Actualizacion en el diagndstico de la sffilis
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RESUMEN

El diggnostico de la sifilis depende del cuadra clinico, In evaluacidn de las le-
siones y de Tas pruebas seroidgicas. Las pruebas seroldgicas son treponémicas y
no treponémicas. Las pruebas no treponémicas son empleadas como ramizaje
ylas pruebas treponémicas, como confirmatorias. Se consideraba hasta hace
pocos adios tres pruebas treponémicas estdndar, FTA-ABS (fluorescent
treponemal antibody absorption test), FIA-ABS de doble coloraciony MHA-
TP (microhemaglurinacion), las que usan al T. pallidum camo antigens y se
basan en la deteccion de anticuerpos contra cotnponentes treponémicos. Las
pruebas treponémicas se usan para verificar la reactividad de las pruebas no
treponémicas, pueden ser usadas para confirmar una sespecha con evidencia
clinica de sifilis, como ocurre en la sifilis tardia, y cuando las pruebas no
treponémicas sorn no reactivas. Pero, las pruebas treponémicas son técricamente
mds dificiles y costosas que las pruebas no treponémicas y algunas veces no se
pueden usar para monitorear el tratamiente. Actualmente se realizan gene-
ralmente tres o mds ensayos siwudvdneos, para el diagndstico seroldgico de la
sifilis. La tecnologia de ADN recombinante ha permitido Ia purificacidn de
antigenas treponéricos como el TpN15, TpN17, TpN47 y TmpA, su clong-
cidn y expresion, que han llevado al desarrollo de pruekas de anticuerpos
treponémicos de nueva generacién como el enzimeinmunoensayos (EIA}, el
Western blot (WB), y la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR), Los EIA
son muy apropiados para procesar grandes voltimenes de muestras, porque pue-
den ser auromatizados, y obtenerse una lectura ebjetiva generande reportes
electronicamente, con lo que se reduce los errores en la trascripceion de datos. El
EIA especifico para IgM contra treponema no detecta sifilis tardin, ademds no
debe usarse como tamizaje. Sin embargo en la sifilis temprann, Ia prueba que
detecta IgM especifico, es la ms sensible. EWB treponémico, se ha desarrollado
conie una alternativa a las priebas FTA-ABS 0 MHA-TP para la confirmacidn
del diagndstico de I stfilis. WB se puede usar para detectar tanto IgG como JgM.
En los thitimos aos, se han desarrollado nuevas pruehas basadas en la amplifi-
cacidn de ADN de T. pallidum y la PCR ha incrementado su sensibilidad para
detectar T. pallidum a menos de 10 microorganismos, pero es ain una técnica
quie se realiza bdstcamente en laborarorios de investigacidn.
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ANTECEDENTES HISTORICOS

Se proponen hasta tres teorias para el origen de lassifilis: la teo-
ria del nuevo mundo, que propone que la sifilis era endémica
en la zona actualmente conocida como Haiti y que fue llevada
al viejo mundo por Cristébal Colén; la teoria del viejo mundo
o precolombina que afirma que la sifilis provenia del Africa cen-
tral, yllegé a Europa mucho antes que Coldn llegaraa América
v la teoria unitaria, que sostiene que todas las infecciones por
treponema eran una sola entidad clinica, y sus manifestacio-
nes variaban de acuerdo a condiciones del medio ambiente,
como el clima. Lo que si estd muy claro es que para 1495 la si-
filis era epidémica en Europa, y que llegé a otros paises como
la India en 1498,a la China en 1505 y a Japon en 1569.

