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RESUMEN

Con la finalidad de evaluar la frecuencia de Ulcera genital y extragenital ocasionada
por la infeccién con Treponema pallidum y de Ulcera genital por virus herpes simple—
2 (VHS-2), se estudiaron 21 individuos masculinos y femeninos, con edades
comprendidas entre 17 y 68 afios, que asistieron a la consulta SIDA-ITS del
ambulatorio “Dr. Arquimedes Fuentes Serrano”, Cumand, estado Sucre, durante el
periodo comprendido entre los meses de agosto 2008 a marzo 2009. A cada paciente
se le aplicé una encuesta clinico-epidemiolégica, con el propdsito de establecer la
asociacion entre los parametros epidemioldgicos y etiologia de las lesiones
ulcerativas. Ademas, se le tomd una muestra de exudado de la Ulcera y se le detectd
directamente T. pallidum, por microscopia de campo oscuro, y una muestra
sanguinea, la cual fue procesada mediante la prueba de floculacion VDRL y
confirmada, posteriormente, por el método para la deteccion de anticuerpos
treponémicos especificos FTA-ABS. Aquellas muestras de pacientes con Ulcera
genital, se les aplico el método ELISA para la deteccion de anticuerpos IgM anti-
VHS-2. En el presente estudio no se encontraron casos positivos de Ulcera por VHS-
2, obteniéndose, por microscopia de campo oscuro que en el 100,00% de las lesiones
ulcerativas se observaron espiroquetas, con morfologia y motilidad, compatible con
T. pallidum. Por otra parte, se encontr6 por medio de la prueba seroldgica no
treponémica, VDRL, que el 100,00% de los casos evaluados con Ulcera, fueron
reactivos, y a través de la prueba seroldgica treponémica, FTA-ABS, el 80,95% de los
casos arrojaron un resultado reactivo. La frecuencia de sifilis temprana fue de
80,95%, diagnosticada sobre la base de la presencia de lesiones ulcerativas genitales
y extragenitales, con campo oscuro positivo y pruebas serolégicas reactivas. Ademas,
se encontr6 asociacion estadisticamente significativa (p>0,05) entre sifilis y
ocupacion, no siendo asi con la edad y el sexo (p<0,05). Asi mismo, se recomienda
que en pacientes con lesiones ulcerativas, VDRL reactivo a diluciones de 1:2a 1:16 y
sin reactividad en el FTA-ABS, no descartar una posible infeccion por T. pallidum y
repetir las pruebas seroldgicas.

Palabra y/o Frases Claves: Ulcera, T.pallidum, VHS-2, campo oscuro, VDRL, FTA-
ABS

Vi



INTRODUCCION

Las infecciones de transmision sexual (ITS) son enfermedades producidas por
microorganismos transmisibles solo por contacto directo, cuyo principal reservorio es
el tracto genital humano, ocurriendo durante las relaciones sexuales, embarazo o el
nacimiento. ElI comportamiento de estas enfermedades, a lo largo de la historia ha
sido el reflejo de los cambios sociales, politicos, econdmicos, culturales y morales de
las poblaciones, por lo tanto, deben ser estudiadas siempre tomando en consideracion

estos parametros (Ferreiro et al., 2004).

El manejo adecuado de las ITS otorga no solo la oportunidad de proporcionar
tratamiento eficaz, disminuyendo la aparicion de complicaciones y secuelas, sino que
también permite detectar personas con conductas sexuales de riesgo, que precisan de
informacion y formacion para disminuir o eliminar su exposicion sexual (Ballesteros,
2007).

Las ITS se pueden clasificar, de acuerdo a sus manifestaciones clinicas, en
infecciones caracterizadas por secrecidn (uretritis y cervicitis), Ulceras genitales, flujo
vaginal y lesiones proliferativas. Las caracterizadas por Ulceras genitales son sifilis,
herpes genital, chancro blando, granuloma inguinal (por Klebsiella granulomatis) y

linfogranuloma venéreo (por Chlamydia trachomatis) (CDC, 2006).

La sifilis es una infeccion causada por Treponema pallidum subespecie
pallidum, altamente infecciosa en el estadio primario de infeccion, caracterizada por
episodios de enfermedad activa, interrumpidos por lapsos de latencia (Carrada,
2003a; Lewis y Young, 2006). T. pallidum tiene una estructura helicoidal sumamente

fina, de 6 a 15 pm de largo y 0,1 a 0,2 um de ancho. Su composicion es 70%



proteinas, 20% lipidos y 5% carbohidratos. La porcion lipidica estd formada por
varios fosfolipidos, dentro de los que destaca la cardiolipina (Sanguineti y Rodriguez,
2004).

La sifilis presenta diversas manifestaciones clinicas y se clasifica de acuerdo a
la fase de la enfermedad en sifilis primaria, secundaria, latente y terciaria, en esta
ultima se dan tres tipos principales de afeccion, neurosifilis, sifilis cardiovascular y
sifilis gomatosa (Salvador et al., 2007). Ademas, se ha descrito la sifilis congénita, la
cual implica el contagio del feto a traves de la placenta de la madre con sifilis (Planes,
2002). La fase primaria se inicia poco después del periodo de incubacion, que va de
10 a 90 dias, apareciendo una papula en el lugar de la inoculacion, que rapidamente
se erosiona dando lugar a la Ulcera unica e indolora en la piel y mucosas,
localizandose con mayor frecuencia en la zona genital y resolviendo espontaneamente
dentro de la primera a quinta semana (Pickering, 2000). La lesion ulcerativa primaria
también puede localizarse en ano o recto, boca, labios, lengua, amigdalas, dedos de
las manos y pies, mamas y pezones. En la sifilis secundaria, igualmente, se presentan
lesiones ulcerativas con distribucion similar a las primarias. Las Ulceras son ricas en
treponemas, ocurriendo la transmision a través del contacto directo con estas lesiones
(Ratnam, 2005).

