Revista Cubana de Medicina Tropical. 2013; 65(2): 258-263

COMUNICACION BREVE

Valor practico del liguido cefalorraquideo
en la hemaglutinacion de Treponema pallidum
para la confirmaciéon de neurosifilis

Value in practice of the cerebrospinal fluid in Treponema
pallidum hemagglutination test for confirmation of
neurosyphilis

Téc. Eduardo Echevarria Pérez, Dr. C. Islay Rodriguez Gonzélez, Dra. C.
Carmen Fernandez Molina

Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri". La Habana, Cuba.

RESUMEN

Introduccién: la hemaglutinacion de Treponema pallidum (TPHA: Treponema
pallidum hemagglutination assay) permite la deteccién de anticuerpos contra esta
bacteria. Esta es la Unica prueba confirmatoria para el diagndstico de sifilis utilizada
en Cuba y es aplicable solo en muestras de suero.

Objetivos: evaluar y aplicar muestras de liquido cefalorraquideo (LCR) en la TPHA
(Centro de Is6topos: CENTIS) para la confirmaciéon de neurosifilis.

Métodos: se estudiaron 78 LCR y 12 sueros de 78 pacientes con sospecha de
neurosifilis; 11 LCR y 5 sueros de 11 pacientes con sospecha de neuroborreliosis;
16 LCR de pacientes con sospecha de meningitis bacteriana y 3 LCR de pacientes
con sospecha de meningitis por leptospirosis. Las muestras se analizaron por VDRL
(venereal disease research laboratories) y TPHA segun procedimientos descritos
para suero. Se determinaron los parametros cualitativos y de desempefio de la
TPHA.

Resultados: al estudiar las muestras de pacientes con sospechas de neurosifilis se
obtuvo 9,0 % (7/78) de LCR reactivos por VDRL, y 85,7 % (6/7) positivos por
TPHA, lo que confirma neurosifilis. De los 12 casos con muestras de sueros y LCR,
3 resultaron positivos por TPHA, aunque para uno el LCR fue no reactivo por VDRL,
lo que sugiere una mayor sensibilidad de la TPHA para este tipo de muestra; para
los otros 3 casos los sueros resultaron positivos por VDRL y TPHA, pero los LCR
fueron negativos (no neurosifilis). Un caso result6 falso positivo a neurosifilis. Se
confirmoé neurosifilis en LCR y suero de un paciente con sospechas de
neuroborreliosis, y marcadores de neurosifilis pasada y tratada en un paciente con
sospecha de meningitis bacteriana. Las muestras de pacientes con sospechas de
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leptospirosis resultaron negativas. Los parametros cualitativos y de desemperio de
la TPHA en LCR fueron aceptables.

Conclusion: El LCR constituye una muestra Util para la confirmacion de neurosifilis
por TPHA.

Palabras clave: neurosifilis, liquido cefalorraquideo, hemaglutinaciéon de
Treponema pallidum.

ABSTRACT

Introduction: Treponema pallidum hemagglutination (TPHA) allows the detection
of antibodies to Treponema pallidum. The TPHA (Centis) is the only confirmatory
test for the diagnosis of syphilis used in Cuba and is applicable only in serum
samples.

Objectives: to evaluate and to apply samples of the cerebrospinal fluid (CSF) in
the TPHA (CENTIS) for neurosyphilis confirmation.

Methods: this research studied 78 CSF and 12 sera from 78 patients with
suspected neurosyphilis, 11 CSF and 5 sera from 11 patients with suspected
neuroborreliosis, 16 CSF from patients with suspected bacterial meningitis and

3 CSF of patients with suspected meningitis by leptospirosis. Samples were
analyzed by VDRL (venereal disease research laboratory) and TPHA (Centis)
according to procedures described for serum. Qualitative and performance
parameters of the TPHA were determined.

Results: the study of samples from patients with suspected neurosyphilis yielded
9.0 % (7/78) of reactive CSF according to the VDRL test, and 85.7 % (6/7) of them
were positive for TPHA, thus confirming neurosyphilis. Of the 12 cases with serum
and CSF samples, three were positive in TPHA, although the CSF in one case was
not reactive according to VDRL, which indicates a greater sensitivity rate of the
TPHA for this type of sample. In the three other cases, sera were positive in VDRL
and TPHA but the CSFs samples were negative (meaning no neurosyphilis). One
case was false positive for neurosyphilis. The disease was confirmed in the CSF and
the serum from a patient with suspected neuroborreliosis and markers of past and
treated neurosyphilis in a patient with suspected bacterial meningitis. Samples from
patients with suspected leptospirosis were negative. The qualitative and
performance parameters of the TPHA in terms of the CSF were acceptable.
Conclusion: the cerebrospinal fluid is a useful sample for confirmation of
neurosyphilis by using Treponema pallidum hemagglutination test (Centis).

Key words: neurosyphilis, cerebrospinal fluid, Treponema pallidum
hemagglutination.

