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Implementacion del algoritmo reverso para el cribado
de sifilis en un laboratorio clinico
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Implementation of the reverse screening syphilis algorithm in a clinical laboratory

Background: Syphilis remains a public health concern worldwide, the accuracy of diagnostic tests is critical
for its successful control. Currently, there are two approaches to the diagnosis of syphilis using serological tests:
the traditional algorithm and the reverse algorithm. Aim. The goal of this study was to analyse the advantages and
disadvantages in the implementation of the syphilis reverse-screening algorithm in an outpatient clinical labora-
tory. Methods: An observational cross-sectional study was carried out analyzing 246 reactive sera from a total of
14700 requests for syphilis serology. Chemiluminescent assay ARCHITECT Syphilis TP, V.D.R.L. and FTA-Abs
were performed. Results: Among 246 reactive sera by ARCHITECT Syphilis TP, 129 were reactive and 117 were
non-reactive by V.D.R.L. the last mentioned resulted in 97 reactive and 20 non-reactive by FTA-Abs, suggesting
false positives (0.13%).Two patients with primary infection were detected, that were not detected by V.D.R.L. and
one pregnant woman with primary infection with a high value S/CO and V.D.R.L.:1 dils. Conclusions: Among the
advantages of using a reverse algorithm were greater sensitivity in the detection of patients with primary syphilis;
automation, complete traceability of the samples; objective interpretation and conclusive results.
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Introduccion

a sifilis, causada por la espiroqueta Treponema
I pallidum subespecie pallidum, es una enfermedad
venérea de presentacion variada y compleja. Puede
ser transmitida por medio de unas pocas vias: contacto
sexual, introduccion directa en el aparato vascular por
medio de agujas compartidas y transfusiones infectadas
o transferencia transplacentaria de espiroquetas. La
enfermedad clinica se dividi6 en una serie de estadios
clinicos sintomaticos secuenciales, separados por periodos
de infeccion latente: periodo de incubacion, primario,
secundario, tardio o terciario y sifilis congénita cuando
la transmisién es vertical'.

Para el diagnostico 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 in vitro por lo que se han desarrollado varias
técnicas diagnosticas, directas e indirectas, no existiendo
aun un Gnico ensayo para el diagndstico?.

Los métodos directos, incluyen microscopia de campo
oscuro en muestras de fluidos o frotis de lesiones, analisis
con anticuerpos fluorescentes en muestras de lesiones o
secciones de tejidos y reaccion de polimerasa en cadena
(RPC).
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El diagnostico indirecto se basa en técnicas inmuno-
logicas para la deteccion de anticuerpos, no existiendo
atn un método estandar de oro universalmente aceptado.
Tradicionalmente se han utilizado los métodos no trepo-
némicos en el cribado y los treponémicos como confir-
matorios (Figura 1). Todos los métodos no treponémicos
miden anticuerpos anti-fosfolipidicos totales formados
por el hospedero en respuesta a los lipidos de las super-
ficies celulares de los treponemas (reaginas sifiliticas)
y utilizan como antigenos una mezcla de cardiolipinas,
lecitina y colesterol; entre éstos encontramos los ensayos
serologicos ampliamente usados, con base en la técnica
de Wassermann (1906), como la reaccion de reagina
plasmatica rapida (RPR), Laboratorio de Investigacion de
Enfermedades Venéreas (V.D.R.L.) y V.D.R.L. modifica-
do o reagina sérica sin calentar (USR). Entre las técnicas
inmunolodgicas treponémicas, que detectan anticuerpos
especificos de treponema, se han empleado: absorcion
de anticuerpos treponémicos fluorescentes (FTA-Abs)
y ensayos de microhemaglutinacion y aglutinacion de
particulas para T. pallidum (MHA-TP; TPPA)**.

Durante la ultima década, se han desarrollado
nuevos ensayos serologicos treponémicos usando anti-
genos especificos (nativos y recombinantes) y nuevos
formatos, que incluyen métodos rapidos basados en
inmunocromatografia, inmunoensayos enzimaticos
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Método no treponémico
(ej. V.D.R.L. 0 RPR)

[ Reactivo J [ No reactivo }

Método treponémico
(€. FTA-Abs o TPPA)

Reactivo No reactivo

(sifilis pasada o presente) (sffilis poco probable)

Figura 1. Algoritmo tradicional para el cribado de sifilis.