Dado que, T. pallidum ain no se ha cultivado en medios artificiales, el
diagnostico de laboratorio de la sifilis depende, de la demostracion de los organismos
por métodos directos o de los anticuerpos por métodos indirectos. Los métodos
directos incluyen la deteccion de T. pallidum por examinacion microscopica del
fluido o frotis a partir de la lesidn, biopsias 0 métodos de amplificacion de &cidos
nucleicos. Los métodos indirectos se clasifican como no treponémicos Yy
treponémicos. De los no treponémicos, los mas usados son “Venereal Disease
Research Laboratory” (VDRL), “Rapid Plasma Reagin” (RPR) y de los



treponémicos, “Fluorescent Treponema Antibody—Absorbed” (FTA-ABS) y “T.
pallidum Particle Agglutination” (TPPA) (Ratnam, 2005).

Debido a que en la historia natural de la sifilis se diferencian varios periodos,
los métodos diagnodsticos varian dependiendo de la evolucion de la enfermedad
(Norris, 2003; Vasquez, 2008). Las pruebas reaginicas son utilizadas en el laboratorio
para analizar un gran nimero de muestras y las treponémicas para confirmar los
resultados positivos obtenidos con aquellas (Quattordio, 2004). Cuando las lesiones
estan presentes en periodos primarios o secundarios de la sifilis, se puede realizar
microscopia de campo oscuro del material obtenido del chancro, para observar las
espiroquetas moviles en el exudado de la lesion (Larsen, 1995; Vasquez 2008). La
microscopia de campo oscuro y la prueba de inmunofluorescencia directa
son los métodos directos definitivos para diagnosticar sifilis a partir del exudado de la
Ulcera o tejido (CDC, 2006). Aunque la identificacion de T. pallidum mediante el
examen directo del exudado de la lesion es una prueba definitiva para asegurar el
diagndstico, un resultado negativo del mismo no descarta la posibilidad de la
enfermedad, ya que la presencia de treponemas puede ser escasa dependiendo de los

dias de evolucion y tratamientos previos (Quattordio et al., 2004).

En las fases iniciales de la enfermedad por T. pallidum, las pruebas no
treponémicas tienen baja sensibilidad, aproximadamente el 30,00% de los pacientes
con sifilis primaria pueden tener una prueba seroldgica no treponémica negativa
(Larsen et al., 1995). Un diagnostico presuntivo es posible con el uso de dos tipos de
pruebas seroldgicas, las pruebas no treponémicas, VDRL y RPR y las pruebas
treponémicas FTA-ABS y TPPA. EI uso de un Unico tipo de prueba seroldgica es
insuficiente para el diagndstico, porque un falso positivo en los resultados de las
pruebas no treponémicas esta a veces asociado con varias condiciones médicas que

nada tienen que ver con sifilis (CDC, 2006).



El VDRL presenta una sensibilidad del 76,00%, los porcentajes de positividad
en las distintas fases son de 75,00% en sifilis primaria, 100,00% en secundaria,
95,00% en latente precoz, 70,00% en latente tardia y terciaria (Salvador et al., 2007).
Esta prueba puede ser confirmada a través del método FTA-ABS para la
determinacion de anticuerpos treponémicos especificos, la cual tiene una sensibilidad
del 85,00% en sifilis primaria y cercana al 100,00% en otras fases, con especificidad
del 96,00% (Carrada, 2003b; Salvador, 2007), y que ademas, es un método directo de
observacion de anticuerpos treponémicos que se utiliza como confirmacién cuando
una de las pruebas no treponémicas es positiva (Gao, 2006; Lautenschlager, 2006;
Contreras, 2008).

El herpes genital (HG) es una infecciéon viral comdn causada por el Virus
Herpes Simple (VHS), se distinguen dos tipos: VHS-1 y VHS-2. Aunque ambos
pueden expresar las mismas lesiones, el VHS-1 esta mayoritariamente asociado a
lesiones faciales y bucales; y el VHS-2 estd principalmente asociado a lesiones
genitales. La transmision se produce por contacto directo con el virus,
frecuentemente, por contacto sexual o por autoinoculacién. Asi, el virus entra por
alguna lesion en la piel como un corte, una herida o a través de la mucosa. EI VHS-2,
usualmente, se inocula durante el sexo vaginal o anal, mientras que el VHS-1 lo hace
via sexo oral-genital. La localizacion de las lesiones, en las mujeres, suele ser la vulva
y la entrada de la vagina; en los hombres, las lesiones son mas comunes en el glande,
el prepucio y el cuerpo del pene. Los sintomas de la infeccién inicial son los méas
severos y comienzan con hormigueo, picazén, quemazon o dolor, seguido por la
aparicion de dolorosos puntos rojos que en uno o dos dias evolucionan hacia una fase
de ampollas claras, llenas de liquido, que rapidamente se tornan de color
blanquecino-amarillento. Las ampollas se rompen, dejando ulceras dolorosas, que
secan, producen una costra y curan en aproximadamente 10 dias (Salvador et al.,
2007).



El diagnostico clinico por infeccion de VHS-2 se confirma mediante cultivo o
pruebas serologicas especificas, estas Gltimas se basan en la deteccion de anticuerpos
IgG contra la glicoproteina G2 del VHS-2 (CDC, 2006); sin embargo, es poco
sensible en la infeccion primaria por VHS, debido al retraso en la aparicion de
anticuerpos (Salvador et al., 2007). Las pruebas serologicas que detectan anticuerpos
IgM, son las empleadas en los pacientes que cursan por un episodio primario de
herpes genital (Page et al., 2003). Estos tipos de pruebas, realizadas mediante la
técnica de ELISA, presentan una sensibilidad y especificidad de 95% después de dos

semanas del contagio (Olmos et al., 2001).

Los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC), indica
que en el manejo de pacientes con Ulceras genitales, el diagndstico etiolégico de las
Ulceras basados sélo en la historia clinica del paciente, frecuentemente, es inexacto,
siendo obligatorio que todo paciente con Ulcera genital debe ser evaluado con una

prueba de laboratorio apropiada (CDC, 2006).

