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Implementacion del algoritmo reverso para el
cribado de sifilis en un laboratorio clinico.

-

>>> La sifilis es un problema de salud publica en todo el mundo el diagnéstico

temprano y correcto es imprescindible En el siguiente trabajo se evalian ventajas y
desventajas en laimplementacidn del cribado parasifilis con el algoritmo reverso.
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RESUMEN

Introduccion: La sifilis sigue siendo un problema
de salud publica en todo el mundo; la precisién de
las pruebas de diagndstico es fundamental para el
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éxito de su control. Actualmente, hay dos enfo-
ques para el diagndstico seroldgico de la sifilis: el
algoritmo tradicional y el algoritmo reverso.
Obijetivo: Analizar las ventajas y desventajas enla
implementacion del cribado para sifilis con el
algoritmo reverso en un laboratorio clinico de
pacientes ambulatorios.

Materiales y Métodos: Se realizé un estudio de
corte transversal analizando 246 sueros reactivos
en el cribado sobre un total de 14.700 solicitudes
de serologia para sifilis. Se utilizaron los ensayos
ARCHITECT SyphilisTP,V.D.R.L. y FTA-Abs.
Resultados: De los 246 sueros reactivos por
ARCHITECT Syphilis TP, 129 fueron reactivos y 117
noreactivos conV.D.R.L., éstos ultimos resultaron
97 reactivos y 20 no reactivos por FTA-Abs,
sugiriendo falsos positivos (0,13%). Se detectaron
dos casos de infeccién primaria, no detectados
conV.D.R.Lyun caso de infeccion primaria en una
gestante con unvaloralto S/COyV.D.R.L. de 1dils.
Conclusiones: Entre las ventajas de utilizar el
algoritmo reverso se encontré mayor sensibilidad
en la deteccidn de sifilis primaria; automatizacion,
trazabilidad, interpretacion objetiva y resultados
concluyentes

Palabras clave: sifilis; algoritmo inverso para sffilis;
inmunoensayo de quimioluminiscencia treponé-
mica.

== INTRODUCCION

La sifilis, causada por la espiroqueta
Treponema pallidum subespecie pallidum, es una
enfermedad venérea de presentacion variada y
compleja. Puede ser transmitida por medio de
unas pocas vias: contacto sexual, introduccién
directa en el aparato vascular por medio de agujas
compartidas y transfusiones infectadas o
transferencia transplacentaria de espiroquetas. La
enfermedad clinica se dividid en una serie de
estudios clinicos sintomaticos secuenciales,
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separados por periodos de infeccidon latente:
periodo de incubacidn, primario, secundario,
tardio o terciario y sifilis congénita cuando la
transmision es vertical (1).

Para el diagndstico clinico es mandatorio el
uso de adecuados métodos de laboratorio y la
interpretacion de los resultados en base a la
historia clinica del paciente y el examen fisico.
Treponema pallidum no puede ser cultivado invitro
por lo que se han desarrollado varias técnicas
diagndsticas, directas e indirectas, no existiendo
aunununico ensayo para el diagndstico (2).

Los métodos directos, incluyen microsco-
pia de campo oscuro en muestras de fluidos o
frotis de lesiones, andlisis con anticuerpos
fluorescentes en muestras de lesiones o secciones
de tejidos y reaccidon de polimerasa en cadena
(RPQ).

El diagndstico indirecto se basa en técnicas
inmunoldgicas para la deteccién de anticuerpos,
no existiendo aun un método estandar de oro
universalmente aceptado. Tradicionalmente se
han utilizado los métodos no treponémicos en el
cribado y los treponémicos como confirmatorios
(Figura 1). Todos los métodos no treponémicos
miden anticuerpos antifosfolipidicos totales
formados por el hospedero en respuesta a los
l[ipidos de las superficies celulares de los
treponemas (reaginas sifiliticas) y utilizan como
antigenos una mezcla de cardiolipinas, lecitina y
colesterol; entre éstos encontramos los ensayos
seroldgicos ampliamente usados, con base en la
técnica de Wassermann (1906), como la reaccién
de reagina plasmatica rapida (RPR), Laboratorio
de Investigacion de Enfermedades Venéreas
(V.D.R.L.)yV.D.R.L.modificado o reagina sérica sin
calentar (USR).