Método treponémico
(EIA o CIA)

|
[ Reactivo j ‘

No reactivo
(sifilis poco probable)

5
Método no treponémico
(V.D.R.L. 0 RPR)
Reactivo [ No reactivo j
(sifilis pasada o presente) |

Método treponémico

confirmatorio diferente
(FTA-Abs o TPPA)
Reactivo No reactivo

(sifilis pasada o presente) (sifilis poco probable)

Figura 2. Algoritmo reverso para el cribado de sifilis.
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y quimioluminiscentes (EIA; CIA), muchos de éstos
totalmente automatizados, asegurando trazabilidad de las
muestras y objetividad en el resultado, 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’® (Figura 2).
Este algoritmo reverso constituye un cambio notable
en la interpretacion del diagnodstico seroldgico ya que la
respuesta inmunologica de los métodos no treponémicos
disminuye con el tratamiento hasta ser indetectables
mientras que los ensayos inmunologicos treponémicos
permanecen siempre positivos.

Es importante que los profesionales de la salud co-
nozcan los fundamentos de estos métodos, su alcance,
interpretacion e implicancias para la salud publica®®. La
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) y el Centro
para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC)
continflan recomendando el algoritmo tradicional con
cribado no treponémico; sin embargo, el CDC establecio
recomendaciones para los laboratorios que utilicen el
algoritmo reverso’®. El cribado con ensayos treponémicos
es recomendado por el Centro para el Control y Preven-
cion de Enfermedades Europeo (ECDC)'". El objetivo de
este estudio fue analizar las ventajas y desventajas en la
implementacion del algoritmo reverso en un laboratorio
clinico de pacientes ambulatorios.

Materiales y Métodos

Se realizd un estudio de corte transversal, observa-
cional, 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 anonimamente
(Tabla 1). Los requerimientos pre-analiticos para la
obtencion de las muestras de sangre fueron: puncioén
venosa entre las 7:00 y 10:00 am, ocho horas de ayuno,
coagulacion de 30 minutos a temperatura ambiente en
tubos con gel acelerador de la coagulacion y centrifuga-
cion durante 15 min a 3.600 rpm. Los sueros asi obte-
nidos, se procesaron con las muestras diarias de rutina
y/o se guardaron a 4°C hasta su procesamiento durante
un lapso de tiempo que no superd los siete 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 microparticulas (CMIA) para la deteccion cualitativa
de anticuerpos frente a T pallidum empleando antigenos
recombinantes (TpN15, TpN17 y TpN47). El ensayo
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compara la sefial de la muestra y el punto de corte (S/
CO) interpretando los valores S/CO > 1 como reactivos.
La verificacion del desempeiio 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 continuacion analizados con la
técnica FTA-Abs (Biocientifica S.A., Argentina) segun
indica el algoritmo reverso (Figura 3).

El procedimiento de control de calidad interno para
el ensayo ARCHITECT Syphilis TP se realiz6 segun
recomendaciones del fabricante, procesando una muestra
Unica de control reactivo y no reactivo cada dia de su
uso y para cada lote de reactivos. En la realizacion de
la técnica FTA-Abs se procesaron muestras reactivas y
no reactivas con cada impronta usada. Cuando se utiliz6
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 Evaluacion Externa de Calidad de la
Fundacion Bioquimica Argentina (PEEC), obteniendo
resultados aceptables en el periodo evaluado.

Se realizo el calculo 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-Abs y se obtuvo el indice de
falsos positivos para el valor de corte declarado por el
fabricante'?.

