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SUMMARY

Since a proper diagnosis of syphilis is often difficult due to the wide variability of both clinical picture and laboratory test results, early
recognition of infection caused by Treponema pallidum is crucial for a timely and effective treatment. In most cases, definitive diagnosis relies
upon serological testing. A screening ELISA test, coupled with a quantitative RPR test and specific IgM antibodies detection, is currently
regarded as the basic diagnostic procedure. In addition, a quantitative particle agglutination TP-PA test, FTA-abs IgG test and, eventually, a
western-blot IgG and IgM test, allow to achieve a whole serological pattern for each patient at the time of first diagnosis.

In this study, a group of serum samples (n=107) and cerebro-spinal fluid (n=3) were retrospectively analyzed using the above mentioned
tests. A population of 19 patients whose clinical picture was unremarkable for syphilis, showed border-line values at screening and negative
results on confirmation tests. Thirty-three out of 91 luetic patients were diagnosed as primary or early secondary syphilis, 36 as latent
syphilis, 3 as neurosyphilis, and 3 were neonates with passive specific immunization.

Quantitative RPR test and detection of specific IgM antibodies exhibited extremely high values in all 33 primary syphilis patients; a whole
positive luetic pattern was also obtained by confirmation tests. Searching for IgM antibodies, a capture elisa test compared with a single
device rapid elisa test showed an overall concordance of 98.1%.

In luetic patients other than primary syphilis, quantitative RPR test and detection of specific IgM antibodies provided less relevant values and
a low prevalence pattern, whereas TP-PA and FTA-abs tests showed persistent positives results.

In the follow up of 19 initially treated patients, quantitative RPR values and specific IgM antibodies index showed a slow, progressive decrease
until negative.

Conclusion: a comprehensive initial sieroluetic framework is a relevant diagnostic tool for primary diagnosis; along the follow up, elisa
screening test, TP-PA and FTA-abs IgG have a poor clinical significance; instead, quantitative RPR titers and specific IgM antibody index change
over time, and as such, they are reliable tools to evaluate the therapeutic efficacy of treatment and a rational management of luetic patients.

INTRODUZIONE

La sifilide & una malattia sessualmente trasmessa altamente
contagiosa, causata da Treponema pallidum. Una volta pene-
trata nell’ organismo, la spirocheta si diffonde rapidamente
entro 48-72 ore per viasistemica, alternando periodi sintoma-
tici ad dtri di lunga latenza clinica. Tradizionalmente, il
decorso del’infezione viene classificato in differenti stadi:
primario, secondario, latente (precoce e tardivo) e terziario,
in relazione agli specifici indizi clinico-anamnestici (8,20).
Dopo circa 2-3 settimane dal contatto, il battere causa la
comparsa di una lesione genitale (ulcera primaria o cancro)
non dolente, non purulenta e indurita a cui si accompagna
comunemente unalinfoadenopatiaregionale (2,8,20). Lafase
primaria ha una durata di circa 8-12 settimane, ed é seguita
dalla scomparsa della sintomatologia. La risposta anticorpale
al’infezione si evidenzia con il riscontro di IgM specifiche
dopo circa 2-3 settimane, a cui fa seguito entro 4-6 settimane
la produzione di 1gG; queste ultime rimarranno presenti in
circolo per lunghissimo tempo, finanche per I'intera vita del
paziente.

Ladiagnosi di sifilide & spesso difficoltosa, sia a causa del
variabile quadro clinico iniziale che del peculiare andamento
dell’infezione. Ad esempio, solo un terzo dei casi si presenta
con tutti i caratteri patognomonici; piu frequentemente la
lesione singola iniziale € assente 0 nascosta alla visuaizza-
zione, specialmente nelle donne ed in soggetti omosessuali
maschi, contribuendo all’instaurarsi di unasifilide “non rico-
nosciuta’, con potenziali sequele cliniche e ricadute sociali
ed epidemiologiche (20).

