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INTRODUCAO



1. Introducéo

A sifiis € uma doenca infecciosa sistémica crbnica, causada pelo
espiroqueta Treponema pallidum subespécie pallidum, caracterizada por periodos
sintomaticos alternados por longos periodos de laténcia (KIRALY, 1973,
LARSEN,1995). Treponema pallidum dissemina-se por todo o organismo podendo
causar doenca nos mais variados 6rgaos. Ao longo de sua evolucdo e se nao
tratada, a sifilis pode apresentar manifestacbes cutaneas, cardiacas, 6sseas e
neuroldgicas, entre outras, como resultado das interacdes entre 0 agente e 0
hospedeiro, da resposta imune do hospedeiro e das reacgdes inflamatorias
resultantes da agressao ao tecido invadido (KIRALY, 1973).

Dentre as formas de transmissao, a sexual € a mais comum seguida pela
transplacentaria ou vertical e mais raramente pela sanguinea (VAN DER SLUIS,
1984; BAUGHN, 1989; LARSEN, 1990; KIRCHNER, 1991; NAUD, 1993).

1.1. Historia da sifilis na civilizacdo humana

Controversa no aspecto relativo a sua origem, a sifilis tem sido objeto de
estudo durante séculos. Apos seu aparecimento em 1493 em Barcelona, essa
doenca disseminou-se em poucos anos por toda a Europa e apesar de ter feito

menos vitimas do que a peste e a variola, ainda nao foi extinta. Foi descrita em



1530 pelo patologista italiano Hieronymus Fracastorius (SCHREIBER, 1991;
SINGH,1999).
Na tentativa de compreender, interromper e curar a sifilis, a partir da primeira
epidemia verificada no final do século XV, muitos cientistas direcionaram seus
estudos para esse tema. Assim, em 1497 o médico Johannes Widmann
reconheceu que a unido sexual era o0 meio de transmissdo da doenca, enquanto
era considerada pelo povo como um castigo divino por uma vida pecaminosa
(SCHREIBER, 1991). Nesse periodo, muitas tentativas de cura foram feitas com o
uso de mercurio, arsénico ou guaiaco empregados na forma de infusdes ou
ungientos associados a suadouros ou quarentenas (SCHREIBER, 1991).

Convencido de que os métodos de cura eram inadequados, em 1891, o
professor Boeck inicia o estudo de 1978 pacientes com sifilis primaria e
secundaria, para analisar o comportamento da sifilis ndo tratada, conduzindo este
estudo até 1910. Em 1929 Bruusgaard da continuidade a proposta inicial do
estudo, seguindo 473 pacientes. Os resultados destes estudos, conhecidos como
“Estudo de Oslo“, permitiram estabelecer o curso natural da sifilis (CLARCK,
1964).
Em 1903 Metchnikoff e Roux conseguiram reproduzir a transmisséo da sifilis para
chimpanzés porém, apenas em 1905 o agente causador foi identificado por
Schaudim e Hoffmann (BELDA, 1980).

O emprego de testes sorologicos para o diagnoéstico da sifilis se inicia em
1906 quando Wassermann, Neisser e Brueck desenvolvem uma reacdo baseada
no principio de fixacdo do complemento, prova capaz de detectar reaginas no
soro de pacientes com sifilis (PASSOS, 1995).
Em 1909 Paul Erlich e Sahachiro Hata utilizaram um composto arsenical,
denominado salvarsan, que agia diretamente sobre T. pallidum, constituindo-se na
primeira medicacdo ativa para o tratamento da sifilis (SCHREIBER, 1991). Nesse
mesmo ano A. Coles descreve o método de pesquisa de Treponema pallidum em
campo escuro (LARSEN, 1998). No ano seguinte, JacobsthalL propde a primeira
reacdo de floculagdo para diagnostico sorolégico da doenca (BELDA, 1988;
SCHREIBER, 1991; PASSOS, 1995).



Na publicacédo de 11 de janeiro de 1913 do “Journal of American Medical
Association”, Nichols e Hough relatam um caso de neurossiflis e demonstram a
presenca de Treponema pallidum no liquor. Para isso utilizaram a técnica de
inoculacdo do liquido cefalorraquidiano do paciente em testiculos de coelho,
sendo essa a primeira vez que coelhos foram utilizados para crescimento e
isolamento de treponemas. ApoOs o isolamento, a cepa continuou sendo mantida
através de passagens em coelhos sendo conhecida como Treponema pallidum
cepa Nichols (NICHOLS, 1913).

Uma nova era na sifilis teve inicio em 1943, quando Mahoney, Arnold e
Haria utilizaram com sucesso penicilina no seu tratamento (SCHREIBER, 1991).

Acreditava-se na época que os problemas da sifilis estavam solucionados,
porque essa doenca que foi motivo de preocupacdes das autoridades cientificas e
sanitarias, passava a ter tratamento simples e eficiente. No entanto, a euforia
inicial ndo refletiu a realidade, e a doenga vem se manifestando em diversos locais
do planeta em focos endémicos e eventualmente epidémicos, resultando ainda em
nascimento de criancas portadoras de sifilis congénita (BAUGHN, 1989; PASSOS,
1995; CDC, 1998b).

O estudo de Treponema pallidum permanece objeto da ciéncia até hoje,
porque ainda ndo sdo totalmente compreendidos 0s mecanismos de
infecciosidade e principalmente de escape imunoldgico utilizados por esta bactéria
(HOLT, 1978; NORRIS, 1982; FRASER,1998; RADOLF, 1999).

1.2. Caracteristicas da sifilis

A transmissao sexual da sifilis requer contato direto com lesdes infectantes.
Aproximadamente 30% das pessoas que mantém relacBes sexuais com um
parceiro infectado desenvolverao sifilis (LARSEN, 1995).

Apés o contato inicial, o treponema coloniza o local de entrada, geralmente na
mucosa intacta ou em pequenas lesdes de pele, e dissemina-se através do corpo,
pelas vias linfaticas e ou sanguineas (LARSEN, 1995; VAN DER SLUIS, 1987;



AZULAY, 1998). Apesar do mecanismo exato de penetracdo de Treponema
pallidum em células ndo ser totalmente conhecido, foi observado que ocorre
ligacdo da bactéria as células de mamiferos através de receptores presentes na
membrana celular. A invasédo celular € um fator critico na viruléncia de T. pallidum,
conforme demonstrado por sua habilidade de penetrar monocamadas de células
endoteliais e membranas intactas (SINGH, 1999).

Apés a infeccéo inicia-se a chamada sifilis priméria que caracteristicamente,
apo6s um periodo de incubacao de 10 a 90 dias, manifesta-se com o aparecimento,
no local de entrada da bactéria, de uma lesdo indolor de base endurecida,
contendo grande numero de treponemas, denominada cancro duro ou
protossifiloma. Os ganglios regionais apresentam-se aumentados e indolores. O
cancro duro pode desaparecer espontaneamente num periodo de uma a cinco
semanas, sem deixar cicatriz (BELDA, 1988; KIRCHNER, 1991; NAUD, 1993).

Se ndo tratada, a doenca evolui para sifilis secundaria, periodo em que o
treponema ja invadiu todos os oOrgaos e liquidos do corpo. A principal
manifestacao clinica do secundarismo é o0 exantema cutaneo, rico em treponemas,
que se apresenta na forma de maculas, papulas ou de grandes placas
eritematosas branco-acinzentadas em regides Umidas do corpo, denominadas
condiloma lata. A partir da infec¢do, os sintomas da sifilis secundaria podem se
manifestar entre 6 semanas e 6 meses ( KIRCHNER, 1991).