Resultados

En la Tabla 2 se muestra la distribucion de los resul-
tados 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 diagnostico clinico,
dentro de los que se identificaron 39 casos de infeccion
primaria, uno correspondi6 a una mujer gestante con un
valoralto S/COy V.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
infeccion primaria (Tabla 3) y los 20 casos restantes no
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Tabla 1. Caracteristicas descriptivas de la poblacion
estudiada con serologia reactiva en el cribado

treponémico (n = 246)

Variable
Sexo

Femenino
Masculino

VIH positivo
Femenino
Masculino

Mujeres gestantes

Edad (afios)
Rango
Mediana

n (o/o)

89 (36,2)
157 (63,8)

59 (24,0)
7
52

10 (4,1)*

15-84
36

*Se incluye una mujer gestante positiva para VIH.

Tabla 2. Distribucion de los resultados de serologia para sifilis con el método
quimioluminiscente ARCHITECT Syphilis TP y V.D.R.L

ARCHITECT SyphilisTP

V.D.R.L.

NR
117

V.D.R.L.
R (1,2,4 dils)

57

V.D.R.L. Total
R = 8 dils (n)
72 246

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

ARCHITECT Syphilis TP

n = 14.700
I I
I I
No reactivo Reactivo
n = 14.454 n = 246
(98,3%) (1,67 %)
I I
I I
V.D.R.L. V.D.R.L.
No reactivo Reactivo
n=117 n=129
(0,79 %) (0,88 %)

FTA-Abs

n=117

(0,79 %)

No reactiva
n =20
(0,13 %)

Reactiva
n =97
(0,66 %)

Figura 3. Resultados del
cribado para sifilis utilizando
el ensayo quimioluminiscente
ARCHITECT Syphilis TP.
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Tabla 3. Resultados con serologia discordante en los métodos de cribado,
que correspondieron al diagnéstico clinico de infeccion primaria

Paciente ARCHITECT Syphilis V.D.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 como referencia

S/CO 1 2,4 3.1
(Declarado por el (Lee y cols™)
fabricante)

Sensibilidad (%) 100 100

Especificidad (%) 35,5

528

pudieron ser corroborados por la historia clinica y/o no se
solicitaron estudios posteriores para su evaluacion. Entre
los 20 resultados falsos positivos, se encontrd que cuatro
correspondieron a pacientes gestantes y tres a pacientes
con infeccion por VIH. A su vez, estos 20 sueros que re-
sultaron no reactivos por FTA-Abs tuvieron valores S/CO
comprendidos entre 1,01 y 3,45. En base a este hallazgo
se calculo 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 poblacion
estudiada para una sensibilidad de 100% y una buena
especificidad y S/CO = 3,1 valor encontrado en el estudio
de Lee y cols®. Los valores de sensibilidad y especificidad
analitica obtenidos al utilizar los distintos valores de corte
se muestran en la Tabla 4. Para la poblacion estudiada se
obtuvo un indice de falsos positivos de 0,13 %.

Discusion

La implementacion del algoritmo reverso para el cri-
bado de sifilis constituy6 un proceso gradual en el que se
observaron ventajas o mejoras, tanto en utilidad diagnos-
tica como operativa; sin embargo, también se observaron
algunas desventajas o dificultades en relacion 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

www.revinf.cl

recientemente adquirida en dos pacientes que presenta-
ron el test reflejo V.D.R.L. no reactivo, que no podrian
haberse diagnosticado tan tempranamente mediante el
algoritmo tradicional'*'¢ (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*!”.
Mientras que la sensibilidad del método V.D.R.L. en la
deteccion de sifilis primaria reportada por la bibliografia
fue de 78%°. Cabe destacar el resultado concluyente
hallado para una mujer gestante con infeccion primaria
que mostrd una intensidad de sefial 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."8. Sin embargo, para esta paciente se obtuvo
un resultado concluyente en el cribado. En relacion con el
aumento de la sensibilidad en la deteccion y considerando
que la poblacion de pacientes ambulatorios que concurre
al laboratorio es de baja seroprevalencia para sifilis (menor
a 2%, se encontr6 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" y
encontraron un indice general de falsos positivos de 0,6%,
coincidente con el reportado previamente por el CDC’.

Se observo que, los resultados interpretados como
falsos positivos (n = 20), tuvieron valores S/CO compren-
didos entre 1,01 y 3,45. Lee y cols.'?, mediante un analisis
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 encontr6 una sensibilidad y especificidad mas elevadas
(98,2 y 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 de 1,0 a 3,1 y con
test reflejo no reactivo, 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.