Entre las técnicas inmunoldgicas treponé-



micas, que detectan anticuerpos especificos de
treponema, se han empleado: absorcion de
anticuerpos treponémicos fluorescentes (FTA-
Abs) y ensayos de microhemaglutinacién
aglutinacion de particulas para T. pallidum (MHA-
TP; TPPA(3,4).

> > Figura 1. Algoritmo tradicional para el
cribado dessifilis.

disminuye con el tratamiento hasta ser indetecta-
bles mientras que los ensayos inmunoldgicos
treponémicos permanecen siempre positivos.

> > Figura 2. Algoritmo reverso para el cribado
desifilis.
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Durante la ultima década, se han desarro-
llado nuevos ensayos seroldgicos treponémicos
usando anti-genos especificos (nativos y
recombinantes) y nuevos formatos, que incluyen
métodos rapidos basados en inmunocromato-
grafia, inmunoensayos enzi-matico y quimio-
luminiscentes (EIA; CIA), muchos de éstos
totalmente automatizados, asegurando traza-
bilidad de las muestras y objetividad en el resulta-
do, constituyendo la base para establecer el
algoritmo de cribado de secuencia reversa, en el
cual las muestras son analizadas con un ensayo
treponémico seguido de un analisis de los sueros
reactivos con un ensayo no treponémico(s)
(Figura 2). Este algoritmo reverso constituye un
cambio notable en la interpretacion del
diagndstico seroldgico ya que la respuesta
inmunoldgica de los métodos no treponémicos

Es importante que los profesionales de la
salud conozcan los fundamentos de estos
métodos, su alcance, interpretacion e implicancias
para la salud publica (5,6). La Organizacién
Panamericana de la Salud (OPS) y el Centro para el
Control y Prevencion de Enfermedades (CDC)
contindian recomendando el algoritmo tradicional
con cribado no treponémico; sin embargo, el CDC
establecié recomendaciones para los laboratorios
que utilicen el algoritmo reverso (7-9). El cribado
con ensayos treponémicos es recomendado por el
Centro para el Control y Prevencién de
Enfermedades Europeo (ECDC) (10). El objetivo de
este estudio fue analizar las ventajas y desventajas
en laimplementacion del algoritmo reverso en un
laboratorio clinico de pacientes ambulatorios.



~>> MATERIALESY METODOS

Se realizé un estudio de corte transversal,
observacional, analizando 246 sueros reactivos
por el método quimioluminiscente de cribado
sobre un total de 14.700 solicitudes de serologia
para sifilis, que fueron recibidas en nuestro
laboratorio durante el periodo septiembre de 2014
hasta enero de 2017. La identidad de los pacientes
no fue revelada y los datos procesados anénima-
mente (Tabla 1). Los requerimientos pre-analiticos
para la obtencién de las muestras de sangre
fueron: puncidn venosa entre las 7:00 y 10:00 am,
ocho horas de ayuno, coagulaciéon de 30 minutos a
temperatura ambiente en tubos con gel acelera-
dor de la coagulacién y centrifugacién durante 15
min a 3.600 rpm. Los sueros asi obtenidos, se
procesaron con las muestras diarias de rutina y/o
se guardaron a 4°C hasta su procesamiento
durante unlapso de tiempo que no superdlossiete
dias segun las recomendaciones del fabricante
para la estabilidad de los sueros. El cribado
treponémico se realizé con el ensayo ARCHITECT
Syphilis TP (Abbott, Alemania), con principio en un
inmunoanalisis quimioluminiscente de micro-
particulas (CMIA) para la deteccién cualitativa de
anticuerpos frente a T. pallidum empleando
antigenos recombinantes (TpN15, TpN17y TpN47).
Elensayo comparalasefial delamuestray el punto
de corte (S/ CO) interpretando los valores S/CO = 1
como reactivos. La verificacion del desempefio del
método fue realizada por nuestro laboratorio en
un estudio previo". Todos los sueros reactivos (n =
246) en el cribado fueron posterior- mente
analizados con el ensayo reflejo no treponémico
V.D.R.L. modificado (Wiener Lab, Argentina). Un
total de 117 sueros resultaron no reactivos por el
método no treponémico y fueron a continuacién
analizados con la técnica FTA-Abs (Biocientifica
S.A., Argentina) segun indica el algoritmo reverso