Durante el Renacimiento esta enfermedad tuvo varios nombres,
como la gran maldicién (en inglés: the great pox), enfermedad
venérea, enfermedad francesa o Morbus gallicus, enfermedad ita-
liana, espafiola, alemana o polaca. Lo cierto es que ningun pais
aceptaba ser el origen de la nueva plaga y cada cual la adjudicaba
a sus enemigos, para los turcos, por ejemplo, era la enfermedad
de los cristianos. El término enfermedad francesa o Morbus
gallicus fue el mds aceptado en esa época, hasta que en 1530 ¢l
poetaitaliano, Girolamo Fracastoro (1483-1553}, que ademds era
astrénomo, botdnico, matematico y fildsofo, escribié un poema
denominado “Syphilis sive morbus gallicus, que se traduce como
‘Sifilis y la enfermedad francesa’; trataba de un pastor lamado
Sifilis, que fue afectado por la enfermedad Morbus gallicus. Como
era de esperarse, ripidamente se acepté el nuevo término para
esta enfermedad, por que no se afectaba el buen nombre de las
nacienes, Fracastoro, en 1546, escribié ‘De contagione et conta-
giosis morbis et curatione, donde formuld tres formas de trans-
mision para esta enfermedad, una forma directa entre humanos
al igual que la sarna y la lepra, una forma indirecta a través de
objetos como ropa o a través de animales yla tercera en que estos
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gérmenes eran atrafdos por los humores o por la pestilencia.

Segtin John Hunter {1728-1793}, la sifilis y la gonorrea eran
una sola enfermedad yno fue hasta 1838, que Philippe Ricord
demostr6 que cran entidades diferentes; ademas propuso cla-
sificar la sifilis en primaria, secundaria y terciaria. Los prime-
ros modelos animales corresponden a 1903, y fue Ilya llich
Metchnikoff y Pierre Roux quienes transmitieron el agenle
causal delasifilis a chimpancés, segin ellos éste era unvirus,y
lograron la trasmisién de la enfermedad entre primates, poco
después dos investigadores italianos inocularcn el germen en
testiculos y escrote de conejos

Fueron Fritz Schaudinn y Paul Hoffman, microbidlogos ale-
manes, quienes en 1905 realizaron las primeras observaciones
al microscopio del Treponema pallidum, con coloracién de
Giemsa modificada y demostraron que la espiroqueta era el
agente causal de la sifilis. Un afio después August von
Wassermann, patdlogo alerndn, modificé la técnica de fijacién
del complemento, utilizando higados de recién nacidos falle-
cidos por sifilis, que luego se conocid coma la reaccién de
Wassermann. En 1906, se le atribuye a Karl Landsteiner y a
Viktor Mucha el desarrollo de la microscopia de campo oscu-
ro. Landsteinef también demostré que en la reaccion de
Wassermann se podian usar otros tejidos, especialmente cora-
z6n bovino, luego se le afiadio a la técnica original de
Wassermann, colesterol y lecitina para incrementar lasensibi-
lided de los antigenos. En 1912 Nichols y Hough aislaror el
Treponema pallidum, subespecie pallidum dei liquido cefalo-
rraquideo (LCR) de un paciente con neurosffilis y lo inocula-
ron en testiculos de.conejos adultos, logrando mantener esta
cepa viable, la que se denomin cepa Nichols. En 1922 Kahn
desarrollé un test de floculacién que no requeria complemen-
to y podia observarse microscépicamente en pocas horas®.
Fuereciénen 1941, que Mary Pangborn purifict la cardiolipina
del corazén bovine, mediante repetidas precipitaciones con
cloruro de bario, ésta se mezcla con colesterol y lecitina para
forma un antigeno estable usado en lz deteccién de anticuer-
pos contra la sifilis, Lo que permitié el desarrollo dela prueha
de VDRLY,

Nelson y Mayer desarrollaron en 1949, la primera prueba con
anticuerpo treponéniico, denominada prueba de inmoviliza-
cién del treponema (TPI), que usaba como antigeno la cepa
Nichols y complementc sérico parainmovilizar los treponemas
vivos, luego se observa al microscopio de campo oscuro, su
inconveniente es que es laboriosa, costosa, poco sensible y con
una especificidad del 50%. En 1953, D’Allesandroy Dardanoni
prepararon un antigeno de Treponema phagedenis, conocido
como treponeina de Reiter o cepa Reiter, un organismo no
patégeno quea diferenciadel T. pallidum subespecie pallidum,
es facilmente cultivable in vitro, Poco después en 1957, apare-
ci6la prueba deanticuerpos treponémicos fluorescentes (FTA),
esta prueba tenia el inconveniente de alto porcentaje de reac-
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ciones inespecfficas conla flora normal humana y fve modifi-
cada por Deacon y Hunter en 1962, usando un sonicado de
cultivos de espiroquetas de la cepa Reiter a los que se le remo-
vieron los antigenos comunes por absorcién, lo que lleve al
desarrollo del FTA-ABS, mds sensible y especifico. Rathleven
1965 aplicé la prueba de hemaglutinacién al estudio de la sifi-
lis, utilizando eritrocitos de carnero sensibilizados con un
ultrasonicado de la cepa Nichols, uego la técnica fue modifi-
cada con el uso de un sorbente como el usado para el FTA-ABS.
Inicialmente esta prueba se realizaba en tubo, luego evoludio-
no al uso de microvolimenes denomindndose microhema-
glutinacién para T: pallidum (MHA-TP)®.