Una sifilide non diagnosticata ha tendenza alla guarigione
solo nel 25% dei casi (20); piu spesso, la diffusione sistemi-

ca della spirocheta (fase secondaria) causa manifestazioni
maculo-papulose dermatologiche e mucose, riscontrabili
entro i 3-6 mesi, a cui segue negli anni un lungo periodo di
latenzaclinica. Lafaseterziaria puo insorgere invece anche a
distanza di acune decadi con manifestazioni patologiche a
carico di vari organi (pareti arteriose, cuore, sistema nervoso,
apparato 0sseo) (1,20). Infine, non va dimenticata un’altra
potenziale sequela, costituita da casi di sifilide congenita in
neonati con madre luetica non trattata 0 misconosciuta
(7,12,19).

Dunque, il precoce riconoscimento dell’infezioneda T. pal-
lidum ha un’importanza fondamentale per un corretto e tem-
pestivo intervento terapeutico.

In quadri clinici cosi sfumati (“lue decapitata’), I'ipotesi dia-
gnosticasi potrabasare sui soli dati anamnestici (contatti ses-
suali arischio), masi potra avvaere fondatamente dei risul-
tati forniti dal vasto arsenale di test di laboratorio, alcuni dei
quali sono in grado di rivelare precocemente marcatori siero-
logici del contatto con T. pallidum (16).

Se storicamente il primo approccio diagnostico avveniva
mediante |"indaginoso test di Wasserman e laricerca di rea-
gine non specifiche, con risultati poco riproducibili (2,3,6,),
I’evoluzione delle conoscenze immunopatogenetiche e la
disponibilita di tecnologie innovative hanno permesso in
gran parte del laboratori ladiffusione di test standardizzati ed
automatizzabili, quali, per solo citare i piu impiegati, la tec-
nica elisa o quella a chemiluminescenza, nelle loro varianti
(23), con un corollario di altri test tra cui quello non trepone-
mico, VDRL (o la sua variante RPR), congiuntamente alla
ricercadi anticorpi specifici IgM anti-T. pallidum. Sara evi-
denziato piu avanti il rilievo assunto dai due test anche nel
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percorso diagnostico post-terapeutico. Il test VDRL non &
specifico dell’ infezione ed éinficiato da numerose fal se posi-
tivita biologiche e tecniche; tuttavia esso riveste tuttora un
ruolo non trascurabile nella sierodiagnosi luetica
(6,8,11,15,16).

Viceversa laricerca di anticorpi IgM anti-T.pallidum, effet-
tuata con metodologie semplici ed efficaci, aggiunge un ele-
mento di specificita nella fase diagnostica iniziale, e grande
rilevanza nel follow up (11,15). Ulteriori test, quali il test
quantitativo di agglutinazione TP-PA, quello a fluorescenza
indiretta FTA-abs IgG, fino all’'impiego della tecnica
Western-Blot 1gG e IgM, delineano un pattern sieroluetico
iniziale, che, insieme agli indizi clinico-anamnestici, costitui-
ra il presidio diagnostico di riferimento per ogni decisione
clinica e per I’ eventuale monitoraggio sierologico post-tera-
peutico (3,4,5,18).

L’impiego di un cosi vasto arsenale sierodiagnostico si giu-
gtifica con la constatazione che, a tutt’oggi, non esiste un
vero “marker” di guarigione clinica del paziente luetico, da
porre in stretta associazione con |’ efficacia del trattamento
antibiotico.

In tali considerazioni sono compresi, sebbene con diverse
motivazioni, i pur prezios test di amplificazione genica,
impiegati a scopo diagnostico per la ricerca del DNA di
T.pallidum in campioni biologici, sia nella fase precoce del-
I'infezione che in quelle tardive o latenti (9,10,14,16,17).

SCOPO

Valutare il significato dellaricercadi IgM anti-T.pallidum e
della determinazione quantitativa del titolo anticorpale RPR
in soggetti con sospetto di lue primaria, e nelle differenti fasi
dell’infezione, e il loro andamento durante il decorso post-
terapeutico fino alla negativizzazione, quali indicatori del-
I’ efficacia del trattamento terapeutico. Verificare la concor-
danza e I’ efficienza diagnostica di due test elisa IgM anti-
T.pallidum nel caratterizzare il quadro sierologico in diffe-
renti gruppi di pazienti sieroluetici.