(Figura3).
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> > Figura 3. Resultados del cribado para sifilis
utilizando el ensayo quimioluminiscente ARCHI-
TECT Syphilis TP.
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El procedimiento de control de calidad
interno para el ensayo ARCHITECT Syphilis TP se
realizd segun recomendaciones del fabricante,
procesando una muestra Unica de control reactivo
y noreactivo cada diade suusoy paracadalotede
reactivos. Enlarealizacion de latécnica FTA-Abs se
procesaron muestras reactivas y no reactivas con
cadaimpronta usada. Cuando se utilizé el método
V.D.R.L. modificado se empled un pool de sueros
reactivos de titulo dos diluciones y un pool de
sueros no reactivos, procesados por distintos
operadores.

El control de calidad externo se realizd
mensualmente mediante el programa ProgBA-
CEMIC y trimestralmente con el Programa de
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Evaluacion Externa de Calidad de la Fundacidn
Bioquimica Argentina (PEEC), obteniendo
resultados aceptablesen el periodo evaluado.

Se realizé el cdlculo de sensibilidad y
especificidad analitica para el ensayo ARCHITECT
Syphilis TP para tres valores de corte S/CO: 1; 2,4 y
3,1, utilizando como método de referencia FTA-
Absy se obtuvo el indice de falsos positivos parael
valor de corte declarado por el fabricante (12).

> >> RESULTADOS

En la Tabla 2 se muestra la distribucion de
los resultados de la serologia reactiva en el
cribado. Entre los 246 sueros reactivos por
ARCHITECT Syphilis TP se obtuvieron 129 sueros
reactivos y 117 sueros no reactivos con V.D.R.L.
(Figura 3). La consulta de la historia clinica de los
pacientes indico que, de los 129 sueros reactivos,
109 correspondieron a pacientes con diagndstico
clinico, dentro de los que se identificaron 39 casos
de infeccidon primaria, uno correspondié a una
mujer gestante conunvaloralto S/COyV.D.R.L.de
1 dils y 20 correspondieron a pacientes en
diferentes estadios de la enfermedad. Los 117
sueros de pacientes con serologia discordante, es
decir, reactivos en el cribado treponémico y no
reactivos por V.D.R.L, fueron analizados mediante
FTA-Abs, 20 sueros resultaron no reactivos (falsos
positivos) y 97 sueros reactivos; de estos ultimos,
en 75 casos se comprobd que correspondieron a
sifilis pasada, dos a infeccién primaria (Tabla 3) y
los 20 casos restantes no pudieron ser corrobo-
rados por la historia clinica y/o no se solicitaron
estudios posteriores para su evaluacidon. Entre los
20 resultados falsos positivos, se encontrd que
cuatro correspondieron a pacientes gestantes y
tres a pacientes con infeccién por VIH. A su vez,
estos 20 sueros que resultaron no reactivos por
FTA-Abs tuvieron valores S/CO comprendidos
entre 1,01y 3,45. En base a este hallazgo se calculd
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la sensibilidad y especificidad para distintos
puntos de corte: S/CO = 1, declarado por el
fabricante del ensayo; S/CO = 2,4 seleccionado de
la poblacién estudiada para una sensibilidad de
100% y una buena especificidad y S/CO = 3,1 valor
encontrado en el estudio de Lee y cols(13). Los
valores de sensibilidad y especificidad analitica
obtenidos al utilizar los distintos valores de corte
se muestran en la Tabla 4. Para la poblacidn
estudiada se obtuvo un indice de falsos positivos
deo,13%.

