 20 56,45 11 11 11 11
40,20 47,00 57,47
Numero de determinaciones 0,18 9,40 26,90 61,00 0,15 12,50 41,68 42,40
0,14 12,80 46,70 0,10 66,70
i indi 0,20 121 5,9 0,19 11,2
Media (valor de indice) ’ 4 ’ 11,30 38,10
10,8 73 15,4 ’
LOTE Nr. 02 20 2012,24 20 20 56,20 11 11 11 40,00 11 57,36
0,13 0,09 11,00 38,08 49,00 36,70 50,70
Numero de determinaciones 0,2639,2 13,90 33’%8 62,30 0,07 13,15 43,00 64,00
’ 0,05 0,09
Media (valor de indice) 6,3 g5 59 21,9 11,90 7,9 6,3
LOTE Nr. 03 20 2012,60 20 20 54,45 11 11 11 38,85 11 55,80
0,06 0,04 11,40 40,83 47,30 33,70 49,70
Numero de determinaciones 0,1024,7 13,50 ig'gg 61,30 0,03 12,57 42,30 62,00
’ 0,03
12,1 Y
Media (valor de indice) 3.7 8,4 0(30(? 11,10 5.1 6,6

15.3. Precision con los instrumentos LIAISON®XL

La repetibilidad y la reproducibilidad del ensayo (es decir las variaciones intra-ensayo e inter-ensayo) han sido determinadas utilizando las
muestras de referencia en diferentes concentraciones de analito. La variabilidad observada no ha dado lugar a una clasificacion erréonea de las
muestras.

Repetibilidad. Para evaluar la repetibilidad se han analizado veinte replicados en la misma sesion analitica.

Repetibilidad 1 2 3 Control positivo
Numero de determinaciones 20 20 20 20
Media (valor de indice) 0,565 3,07 3,99 11,1
Desviacion estandar 0,051 0.056 0.082 0.34
Coeficiente de variacion (%) 9.1 1.8 2,0 3,0
Valor minimo 0,492 2,99 3,80 10,5
Valor maximo 0,656 3,19 4,12 11,6

Reproducibilidad. Para evaluar la reproducibilidad se han analizado veinte replicados en dias diferentes (una o dos sesiones analiticas al dia).

Reproducibilidad 1 2 3 Control positivo
Numero de determinaciones 20 20 20 20
Media (valor de indice) 0,328 2,91 3,78 10,5
Desviacion estandar 0.053 0.10 0.12 0.47
Coeficiente de variacion (%) 16,0 3,6 3,2 4,5
Valor minimo 0,216 2,77 3,56 9,89
Valor maximo 0,422 3,17 4,06 11,2

15.4. Efecto gancho con altas concentraciones

Cuando se ensayen muestras que contengan unas concentraciones de anticuerpos sumamente elevadas con un método
sandwich con una Incubacidn, se pueden obtener unos niveles aparentes de anticuerpos inferiores al nivel real por efecto
gancho.

La presencia de un efecto gancho ha sido evaluada analizando cuatro muestras positivas para anticuerpos totales anti-Tre-
ponema pallidum con alto titulo. Todas las muestras han presentado unos valores de concentracidn por encima del intervalo

de ensayo, como se espera de las muestras con alto titulo, Indicando que la clasificacion de las muestras es correcta.
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15.5. Especificidad y sensibilidad diagndsticas

La especificidad y la sensibilidad diagnodsticas han sido evaluadas analizando 3690 muestras provenientes de diversas poblaciones. Las
muestras han sido examinadas con diferentes métodos de comparacion y se ha empleado la regla del consenso general y los datos clinicos y
seroldgicos para establecer los resultados esperados. Los resultados globales son los que siguen; los resultados detallados se indican mas
abajo.

Especificidad diagndstica: 99,91% (3506/3509) - intervalo de confianza al 95%: 99,75-99,98%. Sensibilidad
diagnostica: 99,40% (167/168) - intervalo de confianza al 95%: 96,73-99,98%.