Tante FTA-ABS, como MHA-TP tienen gran utilidad en la
actualidad, yel FTA-ABS se considerd por muchos afios la prue-
ba confirmatoria para el diagndstico de la sifilis. Fue en 1998
que se identifico el genoma completo del I. pallidum, esto ha
permitido el desarrollo de nuevas pruebas diagnésticas alta-
mente sensibles y especificas para la deteccidn de anticuerpos
o de componentes de la estructura de este microorganismo,
mediante la produccién de péptidos producidos por técricas
de ARN o ADN recombinante®.

CLASIFICACION Y ESTRUCTURA

T. pallidum es una bacteria miembro de la familia Spiro-
chaetaceae, genero Treponema, conformada por cuatro espe-
cies patégenas y seis no patdgenas; las especies patogenas son:
T. pallidum subespecie paliidum que causa la sifilis venérea; T.
pallidum subespecie endemicum, que causala sifilis endémica
o bejel; T. pallidum subespecie pertenue que produce el pian.
Antes pertenecia a este grupo el T. carateum, que producela
pinta, peto fue separado por carecer de informacién genéti-
ca. Las especies no patdgenas se encueniran en la flora nor-
mal del tracto digestivo, tracto genital y cavidad oral.

El T. pallidum tiene una estructura helicoidal sumamente fina,
de6a15 pumdelargoy0,1 a 0,2 pm de ancho. Su composicién
es 70% proteinas, 20% lipidos, y 5% carbohidratos. La por-
cién lipidica estd formada por varios fosfolipidos, dentro de
los que destaca la cardiolipina. El T. palidum se caracteriza
por tener una pared celular flexible, rodeando la pared se en-
cuentran unas pequedas microfibrillas, que presenta flagelos
denominados endoflagelos o flagelos peripldsmicos. Tapizan-

.do a la pared celular ¥ a los endoflagelos, se encuentra una

bicapa externa, similar a la estructura de las bacterias
gramnegativas. La membrana externa que rodea al flagelo
periplasmico es un complejo de peptidoglicano citoplasma-
tico yun cilindro protopldsmico. Esta membrana contiene la
mayoria de las proteinas integrales y ebundantes lipoprotei-
nas, siendo lamds antigénica la que tiene 47 kilodaltons (kDa);
se encuentra anclada por lipidos en la membrana citoplasmé-
tica. Se ha demostrade que la membrana externa del T. palk-
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dum reacciona pobremente con los anticuerpos especificos del
suero de pacientes sifiliticos, su baja antigenicidad explica la
persistencia de este mitroorganismo por largos perfodos de
tiempo'®, Su motilidad es caracteristica, consiste en unardpi-
da rotaci6n sobre su eje jongitudinal; necesita un ambiente
microaerofilico, rico en carbohidratos,un pHde 7,22 7,4, y
una femperatura de 30 a 37°C, y aiin no se ha logrado su cul-
tivo exitoso in vitro.

Con la finalidad de estandarizar la nomenclatura de los
polipéptidos identificados en T pallidum se han desarro-
llado varias nomenclaturas, Una de las mds usadas, utiliza
el prefijo TnP (de T. pallidum Nichols) seguido de la masa
molecular que posee cada una; ¢l gen que codifica cada po-
lipéptido serd: tnp {en letras mingsculas e italicas), 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 maytscula co-
rrelativa después del prefijo tpr (T. pallidum repeat) tprA,

tprB, 1prC, y asi sucesivamente hasta tprL. La familia tprse

divide en subfamilias I, I, y II1, correspondiendo a la
subfamilia I tprC, D, F, [; a la subfamilia 1 tprE, G, J; yala
subfamilia I1I tprA, B, H, K, L. Esta clasificacién estd en
refacién a la homologia del ADN.