MATERIALI E METODI
Un totale di 110 campioni di siero (107) eliquor cefalo-rachi-
diano (3), appartenenti a soggetti adulti e pediatrici, con qua-
dro siero-luetico iniziale positivo o con generico sospetto di
sifilide fu retrospettivamente selezionato ed studiato median-
teimpiego di esami sierologici.
La diagnosi clinica fu formulata secondo i consueti criteri
clinici-anamnestici, ovunque descritti (20). | gruppi di
pazienti furono cosi suddivisi: lue primaria (n = 33), lue
secondaria (n = 16), lue latente (n = 36), neurasifilide (n = 3),
immunizzazione passiva neonatale (n = 3), sospetto generico
di lue (n=19). | sieri risultati positivi a solo test di screening,
non confermati con test di secondo livello e privi di indizi cli-
nico-anamnestici furono considerati come campioni falsi posi-
tivi. Un totale di 19 pazienti furono seguiti nel follow-up post
terapeutico per osservare I’ andamento di ogni singolo test.
| campioni furono esaminati con |o scopo di delineare il pat-
tern sieroluetico completo, relativo alo stato dell’infezione
di ogni singolo paziente. Lo screening dei campioni fu effet-
tuato con un test ELISA acompetizione “one step”, eseguito
su analizzatore automatico. Laricercadi IgM anti-T.pallidum
fu effettuata mediante confronto tra due metodi ELISA: il
primo con impiego di un singolo “device” per campione, ed
esecuzione automatizzata rapida; il secondo, nella versione
detta “a cattura’; ad entrambi fu aggiunto quale riferimento
un test con tecnica Western-Blot. Quale esame non trepone-
mico fuimpiegato il test RPR, eseguito con quantizzazione
del titolo anticorpale.
Per lo studio furono impiegati i seguenti reagenti forniti in kit
commerciali completi:
- Pathozyme Syphilis competition; ii) Immutrep RPR;
- Pathozyme Syphilis M capture, prodotti da Omega
Diagnostics, UK (ALIFAX —Itdia);
- SerodiaTP-PA —Fujirebio, Japan (AlfaWasserman — Italia);
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- T.pallidum1gG IFA assay —Alphadia, Belgio (Alifax — Itdia);

- T.pallidumIgM Chorus e Fast-Syphilis— Diesse Diagnostics,
Itaia

- T.pallidumIgM MarBlot —Trinity Diagnostics, USA (Alifax
—Italia).

RISULTATI

Dei 110 campioni esaminati, 19 di risultarono con valo-
ri “border-line” a test di screening, negativita atutti i test di
conferma ed assenza di indizi clinici e anamnestici significa-
tivi (Tabella 1).

Tutti gli altri 91 campioni, risultati positivi al test Lue-scre-
en, furono sottoposti ai test di confermaper completareil pat-
tern sieroluetico.

| 33 sieri con Lue I° risultarono positivi sia a test Lue-scre-
en che agli atri test di conferma; in particolare, RPR mostro
titoli elevatissimi, confermati altresi dai due test IgM ;

nel 16 sieri con Lue 11° il test RPR risultd positivo in 15/16;
IgM Chorusin 6/16; IgM Omegain 6/16; i test TP-PA e FTA-
abs risultavano ugualmente positivi a vario titolo (Tabella 2).
Dei 36 campioni con Luelatente, 24 erano positivi al test RPR;
3 positivi d test IgM Chorus; 5 positivi a test IgM Omega,

| 3 campioni con neurosifilide risultarono positivi al test
RPR; alo stesso test, i 3 campioni di neonati con immuniz-
zazione passiva furono negativi; tutti i 6 campioni mostraro-
no indici negativi di IgM (Tabella 3).

