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Recientemente se han logrado en Estados
Unidos varios progresos en materia de méto-
dos de laboratorio de enfermedades venéreas.
Los méis importantes son el retorno al em-
pleo de las pruebas treponémicas y de “se-
leceién”, de la sifilis, y la aplicacién de la
prueba de anticuerpos fluorescentes. Aunque
en afios recientes se han investigado y utili-
zado varias pruebas treponémicas, entre ellas
las de inmovilizacién del Treponema palli-
dum (TPI), adherencia inmune del Tre-
ponema pallidum (TPIA), aglutinacion del
Treponema pallidum (TPA), fijacién del com-
plemento del Treponema pallidum (TPCF),
anticuerpos  treponémicos  fluorescentes
(FTA) v pruebas que utilizan antigenos de
proteina Reiter, sélo las pruebas TPI, FTA
y la de Kolmer con antigeno de proteina
Reiter tienen buena acogida en la actualidad
como pruebas de sifilis en los mayores labo-
ratorios del pais. Entre las pruebas selecti-
vas seroldgicas de sifilis, la prueba rdapida de
reagina plasmética (RPR), la de reagina
sérica sin calentar (USR) y la de plasma-
crito (PCT) han encontrado aplicacién en
otros distintos campos. Las pruebas de anti-
cuerpos fluorescentes se han aplicado tam-
bién a la identificacién del gonococo en las
preparaciones microsedpicas. Examinaremos
brevemente las técnicas de estos diversos
procedimientos y nos referiremos a su eva-
luacién y a su empleo actual.

La prueba de inmovilizacién del Trepo-
nema pallidum (TPT) consiste en una prueba
de fijacién del complemento cuyo resultado
se lee en funcién del ntimero de treponemas
inmovilizados, en vez de la cantidad de eri-
trocitos hemolizados. Simplificando mucho,
puede decirse que el resultado de la prueba
de TPI es positivo o reactivo cuando el suero
del paciente inmoviliza a los treponemas en
presencia de complemento de cobayo, y no

logra inmovilizarlos en presencia de suero de
cobayo del que se ha eliminado la actividad
de complemento.

Se demostré por estudios de absorcién que
el anticuerpo descubierto por la prueba de
TPI, era distinto del descubierto mediante
1a prueba de fijacién del complemento y me-
diante la. de floculacién, o ambas, que utili-
zan antigenos no treponémicos. Cualquiera
de los dos tipos de anticuerpos, o ambos,
pueden estar presentes en el suero del pa-
ciente; por lo tanto, el descubrimiento de un
tipo de anticuerpo no implica que tembién
esté presente el otro tipo. En sifilis, se de-
mostré que el anticuerpo de TPI aleanza ni-
veles perceptibles mucho méis lentamente
que los anticuerpos puestos de manifiesto
mediante pruebas no treponémicas. Los an-
ticuerpos de TPI descubribles, una vez es-
tablecidos, tienden a permanecer durante
largos periodos después de tratamiento ade-
cuado y de curacién aparente de la sifilis.
Este comportamiento del anticuerpo de TPI,
es decir, el hecho de que se cree mis lenta-
mente durante las primeras fases de la in-
feccién, y, en segundo lugar, de que a veces
persista durante largos periodos después que
otros tipos de pruebas han vuelto a la nega-
tividad una vez curada la sifilis, originan
4reas de diserepancia serolégica en el sifilitico
conocido. Pronto se observé, también, que
falsas reacciones positivas transitorias en
pruebas no treponémicas de sifilis, produci-
das por neumonia viral y algunas otras in-
fecciones, podian descubrirse mediante la
prueba TPI que, durante estos perfodos, fue
no reactiva o negativa. Un resultado reactivo
o positivo de la prueba TPI se interpreta
normalmente en el sentido de que el paciente
tiene, o tuvo, sifilis, cuando quedan exelui-
das las demés treponematosis.