También se ha designado a los polipéptidos flagelares, as te-
nemos los siguientes polipéptidos flagelares: TpN37a,
TpN34.5, TpN33, TpN30, TpN29, y TpN27.5, gue estén sub-
divididos en clase A y clase B en funcién a la secuencia N-ter-
minal o C-terminal de sus aminodcidos. Asi TpN37a es una
flagelina tipo A, mientras que TpN34.5, TpN33 y TpN30 son
las flagelinas FlaBl, FlaB2 y FlaB3, respectivamente y corres-
ponden al core.

Alas proteinas integrales de la membrana externa seles deno-
miné TROMP {Treponemal rare outer membrane proteins}, y
son un grupo de unas 20 protefnas denominadas principalmen-

te en funcién a su masa molecular, son las que le dan la viru-

lencia al T. pallidum y funcionan come porinas, adhesinas y
varias de ellas también como hemolisinas, Las principales pro-
teinas de lamembrana externa son las que tienen 17,28, 31,45
¥ 65 kDa de peso molecular. También son conocidas como
Tromp1 (31 kDa.}, Tromp2 (28 kDa), Tromp3 (65kDa) y TrapA
{45 kDa). De estas proteinas, son exclusivas de Ja membrana
externa, las de 28 kDa., 31 kDa, y 65kDa, ya que las de 17 kDa
y 45kDa también se encuentran ¢n la membrana interna del
cilindro protopldsmico. Las lipoproteinas identificadas son:
TpN47, TpN44.5, TpN39, TpN3s, TpN29-35, TpN24-28,
TpN17 y TpN15. Existen otras proteinas importantes como
TpN60 (GroEL o antigeno comiin) que representa el 6% del
total de proteinas del T. pallidum, TpN60 presenta reaccién
cruzada inmunoldgica con proteinas similares de una gran
variedad de bacterias™®, -

RESPUESTA INMUNE A LAS PROTEINAS DEL
T. PALLIDUM

El suero hurnano normal contiene pequeias cantidades de anti-
cuerpos reactivos contra los antigenos TpN47, TpN33 y TpN30
del 7. pallidum. En la sifilis primaria y secundaria activa se en-
cueniran anticuerpos de tipo IgM e IpG contra T. pallidum, pero
IgM disminuye en los estadios tardios y después del tratamiento.

Mediante WB de antigenos reconocidos por el suero sifilitico,
s¢ ha demostrado que el grado de reactividad es proporcional
a Ia duracién de los sintomas, En un modelo en conejos dela
infeccién por T. pallidum, se ha observado la presencia de lin-
focitos reactivos en el bazo, 3 a 6 dias después de la infeccién,
Esta alta respuesta especifica al antigeno se mantiene desde el
décimo dia hasta los 2 afos después de la infeccién, y
correlaciona con la infiltracién mononuclear progresiva en el

- sitio primario de la infeccién. En el sexto dia hay respuesta

celular a las proteinas de 37 y 30 kDa, en el décimo dia hay res-
puestaalasde 35,33y 14 kDa, esta respuesta se mantiene hasta

el séptimo mes. En humanoslaaparicion de células periféricas

reactivas a T. pallidum ocurre durante la sifilis tardia. Median-
teelectroforesis de alta resolucién SDS-PAGE {Sodium dodecy!
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis), se ha demostrado
queel T. pallidum posee unos 30 antigenos y mediante electro-
foresis bidimensional se ha demostrado la presencia de cerca
de 60 antigenos, de estos de mayor importancia por su utili-
dad diagnostica son las de 47, 37, 35,33, 30, 17 y 15 kDa,

En modelos humanes in vive, mediante inoculacién intradér-
mica de lipoproteinas de T. pallidum, se analiz6 las células de
lasampollas producidas mediante citometria de flujo, para de-
terminar el infiltrado celular dentro de la dermis. Se observé
quelas células T reclutadas presentaban marcadores fenotipicos
Thl. Mediante marcadores de diferenciacion celular (CD83,
CD1la), moléculas coestimultorias {CD80/CD86), y recepto-
res de quimoquinas (CXCR4 y CCR5), se determiné que el
contenido delas ampollas eran células dendriticas, particular-
mente una poblacién monacitoide altamente activada, En re-
sumen, estos estudios demuestran que los lipopéptidos
treponémicos tienen una gran capacidad de inducir inflama-
cién como la que se encuentra en las lesiones de Ja sifilis tem-
prana, estos agonistas reclutan un infiltrado celular que son
puente entre la inmunidad innata y la adquirida.