NellaTabella4 émostratoil confronto trai duetest IgM: del 110
campioni esaminati: 47 risultarono concordemente positivi o
border-line, 61 negativi, 2 furono discordanti. All’ulteriore
esame con il test Western-Blot IgM entrambi risultarono negati-
vi. Laconcordanzatotale trai due test ELISA fu del 98.1%.
Nella Tabella 5 € illustrato lo stesso confronto ristretto a 43
sieri luetici, con I'aggiunta del test Western-Blot IgM. La
concordanza totale verso quest’ ultimo test fu 97.6% per IgM
Chorus e 93% per IgM Omega.

La Tabella 6 illustra |’andamento quantitativo dei titoli anti-
corpali rilevati dai test RPR e lgM Chorus nel follow up post-
trattamento di 19 pazienti, definiti inizialmente con sifilide
primaria o secondaria precoce. Tutti i 19 pazienti erano posi-
tivi ad entrambi i test con indici elevatissimi sia al momento
della diagnosi iniziale che dopo 4 mesi dal trattamento tera-
peutico. Nei successivi controlli, gli indici di positivita di
IgM decrescevano significativamente fino a diventare nega-
tivi in 11/16 pazienti dopo 5-18 mesi (mediana = 11.5). Il
titolo anticorpale di RPR divenne negativo in 10 pazienti
entro 5-18 mesi (mediana = 13.2).

Infine, la Tabella 7 mostraii risultati del test rapido Syphilis-
Fast in 145 soggetti suddivisi in gruppi di pazienti luetici (95)
e di soggetti non luetici (50). In quest’ ultima popolazione la
specificitafu 100%; lasensibilitanei gruppi luetici fu 98.9%,
con un’ unica eccezione di falsa negativita causata dal feno-
meno di pro-zona da eccesso anticorpale, dimostratasi suc-
cessivamente positiva al test su siero diluito.

DISCUSSIONE

L’ impronta sierol ogica che caratterizza un soggetto con infe-
zione da T.pallidum costituisce I’ evidenza specifica piu rile-
vante dell’infezione nel momento della diagnosi iniziale (lue
primaria), superando in specificita anche i segni obbiettivi
patognomonici, i quali, sebbene precoci, non sempre correda-
no il quadro clinico. Il “pattern sieroluetico” che connota
ogni singolo paziente € il risultato della specifica reazione
immunologica, e su di il clinico misurera la fondatezza
dell’ipotesi diagnostica. Osserviamo ora le maggiori eviden-
ze ricavate dallo studio, con il fine di metterne in luce gli
aspetti essenziali.

E necessario sottolineare anzitutto che il percorso diagnosti-
co debba avere inizio con un test di screening immunometri-
co, riproducibile e confrontabile tra differenti laboratori,
seguito dal corollario dei test di conferma, qualorasi ottenga
un primo risultato positivo. L’insieme dei test impiegati deli-
nea in tal modo un preciso e caratteristico quadro sierologi-
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co, facilmente interpretabile per la dimostrazione del contat-
to con la spirocheta.

Viceversa, pazienti con vaori di screening “border-line” e
test di conferma negativi, senzaindizi clinico-anamnestici di
lue, sono da considerare come soggetti con false positivita
biologiche.

La distinzione tra i quadri sierologici di questi ultimi e i
pazienti sieroluetici, nelle varie fas infettive, risulta in tal
modo inequivocabile. Per raggiungere tale certezza, quindi, &
necessario eseguire un insieme completo di test e valutarne le
specifiche caratteristiche.

Una seconda evidenza risulta dall’impiego dei test Lue-scre-
en, TP-PA, FTA-abs, i quali contribuiscono inizialmente in
vario grado ainquadrare correttamente i pazienti |uetici; tutta-
vig, forniscono risultati positivi anche nelle fasi post-tera-
peutiche, con lento e modesto decremento tardivo. Cio signi-
ficache nel follow up questi parametri diagnostici non sonoin
grado di valutare |’ efficacia del trattamento antibiotico; in tale
contesto, quindi, forniscono dati superflui alo scopo.