La ejecucién de la prueba TPI requiere
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ciertas instalaciones y medios adecuados para
albergar conejos en nimero suficiente para la
constante y rapida transmisién del Trepo-
nema pallidum. Kl Treponema pallidum viru-
lento no puede cultivarse en el tubo de ensayo
y se propaga solamente por pases en testicu-
los de conejo. Este y otros elementos necesa-
rios para la prueba TPI, hacen de ella un
procedimiento costoso que sélo puede utili-
zarse en laboratorios seleccionados. Kl costo
de esta prueba se estima entre $5,00 y $20,00.
En Estados Unidos, la prueba TPI sélo se
hace en un par de laboratorios estatales y
universitarios, en un laboratorio comercial y
en el Laboratorio de Investigaciones de En-
fermedades Venéreas del Servicio de Salud
Piblica de Estados Unidos. Este dltimo
ofrece un servicio nacional de pruebas TPI,
en condiciones limitadas a través de los De-
partamentos Estatales y Territoriales de
Sanidad. Su elevado costo y poca accesibili-
dad, salvo eon criterios restrictivos, no
permiten su empleo como método serolégico
prineipal, excepto en los estudios de investi-
gacién.

La prueba de anticuerpos treponémicos
fluorescentes (FTA) tiene por objeto descu-
brir anticuerpos treponémicos mediante el
empleo de antisueros marcados con fluores-
cefna. En pocas palabras: la técnica de esta
prueba consiste en obtener Treponema palli-
dum como para la prueba TPI, y colocarlo en
un portaobjetos para su exposicién, en primer
lugar, al suero del paciente, y en segundo lu-
gar, a ung antiseroglobulina humana mar-
cada con fluoresceina. Si el suero del paciente
contiene anticuerpos treponémicos, éstos se
adherirdn a la superficie de los treponemas y
entonces la antiseroglobulina humana se ad-
herird a la segunda capa en estos puntos.
Estas adherencias se pueden ver mediante el
examen del portaobjetos en un microscopio
de luz ultravioleta. La fluorescencia del tre-
ponema indica que el suero del paciente con-
tiene anticuerpos treponémicos. Los estu-
dios de la absorcién y las pruebas comparadas
indican que el anticuerpo descubierto me-
diante la prueba FTA es el mismo que el de
la prueba TPIL.
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El equipo vy los reactivos para la, prueba
FTA requieren gastos iniciales por un valor
aproximado de $1.500,00 y una destreza espe-
cial en el empleo del microscopio de luz ul-
travioleta. Por estas razones, s6lo unos cuan-
tos laboratorios estatales han utilizado esta
prueba. Sin embargo, es probable que este
método de laboratorio se utilice cada vez
mas, puesto que se estédn perfeccionando tée-
nicas de anticuerpos marcados con fluores-
ceina para la rapida identificacién de mi-
Croorganismaos.

El treponema Reiter es un microorganismo
que al principio se crey6 que era el propio
Treponema pallidum. Este treponema, que
no es patégeno y se desarrolla bien en un
tubo de ensayo, lleva el nombre del médico
que lo aisl. Se ha utilizado como antigeno
en varias pruebas para la sifilis. M4s recien-
temente, unas publicaciones de la Universi-
dad de Palermo, Italia, dan cuenta de la
extraccién de una fraccion de proteina de
este treponema por medio de criolisis y la
utilizacién del antigeno resultante en la
prueba Kolmer de fijacién del complemento,
de sifilis. Este antigeno de extracto de pro-
teing ha sido utilizado en varias pruebas de
fijacién del complemento, de sifilis, con la
denominacién genérica de prueba de pro-
teina Reiter de fijacién del complemento o
RPCF. Concretamente, la prueba Kolmer
(normalmente la téenica de un quinto de
volumen) que utiliza este antigeno de pro-
teina Reiter, se conoce con el nombre de
prueba de proteina Kolmer Reiter 0 KRP.
Las pruebas aportadas por los experimentos
indican que el antigeno proteico del trepo-
nema Reiter estd, probablemente, muy rela-
cionado antigénicamente con una parte del
Treponema pallidum.

Teniendo en cuenta que el antigeno de
proteina Reiter puede prepararse o adquirirse
a un costo relativamente bajo, y dado que
las téenicas de fijacidén del complemento se
van utilizando en muchos laboratorios, no
se necesita ninguna preparacién extraordi-
naria para proceder a la ejecucién de una
prueba KRP u otra prueba similar. En la
actualidad, utilizan esta prueba, con cardcter
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experimental o de manera habitual, mis de
25 de los mayores laboratorios de pruebas
de Estados Unidos, inclusive laboratorios
de departamentos estatales de sanidad.