Otros investigadores estudiaron biopsias de lesiones sifilfticas
primarias y secundarias, mediante técnicas de RT-PCR (reverse
transcriptase-PCR) e inmunohistoquimica, demostrando que
elinfiltrado celular es predominantemente de macréfagosy en
segundo lugar delinfocitos, estos linfocitos son principalmente
CD4+ enchancrosy CD8+en lesiones de sifilis secundaria. Las
células queinfiltran ambos tipos de lesiones contienen ARNm
para citoguinas Thl, interleuquina-2 (IL-2), interferén gama
{TFN-g), ¢ interleuquina-12 (IL-12).
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Mediante WB, se ha observado que las muestras de suero de
pacientes con sifilis secundaria y latente tienen anticuerpos
reactivos parala mayoria de polipéptidos: TpN47, TpN44.5a,
TpN37, TpN34.5, TpN33, TpN30, TpN17 y TpNI5. Esta reac-
tividad va disminuyendo en el suero de los pacientes no trata-
dos con sifilis latente tardfa {mdas de 2 afios); sin embargo, en
sifilis tardia se mantiene alguna reactividad para anticnerpos
de tipo IgG. Cuando el tratamiento de la sffilis es exitoso, se

" observa una disminucién gradual de los anticuerpos anti-T.
pallidum, particularmente la respuesta para anticuerpos de tipo
TIgM. En conejos se ha observado quela presencia de anticuer-
pos contra el antigeno de 45 kDa. (TmpA), correlaciona con
resistencia a reinfeccién por T. pallidum®. En cuanto a la fa-
milia de genes tpr, su heterogeneidad y el hecho que no todas
las cepas de T. pallidu: expresen el mismo repertorio de genes
se cree que contribuye a la evasién inmuneldgica y ala persis-
tencia del T. pallidum; ademds se ha demostrado que las dife-
rentes cepas de T. pallidum, expresanrepertorios diferentes para
proteinas tpr. En cuanto a tprK se ha observado que es blanco
para anticuerpos opsonizantes, por lo que se sugerirfa que la
inmunizacién con tprK recombinante podria tener cierto efec-
to protectivot!,

NUEVAS PRUEBAS PARA EL DIAGNOSTICO
DE LA S[FILIS

El estudio del genoma completo del T. pallidurm yla tecnologia
de ADN recombinante, que involucra la clonacién, expresidn
y purificacién de antigenos treponémicos como TpN15,
TpN17, TpN47 y TmpA han llevado al desarrollo de pruebas
de anticuerpos treponémicos de nueva generacién, como son
las tiras inmunocromatograficas, enzimoinmunoensayos
(ETA}, Western blot (WB) y reaccién en cadena a la polimera-
sa (PCR).

PRUEBAS RAPIDAS: INMUNOCROMATOGRAFIA

Muchas de las pruebas rapidas se basan en la técnica de
inmunocromatografia. Son membranasde nitrocelulosa donde
se colocan péptidos recombinantes de T. pallidum (como los
de 47,17 y 15 kDa.) en lineas separadas y antiglobulina IgG
marcada con particulas de oro coloidal, mediante fuerzas ca-
pilares las particulas unidas a los analitos migran lateralmente
alas denominadas zonas de captura (que es donde estas parti-
culasse unen alosligandos inmovilizados enla tira). El proce-
dimiento es sencillo, se utiliza suero del paciente segin instruc-
ciones del fabricante y el resultado se obtiene en pocos minu-
tos. Esta prueba es del tipo de pruebas point of care o pruebas
ripidas, 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 perso-
nal médico o enfermeras, siguiendo estrictamente las instruc-
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ciones para su proceso v las normas de bioseguridad. Ademds
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 demostré que esta prueba es més
sensible que RPR y que tiene sélo 1,4% de resultados falso-
positivos. Més recientemente se realizé otro ensayo con 567 pa-
cientes, que demostré sensibilidad y especificidad mayor del
95%. El inconveniente de usar este tipe de pruebas,ademas de
elevados costos, es el incurrir en errores por no ser realizadas
correclamentet,