La sifilis es una infeccion de transmision sexual (ITS) sistémica y de evoluciéon
cronica con periodos asintomaticos. Treponema pallidum subespecie pallidum, su
agente causal, se disemina de forma sistémica de horas a dias después de su
inoculacion. Se piensa que esta bacteria invade, e incluso involucra, al sistema
nervioso central (SNC) en la mayoria de los pacientes infectados. Por ello, las
manifestaciones neuroldgicas se pueden presentar durante cualquier etapa de la
infeccion (no solo en estadios tardios), e incluyen neurosifilis asintomatica, sifilis
meningea aguda, sifilis meningovascular, neurosifilis parética y tabética.*?
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El reporte de casos de neurosifilis disminuyd hasta que comenzé la era de la
infeccidon con el VIH, a partir de la cual se incrementa el diagnéstico de casos de
neurosifilis temprana principalmente.*?3

Para el diagnéstico de neurosifilis se emplea paralelamente el examen de muestras
de suero y liquido cefalorraquideo (LCR). La deteccién de cambios inflamatorios y
anticuerpos antitreponémicos especificos en LCR constituye un elemento importante
paralezl diagnostico, aunque la deteccion de estos anticuerpos contintia siendo un
reto.™

Para ello se utilizan las pruebas no treponémicas VDRL (venereal disease research
laboratory) y RPR (rapid plasma reagin); y las pruebas treponémicas o
confirmatorias TPHA (Treponema pallidum hemagglutination assay) y FTA
(fluorescent treponemal antibodies assay),>™ aunque existe debate actual sobre el
empleo de FTA en LCR.?

En Cuba las pruebas VDRL y RPR son muy utilizadas en todos los niveles de
atencion en salud segun el Programa Nacional de Control y Prevencion de ITS, y
recientemente se descentralizé la hemaglutinacion de T. pallidum (TPHA) a nivel de
los Centros Provinciales de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia. De estas, solo el
VDRL es utilizado para el diagnéstico de neurosifilis.®

Los diagnosticadores que se utilizan actualmente en el pais provienen del Centro de
Is6topos (Centis). La TPHA, segun las recomendaciones de este fabricante, solo
debe ser utilizada en muestras de sueros, porque no se cuenta con evaluacion
previa en LCR.® Tomando en consideracién este aspecto y la necesidad de
perfeccionar el diagnoéstico microbioldgico de la neurosifilis se propuso evaluar la
utilidad del LCR como muestra clinica para la TPHA (Centis).

Para esta evaluacion se utilizaron 108 muestras de LCR y 17 muestras de sueros
distribuidas seguin su procedencia de la manera siguiente:

- 78 muestras de LCR de igual nimero de pacientes con sospechas clinicas de
neurosifilis, 54 de ellas provenian de pacientes seropositivos al VIH. Ademas se
conté con muestras de sueros de 12 pacientes.

- 11 muestras de LCR y 5 de sueros de diferentes pacientes con sospechas clinicas
de neuroborreliosis.

- 16 muestras de LCR de pacientes con sospechas de meningitis bacteriana causada
por Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae o Streptococcus pneumoniae.

- 3 muestras de LCR de pacientes con sospechas de meningitis por leptospirosis.

Todas las muestras se encontraban conservadas a - 20 °C hasta el momento de su
uso y formaban parte de la seroteca del Laboratorio Nacional de Espiroquetas del
Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" (IPK); las procedentes de pacientes con
sospechas de meningitis bacteriana fueron donadas por el Laboratorio Nacional de
Referencia de Sindromes Neurolégicos del IPK.

A cada una de las muestras se le aplicd paralelamente VDRL (Centis) y TPHA
(Centis) siguiendo las instrucciones descritas por el productor para muestras de
sueros.

A partir de los resultados se determind la proporcién de anticuerpos en LCR en
relacién con los anticuerpos en suero (anticuerpos intratecales) a través de la
férmula titulo de anticuerpos por TPHA en LCR/titulo de anticuerpos por TPHA en
suero para los casos en que se disponia de ambas muestras. Ademas se calcularon
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los parametros cualitativos y de desempefio para la prueba de TPHA con LCR
utilizando el paquete estadistico EPIDAT versiéon 3.1.

La aplicacion de la TPHA (Centis) en las muestras de LCR y suero, segln
procedencia (impresiéon diagnodstica en los pacientes), origind los resultados que se
muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Resultados de WDRL {Centis) v TPHA {Centis) en muestras de sueros y liquido
cefalorraquideo segun impresién diagndstica

VDRL (+) VDRL (+) VDRL (-} VDRL (-)

Impresién diagnéstica TPHA (+) TPHA (-} TPHA (+) TPHA (-]
LCR | Suero | LCR | Suero | LCR | Suero | LCR | Suero

Meurosifilis - -
{78 LCR-12 sueros) . 7 1 . 7 . o4 .
Meuroborreliosis
{11 LCR-5 sueros) 1 . d . d . 10 4
Meningitis bacteriana
(16 LCR) 0 0 1 15
Leptospirosis ) ) ) _
(3 LCR) 0 0 0 3

LCR: liguido cefalorraquidec, YDRL: venereal disease research (aboratory, TPHA: Treponems pallidum

i -~ o oy diem o - =
nemaggiutingtion assay.