En 1956, el Servicio de Salud Publica de
Estados Unidos llevé a cabo un estudio
encaminado a establecer la especificidad y
sensibilidad de los diversos procedimientos
de prueba dados a conocer desde el estudio
anterior de evaluacién, en 1941. Este estudio
se denominé Estudio SERA (Serology Evalu-
ation and Research Assembly = Evaluacién
y compilacién de investigaciones sobre sero-
logia). El informe final de este estudio no se
ha distribuido todavia, pero el afio pasado se
publicé un informe preliminar. Estos datos
representan los resultados obtenidos me-
diante 38 métodos de prueba (inclusive los
ya mencionados aqui) en especimenes de
sangre obtenidos de aproximadamente 1.300
donantes en diez categorias clinicas. Las
Figs. 1 y 2 muestran algunos de los resulta-
dos obtenidos en el mencionado estudio.

En la Fig. 1 se clasifican las pruebas de
acuerdo con su especificidad y su sensibili-
dad. Las pruebas TPI se representan por una
estrella negra; las demés pruebas de Trepo-
nema pallidum, por un circulo negro; las
pruebas no treponémicas, por un tridngulo
negro, y las que utilizan antigenos de extracto
de treponema Reiter, por un cuadrado negro.
Las pruebas que figuran en esta grifica mos-
traron una especificidad de 80 a 99%, y
una sensibilidad de 62 a 94 %.

Si alguna de estas pruebas hubiera llegado
a una sensibilidad y especificidad de 100 %,
se colocarfa en la esquina superior izquierda.
No habiendo alcanzado este nivel ninguna de
las experiencias obtenidas, se encerraron en
un cuadrado las pruebas comprendidas en
los niveles preferidos de reactividad de una
sensibilidad de 75 a 84 % y de una especifici-
dad de 95 a 99 %. Se observars en esta grafica
que las pruebas colocadas en la extrema de-
recha, que indican elevada sensibilidad, pero
baja especificidad, comprenden las pruebas
TPCF y TPA y una prueba de treponema
Reiter en la que no se utilizé el antigeno de
proteina Reiter antes mencionado.
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La Fig. 2 es una ampliacién del cuadrado
presentado en la Fig. 1. En esta 4rea de
reactividad preferida figuran dos pruebas
TPI, cinco de las pruebas de fijacién del
complemento que utilizaron antigeno de pro-
teina Reiter, la prueba de anticuerpos tre-
ponémicos fluorescentes (FT'A) y la prueba de
reagina sérica no calentada (USR), a la que
nos referiremos mas adelante. Las pruebas
en portaobjetos y tubo, del Laboratorio de
Investigaciones de Enfermedades Venéreas
(VDRL) y otros métodos que utilizan anti-
geno de cardiolipina, también se hallan com-
prendidos en esta drea.

Tres de las pruebas denominadas de “se-
leccidén’ son la prueba ripida de reagina
plasméitica o RPR, la prueba de reagina
sérica sin calentar o USR, y la prueba de
plasmacrito o PCT. Todas ellas constituyen
modificaciones més sensibles de las pruebas
del Laboratorio de Investigaciones de En-
fermedades Venéreas. En las tres pruebas se
utilizan el antigeno y solucién salina em-
pleados en las pruebas del mencionado la-
boratorio con el fin de preparar una emulsién
de antigeno como la que se emplea en la
prueba en portaobjetos del mismo laboratorio
de investigaciones. Esta emulsién de antf-
geno se centrifuga y las particulas de anti-
geno sedimentadas se vuelven a suspender
en una solucién de cloruro de colina. Esta es
la. suspensién béasica de antigeno empleada
en estos tres procedimientos de seleecidén.