Apés o desaparecimento do exantema, a doenca entra no periodo latente,
considerado recente no primeiro ano de infec¢édo e tardio ap0s esse periodo. A
sifilis latente ndo apresenta qualquer manifestacdo clinica. Na doenca classica,
entre 10 e 20 anos ap6s o0 contagio inicial, cerca de um terco dos pacientes com
sifilis latente desenvolvem sifilis terciaria que se caracteriza por manifestacdes
tegumentares, cardiovasculares ou neuroldgicas, entre outras. O quadro classico
ndo € observado nos individuos coinfectados com o virus da imunodeficiéncia
humana — HIV, que apresentam rapida evolucdo da forma aguda a terciéria.
(NAUD, 1993; LARSEN, 1995).



Atualmente observa-se a frequiéncia cada vez maior de formas latentes ou
de casos de curso clinico modificado devido ao abuso de antibidticos em doses
insuficientes (PASSOS, 1995; PODWINSKA, 1996; AZULAY, 1998).

Com o advento da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Aids), formas clinicas
atipicas com evolucdo aguda e grave, como a sifilis maligna precoce, tém sido
observadas (PODWINSKA, 1996; AZULAY, 1998).

Ulceras sifiliticas atuam como porta de entrada para o HIV. A anélise de
casos de infeccdo simultanea por HIV e T. pallidum indica alteracdes tanto na
resposta imune humoral do hospedeiro quanto na resposta a terapia para sifilis,
além da evolucdo mais rapida para Aids (HICKS, 1987; JOHNS,1987; HASS,
1990; PODWINSKA; 1996). A associacdo de T. pallidum e HIV tem sido
responsabilizada também por alteracées no diagnostico sorologico da sifilis, como
0 aumento da ocorréncia do fenbmeno de prozona nos testes nao treponémicos,
decorrentes do excesso de anticorpos, devido a proliferagcéo policlonal de linfocitos
B produtores de anticorpos que pode ocorrer em alguns casos (HASLETT, 1994).

Em outros, verifica-se auséncia persistente de anticorpos na vigéncia de
doenca ativa, que s aparecem algumas vezes muito tempo apds o tratamento,
tornando dificil seu acompanhamento. O mecanismo de instalacdo e a resposta
imune a infeccdo nesses individuos nédo estéo totalmente compreendidos (HICKS,
1987; HASS, 1990; LARSEN, 1990; MARRA, 1992; AZULAY, 1998).

1.2.1. Sifilis congénita

A sifilis congénita € mais severa quanto mais recente for a infeccdo
materna. A taxa de transmisséo vertical em mulheres néo tratadas é de 70% a
100% na sifilis priméaria, 40% na sifilis latente recente e de 10% na sifilis latente
tardia (SINGH, 1999).

Harter e Benirschke (1975), demonstraram a presenca de T.pallidum tanto

em placenta quanto em fetos de 9 a 10 semanas de gestacdo, contradizendo a



teoria anteriormente proposta de que as células de Langhans atuam até o quinto
més de gestacao, como barreira protetora contra a infeccéo fetal por T.pallidum.

Ainda segundo Harter e Benirschke (1975), o fato de n&o existir nas
bidpsias dos fetos de 9 a 10 semanas, sinais de resposta infamatoria ou lesédo
tecidual no local onde foram encontrados os treponemas, justifica o fato de que as
manifestacdes clinicas s6 aparecam no terceiro trimestre, na forma de
abortamento, nascimentos prematuros ou nascimentos seguidos de morte.

Quando nao se manifesta com essas caracteristicas, a infeccdo congénita
pode permanecer latente, vindo a se expressar durante a infancia ou mesmo na
vida adulta. As manifestacdes perinatais ocorrem principalmente na forma de
lesbes bolhosas, ricas em treponemas, na palma das maos, planta dos pés, ao
redor da boca e do anus. Os sintomas da sifilis congénita tardia incluem tibia em
sabre, ceratite intersticial, dentes de Hutchinson, surdez e comprometimento de
figado e pulmdo (BAUGHN, 1989; LARSEN, 1990; BROMBERG, 1993; GENEST,
1996).

1.3. Epidemiologia

A sifilis € uma doenca cosmopolita, mais prevalente em zonas urbanas, ndo
podendo ser relacionada a nenhum grupo racial e sua incidéncia atual parece
refletir mais fatores sociais como pobreza e baixa escolaridade do que fatores
biolégicos (BENENSON, 1997; CDC, 1992, 1998, 1998a).

Ao longo da histoéria, a doencga teve seu primeiro surto epidémico no final do
século XV, constituindo-se em um importante problema de Saude Publica mundial
durante a chamada “idade da exploragcdo” caracterizada pelas grandes
navegacdes. No século XIX era “onipresente” sendo considerada como a
“Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida” daquela época (FRASER, 1998).

Entre as décadas de 1960 e 1980, o numero total de casos notificados em
muitos paises europeus declinou. Em 1980, no Reino Unido foram notificados
2700 casos, predominantemente em pessoas do sexo masculino, sugerindo maior

reservatério da infeccdo na populacdo homossexual masculina. A tendéncia de



gueda foi mantida e, em 1990, os 373 casos notificados representavam uma
incidéncia menor do que 1 caso para cada 100.000 pessoas (TANG, 1991,
KINGHORN, 1993).

Nos Estados Unidos, ao contrario, verificou-se lento aumento na incidéncia
a partir do anos 70, apos o periodo de revolucdo sexual na metade da década de
60, até 1982, seguido de queda até 1986 com a descoberta da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida. Em 1987, 35.241 casos de sifilis primaria e
secundaria foram relatados ao CDC, significando um aumento de 30% no numero
de casos em relagdo ao ano anterior. Em 1990 os 50.233 casos notificados
correspondiam a 20 casos para cada 100.000 pessoas (KIRCHNER, 1991).

A incidéncia de sifilis nos Estados Unidos € distribuida muito
heterogeneamente. Os estados do sul apresentam numero de casos
desproporcionalmente elevado em relacdo ao resto do pais (ROLFS, 1990;
MARUTI, 1997; CDC, 1998a). Essa distribuicdo parece estar relacionada a
classes econdmicas menos favorecidas, com fortes indicios de um processo de
“importacdo” da doenca, por sua proximidade com as fronteiras americanas e a
descontrolada entrada de imigrantes ilegais vindos do México e das Américas
Central e do Sul. Mesmo néo vinculada a racas, verifica-se que 0s hispanicos
brancos sdo o segundo grupo com maior prevaléncia da doenca, que s6 € menor
do que a prevaléncia verificada entre os negros americanos do sul e de baixa
renda (CDC, 1998a). Nessa populacdo sdo atingidos em especial o0s
adolescentes, e entre os fatores de risco observa-se o consumo de drogas, a
prostituicao, a Aids e o inicio precoce da vida sexual (BENENSON, 1997).

Estudos realizados em paises africanos mostram alta prevaléncia, como os
8% verificados em uma comunidade semi-rural do Gabon. Nessa comunidade
foram encontrados 99 soros reagentes para testes treponémicos, em 1251 soros
analisados (SCHRIJVERS, 1989). Em Zimbabwe, um inquérito sorolégico em
gestantes mostrou prevaléncia de 13,75% (RUTGERS, 1993).

Hiltunen-Back (1996) relata que na Finlandia até o inicio dos anos 90, o
namero de casos anuais de sifilis era de 30 a 40 e que desde 1993 a incidéncia

vem aumentando, tendo ocorrido 118 casos em 1995. Esse aumento é observado



principalmente nas regides que fazem fronteira com a Russia. Desde o colapso da
Unido Soviética a incidéncia de sifilis aumentou muito na Russia, com 255.000
casos relatados em 1995, ano em que a cidade de S&o Petsburgo atingiu a taxa
de 318 casos para cada 100.000 pessoas.

No Brasil, devido principalmente a subnotificacdo, temos poucas
informacdes a respeito do comportamento da doenca (PASSOS, 1995).