ENZIMOINMUNOENSAYOS (EIA)

La primera vez que se utilizo este tipo de pruebas para el diag-
néstico de lasifilis fue en 1975. Los EIA pertenecen al grupo de
las pruebas treponémicas. Actualmente existen muchas
enzimoinmunoensayos comerciales para la deteccién de anti-
cuerpos antitreponémicos IgG, IgM o ambos (IgG-1gM), és-
tos han mejorado en sensibilidad y especificidad con el uso de
proteinas recombinantes, como TpN15, TpN17 y TpN47. El
uso de anticuerpos treponémicos totales (IgG-Ig\M) es parti-
cularmente importante como tamizaje, sobretodo cuando los
voliimenes de trabajo son altos, por ser susceptibles de auto-
matizacion.

Se recomienda que el tamizaje para sifilis se realice con una
combinacién de RPR v TPHA o sélo con EIA, la decisién de
qué pruebas se usardn se toma en funcidn a costos y volime-
nes de trabajo, no se recomienda realizar tamizaje con unasola
prueba no treponémica por la alta posibilidad de obtener re-
sultadosfalso-positivos. Una vez obtenido un resultado reactivo
enlas pruebas de tamizaje, éste debe confirmarse con una prue-
ba treponémica diferente a la usada inicialmente; ademds de
unaprueba no treponémica cuantitativa o semicuantitava (Ej.
si se usé EIA como tamizaje, se usard TPHA mds una prueba
no treponémica, come RPR o VDRL).

Se debe considerar la realizacién adicional de una prueba de
enzimoinmunoensayo especifica para anticuerpos trepo-
némicos de tipo [gM en funcién al titulo obtenido en la prue-
ba no treponémica y al cuadro clinico. Los anticuerpos IgM
para T. pallidum indican una infeccién recientey/o activa,aun-
queunresultado negativono excluye lanecesidad de tratamien-
to, éstos son detectables después de 2 semanas de adquirida la
infeccién, mientras que los anticuerpos de tipo IgG son
detectables después de 4 2 5 semanas. La sensibilidad para an-
ticuerpos [gM es de 53% para sifilis temprana, 85% para sifilis
secundaria y 64% para sifilis latente. Los anticuerpos
antitreponémicos detipoIgh declinan despuds del tratamien-
to, pero no répidamente, por lo que el monitoreo para respuesta
al tratamiento se realiza con RPR o VDRL, observindose una
disminucién del titulo de 4 veces en 3a 4 meses y de 8 vecesen
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6 a 8 meses, volviéndose no reactivos después de un afio en la
sifilis primaria, y después de 2 afios en la sifilis secundaria.

El seguimiento con RPR o VDRL debe hacerse hasta el afio, si
el paciente se mantiene asintomatico y no reactivo, con con-
trolesalos 3,6y 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 necesartamente
falla del tratamiento, pero debe hacerse seguimiento a fin de
buscar compromiso neuroldgico. Si durante el seguimiento el
titulo de RPR o0 VDRL se incrementara 4 veces o mds, indicaria
reinfeccién, en casos de reinfeccidn la sensibilidad de los anti-
cuerpos antitreponémicos de tipo IgM disminuye.

En sifilis congénita, la determinacidén 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 negativano descarta esta po-
sibilidad, y debe repetirse todos los meses durante los tres pri-
meros meses de vida, asi como también debe realizarse RPR o
VDRL. Las causas de resultados falso-negativos son: por infec-
cién tardia durante el embarazo, por supresién de IgG en el
neonato por altos niveles de IgG materna y por un sistema in-
mune 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 deanticuerpos treponémicos de tipo IgG,
debe estar negativa a los 6 meses del nacimiento!*-'7,