La prueba ripida de reagina plasmética o
RPR se ejecuta de la manera siguiente: se
recoge sangre en tubos que contienen uno de
los diversos coagulantes, se colocan tres go-
tas de plasma sobrenadante en una cavidad
de un portaobjetos de vidrio, se agrega una
gota de suspensién de antigeno, se hace girar
el portaobjetos y luego se lee y registra el
grado de aglutinacién de las particulas de
antigeno en términos de reactividad. En esta
prueba, para verter el plasma y la suspensién
de antigeno, se utilizan pipetas que no sirven
més que para una vez. La eliminacién del
tiempo para la coagulacién de la sangre, del
tiempo para calentar el suero y la rapidez
que permite el empleo de dichas pipetas para
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PRUEBA

Inmovilizacién del Treponema palli-
dum
Azul de metileno del 7. pallidum

Inmovilizacién del T. pallidum

Fijacién del complemento del T'. palli-
dum

Aglutinacidn del 7. pallidum

Inmovilizacién del 7. pallidum

Adherencia inmune del 7. pallidum

Inmovilizacién del 7'. pallidum

Fijacién del complemento del T'. palli-
dum—I

Fijacién del complemento del T. palli-
dum—I1

Inmovilizacién del 7. pallidum

Inmovilizacién del 7. pallidum con 200
unidades de complemento

Anticuerpos treponémicos fluorescen-
tes

LABORATORIO

Instituto Militar de Investigacién
“Walter Reed”” .
Instituto Militar de Investigacién

“Wilter Reed”’
Escuela Naval de Medicina Centro
Nacional Médico-Naval X
Escuela de Postgraduados de Medi-
cina, Universidad de N. Y.
Universidad Johns Hopkins
Centro Médico de la Universidad de
California
Centro Médico de la Universidad de
California
Universidad de Michigan
Laboratorio Experimental de Enfer-
medades Venéreas

Laboratorio Experimental de Enfer-
medades Venéreas

Laboratorio de Investigacién de En-
fermedades Venéreas

Laboratorio de Investigacién de En-
fermedades Venéreas

Laboratorio de Investigacién de En-
fermedades Venéreas

PRUEBAS TREPONEMICAS REITER

Fijacién del complemento con pro-
teina Reiter, téenica de TPCF de
Portnoy y Magnuson

Fijacién del complemento con pro-
teina Reiter (técnica de fijacién del
complemento de Kent)

Fijacién del complemento con ex-
tracto Reiter

Fijacién del complemento con pro-
teina Reiter

Fijacién del complemente con pro-
teina Reiter

Fijacién del complemento con pro--
teina Reiter

Prueba de proteina Kolmer Reiter

Escuela de Postgraduados de Medi-
cina de N. Y.

Escuela de Postgraduados de Medi-
cina de N. Y.

Universidad Johns Hopkins

Escuela de Medicina, Universidad de
California
Universidad de Michigan

Laboratorio Experimental de Enfer-
medades Venéreas

Laboratorio de Investigaciones de En-
fermedades Venéreas
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Fijacién del complemento con cardio-
lipina
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Estindar de Kahn con antigeno lipido

Prueba de Kline con cardiolipina y an-
tigeno de lecitina natural

Prueba de Kline con cardiolipina ép-
tima, y con antigeno de lecitina sin-
tética

Kolmer simplificada, con antigeno de
cardiolipina-lecitina

Kolmer simplificada, con antigeno li-
pide de Kolmer perfeccionado

Mazzini, con cardiolipina

Mazzini, con antigeno lipido

Mierofloculacién

Fijacién del complemento empleada
por el Departamento de Salud Pua-
blica del Estado de Nueva York

Microsedpica en ldmina, seleccién por
precipitacién

Reagina de suero sin calentar

VDRL en tubo

VDRL en ldmina

Instituto Militar de Investigacién
““Walter Reed”

Instituto Militar de Investigacién
“Walter Reed”’

Escuela de Postgraduados de Medi-
cina de N. Y.

Laboratorio Wasserman, Dep. de Sa-
lud Pablica, Massachusetts

Universidad de Michigan

Universidad de Michigan

Hospital Mount Sinai, Cleveland

Hospital Mount Sinai, Cleveland

Universidad Temple
Universidad Temple

Centro Médico, Universidad de In-
diana

Centro Médico, Universidad de In-
diana

Departamento de Salud Piblica,
N.Y

Dep-arte-a.mento de Salud Pdblica, Es-
tado de N. Y.

Departamento de Salud Pdblica, Es-
tado de N. Y.