> > Tabla 1. Caracteristicas descriptivas de la
poblacion estudiada con serologia reactiva en el
cribado treponémico (n=246)

Variable n (%)
Sexo
Femenino 89 (36,2)
Masculino 157 (63,8)
VIH positivo 59 (24,0)
Femenino 7
Masculino 52
Mujeres gestantes 10 (4,1)*
Edad (afos)
Rango 15-84
Mediana 36

*Se incluye una mujer gestante positiva para VIH.

= > Tabla 2. Distribucidn de los resultados de
serologia para sifilis con el método quimio-
luminiscente ARCHITECT SyphilisTPyV.D.R.L

ARCHITECT SyphilisTP V.D.R.L. VD.R.L V.D.R.L. Total
NR R (1,2,4 dils) R>8dils (n)
R 17 57 72 246

NR: no reactivo, R: reactivo, V.D.R.L: Laboratorio de Investigacion de Enfermedades Venéreas.

>>> DISCUSION

La implementacion del algoritmo reverso
para el cribado de sifilis constituyé un proceso



gradual en el que se observaron ventajas o
mejoras, tanto en utilidad diagndstica como
operativa; sin embargo, también se observaron
algunas desventajas o dificultades en relacién a
costos e interpretacion de los resultados. Entre las
ventajas del cribado de sifilis con un método
quimioluminiscente de alta sensibilidad, se
destaca la deteccion de sifilis primaria reciente-
mente adquirida en dos pacientes que presenta-
ron el test reflejo V.D.R.L. no reactivo, que no
podrian haberse diagnosticado tan tempra-
namente mediante el algoritmo tradicional (14-16)
(Tabla 3). La sensibilidad de los inmunoensayos
quimioluminiscentes reportada por la bibliografia
y el fabricante fue de 98-99% para sifilis primaria,
coincidente con la encontrada en nuestra serie
(3,17)- Mientras que la sensibilidad del método
V.D.R.L. en la deteccidn de sifilis primaria repor-
tada por la bibliografia fue de 78% (3). Cabe
destacar el resultado concluyente hallado para
una mujer gestante con infeccidn primaria que
mostré una intensidad de sefal alta (S/CO) en el
inmunoensayo treponémico y resultado de 1 dils.
con el ensayo no treponémico. Este resultado es
especialmente relevante conociendo que el
embarazo esta considerado como una causa de
reaccion bioldgica falsamente positiva para

V.D.R.L(18). Sin embargo, para esta paciente se
obtuvo unresultado concluyente en el cribado. En
relacion con el aumento de la sensibilidad en la
deteccidn y considerando que la poblacién de
pacientes ambulatorios que concurre al
laboratorio es de baja seroprevalencia para sifilis
(menor a 2%), se encontré un indice general de
falsos positivos de 0,13%, utilizando el valor de
corte declarado por el fabricante S/CO: 1,0. El
indice de falsos positivos ha sido evaluado por
distintos autores; resultados similares a éstos se
observaron en un estudio de Binnicker y cols.
quienes usaron un EIA para el cribado mediante el
algoritmo re- verso en una poblacion con baja
prevalencia para sifilis(19)y encontraron un indice
general de falsos positivos de 0,6%, coincidente
conelreportado previamente por el CDC(9).

Se observd que, los resultados interpre-
tados como falsos positivos (n = 20), tuvieron
valores S/CO comprendidos entre 1,01y 3,45. Lee y
cols (13)., mediante un andlisis con curvas ROC
utilizando el mismo inmunoensayo ARCHITECT
Syphilis TP, informaron una sensibilidad de 82,7% y
especificidad de 87,5%, para el valor S/CO: 3,1.
Utilizando el valor de corte reportado por dichos
autores, se encontrd una sensibilidad y especifici-
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dad mas elevadas (98,2y 96,8%, respectivamente),
y en consecuencia, la disminucién de resultados
falsos positivos (Tabla 4). En base a estos
resultados se considerd adecuado agregar un
comentario interpretativo en el informe de los
pacientes cuyos sueros presentaron sefiales S/CO
de1,0a3,1ycontestreflejo noreactivo, sugiriendo
al médico interpretar el resultado en el contexto
clinico del paciente, evaluando la necesidad de
confirmar mediante otra prueba treponémica o de
repetir la serologia en un lapso de 15 a 21 dias para
determinar seroconversion.