Os dados epidemioldgicos disponiveis sdo relativos a casos notificados de
sifilis congénita. No periodo compreendido entre 1995 e 1997 foram notificados
em todo o pais 2344 casos. Destes, cerca de 61% sao correspondentes a regiao
sudeste, 17% a regido nordeste, 3% a regido norte, 17% a regido centro-oeste e
2% a regido sul. (CNDST e Aids, 1997). Segundo estimativas da Organizacao
Mundial da Saude (OMS), esses dados correspondem a 1/3 do total esperado
para um pais dito “em desenvolvimento”. Os dados de 1997 mostraram aumento
no numero de notificacdes nas regides norte e nordeste em relacdo a 1995 e
1996, respectivamente 8% e 37% do total de casos. Por outro lado a regido
sudeste contribuiu com 37%, estranhamente nenhum caso foi notificado no Estado
de Séao Paulo (CNDST e Aids, 1997), contradizendo a estimativa da Secretaria
Estadual da Saude daquele estado que esperava para 1996 um registro de
aproximadamente 20.000 casos, chamando a atencdo inclusive para a
necessidade de melhorar o diagnostico e tratamento em gestantes (PROMED,
EDR, 1996).

A sifilis é, entre as patologias atualmente endémicas, motivo de
preocupacdo das autoridades sanitarias devido, principalmente, ao numero
crescente de casos na sua forma congénita e latente (CNDST e Aids, 1998).

Esta doenca considerada, ainda hoje, um importante problema de saude
publica mundial, vem exigindo da comunidade cientifica métodos diagndsticos
mais rapidos, sensiveis e especificos de forma a favorecer a rapida intervencéo no
elo da cadeia epidemiologica nos crescentes programas de combate e controle

desta morbidade na populacdo geral (COHEN, 1992).
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1.4 O agente etiolégico

O termo espiroqueta é utilizado para agrupar organismos flexiveis, finos, de
formato espiral, que diferem morfologicamente de outros procariontes pela
presenca de uma fibra axial, também conhecida como endoflagelo ou filamento
axial, responsavel pelos movimentos de rotacdo e flexdo destas bactérias
(KIRALY, 1973; FRASER, 1998).

Membros deste grupo invariavelmente possuem: membrana externa, que
envolve toda a célula e cilindro protoplasmatico constituido de parede celular,
membrana celular, citoplasma e filamento axial (KIRALY, 1973; FRASER, 1998).

A ordem Spirochaetales agrupa 5 géneros: Spirochaeta, Cristispira, Borrelia,
Leptospira e Treponema. Esta divisdo € baseada em caracteristicas fisioldgicas e
morfologicas (HOLT, 1978).

Nas diversas cepas de treponemas, quatro patogénicas e pelo menos seis
nao patogénicas, seu tamanho varia de 0,09 a 0,5 uym por 5 a 20 uym. O
comprimento de cada espira € variavel, as extremidades do corpo sao
arredondadas ou afiladas e possuem caracteristicamente de trés a cinco fibras
axiais (HOLT, 1978). Treponema pallidum tem de 6 a 20 espiras, medindo entre 6
a 20 uym de comprimento por 0,1 a 0,18 um de largura, dividindo-se
transversalmente a cada 30 horas (VAN DER SLUIS, 1987; AZULAY, 1998;
SINGH, 1999).

O sequenciamento do genoma de Treponema pallidum demonstrou que a
bactéria tem um dos menores genomas de procariontes. Seu cromossoma é
circular, com aproximadamente 1.138.000 pares de bases (bp), contendo 1.041
ORF (fases de leitura abertas) (FRASER, 1998; SINGH, 1999). Estima-se que
55% dessas ORF sejam responsaveis pelas funcdes biolégicas da bactéria, 17%
codificam proteinas que cruzam com outras espécies e 28% representam novos
genes (SINGH, 1999). RADOLF e colab. (1999), consideram que as duvidas
relacionadas a fatores fisiologicos e de viruléncia da bactéria s6 serdo
esclarecidas quando as informagfBes contidas nos genes funcionais forem

compreendidas.
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Os treponemas podem ser divididos em cepas de vida livre, saprofiticas ou
ndo patogénicas, e cepas patogénicas responsaveis pela pinta, bouba, sifilis
endémica e sifilis venérea. As trés primeiras sdo doencas restritas a certas regides
enquanto a sifilis venérea é cosmopolita de distribuicdo mundial. Até agora, ndo
h& técnicas soroldgicas e morfoldgicas que permitam a distingdo entre Treponema
pallidum subespécie pallidum (sifilis venérea), Treponema pallidum subespécie
endemicum (sifilis ndo venérea), Treponema pallidum subespécie pertenue
(bouba) e Treponema carateum (pinta). Nenhum método diagnéstico é subespécie
especifico. A diferenciacdo deve ser feita considerando-se dados clinicos e
epidemioldgicos (LARSEN, 1990; BENENSON, 1997). Métodos genéticos
apontam a capacidade de distincdo entre Treponema pallidum subespécie
endemicum, Treponema pallidum subespécie pertenue e Treponema pallidum
subespécie pallidum através do estudo do gene tppl5 que codifica a lipoproteina
de 15 kD (SINGH, 1999).

1.4.1. Caracteristicas antigénicas de Treponema pallidum

As caracteristicas antigénicas de Treponema pallidum ainda ndo séo
totalmente conhecidas, sendo que um dos grandes obstaculos para ampliar esse
conhecimento deve-se a pequena disponibilidade de bactérias para estudo pois,
seu crescimento s6 € possivel “in vivo”, por inoculacdo de treponemas moveis e
virulentos em bolsa escrotal de coelhos. O uso dessa técnica de cultivo além de
produzir limitado nimero de bactérias, também apresenta grande possibilidade de
contaminacdo desses microrganismos com componentes dos tecidos do testiculo
de coelhos (BLANCO, 1994; LARSEN, 1998; RADOLF, 1999). O cultivo “in vitro”
de treponemas viaveis e virulentos € muito dificil.

Fieldsteel e colab. (1981), obtiveram sucesso no cultivo “in vitro” de T.
pallidum, utilizando cultura em monocamada de linhagem de células de
crescimento lento de mamiferos, células epiteliais Sf1Ep de coelhos mantidas em

meio essencial de Eagle modificado com 20% de soro fetal bovino, ditiotreitol
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(DTT) e extrato de testiculos de coelhos infectados com T. pallidum, incubados a
33°C sob atmosfera contendo 1,5% de oxigénio.

Norris (1982) ao reproduzir essa técnica de cultivo introduziu algumas
modificacbes e determinou que entre todos os componentes do meio, o0 soro fetal
bovino é, provavelmente, o elemento mais critico, e sua toxicidade pode ser
responsavel pela perda da viabilidade da cultura. Nesse experimento, Norris
obteve crescimento até 26 vezes maior do que o obtido por Fieldsteel.

O sucesso desses experimentos, no entanto, ndo foi suficiente para atingir
o objetivo de cultivar continuamente treponemas virulentos “in vitro”. Além disso,
as exigéncias desse cultivo restringem seu uso a laboratorios de pesquisa muito
especializados (FITZGERALD, 1977; FIELDSTEEL, 1982; FLICHMAN, 1995).

O genoma de Treponema pallidum mostrou que a bactéria contém ORF
codificando hemolisinas e citoxinas com importancia patogénica ainda néo
relacionada a fatores de viruléncia conhecidos (RADOLF, 1999). Ap6s o
sequenciamento completo do seu genoma, ainda se conhece pouco sobre 0s
mecanismos patologicos e metabdlicos, permanecendo o conceito de que é uma
bactéria ndo cultivavel e parasita humana obrigatoria (FRASER, 1998).