INMUNOBLOT: WESTERN BLOT

El inmunoblot o enzimoinmunoensayo de membrana es un
método que consiste en transferir proteinas (mediante aplica-
cién directa o electrotransferencia por electroforesis), a una
membrana sintética. Por razones histéricas cuando la transfe-
rencia 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 pacien-
te, en el WB se usa un segundo anticuerpo marcado con una
enzima y sustrato o con material luminiscente. El WB combi-
na capacidad de resolucién de las proteinas en un gel (electro-
foresis), con la especificidad de esta proteina con su anticuer-
po (reaccién antigeno-anticuerpo). Mediante WB se logra la
identificacién de un antigeno especifico mediante anticuerpos
monoclonales o policlonales, por una reaccion cromogénica o
luminiscente; es importante destacar que este método es alta-
mente sensible, ya que detecta cantidades muy pequefias de
antigeno. El resultado es la deteccién de una o més bandas"'®.
Mediante WB para T. pallidum mediante anticuerpos tipo IgM,
IgG, 0 ambos se puede detectar los antigenos mas relevantes
como TpN15, TpN17, TpN37, TuP45, TmpA, y TpN47¢4),
El WB de tipo IgM ¢s de gran valor para la confirmacién de

sifilis congénita. Al igual que sucede con el FTA-ABS y debido
aque podrian haber reacciones cruzadas con otras espiroquetas
u otros microorganismos como Borrelia debe ser interpreta-
do cuidadosamente en zonas donde la enfermedad de Lyme es
endémica, también en casos de infeccién por VIH, o en casos
de lupus eritematoso sistémico (LES}), otras enfermedades
autoinmunes, embarazo y ancianidad. Para evitar estos falso-
positivos el criterio diagnostico es considerar negativo la exis-
tencia de menos de tres bandas y positivo cuando hay tres o
mds bandas presentes. Con estos criterios la sensibilidad y es-
pecificidad para esta prueba es bastante mayor que FTA-ABS,
llegando segiin diferentes estudios a 99-100%" %21,

INMUNOENSAYO LINEAL (LIA)

Este método es un inmunoblot, muy similar al WB, la diferen-
cia 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) ex-
presadas mediante insercién de secuencias de ADN en
Escherichia coli, obtenidas mediante reaccion en cadena a la
polimerasa (PCR}), ademds de un péptido sintético (TmpA},
que se purificé mediante HPLC reversa (cromatografia liqui-
da reversa de alta perfomance). Para su interpretaci6n, la tira
posee un control negativo ytres controles positivos de IgG, 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 mds de dos bandas presentes e
indeterminada cuando séle hay una banda. Como prueba
confirmatoria tiene la ventaja, que no presenta reacciones fal-
$0-positivas, descritas para WB y FTA-ABS. Segun diferentes
estudios se reporta una sensibilidad de 99,6 a 100% v especifi-
cidad de 99,3 2 99,5% para esta prueba®2",

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 suspensién de treponemas. La suspension es obtenida de
testiculos de conejos infectades con T, pallidum, a una concen-
tracion de 10° 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 obser-
va la viabilidad de los treponemas en microscopia de campo os-
curo. Esta prueba se considera vdlida, si la motilidad se ha con-
servado en 99%. La suspension luego se centrifuga y se diluye a
una concentracion final de 107 bacterias/mL. Se coloca en lami-
na portaobjetos, se deja secar y se fija. Luego, s le ailade un con-
jugado de antiinmunoglobulina total de conejo con flucresceina
y se debe observar fluorescencia brillante. La SIFA fue compara-
da con WB y demostré una especificidad del 100%'.
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REACCION ENCADENA A LA POLIMERASA (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR} es una técnica
muy rapida, que permite a partir de una sola copia de una mo-
lécula de ADN obtener miles de copias. Por lo tanto, resulta ser
una técnica muy ttil en las estrategias de clonacién y también
de deteccidn, sobre todo cuando la cantidad de la muestra es
escasa. Fsta técnica aprovecha las caracteristicas de la replica-
cion del ADN, es decir que a partir de un pequeiio cebador, la
polimerasa, puede proseguir la sintesis de una cadena. Se debe
contar con dos cebadores adecuados, uno paza cada cadena,
Por la posicién de estos cebadores, al cabo de una serie de se-
cuencias de replicacién, se obtiene la amplificacién de una
molécula de ADN correspondiente al tramo que va desde une
de los cebadores al otro. Por lo tanto, se obtienen muchas
moléculas idénticas. Los cebadores suelen ser cortos, de 15a
20 bases y en la reaccién se mezclan con la muestra de ADN a
ser amplificada. Al comenzar la reaccién, la muestra de ADN
de doble cadena debe ser desnaturalizada calentdndola a95°C
v luego enfriada para permitir la hibridacién con los cebadores.
La siguiente etapa consiste en la sintesis a partir delos cebadores
de cada una de las cadenas de ADN por la polimerasa, utili-
zando nucledtidos agregados a la mezcla de reaccion. Este ci-
clo de desnaturalizacién, hibridizacién y sintesis se repite
muchasveces y por tanto se amplifica, puesto que en cada nuevo
ciclo se dispone de mds cantidad de ADN molde. Como el ADN
tiene que ser desnaturalizado por calor para iniciar cada nue-