Se calcula que en el mundo existen 333 millones de casos de infecciones de
transmision sexual (ITS) en adultos, con edades comprendidas entre los 15 y los 49
afios. Los casos nuevos de sifilis ascienden a 12,20 millones. EIl herpes genital es la
primera causa de Ulceras genitales en paises desarrollados y en via de desarrollo y
existen en todo el mundo, aproximadamente, 20 millones de casos (Vazquez et al.,
2008).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), sefiala que para el afio 1999 se
registré un total de 3 millones de casos de sifilis en América latina y el Caribe (WHO,
2001). En Colombia esta infeccion ocupa un quinto lugar entre las enfermedades
transmisibles (Bernal et al., 2006). En Venezuela es la ITS mas frecuente, con un
repunte alarmante en los Gltimos 5 afios (Montiel et al., 2008). En el estado Sucre,
para el afio 2002, se report6 un total de 526 casos reactivos para VDRL, siendo la



poblacion masculina el grupo més afectado. A nivel mundial, el incremento de VHS-
2 en las dltimas dos décadas ha sido de un 30% (Carrrero et al., 2006). Registros
oficiales sobre la frecuencia de herpes genital en el estado Sucre no existen (MSDS,
2002; MSDS, 2007).

La mayoria de las personas con ulceras, bien sea a nivel genital o extragenital,
presentan un diagnostico de sifilis o herpes simple, basado en un diagnoéstico clinico,
que no es confirmado con pruebas de laboratorio apropiadas (CDC, 2006) La sifilis
comparte manifestaciones clinicas con otras enfermedades no treponémicas, como
ocurre con las Ulceras genitales debidas al virus del herpes simple, por lo que, el CDC
(2006), sefiala que es esencial que todo paciente con Ulcera genital debe ser evaluado
con pruebas de laboratorio para sifilis y herpes genital para establecer un diagnéstico

diferencial.

En el estado Sucre no existen cifras que reflejen la frecuencia y etiologia de las
lesiones ulcerativas genitales y extragenitales, de modo que la presente investigacion,
a través de la utilizaciéon de diversas pruebas de laboratorio como microscopia de
campo oscuro, VDRL, FTA-ABS permitira la confirmacién clinica de las lesiones
ulcerativas genitales y extragenitales por sifilis. Ademas, mediante la deteccion de
anticuerpos VHS-2-IgM, se realizara el diagnostico diferencial entre sifilis y virus
herpes simple-2, determinandose asi la etiologia de las lesiones ulcerativas,
aportando, por lo tanto, informacién sobre la frecuencia de estas enfermedades. El
manejo etioldgico de estas patologias en sus etapas tempranas, orientara al médico en
la aplicacion de un tratamiento inmediato y apropiado, que son medidas importantes
dentro del control de las infecciones de transmision sexual. Debido a lo anteriormente
expuesto, se consideré conveniente realizar la evaluacion de la frecuencia de ulcera
genital y extragenital por T. pallidum y de Ulcera genital por VHS-2 en pacientes que
asistieron al area de infecciones de transmision sexual (SIDA-ITS) del ambulatorio

“Dr. Arquimedes Fuentes Serrano”, Cumana, estado Sucre.



METODOLOGIA

Muestra Poblacional

Se evalud un grupo de 21 individuos masculinos y femeninos, con presencia de
Ulceras genital y extragenital, que asistieron a la consulta de infecciones de
transmision sexual (SIDA-ITS) del ambulatorio “Dr. Arquimedes Fuentes Serrano”
de la ciudad de Cumana, estado Sucre, durante el periodo comprendido entre los

meses de agosto 2008 a marzo 2009.

A los pacientes que formaron parte de este estudio, se les solicitd por escrito su
participacion voluntaria (apéndice 1) en el mismo y se les realizé una encuesta clinica

epidemioldgica (apéndice 2).

Normas de Bioética

La presente investigacion se realizd cumpliendo las normas de ética
establecidas por la OMS para trabajos de investigacion en seres humanos y la
declaracion de Helsinki ratificada por la 59* Asamblea General de Sell en 2008
(DoH, 2008). Este estudio no comprometid bajo ningun aspecto la salud o vida de los

individuos que participaron en el mismo.

Obtencidn y Preparacion de Muestras

Exudado de Ulcera Genital y Extragenital:

Esta muestra fue tomada por el jefe del &rea de SIDA-ITS del ambulatorio “Dr.
Arquimedes Fuentes Serrano”. Se limpid la dlcera con solucion salina fisioldgica
estéril, y con los dedos se exprimié para obtener suficiente fluido seroso libre de

eritrocitos y residuos de tejidos, el cual se coloco directamente en un portaobjeto y se



cubrid con un cubreobjeto, para su observacion con el microscopio de campo oscuro
(Lewis y Young, 2006).

Suero Sanguineo:

A cada uno de los individuos analizados se le extrajo 10 ml de sangre completa
por puncién venosa, con jeringas estériles desechables y previa asepsia de la zona,
con algodon y alcohol isopropilico al 70,00% (Bauer, 1986). La muestra de sangre se
coloc6 en un tubo limpio y seco, luego de 10 minutos, aproximadamente, se
centrifugd a 3 000 rpm, durante 10 minutos para separar el suero del coagulo

retraido.

Deteccion de T. pallidum por Microscopia de Campo Oscuro

Este método es utilizado para la deteccion directa de T. pallidum, en donde, el
exudado de la ulcera es examinado dentro de los 10 minutos de haber sido tomada la
muestra, utilizando un microscopio de campo oscuro (Lewis y Young, 2006). La
lamina con el fluido seroso, fue observada con objetivo de 40X por el jefe del area de
SIDA-ITS del ambulatorio “Dr. Arquimedes Fuentes Serrano” y la identificacion de
T. pallidum se basé en la morfologia y motilidad caracteristica de la espiroqueta,
siendo éstas muy delgadas, con espirales regulares y presentan un movimiento en
tirabuzon (Ratnam, 2005).

Deteccidn de Anticuerpos Reaginicos Inespecificos Mediante la Prueba de
Floculacion VDRL (Wiener lab.)

Las reaginas presentes en individuos infectados por T. pallidum se detectan en
suero por la reaccién con un antigeno cardiolipinico purificado y estabilizado. Si la
muestra contiene reaginas, éstas se uniran al antigeno produciendo una floculacién

visible en microscopio. Para esta prueba se emplearon sueros controles positivo



(suero humano con reaginas) y negativo (suero animal) adquiridos comercialmente.
Antes de realizar la prueba, los reactivos, sueros controles y muestras, se llevaron a

temperatura ambiente.

