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RESUMEN

Se estudia en 678 sueros de personas sanas y 16 sueros sifiliticos ia efec-
tividad de un plan serolégico que utiliza el VDRL como prueba de escru-
tinio, la fijaciém - de complemento con treponema de Reifer, como prueba
confirmatoria y la prucba de aniicuerpos fluorescentes, como prueba dilu-
cidatoria. El plan serologico elimind el 3,6 % de falsos resultados positivos
inherentes a la técnica y el 0,1 % de falsos resultados positivos biolégicos,
v mostré ser eficaz para detectar los casos sifiliticos, También presentd un
clevado valor prdctico. Sélo fue necesario realizar la fijacién de complemento
con treponema de Reiter y la prucba de anticuerpos fluorescentes en el 4,2 %
y en ¢ 3,8 % de los casos respectivamente.

Se describe una reaccion de hemaglutinacion pasiva inversa con elevada sen-
sibilidad. Los 16 sueros sifiliticos daban titulos desde 1:320 hasta 1:2.600.000,
La reaccién mostré ser especifica en medir reaginas sifiliticas. Los antigenos
freponémicos v cardiolipfdicos absorbfan de los sueros las reaginas sifiliti-
cas inhibiendo la reaccién. No s¢ encontraron rsacciones cruzadas con los
pacientes afectos de oiras enfermedades. Finalmente, se discute si la hemaglu-
tinacién pasiva inversa puede ser al mismo tiempo un adecuado sustituto de
las pruebas confirmatorias y dilucidatorias.

INTRODUCCION

El diagnéstico de la sifilis se efectia a

* Faste trabajo fue presenfado “in extenso”
para obiener el grado de doctor de la Facui-
tad de Farmacia de la Universidad de San-
tiago de Compostela. El Tribunal estuvo pre-
sidido por <l Prof. U, Villanusva, actuande co-
mo vocales i Prof, J. M. Montafiés, el Prof.
B. Regueiro, ei Prof. J. Cabezas. Actudé como
Ponente el Prof. J. Larralde. La calificacién
obtenida fue de Sobresaliente cum laude.

paztir del periodo primario con la ayuda
de las pruebas seroldgicas. Por esto, las
pruebas serolégicas de la sifilis tienen
tanta importancia en el diagndstico chi-
nico de la enfermedad. Existen revisiones
y clasificaciones de las pruebas existen-
tes % %12 18,22, % Fikerton® aconseja lle-
var a cabo un plan seroldgico de diagnds-
tico con una prueba cardiolipidica ¥ dos
trepenémicas. En Bspafia habitualmente
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el serodiagnéstico se realiza con pruebas
que utilizan antigenos cardiolipidicos,

La idea inicial al comenzar el presente
trabajo, fue el estudiar un plan seroldgico
adecuado a las posibilidades y condicio-
nes dentro de nuestro dmbito e intentar
alguna prueba que tuviera una alta sen-
sibilidad y careciera de dificultades eco-
némicas y técnicas. El primer objeto del
trabajo fue realizado con el estudio de
678 sueros mediante pruebas cardiolipi-
dicas y treponémicas, con vistas a com-
probar la efectividad de un plan serolé-
gico que utilice el VDRL como prueba
de escrutinio, la fijacién de complemento
con treponema de Reiter como prueba
confirmatoria y la prueba de anticuerpos
fluorescentes como prueba dilucidatoria.

El segundo objetivo de este trabajo fue la
busqueda de una reaccién con alta sensi-
bilidad, baja inespecificidad, reducido
coste y escasa complejidad técnica, que
pudiera ser un sustifuto de las pruebas
confirmatorias y dilucidatorias al mismo
tiempo. Para ello se estudiaron las distin-
tas condiciones técnicas de la hemagluti-
nacién pasiva y de la hemaglutinacién
pasiva inversa. En esta ltima, los hema-
ties tanizados en vez de ser sensibilizados
con antigenos sifiliticos (antigenizacidn)
lo eran con los anticuerpos (anticorpori-
zacidn), tipo reaginas, existentes en el sue-
ro problema. Estdbamos interesados en
determinar si la falta de sensibilizacion
encontrada en la hemaglutinacién pasiva
era debida a las especiales caracteristicas
de los antigenos sifiliticos. En cambio,
en la “anticorporizacién” las caracteristi-
cas de los anticuerpos nos eran conocidas
y podiamos estar seguros de su adheren-
cia a los hematies tanizados.