Cid non avvieneinvece per i test RPR e IgM anti- T.pallidum,
i quali, con caratteristiche diverse, contribuiscono chiara-
mente a comprendere |’ andamento dell’ infezione. Cio consi-
glia percio di eseguirli con dosaggio quantitativo fino al
momento della loro negativizzazione.

Partendo dal gruppo di pazienti con lue primaria 0 secondaria
precoce, S osserva che tutti i soggetti sono connotati da ele-
vatissimi titoli anticorpali a test RPR (da 1:64 a >1:128), ben
a di sopradel titolo di 1:16, considerato in molti studi come
un indice diagnostico (11). A cio fanno dariscontro altrettan-
to rilevanti indici di IgM anti-T.pallidum. Su quest’ ultimo
“marker” luetico sono state espresse nel tempo le considera-
zioni piu controverse, legate principalmente a metodologie
analitiche indaginose o di modesta efficienza diagnostica
(3,16). Neél nostro studio entrambi i metodi impiegati sono
innovativi, standardizzati e automatizzabili. I test rapido IgM
Chorus ha una qualita intrinseca basata sull’impiego di sele-
zionati antigeni ricombinanti di Treponema pallidum, perfet-
tamente adattati a dispositivo. Impiegando un singolo “devi-
ce” monotest, I’esame del campione pud essere eseguito in
automazione completa in pochi minuti; cio lo rende oltremo-
do funzionale per un impiego immediato o urgente.

La concordanza diagnosticatrai due test IgM, dimostrata con
confronto verso un test Western-blot, € risultata molto soddi-
sfacente; i segna un fondamental e miglioramento diagnosti-
co rispetto alle indaginose tecniche in precedenza impiegate.

Tabella |. Totale campioni esaminati con sospetto o diagnosi di LUE
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Analizzando i risultati ottenuti negli atri gruppi di pazienti
luetici, risulta evidente che i due test IgM decrescono seppu-
re lentamente verso una negativizzazione, o residuando non
significativi indici di positivitaentro un ampio arco di tempo,
variabile da5 a 18 mesi. Tale andamento & beneillustrato nel
campione di pazienti esaminati duranteil follow up post-tera-
peutico. Di cio s dovra tenere conto nel valutare gli indici
quantitativi di RPR e IgM, secondo un confronto relativo ai
valori precedenti, piuttosto che considerare i singoli valori in
modo assol uto.

Infine, un’ attenzione particolare deve essere dedicata al’im-
piego dei test rapidi, impiegati in molti laboratori con criteri
talora superficiali. Se e vero che necessita diagnostiche o
organizzative (espianto d’ organi) inducono talvoltail labora-
torio a loro uso per un report immediato, e atrettanto diffu-
S0 un impiego incongruo, di un singolo test non specifico,
quale RPR, con cui s intende definire un quadro sierololue-
tico. Lo studio ha dimostrato, viceversa, che in tal caso &
discriminante I'impiego di un test rapido treponemico, nel
nostro caso Syphilis-Fast, definibile come un test TPHA
modificato, per ottenere immediati e specifici indizi diagno-
stici, anche in assenza di dati clinico-anamnestici.

CONCLUSIONI

In conclusione, accanto ad un affidabile test di screening,
appare essenziae la ricerca quantitativa di IgM anti-T.palli-
dum e di titoli anticorpali di RPR per definire un quadro sie-
roluetico di riferimento nel primo approccio diagnostico e,
successivamente, nelle varie fasi dell’infezione, dopo il trat-
tamento antibiotico. Gli altri test, richiesti ed eseguiti acorol-
lario, sono utili nella prima formulazione diagnostica, ma
pressoché superflui nel decorso post-terapeutico. La ricerca
di IgM , in particolare, costituendo I"unico indizio specifico
d'infezione luetica variabile con la terapia, deve essere con-
siderata un presidio imprescindibile. Alla luce delle conside-
razioni avanzate, 1o studio ha mostrato come sia possibile
valutare e distinguere il ruolo diagnostico di ogni singolo test
dell’ampio arsenale andlitico. Cio rendera certamente piu
agevoleil compito del clinico nella gestione del paziente lue-
tico e, non secondario, consentire una sceltarazional e ed eco-
nomicadei soli test con elevato contenuto diagnostico.