Prueba Cualitativa en Suero

En anillos diferentes de la placa para VDRL, se colocaron 50 pl de suero
control positivo, suero control negativo y muestras, luego a cada uno se le afiadié una
gota de antigeno. Se agitd horizontalmente la placa a 180 rpm, durante 4 minutos,
observandose inmediatamente al microscopio con objetivo de 10X. La observacion de

floculacion se considerd como un resultado reactivo y la ausencia como no reactivo.

Prueba Semicuantitativa en Suero

Aquellas muestras reactivas por la prueba cualitativa fueron diluidas con
solucion fisioldgica en las siguientes proporciones: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64,
1:128, 1:512 y 1:1024, y se le realiz6 a cada dilucion la prueba como se describio
arriba. El titulo estuvo dado por la inversa de la Gltima dilucién que se observd

reactiva.

Deteccion de Anticuerpos Especificos Treponémicos, Mediante el Método FTA-

ABS IgG (Hemagen Diagnostic)

Este ensayo utiliza el método indirecto de tincion de anticuerpos fluorescentes,
descrito por primera vez, por Weller y Coons, en 1954. El procedimiento se lleva a
cabo en dos pasos béasicos de reaccion. En el paso uno, el suero humano se pone en
contacto con el sustrato antigénico. El anticuerpo, si esta presente en el suero, se fija
al antigeno, formando un complejo antigeno-anticuerpo. Si el suero no contiene

anticuerpos para este antigeno, el complejo no se forma y todos los componentes de



suero son eliminados en el paso de lavado. El segundo paso involucra la adicién a los
pozos de la prueba, de una anti-inmunoglobulina humana marcada con fluoresceina.
En los pozos donde se forma el complejo antigeno-anticuerpo, el anticuerpo marcado
con fluoresceina se unira a dicho complejo, una reaccion positiva se evidencia por
una fluorescencia verde manzana, la cual se observa con la ayuda de un microscopio

de fluorescencia.

Inactivacion de Controles y Muestras:

Las ldaminas y reactivos requeridos, se dejaron alcanzar la temperatura ambiente
(15 a 30 minutos). Todos los sueros (control reactivo, control no especifico y
pacientes), se inactivaron por 30 minutos a 56°C, en un bafio de Maria, antes de la
prueba. Los sueros inactivados se dejaron enfriar a temperatura ambiente antes de

proceder al paso siguiente.

Preparacion de los Controles Reactivos y no Especificos:

Estos controles se diluyeron en una proporcion 1:5. Las diluciones fueron
preparadas colocando 200 pl del diluyente en un tubo de prueba y agregando 50 pl
del control. Se prepararon dos (2) controles reactivos, el primero utilizo buffer fosfato
salino (PBS) a pH 7,4 + 0,2 y el segundo se diluyé con un concentrado de extracto
estandarizado de cultivo de Treponema Reiter (absorbente). Se emplearon dos (2)
controles no especificos, diluyéndolos, uno con PBS y el otro con el absorbente.

Preparacion del Control Reactivo Minimo y Controles no Especificos de
Coloracion:
Se elabord un control reactivo minimo con una reaccién de fluorescencia 1+,

diluyéndolo en una proporcion 1:500 con PBS.
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Se emplearon como controles no especificos de la coloracion el PBS (control
conjugado) y el absorbente (control sorbente) sin ningun suero de prueba o suero

control, afiadidos directamente a la lamina control.

Preparacion de las Muestras de Prueba:

Las muestras de los pacientes se diluyeron en una proporcién 1:5, agregando a
los tubos, apropiadamente marcados, 200 ul del absorbente, seguidamente 50 pl de
muestra, incubandose a temperatura ambiente, por 15 minutos. Durante la incubacion,

los tubos se agitaron algunas veces.

Reaccion Antigeno-Anticuerpo:

Se emplearon laminas fijadas con T. pallidum. Cada pozo de la l1dmina se cubri6
bien con 20 pl de los controles (control reactivo en PBS, control reactivo en
absorbente, control no especifico en PBS, control no especifico en absorbente, control
reactivo minimo, control sorbente y control conjugado) y sueros preparados de los
pacientes. La ldmina se incubd en camara humeda a 37 + 1°C por 30 minutos, luego
se lavo con un chorro estable de PBS por 5 segundos. Posteriormente, se enjuago a
fondo por 5 minutos en un recipiente que contenia PBS. El buffer se cambio y se lavo
nuevamente la lamina por 5 minutos adicionales, enjuagandose luego con un
chorro de agua destilada por 5 segundos. La lamina se dejé secar a
temperatura ambiente por, aproximadamente, 10 minutos y cada pozo se cubrid bien
con 20 ul del conjugado FITC (anti-inmunoglobulina marcada con fluoresceina).
Luego, se incubo en camara humeda a 37 + 1°C por 30 minutos, protegiéndose de luz
intensa. A continuacion, se repitieron los pasos de enjuague mencionados
anteriormente. Se agregd una gota pequefia del buffer glicerol (medio de montaje) en
cada pozo, cubriéndose con un cubreobjeto de 22 x 50 mm. La lamina se leyd
inmediatamente con un microscopio de epifluorescencia, marca Olympus BX60, con
filtro de excitacién de banda azul de 450-480 nm y de emision de 520 nm, con

objetivo de 40X. Se uso el control reactivo minimo 1 + como estandar, para comparar
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la intensidad de fluorescencia del treponema de acuerdo al anexo 1.

Deteccion de Anticuerpos IgM Especificos Anti-VHS-2 por el Método

Inmunoenzimatico ELISA-IgM (Ridascreen)

Este es un ensayo inmunoenzimatico para el diagndstico in vitro, que identifica
semicuantitativamente anticuerpos IgM contra el virus herpes simple-2 en el

suero humanao.

La microplaca de titulacién y reactivos se dejaron alcanzar la temperatura
ambiente (20-25°C). Luego, se realizé la precipitacion de anticuerpos 1gG y factores
reumatoides (RF), que pudieran interferir en el método, causando falsos positivos.
Para ello, se realiz6 una dilucion 1:10 del absorbente que contiene antisuero contra
IgG humana, con el buffer de muestras del Ridascreen ELISA, utilizando 100 pl del
absorbente con 900 ul del buffer de muestras, obteniéndose un buffer de absorcion
listo para el uso en las determinaciones de IgM. Inmediatamente, se realizd una
dilucion 1:100 de las muestras de suero con el buffer de absorcién, diluyendo 10 pl
de la muestra de suero con 990 pl del buffer de absorciéon e incubandose por 15

minutos a temperatura ambiente, para que ocurra la absorcion.