MATERIAL Y METODO

Sueros.

El estudio se efectué con 678 sueros
humanos normales, obtenidos de la po-
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blacién trabajadora sana de Guipuz-
coa y 16 sueros controles positivos. Diez
de los sueros fueron obtenidos de casos
sifiliticos confirmados clinicamente, otros
5 fueron remitidos por el Dr. Krag del
Statens Serum Institute de Copenhague y
el dltimo fue un suero sifilitico humano,
patrén internacional de la O. M. S. Los
sueros fueron conservados hasta su uso
liofilizados a —20° C con adicién de
merthiolato a 1/50.000.

Antigenos.

Los antigenos de cardiopilina y de tre-
ponema de Reiter para las pruebas sero-
1égicas del VDRL, Kline, fijacién de com-
plemento y hemaglutinacién, fueron obte-
nidos del Instituto Pasteur de Paris.

Técnicas seroldgicas.

La reaccién del VDRL se efectud siguien-
do la técnica de Harris 2 y la reaccidn de
Kline de acuerdo con la técnica de Kline y
Suessenguth 3. Las pruebas de fijacién de
complemento de Wasserman y con trepo-
nema de Reiter se efectuaron con la téc-
nica de Kolmer!4 Para la reaccién de
hemaglutinacién pasiva se efectué una
modificacién de la técnica de hemagluti-
nacién pasiva de Lewis . En vez de he-
matfes humanos grupo O Rh positivos
se utilizaron hematfes de oveja. La sensi-
bilizacién era llevada a cabo a 37° C en
lugar de a 4° C y asi mismo, la concentra-
cion de 4cido tdnico fue al 1/30.000 en
lugar de a 1/120.000. La hemaglutinacién
pasiva inversa fue efectuada por la técni-
ca previamente descrita por nosotros .

RESULTADOS

Plan serodiagndstico en tres etapas.

El plan serolégico propuesto utiliza el
VDRL como prueba de escrutinio, la fi-
jacién de complemento con treponema de
Reiter como prueba confirmatoria y el
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FTA como prueba dilucidatoria. Este
plan seroldgico, catalogaba a los 10 sue-
ros controles positivos como sifiliticos al
dar el VDRL y la fijacién de complemen-
to con treponema de Reiter positivos, sin
necesidad de realizar la prueba dilucida-
toria de los anticuerpos fluorescentes.

Para ver la eficacia del plan seroldgico
propuesto en relacién con los falsos posi-
tivos biolégicos y técnicos, se realizd so-
bre los 678 sueros normales las reacciones
del VDRL, Kline, fijacién de comple-
mento de Wasserman y fijacién de com-
plemento con treponema de Reiter. La
Tabla I presenta los resultados positivos
en estas técnicas y su asociacion. Se en-
contraron 19 sueros (2,8 %) de falsos re-
sultados positivos en las dos reacciones
basadas en la floculacién. Como puede
observarse en dicha tabla, también se
aprecié un 0,8 % de falsos resultados po-
sitivos en las reacciones basadas en la
fijacion de complemento,

Aplicando €l plan seroldgico de tres eta-
pas solo uno de los sueros hubiera sido
catalogado de positivo, al ser el VDRL y
la fijacién de complemento con treponema
de Reiter positivas. Efectuada la reaccidn
de anticuerpos fluorescentes sobre este
suero fue también positiva, e igualmente
la reaccién de Kline. Existia otro suero
que ¢l plan seroldgico con tres etapas
consideraba como negativo, pero que era
positivo al VDRL, al Kline y a la fijacion
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de complemento de Wasserman, Al rea-
lizar con este suero la prueba de anticuer-
pos fluorescentes, esta reaccién fue nega-
tiva. Por lo tanto dicho suero era un
falso positive bioldgico ligado al antigeno
cardiolipidico, ya que las tres pruebas que
fueron positivas usaban como antigeno
cardiolipina.

