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Resumen

La sifilis es una infeccién crénica de transmisiéon sexual que aldn es
relativamente frecuente, causada por una bacteria (espiroqueta) conocida
como Treponema Pallidum (TP) y cuyo diagndstico se ha basado
tradicionalmente en pruebas seroldgicas.

La Inmunohistoquimica es una importante herramienta en el diagndstico
histopatoldgico, su utilidad se ha demostrado por diferentes autores en la
identificacion de microrganismos como el Treponema Pallidum en biopsias de
la piel e intestinales.

La pobre sensibilidad y especificidad de la tincién de plata con la técnica de
Steiner o Warthin-Starry (WS) y la complejidad de la inmunofluorescencia
hacen que, hoy en dia la inmunohistoquimica (IHQ) sea la técnica mas
recomendada entre los histélogos. En este trabajo se utilizan anticuerpos
policlonales anti-treponema Biocare para la deteccién del T. Pallidum en
muestras en parafina y la técnica de plata Warthin - Starry (WS) se comparan
cualitativamente los resultados, la sensibilidad y especificidad con el método
IHQ son mayores, lo que corrobora otros estudios publicados.
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Introduccion.

La sifilis es una infeccidn cronica de transmisién sexual que se ha
incrementado mundialmente en los ultimos anos. [1]

La sifilis causada por una bacteria (espiroqueta) conocida como Treponema
Pallidum (TP) y cuyo diagndstico se ha basado tradicionalmente en pruebas
seroldgicas, sin embargo, estas pueden presentar una menor sensibilidad en
pacientes con sifilis primaria, congénita y en la sifilis de pacientes
inmunodeprimidos. [1, 2].

Las técnicas histoldgicas de plata Warthin-Starry (WS) se han utilizado por
afnos en los laboratorios de histopatologia, la introdujo en 1920 el patdlogo
americano Alfred Scot Whartin (1866-1931) y Allen Chronister Starry (1890-
1973) esta técnica ha sido utilizada por afios en los laboratorios de
histopatologia, con la aparicion de nuevas tecnologias como Ila
Inmunohistoquimica, ocasiono que la sensibilidad y especificidad de la técnica
de WS, sea cuestionada dado las exigencias que conlleva la preparacion de
los reactivos, al punto de ser consideradas engorrosa y consumidora del
tiempo del personal técnico [3,4] y con resultados de poca sensibilidad en la
deteccidon de las espirochetas [5,6,7] asi como excesiva coloracion de fondo
la que dificulta la rapida y facil identificacién de los microorganismos.

A partir del reconocimiento de Taylor C.R, en 1974 del valor diagndstico de la
Inmunohistoquimica IHC, esta se convirti6 rapidamente en una técnica
esencial en la ayuda del diagnostico de rutina del laboratorio, definiendo
nuevos criterios histoldgicos de diagndstico en diferentes tejidos y patologias
desplazando el uso de coloraciones especiales que venian utilizandose por
afnos en los laboratorios de histopatologia.

El estudio histoldgico del Treponema Pallidum se remonta al afio 1905 cuando
Levaditi, C [8] impregno con plata el bloque completo de tejido para demostrar
el Treponema Pallidum como el organismo causante de la sifilis.
Posteriormente la técnica se mejord incluyendo sales de uranio para bloquear
la captacion de la plata en estructuras no deseadas.

Los métodos de coloracién de plata mas usados para la visualizacién de las
espiroquetas son Dieterle C [9], Warthin-Starry [10], Steiner G [11].
Posteriores modificaciones de estos métodos se introdujeron por Kerr en 1938
[12], Faulkner & Lillie en 1945 [13], Bridges and Luna en 1957, [14].
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En la década de 1980 se introdujeron nuevas modificaciones a las técnicas de
plata debido a introduccién de la técnica de microonda [16,17,18] en el
procesamiento de los tejidos y de las coloraciones.