Preparacion del Buffer de Lavado:
Se realizo6 una dilucién 1:10 del buffer fosfato salino (PBS) a pH 7,4 + 0,2 con

agua destilada, empleando 2 ml del PBS con 18 ml de agua destilada.

Realizacion del Método:

Se introdujeron en el marco de la placa pozos para el blanco, estandar, control
positivo, negativo y las muestras absorbidas. ElI pozo del blanco permanecié vacio
durante la primera incubacion. Se agregaron 100 pl de estandar de control IgM
positivo por duplicado, control negativo y muestra a los pozos respectivos de la
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microplaca de titulacion. Se cubrié la placa y se sometié a 30 minutos de incubacién
a 37 + 1°C, transcurrido el tiempo se vacio la microplaca y se lavo 4 veces con 300 pl

de buffer de lavado.

Posteriormente, se afiadieron 100 ul de conjugado (anti-lIgM secundario unido a
peroxidasa) en todos los pozos, incluyendo al blanco, se procedio6 a cubrir la placa y
se sometid nuevamente a 30 minutos de incubacién a 37 + 1°C. Posteriormente, se

vaci6 la microplaca y se lavé 4 veces con 300 pl de buffer de lavado.

En todos los pozos se afiadieron 100 pl de sustrato (H2O, y cromdgeno),
seguidamente, se cubri6 la placa y se someti6 a 30 minutos de incubacion a 37 + 1°C.
Por ultimo, se agregaron 100 pul de reactivo de parada (acido sulfurico) a los pozos y
se evaluaron fotométricamente a 450/620 nm. Las concentraciones de anticuerpos
IgM  anti-VHS-2 en los sueros estudiados se hallaron en la
curva estandar Ridascreen VHS-2 (anexo 2) a partir de las absorbancias obtenidas
fotométricamente. La positividad o negatividad de los anticuerpos se evalu6 de

acuerdo al anexo 3.

Andlisis Estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante estadistica descriptiva,
expresados en tablas de frecuencia y calculados mediante porcentajes. Ademas, se
aplico la prueba de Chi-cuadrada de Pearson para una muestra, con un nivel de
confiabilidad de 95%, con la finalidad de asociar frecuencia de Ulcera por T. pallidum

con parametros epidemioldgicos (Lewis, 1969).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se estudiaron 21 pacientes con edad promedio de 38,68 + 16,14 afios, con
presencia de Ulcera genital y extragenital, que asistieron a la consulta SIDA-ITS del
ambulatorio “Dr. Arquimedes Fuentes Serrano”, hallandose 20 casos de ulcera
extragenital, localizadas en manos y pies, y uno de Ulcera genital, representando el
95,24% y 4,76%, respectivamente.

El porcentaje de frecuencia de Ulcera genital determinado en el presente
estudio, no se corresponde con los encontrados por otras investigaciones, quienes
citan cifras de frecuencia superiores. En Pweto, Republica Democratica del Congo,
en el afio 2004, a partir de 6 972 individuos con Ulceras, se encontré un 39,60% de
pacientes con esta lesion a nivel genital (Luque et al., 2008). Igualmente, en Uganda
en el afio 1999, la frecuencia de Ulcera genital fue de 36,00%; y en Etiopia para el afio
2002 de 28,90% (Kamali, 1999; Luque, 2008).

Datos reportados en 20 paises de Latinoamérica y el Caribe, ubican a
Venezuela  dentro de uno de los primeros, con casos de Ulceras genitales, con
registros de 18 mil (55,39%) del total (32 494), durante los afios 2003 a 2007 (Galban
y Benzaken, 2007). De acuerdo a la revision bibliogréafica realizada, no se
encontraron publicaciones que reporten datos de frecuencia de lesiones ulcerativas

extragenitales.

La baja frecuencia de Ulcera genital observada en este estudio, puede explicarse
por la razén de que son pocos los pacientes que asisten a la consulta médica en etapa
temprana, cuando hay presencia de Ulcera, localizada mayormente en la zona genital,

esto quizés, porque las Ulceras asi como aparecen, desaparecen con los dias y pasan
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desapercibidas por parte de ellos, tal vez por falta de conocimientos con relacién al

tema.

La tabla 1 expresa la frecuencia de infeccion ulcerativa por T. pallidum
diagnosticada por microscopia de campo oscuro, VDRL (apéndice 3) y FTA-ABS
(apéndice 4), obteniéndose que en el 100,00% de las lesiones ulcerativas se
observaron espiroquetas, con morfologia y motilidad, compatible con T. pallidum.
Por otra parte, se encontrd por medio de la prueba seroldgica no treponémica, VDRL,
que el 100,00% de los casos evaluados con uUlcera, fueron reactivos, no obstante, a
través de la prueba seroldgica treponémica, FTA-ABS, el 80,96% de los casos

arrojaron un resultado reactivo.

La frecuencia de ulcera por T. pallidum, fue de 80,96%, diagnosticada sobre la
base de la presencia de lesiones ulcerativas genitales y extragenitales, con campo

0scuro positivo y pruebas seroldgicas reactivas.

Tabla 1. Frecuencia de infeccion ulcerativa por T. pallidum diagnosticada por
microscopia de campo oscuro, VDRL y FTA-ABS, en pacientes que asistieron a la
consulta SIDA-ITS del ambulatorio “Dr. Arquimedes Fuentes Serrano”, Cumana,
estado Sucre. Agosto, 2008 — marzo, 2009.