Este plan serolégico mostré también po-
seer un elevado valor practico. Como pue-
de deducirse de la tabla I, el VDRL per-
mitié dar como negativos el 95,7 % de
los sueros de individuos sanos. Solo fue
necesario recurrir a la fijacién de comple-
mento con treponema de Reiter en el
4,2 % de los casos. De haber seguido el
plan seroldgico, hubiera sido necesario
realizar la prueba de los anticuerpos fluo-
rescentes en ¢l 3,8 9% de los casos. El caso
de sifilis incluido en estos sueros hubiera
sido catalogado de positivo, por ser
VDRL vy fijacién de complemento con
treponema de Reiter positivo. El caso de
falso resultado positivo biolégico hubie-
ra sido catalogado como negativo por ser
la fijacién de complemento con trepone-
ma de Reiter negativo. La efectividad del
plan seroldgico fue comprobada con la
técnica de anticuerpos fluorescentes.

Hemaglutinacion pasiva.

En la busqueda de una reaccién que reu-
niese las caracteristicas de las pruebas
confirmatorias y dilucidatorias, es decir,

Tabla L—Distribucién de la asociacién de pruebas serodiagndsticas positivas

ASOCIACION  n° % | ASOCIACION n° % | ASOCIACION n° %
VK 19 28 VKW 101 \% 710
VW 0 00 V-K-R 1 01 K 1 01
V-R 0 00 V-W-R 0 00 w 8§ 11
K-W 0 00 K-W-R 0 00 R 9 13
K-R 0 00 V-K-W-R 0 00
W-R 6 08

V = VDRL

K = Kline

W = Fijjacién de Complemento de Wasserman

R = Fijacién de Complemento con treponema de Reiter
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sencillez técnica, bajo coste y alta
sensibilidad, se recurrid a la prueba de he-
maglutinacién pasiva que ha mostrado di-
chas caracteristicas en el diagndstico de
otras enfermedades. La aplicacién de la
técnica de Lewis y Boyden de hemagluti-
nacién pasiva con antigenos treponémi-
cos y cardiolipidicos no dio resultado por
hemolisis de los hematies con los antige-
nos treponémicos y por reacciones ines-
pecificas positivas con antigenos cardio-
lipidicos. No se consiguid la forma de
evitar los falsos resultados positivos ines-
pecificos que la cardiolipina producia en
la hemaglutinacién. Se encontré una reac-
cicnabilidad entre la cardiolipina y los
hematies de oveja que no pudo ser supri-
mida por previa absorcién del suero
con hematies de oveja. Sin embargo, la
hemolisis producida por los antigenos tre-
ponémicos pudo ser evitada mediante did-
lisis de los mismos o por precipitacién
con acetona a —20° C. Los titulos obte-
nidos con antigenos treponémicos dializa-
dos o precipitados con acetona, tanto con
la técnica de Boyden como con la de Le-
wis, fueron de 1/1 a 1/4. Se variaron las
diferentes condiciones de la reaccién. Se
realizaron reacciones de hemaglutinacién
con antigenos diluidos desde 1/1 a 1/1.300.
Se efectud la tanizacion con 4cido tdnico
a diluciones comprendidas entre 1/5.000
y 1/120.000, ensayando con cada una de
esas diluciones la gama de concentracio-
nes de antigeno antes citadas. Se observo
también el comportamiento de la reaccidén
con diferentes tiempos de tanizacidon y de
sensibilizacidn, asi como la influencia de
diferentes diluyentes en la prueba y las
diluciones de los sueros problema. Los
mejores resultados se obtuvieron con aci-
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do tdnico al 1/30.000 y con antigeno di-
luido a 1/4, siguiendo los tiempos y da-
talles técnicos expuestos anteriormente.
Los titulos mds elevados, obtenidos con
el suero sifilitico humano patrén interna-
cional de la O.M.S., fueron de 1/40 {Ta-
bla II). La misma técnica de hemagluti-
nacién pasiva empleada con extractos de
Brucellas y de Ascaris dieron con los in-
munosueros homologos titulos elevados
de 1/40.980 y 1/524.270, respectivamente
{Tabla II). No pudo encontrarse cudles
eran las razones por las que la reaccién
de hemaglutinacion pasiva daba titulos
tan bajos en la sifilis, en contraposicién
con los titulos tan elevados que daba esta
misma reaccién en otros sistemas antige-
nge-anticuerpo.