O grupo de pesquisa em Polipeptideos de T. pallidum, liderado por Steve
Norris, identificou até 1993, 84 proteinas imunogénicas, das quais sé&o
consideradas mais importantes a TpN60, provavelmente uma “heat shock
proteina”; as lipoproteinas de membrana TpN47, TpN 44,5, TpN36, TpN34, TpN17
e TpN 15; a TpN 37, uma proteina de endoflagelo; a TpN24, uma proteina
secretora e a TpN 19, provavelmente citoplasmatica (SELL, 1993).

Blanco e colab. (1995), isolaram o gene Trompl que codifica a proteina de
31 kD, considerada uma proteina transmembrana.

Confirmando a importancia imunogénica dessas proteinas varios estudos
tém sido conduzidos para determinar as suas funcdes, localizacbes ou sequenciar
0s genes que as codificam (CHAMBERLAIN, 1989; ISAAC, 1989; RADOLF, 1998).

As dificuldades de obtencdo de antigenos treponémicos em quantidade

suficiente para estudo ou desenvolvimento de reagentes tém sido solucionadas
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com o0 uso de antigenos recombinantes ou de peptideos sintéticos
(IJSSELMUIDEN, 1989; SATO, 1995).

1.4.2. Membrana externa de Treponema pallidum

A identificacdo e localizacdo das proteinas de membrana desta fastidiosa
espirogueta tornou-se o principal objetivo da pesquisa em treponemas, porgque
representam potenciais vacindgenos, alvos da resposta imune e ou fatores de
viruléncia (CHAMBERLAIN, 1989; COX, 1992; SELL, 1993; BLANCO, 1995).

A presenca de uma membrana externa em T. pallidum, revestindo o espaco
periplasmico e de uma membrana citoplasmética, torna essa bactéria de alguma
maneira analoga a enterobactérias gram-negativas, como a Escherichia coli.

Entretanto, sabe-se agora, que existem diferencas substanciais entre a
membrana externa de T. pallidum e a das bactérias da familia Enterobacteriaceae.
A membrana externa de T. pallidum tem menos lipopolissacarideos, é mais fragil e
tem uma baixa relacao proteina/lipideo (BLANCO, 1994; RADOLF, 1995).

Essa pequena quantidade de proteinas em relacdo aos lipideos pode ser
responsavel pela baixa reatividade de treponemas virulentos durante a incubacéao
“in vitro” com soro reagente para sifilis. Cox e colab. (1992), demonstraram por
técnicas de microscopia imunoeletrénica e de radioimunoensaio, que 0s principais
imundégenos do T. pallidum ndo estdo expostos na superficie da bactéria. Além
disso, outros estudos com microscopia eletronica revelaram que a quantidade de
proteinas na membrana externa de treponemas virulentos é cerca de 2 vezes
menor a encontrada nas bactérias gram-negativas, caracteristica que pode ser
fator chave na patogenicidade desses treponemas, na diminuicdo da resposta
imune e no estabelecimento de infecdo crénica. E justifica, pelo menos em parte,
a habilidade desta espiroqueta de provocar resposta imune diminuida durante a
invasdo ao hospedeiro (BLANCO, 1994).

O material amorfo encontrado ao redor dos treponemas patogénicos,
obtidos de orquites recentes de coelhos, do cancro duro e das lesdes da sifilis

secundaria, pode ser mucopolissacarides acidos compostos de acido hialurbnico e
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sulfato de condroitina. Esse material parece proteger os treponemas contra a
resposta de anticorpos e parece inibir a fagocitose de uma maneira analoga ao
papel da capsula hialurénica nos estreptococos (KIRALY, 1973; FITZGERALD,
1981).

A perda parcial da membrana externa, cerca de 3 horas apoés
administracdo de penicilina, sugere que essa também €& constituida de acido
muramico (KIRALY, 1973).

1.4 Respostaimune a infeccdo por Treponema pallidum

Apés a infeccdo, a resposta imune se desenvolve com a participacdo de
eventos tanto celulares quanto humorais (FIUMARA, 1980; BLANCO, 1994).

Esta resposta é bastante complexa na sifilis, a resposta no local da infec¢ao
€ mais rapida do que a resposta sistémica por isso, a cicatrizacdo das lesdes pode
ocorrer antes do desenvolvimento da imunidade sistémica. A precisa contribui¢céo
da resposta humoral versus resposta celular ndo estd bem definida
(FITZGERALD, 1981).

Na sifilis recente experimental a resposta celular € constituida inicialmente
por ceélulas mononucleares, principalmente linfocitos. Os macréfagos estdo
presentes em grande quantidade e os linfocitos B se apresentam em pequeno
namero durante o desenvolvimento da lesdo primaria. Nessa fase, também ocorre
a participacdo de células plasmaticas (LUKEHART, 1980). Segundo Fitzgerald
(1981), com excecao das lesbes gomosas presentes na sifilis terciaria, a infiltragéo
de linfécitos e células plasmaticas € caracteristica das lesdes por treponemas em
todos os estégios da doenca.

Pacientes com sifilis secundaria, no periodo de laténcia ou com sifilis
terciaria, apresentam reacdo de hipersensibilidade tardia (RHT) quando
desafiados com antigenos de T. pallidum (FITZGERALD, 1981). Existem
evidéncias de que a hipersensibilidade tardia é o principal mecanismo utilizado

para destruicdo dos treponemas. Na sifilis experimental, em coelhos, as lesbes



15

primarias sao caracteristicas de RHT, com destruicdo de um grande niamero de T.
pallidum, que sao removidos por fagocitose e digestao (SELL, 1993).

A resposta imune humoral é mediada por um grande namero de anticorpos
que se formam durante o curso da doenca, incluindo reaginas, anticorpos
imobilizadores de Treponema pallidum, aglutininas, hemaglutininas e outros
anticorpos treponémicos. Todos esses anticorpos sao importantes no diagnostico

sorolégico, porém ndo exercem funcdo imune protetora (FITZGERALD, 1981).

1.6. Imunidade ainfeccao por Treponema pallidum

Uma infeccdo por Treponema pallidum néo confere imunidade protetora a
reinfeccdo, como a verificada no sarampo por exemplo (FIUMARA 1980). A
duragdo da imunidade, subsequente a sifilis, est4 relacionada ao tempo de
duragdo da doenca antes do tratamento. Essa imunidade, no entanto, ndo é
permanente. Com o decorrer do tempo, 0 paciente mesmo nao tratado torna-se
gradativamente susceptivel a reinfeccdo, a despeito da permanéncia da resposta
imune humoral (FIUMARA, 1980; TABOR, 1984; AKINS, 1993; MEYER, 1996).

Foi observado que na reinfeccéo os titulos de anticorpos sdo mais altos e

sua diminuicdo, em resposta ao tratamento, mais lenta (FIUMARA, 1980).

1.7 Metodologias diagndsticas em sua série historica

O diagndstico laboratorial da sifilis € baseado na pesquisa direta do agente,
no diagnostico sorologico e mais recentemente nas técnicas que pesquisam a

presenca de acidos nucléicos de Treponema pallidum.
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1.7.1. Pesquisa direta de Treponema pallidum

A deteccao direta do agente pode ser feita por trés métodos. O primeiro
conhecido como inoculacdo animal ou teste de infecciosidade em coelhos (RIT —
Rabbit Infectivity Tests), € realizado em coelhos por inoculacéo intradérmica ou
intratesticular de material supostamente infectado com T. pallidum. Entre 7 a 14
dias apos a inoculacdo espera-se que o animal desenvolva uma orquite, caso iSso
nao aconteca, coleta-se sangue periodicamente, para execugdo de testes
soroldgicos. Esta técnica apesar de muito sensivel, com habilidade tedrica de
identificar um Unico organismo viavel e de ter sido utilizada para isolamento da
cepa Nichols, tem atualmente, uso restrito. Principalmente, porque neste teste, o
resultado s6 é considerado negativo se as sorologias realizadas com o soro do
animal se mantiverem negativas até 90 dias apés a inoculacao; periodo este muito
longo para as necessidades atuais de intervencdes clinicas e terapéuticas
(NICHOLS, 1913; LARSEN, 1990; SINGH, 1999).