DONANTES DE SANGRE. En 2494 muestras provenientes de una poblacidn de donantes no seleccionados, 2491 muestras fueron negativas, una
muestra fuera dudosa y dos muestras fueron positivas. La especificidad diagndstica fue de 99,92% (2491/2493), calculada después de excluir el
resultado dudoso (intervalo de confianza al 95%: 99,71-99,99%). MUESTRAS CLINICAS. Se analizaron 131 muestras recogidas de pacientes en
diferentes fases de la enfermedad (7 en fase primaria, 31 en fase secundaria, 77 con sifilis latente, 5 con sifilis cardiovascular, 6 con neurosifilis
y 5 con sifilis con-génita) utilizando los test comerciales como RPR, TPHA, ensayo inmunoenzimatico y test Western blot preparado dentro del
laboratorio. Las muestras fueron luego evaluadas con el test LIAISON® Treponema Screen. Seis muestras fueron clasificadas dudosas y por
consiguiente, excluidas, porque los test de comparacion no concordaban. De las 125 muestras clasificadas positivas, 125 fueron positivas con
el test LIAISON® Treponema Screen. La sensibilidad diagndstica fue de 100% (125/125), calculada una vez excluidos los resultados dudosos
(intervalo de confianza al 95%: 97,09-100%). REACCIONES CRUZADAS. También se analizaron 65 muestras potencialmente interferentes: de
éstas, 30 proporcionaron resultados positivos para anticuerpos anti-Borre//a burgdorferi, 10 proporcionaron resultados positivos para
anticuerpos anti-EBV, 10 proporcionaron resultados positivos para anticuerpos anti-Sfrepfococcus fi-haemoliticus y 15 proporcionaron resul-
tados positivos para anticuerpos anti-Treponema denticola. Todas las muestras potencialmente interferentes fueron negativas con el test
LIAISON® Treponema Screen.

MUESTRAS PROSPECTIVAS. Se analizaron 1000 muestras provenientes de la rutina de laboratorio con resultados seroldgicos correlativos
(ensayo inmunoenzimatico y test Western blot preparado en el laboratorio). Los test de comparacién no concordaron en cinco resultados que
fueron clasificados dudosos. Considerando como seguros los resultados suministrados por el ensayo inmunoenzimatico y el test Western blot
combinados, la especificidad diagndstica fue de 99,89% (950/951 -intervalo de confianza al 95%: 99,42-100%) y la sensibilidad diagndstica fue
de 97,67% (42/43 - intervalo de confianza al 95%: 87,71-99,94%), calculadas una vez excluidos los resultados dudosos.
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LIAISON® Control Treponema Screen (310841)

1. FINALIDAD DEL ENSAYO

Los controles LIAISON® Treponema Screen (negativo y positivo) deben ser usados en los inmunoensayos de quimioluminis-cencia (CLIA)
LIAISON® para verificar la fiabilidad de los ensayos. Las prestaciones metodoldgicas de los controles LIAISON® Treponema Screen no son
definidas con otros ensayos o instrumentos automaticos diferentes que LIAISON® y LIAISON® XL. Instrumentos LIAISON®. El certificado de
analisis contiene informaciones especificas sobre el lote de los controles, que debe introducirse manualmente en el software del instrumento
antes de cargar los frascos de los controles en el instrumento. Hagase referencia al manual operativo del instrumento para una informacion
mas detallada.

Instrumentos LIAISON® XL. Los codigos de barras del certificado de andlisis contienen informaciones especificas sobre el lote de los controles y
deben ser leidos por el lector manual de los cédigos de barras del instrumento LIAISON® XL antes de cargar los frascos de los controles en el
instrumento. Hagase referencia al manual operativo del instrumento para una informacién mds detallada.

2. MATERIALES SUMINISTRADOS

Control negativo (2 x 2,0 mL) Suero/plasma humano no reactivo para anticuerpos anti- Treponema pallidum, estabilizado en
tampon TRIS, 0,2% ProClin® 300 y conservantes.

Control positivo (2 x 2,0 mL) Suero/plasma humano reactivo para anticuerpos anti-Treponema pallidum, estabilizado en
tampdn TRIS, 0,2% ProClin® 300, conservantes y un colorante amarillo inactivo.

Todos los reactivos se suministran listos para su uso. El intervalo de las concentraciones para cada control esta impreso en el certificado de
andlisis e indica los limites definidos por DiaSorin para los valores de los controles obtenidos con test fiables. Cada laboratorio es responsable
de adoptar limites diferentes para cumplir exigencias especificas.

3. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

- Sdlo para uso diagndstico in vitro.

- Los controles no son especificos para lote de kit. Se pueden intercambiar también con lotes diferentes de integral de reactivos.

- Todos los materiales utilizados para la fabricacion de los componentes de este kit se han analizado y se han encontrado no reactivos para la
presencia de HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 y anti-HIV-2. Sin embargo, visto que ningln método de andlisis puede asegurar que los agentes
patégenos estén ausentes, todo el material de origen humano se deberd considerar potencialmente infeccioso y manipularlo como tal.

- Observe las precauciones necesarias para la manipulacién de los reactivos de laboratorio.

- Los residuos deben eliminarse de acuerdo con la reglamentacion local.

4. NORMAS DE SEGURIDAD

No coma, beba, fume o se maquille durante la ejecucién del ensayo. No pipetee
las soluciones con la boca.

Evite el contacto directo con el material potencialmente infeccioso usando batas de laboratorio, gafas de proteccidn y guantes desechables.
Lavese cuidadosamente las manos al terminar el ensayo.

Evite salpicaduras o formacién de aerosoles. En caso de que esto sucediera, cada gota de reactivo se debe eliminar con una solucién de
hipoclorito sédico al 5% y el medio utilizado se deberd tratar como material residuo potencialmente infeccioso.

Todas las muestras, los reactivos bioldgicos del kit y los materiales usados para efectuar el ensayo se deben considerar capaces de transmitir
agentes infecciosos; por lo tanto los residuos se deberdn eliminar de acuerdo con las reglamentaciones de las agencias autorizadas que tengan
jurisdiccion sobre el laboratorio, y con las normativas de cada pais. Los reactivos que contienen ProClin® 300 se clasifican como irritantes segun
las Directivas Europeas aplicables: R 43 - Posibilidad de sensibilizacién en contacto con la piel. S 24 - Evitese el contacto con la piel. S 37 -
Usense guantes adecuados. S 60 - Eliminense el producto y su recipiente como residuos peligrosos.

5. CONSERVACION Y ESTABILIDAD

En el momento de su llegada, los controles se deben mantener a 2-8°C en posicidn vertical para evitar el contacto de la solucién con la tapa
del frasco. No congele. Si los controles se conservan sellados y en posicidn vertical, ellos son estables a 2-8°C hasta la fecha de caducidad.
Después de la apertura, los controles son estables durante dos semanas si se conservan refrigerados a 2-8°C entre dos usos sucesivos. Evite la
contaminacidn bacteriana de los controles. Los controles no se deben usar pasada la fecha de caducidad indicada en las etiquetas de los
frascos.

6. PREPARACION DE LOS REACTIVOS

- Coloque los frascos de los controles en las gradillas C del instrumento LIAISON®. Con una solucién de control es posible realizar por lo
menos 20 test.
- Elvolumen minimo de control necesario es 480 nL (80 |xL de control + 400 \JLL de volumen muerto).

- En el momento del uso, acondicione los controles a temperatura ambiente (20-25°C) antes de la apertura de los frascos y déjelos en el area
de las muestras del instrumento sélo durante el tiempo requerido para realizar el test de control de calidad.

- Después del uso, tape los frascos lo antes posible y manténgalos a 2-8°C en posicion vertical.
- Durante la manipulacion de los controles, adopte las precauciones necesarias para evitar la contaminacién microbiana.
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7. MANIPULACION

Hégase referencia al manual operativo del instrumento para la manipulacién correcta.

8. VALORES ESPERADOS

Los intervalos de las concentraciones de anticuerpos anti-Treponema pallidum de los controles estan indicados en el certificado de analisis.
Estos se han establecido considerando la variabilidad de las sesiones analiticas respecto a la curva predefinida memorizada por el fabricante, a
fines de garantizar la precisién de los resultados analiticos y obtener indicaciones sobre la estabilidad y el deterioro de los reactivos. Si los
valores experimentales de los controles estan repetidamente fuera de los intervalos predefinidos, con mucha probabilidad, el ensayo se ha
llevado a cabo de forma incorrecta.
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