Hemaglutinacion pasiva inversa.

Tratando de utilizar la alta sensibilidad
que posee, generalmente, la reaccién de
hemaglutinacién, asi como su bajo coste y
alta especificidad, se realizé un estudio
con la técnica de hemaglutinacidén pasiva
inversa! que presenta ademds la ventaja
de poderse realizar simultineamente con
un antigeno treponémico y un antigeno
cardiolipidico,

La Tabla III presenta los resultados cuan-
titativos de las pruebas de Kahn, fijacién
de complemento de Wasserman y hema-
glutinacién pasiva inversa, en los 6 sueros
sifiliticos control. Todos ellos eran Kline,
VDRL y anticuerpos fluorescentes positi-
vas. Como puede observarse en la tabla,
la hemaglutinacién pasiva inversa fue la
técnica mas sensible, En los sueros fuer-
temente reactivos se encontraron titulos
superiores a 1/1.000.000. Otros 10 sueros

Tabla 11.—Resultados de la hemaglutinacién pasiva

ANTIGENO SUERO TITULO
Cardiolipina Sifilitico O.M.S. Inespecifico
Extracto Tr. Reiter Sifilitico O.M.S. 1/40
Extracto Brucella Bruczlosis O.M.S. 1/40.980
Extracto Ascaris Anti-Ascaris 1/524.280
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Tabla 1I1.—Sensibilidad de la hemaglutinacién pasiva inversa en los sueros sifiliticos control,
comparadas con las pruebas cuantitativas de Kahn y fijacién de complemento de Wasserman

SUERO SIFILITICO CONTROL

RECIPROCO DEL TITULO

Kahn Wasserman HAPI *

101 7 8 655.360

102 8 8 655.360

107 9 11 1.310.720

111 8 12 2.621.440

113 3 4 81.920

Patrén Internacional O.M.S. 5 12 2.621.440

HAPI = Hemaglutinacién pasiva inversa.

humanos positives al plan seroldgico en
tres etapas, expuesto anteriormente, die-
ron titulos de 1/320 a 1/82.000. El titulo
de 1/80 fue tomado como limite de posi-
tividad.

La reaccién mostré ser especifica para
medir las reaginas sifiliticas. Un volumen
de cardiolipina y 4 volumenes de antige-
no treponémico aftadidos a 100 volime-
nes de suero control positivo, era suficien-
te para la absorcién de las reaginas e in-
hibir la reaccién de hemaglutinacién pa-
siva inversa. No se encontrd reaccién cru-
zada con los sueros controles positivos de
brucelosis, ascaridiasis y salmonellosis.
Los resultados con otros 20 sueros de pa-
cientes con otras enfermedades fueron
también negativos.

La hemaglutinacién pasiva inversa puede
realizarse al mismo tiempo con antigenos
cardiolipfdicos y treponémicos utilizando
el mismo lote de hematies sensibilizados
con el suero problema (Tabla 1V). Con
los antigenos treponémicos la reaccién era
efectiva aunque se obtenfan titulos mds
bajos que cuando la prueba se efectuaba
con cardiolipina.

Discusion

Podemos clasificar las abundantes reaccio-
nes serolégicas existentes hoy dia desde
el punto de vista prictico de laboratorio
en tres grupos:

a. Reacciones sencillas de ejecucién y
de bajo coste que comprende las
reacciones de floculacién con antige-
nos de cardiolipina. Las reacciones
de este grupo son altarmente sensibles
pero también altamente inespecificas.

b. Reacciones técnicamente mis comple-
jas y de coste moderado. Se incluyen
en este grupo las que usan antigenos
o fracciones antigénicas de trepone-
mas. Tienen el inconveniente de que
su sensibilidad no es elevada, aunque
poseen una baja inespecificidad.

c. Reacciones altamente sensibles y es-
pecificas, pero el elevado coste de las
mismas, la complejidad de técnicas y
material necesario para ellas, las ha-
cen privativas de centros especializa-
dos. De las pruebas existentes hoy dia,
en este grupo, incluimos la prueba de