> > Tabla 3. Resultados con serologia
discordante en los métodos de cribado, que
correspondieron al diagndstico clinico de
infeccién primaria

Paciente ARCHITECT Syphilis VD.R.L. FTA-Abs
TP (S/CO) (dils)
1 13,56 NR R
2 7,52 NR R
2% 28,55 4 dils R

FTA-Abs: absorcion de anticuerpos treponémicos fluorescentes, NR: no reactivo, R: reactivo,
V.D.R.L: Laboratorio de Investigacién de Enfermedades Venéreas, 2* resultados obtenidos para
el paciente 2 un mes después.

> > Tabla 4. Sensibilidad y especificidad
halladas para el ensayo ARCHITECT Syphilis TP al
utilizar distintos puntos de corte y el método FTA-
Abs comoreferencia

S/CO 1 2,4 3,1
(Declarado por el (Leey cols ™)
fabricante)
Sensibilidad (%) 100 100 98,1
Especificidad (%) 35,5 77,4 96,8

Se menciona que cuatro mujeres gestantes
(de 10 analizadas) tuvieron resultados falsos
positivos (CIA reactivo,V.D.R.L. y FTA-Abs no
reactivos) y para estos casos se considerd
adecuado incluir un comentario interpretativo en
el informe y comunicar directamente con el
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médico solicitante. En la reevaluacion se obtuvo el
mismo resultado inicial, sin observar sero-
conversion para V.D.R.L. y FTA-Abs. Es interesante
destacar que una de las cuatro pacientes fue una
mujer gestante con infeccién por VIH. Si bien es
conocido que durante el embarazo se pueden
obtener reacciones bioldgicas falsamente
positivas con los métodos no treponémicos, los
datos son limitados en relacidon a los ensayos
treponémicos (20). Mencionamos también tres
pacientes con infeccién por VIH (de 59 analizados)
cuyos resultados de serologia fueron
interpretados como falsos positivos (S/CO: 1,3; 2,4
y 3,7); uno de ellos se estudi6 20 dias después sin
observar seroconversién para V.D.R.L. y FTA-Abs,
mientras que en los otros dos no se realizd un
seguimiento posterior o no se dispuso de datos
seroldgicos previos. Por ello, no se pudo discernir
si fueron verdaderos falsos positivos o pacientes
con infec- cién por VIH que recibieron tratamiento
y en los que hubo seroreversion de la prueba FTA-
Abs, situacion que se ha descrito en la bibliografia
paraeste grupo de pacientes (21).

Con respecto a las ventajas operativas, se
hace hincapié en la automatizacion del cribado
como recurso para reducir los tiempos de
respuesta frente a la demanda creciente en el
volumen de muestras analizadas por el laboratorio
(700 pruebas mensuales en promedio), la mejora
en la trazabilidad de las muestras, seguridad para
el paciente, la simplificacién del procedimiento
manual laborioso, subjetividad en la lectura y
eliminacién del fendmeno de prozona atribuibles a
latécnicadeV.D.R.L.