No obstante, las multiples modificaciones realizadas con el objetivo de
simplificar y mejorar los métodos de coloracion de las técnicas de plata, estas
aun resultan laboriosas, conllevan un tiempo largo de realizacién y tiene altas
probabilidades a desarrollar artefactos de fondo durante su preparacidon sino
se siguen todas las indicaciones de control de calidad para realizar estas
técnicas.

A partir del reconocimiento de Taylor C.R, en 1974 el valor diagndstico de la
Inmunohistoquimica IHQ, en diferentes patologias, la importancia de la IHQ
se ha ido incrementando en la medida que aparecen nuevos estudios y crean
nuevos anticuerpos diagnodsticos.

De ahi que la IHQ se convirtid rapidamente en una técnica esencial en la
ayuda diagnostica de rutina de los laboratorios histopatoldgicos, definiendo
nuevos criterios histoldgicos de diagndstico en diferentes tejidos y patologias
desplazando en parte el uso de coloraciones especiales que venian utilizandose
por anos en los laboratorios de histopatologia, como es el caso de las
coloraciones argénticas a diferencia de estas la IHQ se caracteriza por su alta
sensibilidad, especificidad y reproducibilidad del método técnico lo que
garantiza un mejor diagnostico si el laboratorio sigue los adecuados controles
de calidad.

El objetivo de este trabajo es comparar los métodos de coloracién argéntica
en relacidon con el método IHQ en el diagnédstico del Treponema Pallidum de la
piel.

Material y Método.

Se estudiaron 12 casos de biopsias de la piel de lesiones cutaneas
provenientes de bloques controles de sifilis primaria, los que se estudiaron con
los métodos de impregnacion argéntica Whartin-Wharry, y la técnica de
inmunohistoquimica IHQ de anticuerpo policlonal levantado en conejo, anti-
treponema de Biocare listo para usar. La coloracion se hizo en Leica Bond Max
automatica, contrastado en rojo. La tincién con sales de plata tifie de negro
o carmelita oscuro las estructuras las cuales se les denominan argiréfilos.[20]
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Las coloraciones especiales de plata incluyen varios procedimientos de tincién
que se basan en principios muy diferentes. Se pueden definir cinco categorias
de tinciones de plata mediante los procedimientos fisicoquimicos involucrados.
Estos son:

e métodos argentafines

e métodos argiroéfilos

e tinciones de impregnacion

e tinciones de oxidacién-reducciéon de plata

e interacciones metal-metdlicas (auto metalografia).

Por ejemplo, las células neuroendocrinas pueden identificarse mediante
técnicas de argentafines o argirofilos; mientras que los axones, los ovillos
neurofibrilares y las placas seniles se identifican mediante técnicas de
impregnacion con plata.

Las espiroquetas son visualizadas con coloraciones argiréfilos como el WS.

Como ocurre con otros hallazgos de las biopsias de sifilis, la IHQ de TP en las
biopsias pone de manifiesto una enorme variacion en la densidad de la
espiroqueta e incluso en la localizacién. En ocasiones esta variabilidad es
reflejo de su patron anatomopatoldgico. En este trabajo dividimos la variacion

de la densidad IHQ en 4 grupos que van de 0 a 3, con el aumento de 40X
identificamos la inmunotincion de los TP en:

[0] no visibles bacterias bajo objetivo 40X
[1] + escaso numero de bacterias menos de 10 objetivo 40X

[2] ++ médium No. 20-50 bacterias objetivo 40X

[3] +++ abundante No.50 o mas bacterias objetivo 40X
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Figura 1. Pardametros utilizados de la
Intensidad de reaccion en las laminas
histoldgicas estudiadas para la
coloracién IHQ del Treponema
Pallidum en lesiones de la sifilis
primaria de la piel.