A segunda técnica de deteccdo direta desta bactéria é denominada
pesquisa de treponema em campo escuro. Constitui-se na pesquisa do agente por
microscopia optica com um condensador de campo escuro, que permite visualizar
treponemas moveis no exsudato obtido do cancro duro, ou de les6es do periodo
secundario (LARSEN, 1990; BELDA, 1993; FLICHMAN, 1995; LARSEN, 1998).
Esta € a técnica de escolha para o diagnéstico da sifilis quando existe leséo, por
ser de baixo custo, permitir a identificacdo da doenca na sua fase precoce, e por
apresentar a possibilidade de se diferenciar treponemas saprofiticos de T.
pallidum (BENENSON, 1997).

Alternativamente, pode-se pesquisar o agente da sifilis em exsudato de
cancro duro ou mesmo em outras lesdes exsudativas infectadas, por técnica de
imunofluorescéncia direta. Essa metodologia utiliza anticorpos monoclonais anti-
Treponema pallidum marcados com substéncia fluorescente, permitindo a
visualizacdo da bactéria em microscépio de fluorescéncia. Apesar de muito
sensivel, essa pesquisa tem sua especificidade dependente da qualidade do

anticorpo monoclonal e seu uso € limitado pelo alto custo operacional (LARSEN,
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1990, 1998).

A presenca de Treponema pallidum pode também ser pesquisada em
pecas histologicas, com a utilizacdo de técnicas especiais de coloracdo como a de
Warthin-Starry (LILLIE, 1976). Bidpsias coradas pela prata podem ajudar a
esclarecer casos de sorologia negativa com suspeitas clinicas de sifilis em
pacientes coinfectados por HIV (HICKS, 1987).

1.7.2. Diagnéstico sorologico

O diagnostico sorologico da sifilis € baseado na pesquisa de reaginas ou
anticorpos anticardiolipinicos denominados anticorpos ndo treponémicos e na
pesquisa de anticorpos treponémicos (BELDA, 1980; EGGLESTONE, 1996;
LARSEN, 1998).

A avaliacdo e a padronizacdo dos testes sorolédgicos para sifilis tem sido a
maior preocupacdo nesta sorologia, desde o desenvolvimento do primeiro teste.
Na avaliacdo e padronizagdo dos testes, as principais caracteristicas consideradas
sdo a sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade e estabilidade do antigeno
empregado (LARSEN, 1990).

Da mesma forma que a verificada para a maioria das doencas, ainda néo
existe para o diagnoéstico sorologico da sifilis um teste ideal, com 100% de
sensibilidade e 100% de especificidade, que possa ser utilizado em qualquer fase
da doenca com garantia de que sejam detectados anticorpos mesmo em diminuta
guantidade e que ndo reajam inespecificamente (MATHEUS, 1979; LARSEN,
1995).

Os testes para deteccdo de anticorpos ndo treponémicos, representados
pelo teste VDRL, apresentam sensibilidade variando entre 74% a 86% na sifilis
primaria, 100% na sifilis secundaria, 88% a 100% na sifilis latente e de 37% a 94%
na sifilis tardia. A especificidade do VDRL situa-se entre 96% a 99% (LARSEN,
1995).
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J4 os testes treponémicos tém maior sensibilidade, sendo o FTA-ABS,
reagente entre 70% e 100% dos casos de sifilis primaria, em 100% dos casos de
sifilis secundaria e latente e em 96% dos casos de sifilis tardia. A especificidade
deste teste varia entre 94% a 100%. O teste treponémico de hemaglutinacdo para
T. pallidum, é menos sensivel do que o FTA-ABS na sifilis primaria, sendo capaz
de detectar no maximo 90% (69% a 90%)dos casos e na sifilis latente, periodo em
que detecta de 97% al100% dos casos (LARSEN, 1995).

1.7.2.1. Testes ndo treponémicos

A primeira técnica utilizada para a deteccdo de anticorpos nao
treponémicos foi a reacéo de fixacdo de complemento, utilizando como antigeno
extrato de figado de natimortos portadores de sifilis congénita. A técnica de
fixacdo do complemento é muito trabalhosa, exige rigorosa padronizacado de
reagentes, e necessita de 24 h para obtencdo do resultado. Por isso, foi
substituida pelas técnicas de Michaelis (1907), de Meinicke (1917) e
posteriormente pela primeira técnica de floculacdo, descrita por Kahn em 1922
(FLICHMAN, 1995; LARSEN, 1998). A falta de padronizacdo fez com que essas
dltimas também fossem substituidas. Atualmente o teste ndo treponémico mais
utilizado € o VDRL e suas variacdes, que seguem a padronizacdo proposta por
Pangborn em 1941 (LARSEN, 1990; FLICHMAN, 1995).

Os testes ndo treponémicos baseiam-se na utilizagdo de uma suspensao
antigénica padrao, composta de cardiolipina, colesterol e lecitina, para pesquisa
de anticorpos lipoidicos ou anticardiolipinicos, conhecidos como reaginas (NAUD,
1993; FLICHMAN, 1995). Esses anticorpos sao do tipo IgM (19 S) ou IgG (7 S) e
costumam ser produzidos em resposta a destruicdo tecidual aguda ou crénica e
por esse motivo podem ser produzidos durante o curso de outras doencas que
ndo necessariamente a sifilis (KIRALY, 1973; LARSEN, 1995; MEYER, 1996;
EGGLESTONE, 1997; LARSEN, 1998).

Com o objetivo de explicar o comportamento dos testes n&o treponémicos,

Belise (1994), comparou a composi¢cdo dos fosfolipedes das membranas de
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Treponema pallidum e B. burgdorferi, concluindo que a presenca de cardiolipina
exclusivamente na membrana de Treponema pallidum pode explicar a presenca
desses anticorpos na infec¢cdo por esse treponema e ndo em infec¢des por outros
espiroquetas. Da mesma maneira, esse achado pode justificar o encontro de altos
titulos de anticorpos anticardiolipinicos na sifilis comparados aos baixos titulos
encontrados em doengas com grande destruicdo tecidual como, por exemplo,
lupus eritematoso sistémico (BELISE, 1994).

Entre os varios testes ndo treponémicos, os testes de microfloculacdo em
lamina VDRL — Venereal Disease Research Laboratory, desenvolvido em 1946 e o
RPR — Rapid Plasm Reagin, desenvolvido em 1957, sao os mais utilizados. O
primeiro se aplica a amostras de soro e liquor enquanto o segundo a amostras de
soro ou plasma, ndo devendo ser utilizado para liquor (FLICHMAN, 1995;
LARSEN, 1995).

O teste RPR é uma modificacdo do teste VDRL que além de cardiolipina,
colesterol e lecitina, contém cloreto de colina, EDTA (4cido etileno diamil tetra-
acético) e carvao coloidal. O cloreto de colina é utilizado para dispensar a
necessidade de inativacdo da amostra, o EDTA para aumentar a estabilidade da
suspensdo antigénica e o carvao coloidal para permitir a visualizacdo da reacéo a
olho nu (LARSEN, 1990; FLICHMAN, 1995; LARSEN, 1995).

Esses dois testes de floculacdo s&o normalmente empregados para
triagem, determinacgé&o do titulo e acompanhamento do tratamento, principalmente
porque a resposta a terapéutica reflete na queda dos niveis de anticorpos (NAUD,
1993; MEYER, 1996).

Como alternativa aos testes ndo treponémicos de floculagdo foram
desenvolvidos testes imunoenziméticos utilizando-se antigeno cardiolipinico. O
primeiro desses testes foi desenvolvido em 1987 por Pedersen e colab., seguido
posteriormente pelo teste “Visuwell Reagin”, desenvolvido por White e colab. em
1989 que apresentou valores de sensibilidade e especificidade semelhantes aos
do VDRL.