Tabla IV.—Titulo de Hemaglutinacién pasiva inversa con antigeno y cardiolipidico

ANTIGENOS

N.e 1
Treponémico 2 x 103
Cardiolipfdico 81 X 1038

SUEROS SIFILITICOS CONTROL POSITIVOS

N.o 2 Patréon O.M.S.
32 X 103 32 x 103
1.300 x 10—3 2.600 x 10—3
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Nelson y la de anticuerpos fluores-
centes,

La complejidad técnica, material y eco-
némica de las pruebas del tercer grupo ha
motivado el que estas reacciones queden
relegadas para casos especiales. Incluso
en la préctica, como la diferencia técnica
y econdmica entre las pruebas del prime-
ro y segundo grupo también es cuantiosa,
es aconsejable efectuar el serodiagndstico
mediante un plan en varias etapas’. El
plan de diagndstico seroldgico en tres
etapas, que en este trabajo se propone,
es viable en nuestro medio. Consiste en
la utilizacién del VDRL como prueba de
escrutinio. Los sueros positivos al VDRL
son sometidos a la prueba confirmatoria
de la fijacién de complemento con trepo-
nema de Reiter. Si se confirma la positi-
vidad, el suero se cataloga como positivo.
Si la fijacion de complemento con el tre-
ponema de Reiter es negativa se realiza la
prueba de fijacién de anticuerpos fluo-
rescentes como prueba dilucidatoria.

Este plan serolégico mostro ser efectivo, en
el presente trabajo, pues eliminé el 2,8 %
de los falsos resultados positivos inheren-
tes a las reacciones basadas en la flocula-
cidn, el 0,8 % de falsos resultados positi-
vos inherentes a las reacciones basadas en
las pruebas de fijacion de complemento y
el 0,1 % de falsos resultados positivos
biclogicos ligados al antigeno cardiolipi-
dico. El problema de los falsos positivos
bioldgicos ha sido también revisado am-
pliamente > 7. 11. 16, 17. 21 Nosotros sélo en-
contramos 0,1 % debidos a que la casuis-
tica era de individuos sanos. El porcenta-
je real es mayor cuando la casuistica in-
cluye individuos con infecciones agudas
donde los falsos positivos bioldgicos son
bastante elevados, alcanzando en el palu-
dismo la cifra del 100 % 7.

En el plan serolégico, se utiliza como
prueba del tercer grupo los anticuerpos
fluorescentes por su mayor economia y
por la ventaja de no necesitar del mante-
nimiento de la cepa viva de treponema.
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Esta prueba tiene una especificidad y sen-
sibilidad similar a la de Nelson % 8. 20, 22,
Incluso Vignali # observa que se positi-
viza en la sifilis primaria antes que la
prueba de Nelson.

Todos los sueros sifiliticos controles posi-
tivos y un suero sifilitico existente entre
los 678 sueros considerados como de in-
dividuos sanos, fueron considerados como
positivos utilizando el plan serodiognds-
tico propuesto.

Este plan seroldgico mostré también una
efectividad préctica. Solamente con la rea-
lizacidn del VDRL se consigue dar como
negativos el 95,7 % de los sueros de in-
dividuos sanos. En nuestra casuistica, sélo
fue necesario recurrir a la fijacion de com-
plemento con treponema de Reiter en el
42 9% de los casos y a los anticuerpos
fluorescentes en el 3,8 %.

En las otras dos etapas del presente tra-
bajo, se intentd buscar una reaccidén que
presentara la alta sensibilidad caracteris-
tica del tercer grupo de reacciones sero-
I6gicas de la clasificacién expuesta ante-
riermente, junto con las ventajas técnicas
y econdmicas de las reacciones del segun-
do grupo. Para ello se eligié la rsaccion
de hemaglutinacién pasiva que posee una
alta sensibilidad y baja inespecificidad
para medir anticuerpos. Esta técnica es
asequible técnica y econdmicamente a
cualquier tipo de laboratorio.