Método Campo oscuro VDRL FTA-ABS

n % n % n %

Positivo 21 100,00 Reactivo 21 100,00 Reactivo 17 80,96
Resultado

No No

Negativo 0 0,00 . 0 0,00 . 4 19,04
reactivo reactivo

Total 21 100,00 21 100,00 21 100,00

n = ndmero de casos % = porcentaje de casos

Del total de pacientes que resultaron no reactivos por el FTA-ABS, el 100,00%
(4/4) fue del sexo masculino, el 75,00% (3/4) presentaron lesiones ulcerativas

multiples, correspondiendo, principalmente, a lesiones extragenitales, el 50% (2/4)

15



estuvieron ubicadas sé6lo en manos, el 25% (1/4) en mano y pies, y la genital, estuvo
presente en el pene, con 25,00% (1/4). Los titulos de anticuerpos no treponémicos por
VDRL fueron bajos, entre 2 y 16. Ademas, presentaron evolucion de las lesiones con
un periodo entre los 7 dias y menos de 30 dias, y el 50% (2/4) expres6 que el Gltimo
contacto sexual lo mantuvieron dentro de los 90 dias previos al desarrollo de las
lesiones, por lo que, dichos pacientes epidemioldgica y clinicamente se corresponden

con sifilis primaria.

Los CDC (2006), asi como Larsen et al. (1995), sefialan dentro de las
consideraciones de laboratorio y uso de pruebas seroldgicas, que la examinacion por
campo oscuro y anticuerpos fluorescentes directos de lesiones exudativas o tejidos,
son los métodos definitivos de sifilis primaria y secundaria. Aunque, también se ha
sefialado, que la sensibilidad de la microscopia de campo oscuro, varia de 79% a
97%, su especificidad es alta en lesiones extragenitales, no debiéndose emplear, a
nivel oral y anal, por la presencia de treponemas saprofitos (Jethwa et al., 1995;
Ratnam, 2005).

Por otra parte, es importante destacar, que la prueba FTA-ABS, varia en la
reactividad en la sifilis primaria, con valores de sensibilidad que oscilan
entre 70-100%, estando relacionado al tiempo de coleccion de la muestra
después del desarrollo de la lesion. Usualmente, los anticuerpos no treponémicos y
treponémicos aparecen entre la primera y cuarta semana después de la formacion
del chancro (Larsen et al., 1995). De modo que, es posible que los resultados de
FTA-ABS no reactivos, en los pacientes evaluados con lesiones primarias, sea
a consecuencia, del retraso en la aparicion de estos anticuerpos. Con respecto a
los titulos bajos de VDRL encontrados en estos pacientes con reactividad negativa
al FTA-ABS, es soportado por el estudio realizado por Garcia et al. (2008),
quienes obtuvieron que en el 100,00% de los pacientes con sifilis primaria, los titulos
de VDRL fueron bajos, oscilando entre 1 y 16. Asi pues, con todos estos
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reportes bibliograficos, se podria establecer, que la frecuencia de sifilis en
pacientes con lesiones ulcerativas, corresponde al 100,00%, sin embargo, al no
realizarse como parte del presente estudio, la prosecucion de la evolucién clinica
después del tratamiento y al no hacer el seguimiento seroldgico de los casos
no reactivos por FTA-ABS, la frecuencia de ulceras por T. pallidum, se basé en la
presencia de Ulcera genital y extragenital con diagndstico positivo de campo oscuro y

pruebas seroldgicas.

En el presente estudio no se encontraron casos positivos de Ulcera genital por
VHS-2, ya que, el paciente con lesion genital resultd negativo a la deteccion de
anticuerpos IgM especificos anti-VHS-2, por el método inmunoenzimatico (ELISA),
resultado contrario a lo obtenido por Page et al. (2003), quienes hallaron una
frecuencia de 45,23% de Ulcera por VHS-2, mediante la prueba de
inmunotransferencia western blot para VHS-2-1gM, a partir de una poblacion de 126

pacientes con Ulceras genitales, sugestivas de infeccién por VHS-2.

La tabla 2 muestra la frecuencia de Glcera por T. pallidum, en pacientes que
asistieron a la consulta SIDA-ITS, segln la edad, donde no se encontr6 relacion
estadisticamente significativa (p<0,05), siendo los mas afectado, los pacientes con

edades comprendidas entre los 17 a 42 afios con 58,82%.

Tabla 2. Frecuencia de tlcera por T. pallidum, en los pacientes que asistieron a la
consulta SIDA-ITS del ambulatorio “Dr. Arquimedes Fuentes Serrano”, Cumana,
estado Sucre, segun la edad. Agosto, 2008 — marzo, 2009.

Grupo etario N %

17 -29 5 29,41
30-42 5 29,41
43 -55 2 11,77
56 — 68 5 29,41
Total 17 100,00

n = ntimero de pacientes % = porcentaje de pacientes y; = 1,59 < ;((20’95)(3) =781

17



Estos resultados semejan con los reportados por Contreras et al. (2008) y
Garcia et al. (2008), quienes indican que la poblacién més afectada por ITS es la que
va de 15 a 30 afos, por ser ésta la poblacion con mayor actividad sexual, sin
embargo, estudios realizados por el Instituto de Salud Publica de México, entre los
afios 2001 y 2002, en 12 010 sueros de pacientes con Ulcera, entre 20 y 80 afos,
indicaron, para la variable edad wuna frecuencia creciente de anticuerpos

antitreponémicos a medida que ésta aumentaba (Conde et al., 2007).

En la tabla 3 se observa la frecuencia de Ulcera por T. pallidum, en los pacientes
que asistieron a la consulta SIDA-ITS, segun el sexo, donde no se encontrd

asociacion estadisticamente significativa (p<0,05) entre los 2 grupos de datos.

Tabla 3. Frecuencia de tlcera por T. pallidum, en los pacientes que asistieron a la
consulta SIDA-ITS del ambulatorio “Dr. Arquimedes Fuentes Serrano”, Cumana,
estado Sucre, segun el sexo. Agosto, 2008 — marzo, 20009.