SATO (1994), padronizou e avaliou na triagem de sifilis um teste ndo

treponémico imunoenzimatico denominado “VDRL-ELISA”. Em seu estudo
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determinou que para a sensibilizacdo da placa de poliestireno existe necessidade
de alterar a relacdo cardiolipina/colesterol/lecitina, do antigeno classico de VDRL,
aumentando a quantidade de cardiolipina. Além disso, observou que a inativacao
da amostra influencia os resultados dos testes, tendendo a apresentar resultados
falso-positivos. Seus resultados apresentaram sensibilidade de 92% e
especificidade de 93% na populacédo estudada.

A principal desvantagem dos testes ndo treponémicos imunoenzimaticos € o fato
de ndo permitirem determinacdo do titulo de anticorpos presentes no soro dos
pacientes (LARSEN, 1995).

1.7.2.2. Testes treponémicos

A quantidade e os tipos de antigenos reconhecidos pelos anticorpos
antitreponémicos variam durante o curso da doenca. A sintese e a presenca de
anticorpos IgM especificos para T. pallidum dependem da atividade da doenca e
da presenca do agente infeccioso enquanto que, os anticorpos IgG especificos
persistem nos diferentes estagios da doenca, e sdo detectados mesmo apos o
tratamento, podendo permanecer por toda a vida. A presenca desses anticorpos
apos tratamento eficaz, é conhecida como cicatriz imunoldgica (PARIS-HAMELIN,
1978; FIUMARA, 1980).

Os testes treponémicos sdo 0S primeiros a se positivar, e entre esses
destaca-se o teste de imunofluorescéncia indireta (FTA-ABS - Fluorescent
Treponemal Antibody Absorption), que detecta anticorpos precocemente, ja entre
0 8° e 0 15°dia ap6s a infecgdo (FLICHMAN, 1995).

A pesquisa de anticorpos antitreponémicos na maioria dos laboratérios de
sorologia é feita utilizando-se a reacdo de FTA-ABS que baseia-se na ligacdo de
anticorpos presentes no soro de pacientes ao antigeno T. pallidum, fixado a uma
lamina de microscopia previamente demarcada. O soro deve ser inativado e
adsorvido com extrato de cultura de treponemas nao patogénicos (treponemas de
Reiter) para remocao de anticorpos inespecificos, ou seja, anticorpos de grupo. A

reacao € revelada com a adicdo de um conjugado composto de imunoglobulina
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anti-humana (do tipo 1gG ou IgM), marcada com isotiocianato de fluoresceina. A
visualizacdo da reacdo € feita em microscépio de fluorescéncia (KIRALY, 1973;
LARSEN, 1990.).

Esse teste € considerado como referéncia na sorologia da sifilis (LARSEN,
1998), no entanto, a sua execucdo muito trabalhosa e sua dificil leitura dificultam o
seu uso em rotinas muito grandes e que necessitam de agilidade na emissdo dos
resultados. Por isso o FTA-ABS vem sendo substituido por metodologias que
permitem a automatizacdo dos procedimentos técnicos e de leitura, tais como o
método de hemaglutinacdo e principalmente o método imunoenzimatico
(KIRCHNER, 1991; EGGLESTONE, 1997).

A reacdo de hemaglutinacdo mais empregada atualmente € denominada
microhemaglutinacdo, e é realizada em placas de poliestireno com 96 cavidades.

Nessa reagdo, o soro também adsorvido com um extrato de treponemas de
Reiter, € colocado em contato com hemacias sensibilizadas com antigenos de
Treponema pallidum. A aglutinagéo indireta das hemacias, resultante da presenca
de anticorpos, € visualizada a olho nu. E ainda discutivel a utilizacdo dessa
metodologia, devido a restricdo de uso na sifilis primaria porque nessa fase da
doenca, segundo alguns autores, sua sensibilidade varia entre 69% e 90%
(LARSEN, 1990; EGGLESTONE, 1997).

Nas rea¢des imunoenzimaticas o soro é pipetado em placas de poliestireno
de 96 cavidades, revestidas com o antigeno. A ligacdo antigeno-anticorpo é
evidenciada pela adicdo de um conjugado enzimatico seguido de seu substrato. A
reacdo € lida em espectrofotbmetro (DE MAJO, 1996; EBEL, 1998). Os testes
imunoenzimaticos (IgG e IgM), com antigenos treponémicos, tém segundo
EGGLESTONE (1997), sensibilidade muito proxima ao do teste FTA-ABS, sendo
de 90% na sifilis priméaria, 100% na secundaria e de 95% a 100% na latente.

Os testes imunoenzimaticos do tipo ELISA, constituem hoje a metodologia
de escolha para triagem de amostras na maioria dos laboratérios de sorologia,
principalmente devido a sua padronizacdo e objetividade. A sorologia para sifilis
tem particularidades que tornam dificil a escolha do melhor teste, no entanto &

crescente 0 numero de publicacdes apresentando resultados de testes
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padronizados ora utilizando Treponema pallidum como antigeno, ora algum
peptideo sintético ou proteina recombinada como por exemplo a proteina de
membrana TmpA de 42 kD, purificada a partir de E. coli K12 (IJSSELMUIDEN,
1989; LARSEN, 1995).

[JISSELMUIDEN (1989) estudou 505 soros utilizando um teste
imunoenzimatico com antigeno TmpA, concluindo que este antigeno é eficiente na
triagem de grande numero de amostras, na deteccdo de sifilis e pinta ativas e no
monitoramento da resposta do paciente ao tratamento. Porém, seus dados nao
sdo conclusivos quanto ao comportamento do antigeno na detecgéo de casos de
sifilis latente.

Dos testes treponémicos, a reacdo de Western blot é a menos utilizada em
laboratérios de rotina devido ao alto custo e dificil aquisicdo comercial. E uma
reacdo sensivel e precoce, que apresenta as proteinas da bactéria separadas
eletroforeticamente, evidenciando a presenca de anticorpos especificos. Serve
para confirmar resultados duvidosos na sorologia convencional auxiliando na
interpretacdo dos resultados (BYRNE, 1992; MEYER, 1996). Porém, como
gualquer outro teste treponémico pode permanecer reagente mesmo depois de
tratamento eficiente e ndo permite diferenciar infeccdo atual de infeccdo passada
(LARSEN, 1998).

Segundo critérios adotados na 9°. edicdo do Manual de Sifilis (LARSEN,
1998) a interpretacdo de um teste Western blot deve ser feita considerando a
presenca da bandas de 47, 17 e 15 kD considerando irrelevante a presenca das
bandas de 44,5 e 24 kD.

1.7.3. Deteccao de acidos nucléicos de Treponema pallidum

A partir dos trabalhos de Grimprel e Noordhoeck (LARSEN, 1998), o uso de
técnicas altamente sensiveis e especificas de biologia molecular para deteccdo do
DNA gendmico de Treponema pallidum tem se mostrado como alternativa para a
técnica de inoculacao animal, principalmente porque permite obter resultados em
curto prazo de tempo (CENTURION-LARA, 1997; WICHER, 1998).
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A grande limitacdo dessas técnicas, no entanto, € a falta de correlagdo com
a atividade da doenca. Foi determinado por estudo de cinética, utilizando o teste
de infecciosidade em coelhos (RIT), que a presenca de Treponema pallidum é
persistente em varios 6rgdos, em diferentes estagios da doenca, em individuos
tratados ou ndo. A deteccdo do microrganismo atraves do seu DNA, utilizando-se,
por exemplo, técnicas como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), néo
permite a determinacdo de sua viabilidade (WICHER, 1998).

Para a avaliacdo dos testes de amplificacdo de &cidos nucléicos a técnica
RIT é considerada de referéncia (LARSEN, 1990, 1998).