Ringraziamenti: ai tecnici di laboratorio Sigg. Giuseppe
Rondello, Donatella Pulita, Vinicio Murri per I'alta profes-
sionalita e la quotidiana collaborazione.

Totale campioni N=110 LUE-eia screening

Test di conferma positivi

Test di conferma negativi

positivo 91

91 0

border-line/negativo 19

0 19

Tabella 2. Pattern sieroluetico in 33 soggetti con LUE 12 e in |6 soggetti con LUE II 2

RPR IgM-eia IgM-eia Lue-eia TP-PA FTA-abs
Omega Chorus screening IgG
LUE 12 Pos 33 33 33 33 33 33
(n=33) Neg 0 0 0 0 0 0
LUE 112 Pos 15 6 6 16 16 16
(n=16) Neg | 10 10 0 0 0

Tabella 3. Pattern sieroluetico in 36 soggetti con Lue latente, in 3 soggetti con NeuroLue (3) e in 3 neonati con Immunizzazione passiva neonatale(3)

RPR IgM-eia IgM-Chorus Lue-eia TP-PA FTA-abs
Omega screening IgG
LUE latente Pos 24 5 3 36 36 31
(n = 36) Neg 12 3l 33 0 0 5
NeuroLUE Pos 3 0 0 3 3 3
(n=3) Neg 0 3 3 0 0 0
Immun.passiva Pos 0 0 0 3 3 3
(n=3) Neg 3 3 3 0 0 0
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Tabella 4. Confronto tra test elisa IgM CHORUS e IgM capture OMEGA

I1gM-OMEGA (Pos + B.L.)
I1gM-CHORUS (Pos + B.L) 47
I1gM-CHORUS (Negativo) 2 6l
Concordanza totale = 108/110 = 98,1%

IgM-OMEGA (Negativo)
0

Tabella 5. Confronto tra |gM CHORUS, IgM OMEGA, IgM W.B. in 43 sieri luetici

IgM-CHORUS IgM-OMEGA IgM-W.B.
POS 27 27+2 27
NEG 10 8 10
B.L. 6 6 3 = border-line
2 = positivo

| = indeterminato

Concordanza Chorus IgM vs W.B.IgM = 42/43 (97,6%)
Concordanza Omega IgM vs WB IgM = 40/43 (93%)

Tabella 6. Evoluzione dei titoli di RPR e IgM anti-T.pallidum nella diagnosi iniziale (19 pazienti) e nel follow-up fino a 4 mesi (19 pazien-
ti) e fino a 18 mesi (16 pazienti)

Tempo dalla diagnosi RPR N° pazienti IgM N° pazienti
(titolo anticorpale) (indice anticorpale)
Iniziale >=1:128 15 Positivo 1,2-7,0 19
1:64 4 Border-line 0,9-1,1 0
negativo 0 Negativo <0,9 0
Dopo 4 mesi >=1:64 15 >5,0 |
1:64 2 4,1-5,0 0
1:32 0 3,1-40 |
I:16 [ 2,1-3,0 4
1:8 0 1,2-2,0 7
1:4 [ 0,9-1,1 5
Negativo (<1:2) 0 negativo |
Dopo 5-18 mesi 1.32 | Positivo 1,2-7,0 |
I:16 [ Border-line 0,9-1,1 4
1:8 | Negativo <0,9 Il
1:4 [
1:2 2
negativo 10
Tabella 7. Risultati di Syphilis-FAST in _un totale di 145 soggetti: non luetici (50) e luetici (95)
FAST - SYPHILIS
positivo negativo
LUE IgM positivo 27 I*
N=28
LUE IgM border-line 3 0
N=3
LUE IgM negativo 14 0
N=14
LUE-screen pos/border-line 50 0
N=50
Non luetici 0 50
N=50

*(fenomeno pro-zona con siero non diluito)
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