Las tinciones de plata de impregnacién también se pueden utilizar para
demostrar bacterias que son dificiles de tefiir con otros métodos como la
coloracidon de Gram o de cultivar como es el caso de Treponema Pallidum y

otras bacterias.

Figura 2. Coloracién de plata Warthin-
Starry, realizad en el coloreador
| automatico Dako.
Lamina histolégico de testiculo
infestado con Treponema Pallidum
utilizada como control a las [dminas de
"% sifilis primaria estudiadas.
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Resultados.

Por anos el método histoldgico tradicional que se utilizdé para identificar las
espiroquetas fueron las coloraciones de plata, a pesar de las dificultades
técnica que existen con relacidon al artefacto de fondo que frecuentemente se
observan en las coloraciones de plata, las cuales en ocasiones enmascaran la
visualizacion de los microorganismos estudiados.

Con H&E eI chanco primario de la sifilis se evidencia en la forma de una papula
. indurada que tiene diferentes localizaciones como

'~ el pene, la vulva, o el cérvix. En estas lesiones el
infitrado es muy polimoérfico, incluyendo
polimorfos, células plasmaticas, linfocitos,
macréfagos. Hay presente pequefios vasos
sanguineos con la pared de los vasos sanguineos

engrosados.
57 : Figura 3. Sifilis primaria, H&E. Se observa
|42 BT e infiltrado polimérfico y vasos sanguineos con la

pared de Ios vasos engrosados

Multiple recomendaciones y modificaciones se han realizado para mejorar la
sensibilidad de las coloraciones de tincién de plata, a las dos mas comunes
técnicas utilizadas la coloracién de Steiner

Y el Warthin-Starry. Las recomendaciones mas Utiles para tener en cuenta
para reducir el marcaje de fondo con las técnicas antes mencionadas son:

Comparamos los resultados de las 12 biopsias estudiadas con las técnicas de
plata, e Inmunohistoquimica con andlisis individual a ciega, de las laminas
histoldgicas e inmunohistoquimica estudiadas por los realizadores de este
estudio.

En las coloraciones de plata la sensibilidad fue de un 47%.
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Figura.6 40X Espiroquetas tenidas con Warthin-
Starry para la demostracién de Espiroquetas, la
sensibilidad se expresé en un 47 % en las biopsias
estudiadas.

V_, : : > ,f,‘_" N Figura.7 40X Espiroquetas tenidas con la técnica de
o Fip” = & 1IHQ para anticuerpos anti-treponema Pallidum.
! o W 24l
Sautifel . M La especificidad en la histoquimica mejoro
W 8 ol 2 & ., » " ’ 4
§ i X W # oy notablemente, asi como la sobre coloracion de fondo
"0 LM ) QO.PT A ¥ la cual se redujo notablemente.

ol . ol - . . . .
. % :’.“:..a',' » . . Las espiroquetas de la dermis se visualizaron en
Fi' > £ La # ~ s . ,
:_'}-o.-_ oS ,,‘_. e eanitll todos los casos positivos, siendo mas escasos en la
29 .Y . “ & | epidermis.
Conclusiones:

Las técnicas de coloracién de plata requieren para su ejecucién reactivos puros
y cristaleria quimicamente limpia (acido nitrico) para evitar contaminacién con
material sucio, o impuro. El agua destilada debe usarse para la preparacién
de las soluciones y ultimos enjuagues de la cristaleria.

Las temperaturas de las soluciones deben ser bien controladas, temperaturas
excesivamente altas del nitrato de plata o la solucion reductora es causa
comun de coloracion de fondo.

En nuestra experiencia los métodos de coloracién argentafines WS y la IHQ
son ambos métodos efectivos en detectar las espirochetas, aunque es
destacar que el método IHQ, aunque puede resultar mas caro, es un método,
mas sensitivo y especifico que las técnicas de plata en la deteccion del mismo
microorganismo en las lesiones de sifilis primaria de la piel, por lo que nuestros
resultados colaboran la de otros investigadores.
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