1.8. Respostas soroldgicas

A partir de dados relativos ao comportamento dos anticorpos treponémicos
e nao treponémicos tanto na sifilis ndo tratada quanto na tratada na fase precoce
ou no periodo tardio, PARIS-HAMELIN (1978) construiu as curvas caracteristicas
da resposta imune aos testes soroldgicos na sifilis ndo tratada (figura 1), na sifilis
tratada precocemente (figura 2) e na sifilis tratada tardiamente (figura 3). Além
disso, essa autora demonstrou também na forma de curvas, a resposta sorologica
verificada na transmissado passiva de anticorpos maternos ao feto (figura 4), e na
sifilis congénita (figura 5).

As curvas iniciais (figuras 1, 2 e 3) evidenciam um periodo entre o contagio
e 0 inicio da resposta soroldgica, menor nas sorologias treponémicas e maior na
sorologia ndo treponémica. A figura 1 mostra a evolugdo dos anticorpos no
decurso da sifilis ndo tratada, em que os niveis de anticorpos apés atingirem o
pico maximo evoluem para um decréscimo estabilizando-se em cerca de 50% do
nivel inicial. A figura 2 caracteriza a evolu¢do de uma sifilis tratada precocemente,
evidenciando a negativacao nas sorologias treponémicas e ndo treponémicas.

Finalmente, a curva 3 mostra que quando o tratamento € instituido apos um
certo tempo de doenca, ainda ndo caracterizado, a resposta sorologica é
duradoura, permanecendo como memdria soroldgica em niveis mais baixos de

anticorpos, conhecida como cicatriz soroldgica.
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As respostas sorolégicas, demonstradas por PARIS-HAMELIN (1978),
conduzem a seguinte concluséo: “Quanto maior o tempo de evolucao da doenca,
menor a probabilidade de negativagcdo soroldgica”. Nos paises em
desenvolvimento é grande o numero de pessoas com cicatrizes sorolégicas,
provocando inimeras confusfes na interpretacdo sorologica da sifilis.

A figura 4 mostra que os anticorpos IgG transferidos da mée para o feto vao
decrescendo gradativamente da circulagdo do recém nascido e apos trés meses
nao sdo mais detectaveis nos testes soroldgicos.

Na figura 5, pode-se verificar o comportamento dos anticorpos IgM e IgG. O
nivel de anticorpos IgG inicialmente esta elevado, refletindo apenas a
transferéncia de anticorpos maternos, entretanto em torno do terceiro més,
observamos a diminuicdo dos anticorpos de transmissdo transplacentaria,
iniciando-se a producédo de anticorpos IgG pela criangca com consequente aumento
do seu nivel. A curva de anticorpos IgM produzidos pela crianga passa por uma
evolucdo ascendente nos trés primeiros meses entrando em decréscimo quando

do inicio de producédo dos anticorpos IgG, pela crianca.
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Figura 1 — Comportamento dos anticorpos na sifilis ndo tratada.
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Figura 2: Comportamento dos anticorpos na sifilis tratada precocemente.
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Figura 3: Comportamento dos anticorpos na sifilis tratada tardiamente.
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Figura 4: Comportamento dos anticorpos na sifilis congénita.
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Figura 5: Comportamento dos anticorpos transferidos passivamente ao feto.
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Devido ao comportamento atipico da sifilis, a grande expectativa clinica € a

de que o diagnostico laboratorial fornega respostas a importantes perguntas com o

intuito de estabelecer as providéncias quanto ao tratamento e acompanhamento

do paciente.

As principais perguntas clinicas sao:

1
2
3
4
5.
6
7
8
9

. 0 paciente esta infectado com Treponema pallidum?;
. 0 paciente esta com uma infecgéo ativa?;

. precisa ser tratado?;

. em qual estagio da doenca o paciente se encontra?;

existe risco de neurossifilis?;

. ¢ uma reinfeccdo com Treponema pallidum?;
. existe suspeita de sifilis congénita?;
. a terapia foi adequada?;

. 0 resultado da sorologia é uma cicatriz imunoldgica ou doenca ativa?;
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E finalizando com as ansiedades mais atuais, no que diz respeito a
compreensédo do comportamento e da evolugdo soroldgica da sifilis:

10. por que os pacientes coinfectados com HIV ndo respondem
imunologicamente da mesma maneira?;

11. por que alguns pacientes ndo modificam o seu perfil sorolégico apds o
tratamento?;

Algumas dessas duvidas séo facilmente respondidas, outras sé encontraréo
resposta na interagdo clinico-laboratério-paciente e finalmente outras necessitam
de novos conhecimentos envolvendo o mecanismo imunolégico para sua total
compreensao (MEYER, 1994).

A sifiis é uma doenga com caracteristicas clinicas e sorologicas
particulares, de complexa interpretacdo e certamente a Unica doenca que tem sua
triagem realizada com um teste inespecifico, ou seja, que ndo detecta a presenca
de anticorpos especificos contra a bactéria.

O teste nao treponémico VDRL, € muito simples, mas seus resultados
podem apresentar-se de forma variada se ndo for seguida uma rigorosa
padronizacao no preparo da suspensao antigénica, na inativacao e na diluicdo dos
soros, no tipo de placa de reacao utilizada, no tempo e na velocidade de agitacao
da reacdo e no controle da temperatura ambiente (TELELAB, 1997, LARSEN,
1998). Essa padronizacdo ndo € observada em muitos laboratorios, gerando
diversos resultados quando uma mesma amostra € testada em diferentes locais
(AEQ — Sifilis/ICNDST e Aids, 1998). Outro dado importante refere-se a qualidade
dos antigenos para VDRL comercializados ou fabricados no pais que, conforme
Nunes (1998) ndo fornecem o mesmo resultado quando uma amostra € testada,
com diferentes antigenos, mesmo que em condic¢des ideais.

Um dos fatores que provavelmente contribuiram para a escolha da triagem
ndo treponémica € o fato de que ndo existia um teste treponémico ideal para
triagem de amostras porque o FTA-ABS ndo € viavel para grandes rotinas e a
hemaglutinacdo ndo é sensivel na sifilis priméaria. A partir da disponibilizacdo dos
testes ELISA treponémicos, muitos laboratérios consideraram a possibilidade de

selecionar os soros com essa metodologia e s6 realizar VDRL nas amostras
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reagentes. Entretanto, os kits comerciais de ELISA treponémicos ainda
necessitam de avaliacdo mais minuciosa, principalmente quando eles sao
empregados em populacdes de baixa prevaléncia como por exemplo na triagem
de doadores de sangue.

Além da possibilidade de automatizacdo, o teste treponémico apresentaria
a vantagem de detectar a sifilis latente recente ou tardia, fase na qual existe o
risco de transmissdo por transfusdo de sangue e a transmissdo por via
transplacentaria € da ordem de 40% para sifilis latente recente e 10% para sifilis
latente tardia (SINGH, 1999). Somados a esses fatos, o Brasil participa do
protocolo da Organizacdo Mundial de Saude que pretende erradicar a sifilis
congénita até o ano 2000 (TELELAB, 1997). A escolha de um método mais
sensivel eleva o nimero de casos diagnosticados, e possibilita o tratamento. Até
90% dos casos de sifilis congénita podem ser prevenidos com o tratamento da
mulher durante a gravidez, no entanto, o tratamento inadequado ou 0 n&o
tratamento requerem tratamento do recém nascido, com custo estimado, nos
Estados Unidos, de $ 12.000,00 por recém nascido (CDC, 1998 b).