Se menciona que cuatro mujeres gestantes (de 10 anali-
zadas) tuvieron resultados falsos positivos (CIA reactivo,
V.D.R.L. y FTA-Abs no reactivos) y para estos casos se
consider6 adecuado incluir un comentario interpretativo
en el informe y comunicar directamente con el médico
solicitante. En la re-evaluacion se obtuvo el mismo resul-
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tado inicial, sin observar seroconversion para V.D.R.L. y
FTA-Abs. Es interesante destacar que una de las cuatro
pacientes fue una mujer gestante con infeccion por VIH.
Si bien es conocido que durante el embarazo se pueden
obtener reacciones biologicas falsamente positivas con
los métodos no treponémicos, los datos son limitados
en relacion a los ensayos treponémicos®. Mencionamos
también tres pacientes con infeccion por VIH (de 59 anali-
zados) cuyos resultados de serologia fueron interpretados
como falsos positivos (S/CO: 1,3; 2,4 y 3,7); uno de ellos
se estudio 20 dias después sin observar seroconversion
para V.D.R.L. y FTA-Abs, mientras que en los otros dos
no se realizé un seguimiento posterior o no se dispuso de
datos serologicos previos. Por ello, no se pudo discernir si
fueron verdaderos falsos positivos o pacientes con infec-
cion por VIH que recibieron tratamiento y en los que hubo
sero-reversion de la prueba FTA-Abs, situacion que se ha
descrito en la bibliografia para este grupo de pacientes?®..

Con respecto a las ventajas operativas, se hace hincapié
en la automatizacion del cribado como recurso para redu-
cir 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 simplificacion del procedimiento manual laborioso,
subjetividad en la lectura y eliminacion del fenomeno de
prozona atribuibles a la técnica de V.D.R.L.

Entre las desventajas, se destaca un aumento de 20
veces so0lo 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
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 interpretacion médica.

Una limitacion 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%)*?, en lugar de la prueba TPPA recomen-
dada por el CDC y las guias actuales del Ministerio de
Salud de Argentina®. La FTA-Abs ha sido considerada
el estandar de oro como método confirmatorio®, debido a
su adecuada especificidad y en cada caso se realiz6 por
personal del laboratorio entrenado y con experiencia en
técnicas de inmunofluorescencia indirecta.
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No pueden obtenerse conclusiones estadisticamente
significativas sobre la eficacia del algoritmo reverso en
la poblacion de mujeres gestantes y de pacientes con
infeccion por VIH, debido al escaso niimero incluido en
esta serie.

Finalmente, conociendo que durante los ultimos
afios se ha observado un incremento en la incidencia de
sifilis en el mundo, y en especial en América Latina y el
Caribe, tanto en poblacion general como en la tasa de
sifilis congénita *** 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 poblacién
de pacientes.
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reactivos para llevar a cabo el estudio, especialmente a
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Resumen

Introduccion: La sifilis sigue siendo un problema de
salud publica en todo el mundo; la precision de las pruebas
de diagnostico es fundamental para el éxito de su control.
Actualmente, hay dos enfoques para el diagndstico sero-
logico de la sifilis: el algoritmo tradicional y el algoritmo
reverso. Objetivo: Analizar las ventajas y desventajas en
la implementacion del cribado para sifilis con el algoritmo
reverso en un laboratorio clinico de pacientes ambulato-
rios. Materiales y Métodos: Se realiz6 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 no reactivos con V.D.R.L., éstos tltimos
resultaron 97 reactivos y 20 no reactivos por FTA-Abs,
sugiriendo falsos positivos (0,13%). Se detectaron dos
casos de infeccion primaria, no detectados con V.D.R.L
y un caso de infeccion primaria en una gestante con un
valor alto S/COy V.D.R.L. de 1 dils. Conclusiones: Entre
las ventajas de utilizar el algoritmo reverso se encontrd
mayor sensibilidad en la deteccion de sifilis primaria;
automatizacion, trazabilidad, interpretacion objetiva y
resultados concluyentes.
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