Laboratorio Experimental de Enfer-
medades Venéreas

Laboratorio de Investigaciones de
Enfermedades Venéreas

Laboratorio de Investigaciones de
Enfermedades Venéreas
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el plasma y la suspensién de antigeno, hacen
que esta prueba sea ripida. Se ha informado
de que, por este procedimiento, se han some-
tido a prueba 100 especimenes en menos de
20 minutos. El empleo de articulos que sélo
se usan una vez, permite adaptar més fiecil-
mente esta prueba a las condiciones de
campo. Actualmente, esta prueba se utiliza
en todos los laboratorios de los puestos de
inmigracién de la frontera mexicana para
examinar a los trabajadores agricolas que
entran en el pais procedentes de México. En
un estudio serolégico comparado realizado
con especimenes obtenidos de inmigrantes
examinados en El Centro, California, se
observé que la prueba RPR era mas reac-
tiva que la prueba en portaobjetos VDRL,
si bien en 1a zona de reactividad representada
por otras pruebas seroldgiecas.

La prueba de reagina sérica sin calentar
difiere de la prueba RPR en que, en vez de
plasma, se mezcla una determinada cantidad
de suero no calentado con una cantidad me-
dida de la misma suspensién de antigeno. El
portaobjetos de vidrio, la rotacién y la lec-
tura de estas dos pruebas son los mismos.
Como se recordars, la prueba USR, aunque
es mas reactiva que la prueba en portaob-
jetos del laboratorio de investigaciones antes
citado, como lo fue la prueba RPR, mostré
especificidad y sensibilidad aceptables en el
Estudio SERA.

La prueba de plasmacrito o PCT utiliza
el plasma sobrenadante de un tubo de plas-
macrito heparinizado después de completarse
1a determinacién del volumen de células san-
guineas. La cantidad de plasma en una lon-
gitud medida de hematocrito se coloca en un
portaobjetos de vidrio, se afiade una canti-
dad medida de la suspensién de antigeno con
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cloruro de colina y luego se hace girar el por-
taobjetos y se lee el resultado casi como en la
prueba RPR. Esta prueba puede utilizarse
en hospitales que hacen determinaciones de
hematocrito de voldmenes de células san-
guineas sin obtener muestras de sangre adi-
cionales.

Estas tres pruebas de ‘“‘seleccion’ son mas
reactivas que la prueba en portaobjetos
VDRL, de la que se derivaron. Las cifras
actualmente disponibles no revelan el grado
de la especificidad que se sacrifica para ob-
tener este nivel mis elevado de sensibili-
dad en diferentes grupos de donantes. No
obstante, si los resultados de una prueba de
“seleccién” se utilizan sélo como indicador
para otras pruebas por procedimientos méas
especificos, cualquier pérdida de especifici-
dad puede no reflejarse en el aumento de
reacciones biolégicas positivas falsas.

El Dr. Deacon, del Laboratorio de Inves-
tigaciones de Enfermedades Venéreas, in-
formé recientemente sobre el empleo de anti-
sueros marcados con fluoresceina para la
identificacién positiva del gonococo en las
preparaciones microscépicas. La eficacia de
este método ha quedado demostrada me-
diante el examen de frotis de uretritis del
hombre y, al presente, se estd estudiando en
el caso de la mujer. Este procedimiento evi-
tard la pérdida de tiempo de las téenicas de
cultivos, y, probablemente permitird descu-
brir mieroorganismos menos abundantes.

En resumen, puede afirmarse que las prue-
bas de “seleccién” seroldgica y las pruebas
treponémicas seleccionadas de sifilis, junto
con los procedimientos de anticuerpos fluo-
rescentes, encuentran una aplicacién prée-
tica 1til como medios de laboratorio para la
identificacién de infecciones venéreas.
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ADDENDUM

Desde la fecha de presentacién de este escrito
se completé un estudio de los procedimientos de
deteccién rdpida de Neisseria gonorrhoece en la
mujer por anticuerpos fluorescentes. Estd en pro-
ceso de publicacién un trabajo por el Dr. W. E.
Deacon et al donde se detallan con todo pormenor

los resultados de dicho estudio. Una comparacién
del método convencional del cultivo de la N. go-
norrhoeae con el sistema de deteceién directa y
diferida por el anticuerpo fluorescente, pone de
manifiesto la superioridad de esta segunda téc-
nica.