Figura I. Pruebas de tamizaje para sffilis
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vo ciclo, se emplea una polimerasa que resiste el calor (deno-
minada Taq polimerasa, aislada de la bacteria Thermus
agquaticus).

El PCR para T. pallidum utiliza cebadores disefiados a partir
defragmentos de ADN del gen TpN47. Se puede realizar a partir
de muestras, como liquido amniético, 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 pequefias cantida-
des de LCR es extremadamente valioso, especialmente para
determinar la efectividad de! tratamiento en neurosifilis. Un
inconveniente es determinar si el ADN encontrado pertenece
a una pequefia cantidad de microorganismos persistenteso ¢s
ADN deorganismos muertos™. Sin embargo, en modelos ani-
males se ha podide determinar que después del tratamiento
exitoso Ia eliminacién de ADN de microorganismos muertos
de T. pallidum es alos 15 a 30 dias®®®.

También se ha disefiado una prueba de RT-PCR (reverse
transcriptase-PCR). RT-PCR esla prueba mis sensible para de--
teccién y cuantificacion de ARNm (ARN mensajero). Debido
a que los ribosomas son criticos para la funcién celular e
interaccionan con un gran nimero de otras moléculas, inclu-
yendo el ARN mensajero y el ARN de transferencia (tARN),
las secuencias de las moléculas de ARNT estdn notablemente
conservadas a través de la evolucion. Ademds, las secuencias
delos genes que codifican para el ARNT se encuentran dentro
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de las més altamente conservadas. La comparacion de las se-
cuencias del ARNr 16Sha facilitado la identificacion de bacte-
rias, incluyendo microorganismos no cuktivables, como es ¢l
caso del T. pallidum.En cuanto a la metodologia de este anili-
sis, el ARNr 165 es secuenciado utilizando una medificacién
de la técnica de dideoxinucleétidos, en la que cebadores com-
plementarios conocidos de las regiones conservadas del ARNr
165 son elongados utilizando una transcriptasa inversa. Las pe-
quefas cadenas de ADN producidas pueden ser amplificadas
mediante la reaccidn en cadena de polimerasa (PCR) o por
clonaci6n, y después secuenciadas mediante un proceso auto-
matizado por electroforesis en geles de poliacrilamida. Esta
prueba es mds sensible que el PCR para ADN, ya que detectala
presencia de hasta un solo microorganismo de T, pallidum™.
Las pruebas de PCR, aunque costosas, son particularmente titi-
les en las infecciones del SNC y tienen una sensibilidad mayor
al 95% y una especificidad mayor al 99% %,

En la Figura 1, se presenta como resumen un algoritmo para
pruebas de tamizaje para sifilis.

CONCLUSIONES

La falta de medios para cultivar 6ptimamente el . pallidumha
llevado al desarrollo de nuevas pruebas muy sensibles y espe-
cificas. Las que han logrado aun mayor sensibilidad y especifi-
cidad con el desarrollo de técnicas moleculares y la identifica-
cién completa del genoma del T. pallidum. Muchas de ellas por
susencillez se adaptan con facilidad ala rutina delos laborato-
rios clinicos; otras por su laboriosidad y complejidad quedan
basicamente al uso de laboratorios de investigacién.
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