La hemaglutinacién pasiva no pudo rea-
lizarse con antigenos cardiolipidicos por
producirse una reaccionabilidad de origen
desconocido entre la cardiolipina y los
hematies de oveja que daba falsos re-
sultados positivos en los controles. Era
de esperar que la cardiolipina no pudiera
utilizarse en la hemaglutinacién pasiva por
no ser de naturaleza protéica. Sin embar-
g0, tampoco se obtuvieron resultados con
hemaglutinacién directa utilizando hema-
ties sin tanizar. Con antigenos treponé-
micos se consiguié llevar a cabo la reac-
cién de hemaglutinacién pasiva pero los
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titulos que se obtuvieron fueron bajos
comparados con los que se obtienen con
otros sistemas antigeno-anticuerpo. Ana-
logos resultados obtienen otros auto-
res 6 8 19 ytilizando la hemaglutinacién di-
recta y pasiva. Esto podria ser debido a
que la absorcion sobre los hematies de los
antigenos del treponema, sobre los cuales
reacciona la reagina, fuera deficitaria.
Esto explicaria la necesidad de tener que
utilizar fuertes concentraciones de antige-
no (al 1/4) para obtener resultados apre-
ciables. La hemaglutinacién pasiva, al no
poseer una sensibilidad alta, no retne las
cendiciones precisas para sustituir a nin-
guna de las pruebas del segundo grupo
de la clasificacién anteriormente citada.

La dltima etapa del trabajo fue la puesta
en marcha de la reaccién de hemaglutina-
cién pasiva inversa. Vistos los malos re-
sultados conseguidos para la absorcién de
los antigenos sifiliticos, se acudié a una
prueba que fijara las reaginas sifiliticas,
de conocida naturaleza protéica, sobre los
hematies tanizados. La hemaglutinacién
pasiva inversa mostrd ser especifica en
detectar reaginas sifiliticas tanto con anti-
genos treponémicos como cardiolipidicos.
Esta especificidad se pudo comprobar por
los resultados obtenidos cuando los sue-
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ros de los pactentes sifiliticos eran absor-
bidos con antigenos treponémicos y car-
diolipidicos. Ademds, esta reaccién tiene
la ventaja de poderse utilizar con ambos
antigenos, utilizando el mismo lote de he-
maties sensibilizados con el suero proble-
ma. La mayor ventaja de la hemaglutina-
cion pasiva inversa sobre el resto de las
reacciones es la gran sensibilidad que pre-
senta. Los sueros fuertemente reactivos
dieron titulos superiores al 1/1.000.000
con antigenos cardiolipidicos y superiores
al 1/10.000 con antigenos treponémicos.
Esta diferencia en los titulos puede ser
atribuida al mayor grado de pureza y con-
centracidn del antigeno cardiolipidico.

La elevada sensibilidad de la hemagluti-
nacién pasiva inversa junto con el bajo
coste y la escasez de medios requeridos
para Su realizacién, hacen posible que
sea un adecuado sustituto de las reaccio-
nes del segundo y tercer grupo de la cla-
sificacion préctica de laboratorio ante-
riormente expuesta, De esta forma, el plan
serodiagnéstico de la-sifilis podria ser re-
ducido a dos etapas: una prueba de es-
crutinio con VDRL y una prueba dilu-
cidatoria con la hemaglutinacién pasiva
inversa, utilizando antigeno treponémico.

SUMMARY

Syphilis serology. Passive hemagglutination and pasive inverse

hemagglutination

The efficiency of a serological plan was stu-
died in 678 healthy serums and 16 syphilitic
serums; using VDRL as a scrutiny test, com-
plement fixation with Reiter’s treponema as a
confirmatory test and fluorescent antibodies as
a definite test. This serological test series eli-
minated 3.6 % of the false positive results and
was efficient in detecting the syphilitic cases
proving to be of great practical value. It was
necessary to carry out the complement fixation
with Reiter’s treponema and fluorescent anti-
bodies in only 4.2 9% and 3.8 % respectively.
An inverse passive hemagglutination with high

S

sensitivity is described. The 16 syphilitic se-
rums gave with this test, titers varying from
1:320 to 1:2.600.000 proving that the reaction
was specific in measuring the syphilitic rea-
gins. The treponemal and cardiolipin antigens
adsorbed the syphilitic reagins from the serums
inhibiting the reaction.

No cross reaction was found with serums from
patients with other diseases. There is a discus-
sion as to the possibility that the inverse pas-
sive hemagglutination could be an adequate
substitute for the confirmatory and definite
tests.

o o Bl ali et = |
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