Sexo n %

Masculino 11 64,71
Femenino 6 35,29
Total 17 100,00

n = numero de pacientes % = porcentaje de pacientes ;(g =154< ;((20'95)(1) =384

Los resultados encontrados en el presente estudio se corresponden con los
obtenidos por Rodriguez (2006), quien no encontrd relacion alguna entre el sexo y la
presencia de T. pallidum, indicando que, la sifilis afecta a hombres y mujeres de igual
manera, ambos sexos tienen la misma posibilidad de contagio por esta ITS. A
diferencia de los datos epidemioldgicos reportados por la Coordinacion del
VIH/SIDA e ITS del Instituto de Salud de Chiapas, indican que, las mujeres son las
mas afectadas por ITS, tan s6lo en el afio 2004, 40 de 180 mujeres resultaron con ITS
de nueve variedades, mientras que los hombres infectados apenas llegaron a 11 de
653 (Tondopo et al., 2006). La tabla 4 presenta la frecuencia de ulcera por T.
pallidum de los pacientes que asistieron a la consulta SIDA-ITS, segln la ocupacion,
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donde se encontré diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) entre los
grupos estudiados, siendo los grupos mas afectados las amas de casa y obreros, con

iguales frecuencias (29,41%).

Tabla 4. Frecuencia de Ulcera por T. pallidum, en los pacientes que asistieron a la
consulta SIDA-ITS del ambulatorio “Dr. Arquimedes Fuentes Serrano”, Cumana,
estado Sucre, segun la ocupacién. Agosto, 2008 — marzo, 2009.

Ocupacion n %

Ama de casa 5 29,41
Obrero 5 29,41
Comerciante 2 11,77
Estudiante 2 11,77
Taxista 1 5,88
Pescador 1 5,88
Vigilante 1 5,88
Total 17 100,00

n = numero de pacientes % = porcentaje de pacientes ;(02 =17,86 > ;((2;),95)(6) =12,59

Se puede explicar, que las amas de casas y obreros fueron los mas afectados,
debido a que, en el primer grupo, posiblemente, tienen poco o ningln conocimiento
sobre las ITS, y en el segundo grupo, quizas, porque demandan mayores servicios

sexuales con mujeres de la calle.

Tabla 5. Frecuencia de tlcera por T. pallidum, en los pacientes que asistieron a la
consulta SIDA-ITS del ambulatorio “Dr. Arquimedes Fuentes Serrano”, Cumana,
estado Sucre, segun el tipo de lesién. Agosto, 2008 — marzo, 2009.

Tipo de lesion n %

Vesiculas 7 41,18
Ulceras maltiples 7 41,18
Ulcera Unica 3 17,64
Total 17 100,00

n = nimero de pacientes % = porcentaje de pacientes

En la tabla 5 se muestra la frecuencia de Ulcera por T. pallidum en los pacientes
que asistieron a la consulta SIDA-ITS, segun el tipo de lesiobn que presentaron,
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en la cual se observa que las ulceras multiples y vesiculas fueron el tipo de lesion
predominante en los pacientes, con 41,18% cada una, encontrdndose en menor

proporcién la Glcera unica (17,64%).

La sifilis primaria se caracteriza por una lesién que se inicia como una papula,
que luego se ulcera, denominandose chancro, éste aparece entre los diez y noventa
dias después del contacto sexual, siendo indoloro, indurado y redondeado, pudiendo
medir de 1 a 2 cm de diametro.

Desaparece espontaneamente de una a seis semanas sin dejar cicatriz, suele
ser unico, pero entre el 20,00 y 47,00% de los casos puede ser multiple,
localizdndose en el hombre, principalmente, en el glande, prepucio y frenillo,
y en la mujer, en los labios, vagina y cervix. Extragenitalmente, la
lesion se puede localizar en la mucosa oral, faringe, manos, pies y recto (Tondopd et
al., 2006).

La tabla 6 sefiala la distribucion de los pacientes con ulceras por T. pallidum,
que asistieron a la consulta SIDA-ITS, de acuerdo con la ITS diagnosticada al ultimo
contacto, en la que se aprecia que 5 (29,41%) de los 17 pacientes estudiados,
manifestaron que su Gltimo contacto sexual padecia sifilis, sin tomarlo en cuenta al

momento de tener relaciones con su pareja.

Tabla 6. Frecuencia de ulcera por T. pallidum, en pacientes, que asistieron a la
consulta SIDA-ITS del ambulatorio “Dr. Arquimedes Fuentes Serrano”, Cumana,
estado Sucre, segun la ITS diagnosticada al ultimo contacto sexual. Agosto, 2008 —
marzo, 2009.

ITS n %

Sifilis 5 29,41
Ninguna 12 70,59
Total 17 100,00

n = ndmero de casos % = porcentaje de casos
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El porcentaje de pacientes evaluados, infectados por T. pallidum, y con contacto
sexual con diagnostico de sifilis, fue menor al obtenido por Ballesteros (2007), quien
expresa que, entre 40,00 y 60,00% de las parejas de pacientes con sifilis precoz,
probablemente, estdn contagiadas y sugiere que, una vez aparecido el chancro
sifilitico o las lesiones secundarias de la sifilis, la situacion ideal es ubicar a aquellas
personas con las que se tuvo contacto sexual, para realizar un diagnostico clinico y
seroldgico correcto.
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CONCLUSIONES

Los tipos de Glceras manifestadas fueron genitales y extragenitales, de las

cuales las mas frecuentes fueron las extragenitales, localizandose en manos y pies.

La frecuencia de sifilis, por T. pallidum, fue de 80,96%, diagnosticada sobre la
base de la presencia de lesiones ulcerativas genitales y extragenitales, con campo
0scuro positivo y pruebas seroldgicas reactivas.

En el presente estudio no se encontraron casos positivos de Ulcera por VHS-2.

La infeccion por T. pallidum, estuvo relacionada con la variable epidemiologica

ocupacion, no asi, con la edad y el sexo.
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RECOMENDACIONES

Llevar a cabo jornadas informativas por parte de los entes de salud, y en la
poblacion en general sobre las formas de transmision, sintomas y prevencion de las
ITS.

Confirmar con pruebas de laboratorio apropiadas como: microscopia de campo
oscuro, VDRL, FTA-ABS, deteccion de anticuerpos IgM especificos anti-VHS-2, el

diagnostico clinico para sifilis y herpes simple en fase precoz.

Realizar microscopia de campo oscuro a todos aquellos pacientes que presenten
ulceras tanto genitales como extragenitales, con la finalidad de orientar al médico en
la aplicacidn de un tratamiento inmediato y apropiado. Asi mismo, en pacientes con
lesiones ulcerativas, VDRL reactivo con diluciones entre 1:2-1:16 y sin reactividad
en el FTA-ABS, no descartar una posible infeccién por T. pallidum y repetir las

pruebas seroldgicas.