Entre las desventajas, se destaca un
aumento de 20 veces sélo en el costo de reactivo
para el cribado mediante el algoritmo reverso
respecto del tradicional, siendo el incremento mas
elevado si se incluye el costo adicional de las
pruebas treponémicas confirmatorias necesarias
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Volumen
de muestra

Tiempo

Categoria de espera

Tipo de muestra Tipo Unidades

Enfermedades respiratorias

T0INF1I0D

Influenza A/ B FIA

Hisopado nasal

1,5-10 min

TORSVIOD

RSV Ag FIA

Hisopado nasofaringeo

5-15min

10STR1IOD

Strep A Ag FIA

Hisopado de garganta

100 pl

5min

T0LEGIOD

Legionella Ag FIA

Orina

5-15min

T0SPN10OD

S. pneumoniae Ag FIA

Orina

100 pl

5-10 min

10ADE10D

Adeno Respi FIA

Hisopado nasal / Hisopado nasofaringeo

200 pl

15 min

Enfermedades
transmitidas por Vectores

TODENTOD

Dengue NST Ag FIA

Sangre entera / Suero / Plasma

100l

15 min

T0DEN20D

Dengue IgM/IgG FIA

Sangre entera /Suero/ Plasma

10 pl

15 min

TO0CHT110D

Chikungunya IgM/IgG

Sangre entera / Suero / Plasma

10 pl

15 min

Marcadores cardiacos

TOCKMI1013

CK-MB FIA

Sangre entera / Plasma

100 pl

15 min

TOHSC10B

hs-CRP

Sangre entera /Suero/ Plasma

Sul

3min

10DD11013

D-dimer FIA

Sangre entera / Plasma

10 pl

3 min

T0TNI10B

Tnl FIA

Sangre entera / Plasma

100 pl

15 min

TONTP10B

NT-proBNP FIA

Sangre entera (EDTA) / Suero

100 pl

15 min

Inflamacién

10PCT20B

PCT FIA

Sangre entera / Suero / Plasma

100 pl

15 min

Enfermedades crénicas

10A1IC10B

HbAlc

Sangre entera

Sul

3min

10UALIOB

U-Albumin FIA

Orina

3l

5min

Marcadores tumorales

10IFO10B

IFOB FIA

Heces

3 gotas

5min

Hormonales

10FT410B

Free T4 FIA

Suero

50

15 min

10T410B

T4 FIA

Suero

50l

15 min

10TSH10B

TSH FIA

Suero/Plasma

100 pl

15 min

T0LH10B

LHFIA

Sangre entera / Suero / Plasma

25 ul

15 min

*CN: Cuantitavivo / CL: Cualitativo / SE: Sangre entera / S: Suero / P: Plasma
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para resolver resultados discordantes. Ademas,
desde el punto de vista de costos en el sistema de
salud, con este algoritmo, a diferencia del
tradicional, se detectan pacientes que requieren
tratamiento (sifilis primaria y latente) como
pacientes que no requieren tratamiento (sifilis
pasada y tratada o falsos positivos) y por esto, es
fundamental una adecuada interpretacién
médica.

Unalimitacion de este estudio fue el uso del
método FTA-Abs como segundo ensayo
treponémico, debido a su menor sensibilidad para
los estadios primario y latente tardio (78-96%)
(2,22), en lugar de la prueba TPPA recomen- dada
por el CDC y las guias actuales del Ministerio de
Salud de Argentina (23). La FTA-Abs ha sido
considerada el estandar de oro como método
confirmatorio (9), debido a su adecuada
especificidady en cada caso serealizé por personal
del laboratorio entrenado y con experiencia en
técnicas de inmunofluorescencia indirecta. No
pueden obtenerse conclusiones estadisticamente
significativas sobre la eficacia del algoritmo
reverso en la poblacién de mujeres gestantes y de
pacientes con infeccidn por VIH, debido al escaso
numeroincluido enestaserie.

Finalmente, conociendo que durante los
ultimos afios se ha observado unincrementoenla
incidencia de sifilis en el mundo, y en especial en
América Latina y el Caribe, tanto en poblacion
general como en la tasa de sffilis congénita(24,25)
y analizado las ventajas del algoritmo reverso con
un método quimioluminiscente, se propone su
implementacion en laboratorios medianos a
grandes que cuenten con la infraestructura
adecuada y personal capacitado para asegurar la
eficacia de este algoritmo y la correcta
interpretacion de los resultados en su poblacidon
de pacientes.
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