Como se puede apreciar para las muestras tomadas de los pacientes con impresién
diagndstica de neurosifilis, se confirmo la presencia de esta en 6 muestras de LCR
al mostrar titulos de anticuerpos desde débil reactivo hasta 8 por VDRL y de 640 a
20 480 por TPHA; mientras en otras 7 muestras solo se detectaron niveles de
anticuerpos treponémicos con valores inferiores de 80 a 2 560, lo que sugiere una
mayor sensibilidad de la TPHA en relaciéon con el VDRL como ha sido reportado por
otros autores,? o la presencia de marcadores de neurosifilis anterior tratada.

En cambio, para este mismo grupo, en las muestras de sueros se confirmo sifilis
activa en 7 de estas, mostrando valores de anticuerpos desde débil reactivo hasta
superiores a 32 por VDRL y de 1 280 a 327 680 por TPHA.

La muestra de LCR para la que se obtuvo resultado falso positivo por VDRL
presentaba reactividad débil por esa prueba, resultado que puede estar influenciado
por diversos factores, aunque en este caso podria tratarse de un error en la lectura.

La incidencia de neurosifilis, segun las muestras de LCR estudiadas, fue mayor en
los pacientes seronegativos al VIH (29,2 %) que en los seropositivos (11,1 %).

Los resultados positivos por VDRL en LCR establecen diagndstico de neurosifilis,
pero los resultados negativos no lo excluyen,? por ello la importancia de contar con
otros métodos de laboratorio para definir el diagndstico.

Al evaluar el binomio suero-LCR se constaté la presencia de marcadores de
neurosifilis en 3 de estos (sueros y LCR positivos), mientras en otros 4 solo se
determiné la ocurrencia de sifilis pero no a nivel del SNC (sueros positivos y LCR
negativos).
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Los restantes 3 LCR positivos no contaban con muestras de sueros, fenémeno que
se presenta con frecuencia pues el personal médico al sospechar neurosifilis indica
de inmediato puncidon lumbar para examen de LCR sin explorar antes la presencia
de anticuerpos en suero. En la presente investigacion este fendmeno estuvo
presente en 84,6 % de los pacientes. Se ha reportado que valores de anticuerpos
en suero superiores a 2 560 por TPHA son considerados criterio de seleccion para
realizar puncion lumbar, especialmente cuando no existen signos o sintomas
clinicos.’

A nivel del SNC se ha demostrado que existe produccioén local de anticuerpos contra
T. pallidum, pero ello no ocurre en todos los pacientes con neurosifilis.® Las
proporciones de anticuerpos en LCR en relacién con los anticuerpos en suero para
los casos estudiados fueron de 0.125 (2 casos) y 0.250 (1 caso), lo que demuestra
que los niveles de anticuerpos especificos o treponémicos son inferiores en LCR.
Koknic y otros al emplear una férmula con los valores de las concentraciones de
albimina y de anticuerpos, interpretaron como sintesis intratecal de 1gG cuando el
valor era superior a 0,7 y de IgM si era mayor de 0,1.* En la TPHA se detecta tanto
IgM como IgG, por lo que estos resultados sugieren sintesis intratecal de
anticuerpos.

Un hallazgo interesante en este trabajo fue la confirmacion de neurosifilis, segin
los resultados en ambos tipos de muestras, en un paciente en el que se sospechaba
primero neuroborreliosis. La relacién de anticuerpos LCR/suero en este fue también
de 0,125. Igualmente se detectaron marcadores de neurosifilis anterior tratada en
el LCR de un paciente con sospechas de meningitis bacteriana.

Es importante recordar lo sefialado por Harding y Ghanem, quienes plantean que
un resultado negativo por una prueba que detecte anticuerpos treponémicos
especificos no excluye diagnéstico de neurosifilis si la sospecha clinica es alta.®

La evaluacion de los parametros cualitativos y de desempefio de la TPHA utilizando
el LCR como muestra, y como referencia los resultados por VDRL unido a la
impresion clinica permitié obtener los resultados que se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Parametros cualitativos y de desempefio de la hemaglutinacion de Treponema pallidum
{(TPHA-Centis) con LCR como muestra clinica

Parametros cualitativos Valor | Intervalo de confianza 95 %
Sensibilidad (%) 87,50 5g, 33 104,00
Especificidad (%) 92,00 85,18 97,82
indice de wvalidez (%) Q1,67 85,09 97,34
Valor predictivo positivo (%) 46,67 18,09 75,25
Valor predictive negativo (%) | 98,92 95,29 100,00
Prevalencia (%) 7,41 2,01 12,81
Indice de Jouden 0,80 0,56 1,03

A pesar de que el valor predictivo positivo es bajo, dada la prevalencia baja de la
enfermedad, se puede plantear que los diferentes pardmetros son aceptables.

Tomando en consideracién el conjunto de resultados expuestos se sugiere proponer
a Centis incluir al LCR como muestra clinica util para ser utilizada en la TPHA.
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