Fomentar la realizacion de estudios en diferentes grupos poblacionales del
estado Sucre, con la finalidad de aportar datos que reflejen la frecuencia y etiologia
de las lesiones ulcerativas genitales y extragenitales; y evaluacion de pruebas

serologicas.
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ANEXO 1

Valores de referencia de anticuerpos treponémicos especificos por el método FTA-
ABS 1gG (Hemagen Diagnostic).

Lectura inicial Lectura de prueba repetida Reporte

4+, 3+, 2+ Reactivo

1+ > 1+ Reactivo

1+ Reactivo minimo
<1+ No reactivo

29



ANEXO 2

RIDASCREEN HSV-2Z IgM
Ch.-B.J Lot:04367

M aE W W _

uiml

Curva estandar Ridascreen VHS-2 para la deteccion de anticuerpos IgM
anti-VHS-2.
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ANEXO 3

Valores de referencia para las concentraciones de anticuerpos especificos anti-VHS-2
por el método inmunoenzimatico VHS-2 — IgM (Ridascreen).
Negativo Limite Positivo

< 16,0 U/ml (16,0 — 20,0) U/ml > 20,0 U/ml
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APENDICE 1

AUTORIZACION

Por medio de la presente autorizo a la Br. Evegnis Virginia Lopez Ortiz, cédula de
identidad N° 15 935 629, para que mi persona sea incluida, voluntariamente, en el
grupo de individuos a los cuales se les tomara muestra sanguinea y de secrecion de
Ulcera genital y extragenital para su posterior procesamiento, con el fin de determinar
la presencia de T. pallidum y virus herpes simple-2, cuyos resultados seran evaluados
como parte del trabajo de grado intitulado “FRECUENCIA DE ULCERA POR
Treponema pallidum Y VIRUS HERPES SIMPLE-2 EN PACIENTES QUE
ASISTEN AL AREA DE INFECCIONES DE TRANSMISION SEXUAL (SIDA-
ITS) DEL AMBULATORIO “Dr. ARQUIMEDES FUENTES SERRANO”,
CUMANA, ESTADO SUCRE”. AGOSTO 2008-MARZO 2009.

En Cuman4, a los dias del mes de de 200__.

Nombre:
C.l:
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APENDICE 2

ENCUESTA CLINICA-EPIDEMIOLOGICA

Fecha:
Hora:
Datos personales del paciente
Edad Sexo:F() M() Ocupacion

Caracteristicas clinicas de las Ulceras:

Localizacién:

Lesion:

Vesiculas:
Ulceras multiples:

Ulcera Unica:

Induracién:
No indurada:
Indurada:

Secrecion:
Serosa, moderada:
Serosa, escasa:

Purulenta, abundante:

Dolor:

Dolorosa:
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Indolora:
Picor:
Frecuente:
Raro:

Bordes:
Lisos:

Difusos:

Base:

Eritematosa, lisa:
Lisa, regular:

Irregular, necrética:

Adenopatia:
Bilateral, dolorosa:
Bilateral, no dolorosa:

Unilateral, dolorosa, fluctuante:

Tiempo con la ulcera:
Tiempo transcurrido después del ultimo contacto sexual:

Al altimo contacto sexual se le ha diagnosticado alguna de las siguientes ITS:
Sifilis:
VHS:

Ninguna:

Tiene antecedentes de las ITS:
Sifilis:
VHS:

Ninguna:
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APENDICE 3

Reacciones de floculacion con el método de VDRL

Fotomicrografia de la reaccion de floculacion a una dilucién 1/4 por el método de
VDRL con objetivo de 40X.

a - P ' Sy iy ) h 4 -’

Fotomicrografia de la reaccién de floculacion a una dilucién 1/128 por el método
de VDRL con objetivo de 40X.
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Fotomicrografia de la reaccién de floculacion a una dilucién 1/1024 por el método
de VDRL con objetivo de 40X.
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APENDICE 4

Reactividad de fluorescencia por el método de FTA-ABS IgG

Fotomicrografia de una reaccién 4+ FTA-ABS del control reactivo en PBS con
objetivo de 40X.

Fotomicrografia de una reaccién FTA-ABS con tincion de 4+ de las espiroquetas,
a partir de suero de paciente con anticuerpos treponémicos especificos con
objetivo de 40X.
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Con la finalidad de evaluar la frecuencia de Ulcera genital y extragenital ocasionada
por la infeccion con Treponema pallidum y de Ulcera genital por virus herpes simple-2
(VHS-2), se estudiaron 21 individuos masculinos y femeninos, con edades
comprendidas entre 17 y 68 afios, que asistieron a la consulta SIDA-ITS del
ambulatorio “Dr. Arquimedes Fuentes Serrano”, Cumana, estado Sucre, durante el
periodo comprendido entre los meses de agosto 2008 a marzo 2009. A cada paciente
se le aplicd una encuesta clinico-epidemioldgica, con el proposito de establecer la
asociacion entre los parametros epidemioldgicos y etiologia de las lesiones ulcerativas.
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el método para la deteccion de anticuerpos treponémicos especificos FTA-ABS.
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morfologia y motilidad, compatible con T. pallidum. Por otra parte, se encontrd por
medio de la prueba seroldgica no treponémica, VDRL, que el 100,00% de los casos
evaluados con Ulcera, fueron reactivos, y a través de la prueba seroldgica treponémica,
FTA-ABS, el 80,95% de los casos arrojaron un resultado reactivo. La frecuencia de
sifilis temprana fue de 80,95%, diagnosticada sobre la base de la presencia de lesiones
ulcerativas genitales y extragenitales, con campo oscuro positivo y pruebas seroldgicas
reactivas. Ademas, se encontrd asociacion estadisticamente significativa (p>0,05)
entre sifilis y ocupacidn, no siendo asi con la edad y el sexo (p<0,05). Asi mismo, se
recomienda que en pacientes con lesiones ulcerativas, VDRL reactivo a diluciones de
1:2 a 1:16 y sin reactividad en el FTA-ABS, no descartar una posible infeccion por T.
pallidum y repetir las pruebas seroldgicas.
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