Mesmo sabendo-se da eficiéncia da metodologia imunoenzimatica para
diagndstico de muitas doencas, a proposta de utilizar esse método com antigeno
treponémico na triagem de amostras para sifilis significa uma mudanca de
conduta, em virtude do tipo de resposta soroldgica observada com anticorpos
treponémicos e anticorpos nao treponémicos. O meétodo imunoenzimatico tem
sempre sido escolhido como método de triagem devido sua rigorosa
padronizacdo, rapidez de execug¢do se considerarmos o0 numero de amostras
testadas por um Unico técnico e principalmente por sua objetividade. No entanto, o
teste VDRL vem sendo usado e aceito ha pelo menos cinqlienta anos e sua
substituicdo deve ser muito bem avaliada. Mesmo sabendo-se que algumas
unidades hemoterapicas e laboratorios de saude publica tém adotado o teste
imunoenzimatico treponémico, sdo poucos os resultados publicados. Dessa forma,
esse trabalho tem o objetivo de conhecer o comportamento do teste ELISA,

comparado com VDRL e FTA-ABS, em uma populacao de baixa prevaléncia.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar o teste treponémico imunoenzimatico competitivo como meétodo de

triagem para o diagnéstico soroldgico da sifilis.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Avaliar comparativamente o comportamento do teste imuno-
enzimatico competitivo e do teste VDRL no processo de triagem
sorolégica para sifilis;

2.2.2. Estudo preliminar por Western Blot dos componentes antigénicos

envolvidos no ELISA treponémico competitivo.
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3. Material e Método

3.1. Casuistica

Nos meses de julho, agosto e setembro de 1996, foram coletadas 23531
amostras de sangue de individuos do sexo masculino, com 18 anos de idade, que
se alistaram no exército brasileiro (conscritos). As amostras coletadas integram o
1° corte do estudo conjunto entre o Ministério da Saude e o Ministério do Exército
para determinar a prevaléncia de infecao por HIV e sifilis nesta populacao.

Anualmente, cerca de 75000 conscritos procuram as Circunscricdes
Militares do Exército para fazer o alistamento militar. A selecdo do nimero de
amostras coletadas obedeceu um plano amostral por estratificacdo proporcional,
sendo o primeiro estrato constituido pelas Regides Sul e Sudeste e o segundo
pelas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste. Em cada estrato, prosseguiu-se 0
processo amostral em dois estagios. No primeiro foram colhidas amostras nas
Comissdes de Selecdo de cada Regido Militar com probabilidade proporcional ao
tamanho, em relagdo a distribuicdo de conscritos no ano anterior. A seguir 0s

participantes foram escolhidos de maneira aleatéria, de forma a se obter fracdes
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amostrais semelhantes em cada comissdo selecionada no primeiro estagio

(Conhecimento sobre os meios de transmisséo da Aids, 1998).

As amostras foram coletadas em 12 Regifes Militares (RM) do pais,

conforme representado na tabela a seguir:

Tabela 1: Distribuicdo das regifes militares e nUmero de amostras coletadas.

Regido N° de Estado(s)
Militar Amostras
1 3406 Rio de Janeiro, Espirito Santo
2 4539 Sé&o Paulo
3 924 Rio Grande do Sul
4 543 Minas Gerais
5 1628 Parand, Santa Catarina
6 1776 Bahia, Sergipe
7 2940 Pernambuco, Paraiba, Alagoas, Rio Grande do Norte
1734 Para, Amapa.
9 1111 Mato Grosso, Mato Grosso do Sul
10 1260 Ceara, Piaui, Maranh&o
11 2232 Goias, Tocantins
12 541 Rondénia
Outros 896 Sem informagéo
TOTAL 23531
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Material

VDRL

Conjunto Diagnostico (kit) VDRL — Laborclin, lotes 60905 e 60915;
Componentes do kit:
» Antigeno concentrado (cardiolipina, colesterol e lecitina);
» Solucdo salina tamponada pH 6,0.
Agitador orbital plano tipo “Kline” ajustado para 180 rotacdes por minuto
(rpm);
Microscépio 6ptico comum, Studar, com objetiva 20X e ocular 10X;

Solucao salina — NaCl 0,9%;

Placas de vidro, com 12 orificios planos de 14 mm de diametro cada;

Agulha 18 G, sem bisel (60 gotas /ml), acoplada a seringa de vidro de 1 ml.

FTA-ABS

Antigeno IMUNO pallidum, Biolab, lote 70612;

Extrato de Treponema de Reiter, Biolab, lote 470761,

Solucao salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,2;

Conjugado anti-humano/FITC, BioManguinhos, lote 090040297,

Azul de Evans 0,04%;

Glicerina tamponada pH 9,0;

Laminulas 24X60 mm;

Microscopio de fluorescéncia Zeiss, modelo Axiolab, equipado com
lampada HBO 50.



36

3.2.3. ELISA - Competitivo

Conjunto diagnéstico (kit) Trepanostika™ - Organon lotes B 067 e B 069;

Componentes do kit

Antigeno: T. pallidum inativados por ultrasom. Esse antigeno foi
utilizado para sensibilizar placas de microtitulacdo de poliestireno
com 12 tiras removiveis, contendo 8 pocos cada tira;

Controle Negativo: Soro bovino, ndo reagente para anticorpos anti
— Treponema pallidum. Preservado com thimerosal e fenol;
Conjugado: Anticorpos humanos totais (IgG e IgM) anti —
Treponema pallidum marcados com enzima peroxidase
(Horseradish peroxidase — HPR). Preservado com thimerosal e
fenol;

Substrato — Cromogeno: Tetrametilbenzidina (TMB) e peroxido de
hidrogénio em tampéo citrato;

Solugdo de Parada da reacdo enzimatica: Acido sulfdrico 0,5
mol/I;

Solucao de Lavagem: Solucdo salina tamponada com fosfatos.

Preservada com brij e thimerosal.

Todos os reagentes sdo prontos para uso com excecao da solucdo de

lavagem que deve ser diluida a 1/10 em agua destilada ou deionizada.

Incubadora: Incubator Shaker 50 X

Tempertatura de incubacéo 37° C;

Agitac&o: 900 rpm.

Lavadora: Washer 430

Ciclos de lavagem: 4;

Tempo de repouso (soak time): 30 segundos.

Leitora: Manual Reader 230 S

Filtro de leitura: 450 nandmetros;

Filtro de referéncia: 620 nandmetros.
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3.2.4. Western blot

Fitas de nitrocelulose contendo antigenos de Treponema pallidum,
separados eletroforeticamente, segundo LAEMMLI, 1970 E TOWBIN, 1979.

3.3. Métodos

3.3.1. Coleta e separacdo das amostras

As amostras foram coletadas por puncéo venosa e ap6s sua coagulacao,
foram centrifugadas. O soro separado foi distribuido em duas aliquotas, uma para
a pesquisa de anticorpos anti-HIV e outra para o diagnostico soroldgico da sifilis.

As amostras foram distribuidas em flaconetes plasticos com tampa

rosquedvel, resistentes ao congelamento (criotubos).

3.3.2. Identificacdo das amostras

Durante todo o estudo, foi mantido absoluto anonimato quanto a identidade
dos conscritos. Os soros para sifilis foram identificados, durante a coleta, com o
namero do Cadastro do Alistamento Militar - CAM de cada conscrito. Para esse
estudo, porém, receberam identificacdo numérica crescente, a partir do nimero 1.

Essa nova identificacdo desvinculou os soros de qualquer relagdo com o CAM.

3.3.3. Transporte e conservacado das amostras

Os soros, para o diagnéstico sorologico da sifilis, foram enviados para o
Servico de Analises Clinicas do Hospital Universitario da Universidade Federal de
Santa Catarina.

O transporte dos soros foi realizado por via aérea. Estes foram

acondicionados congelados em caixas térmicas a temperatura de 2° a 8° C,
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chegando ao destino no prazo maximo de 24 h, onde foram congelados a -20° C

até a realizacdo dos testes.

3.3.4. Procedimentos metodoldgicos

Todos os soros foram submetidos ao teste ndo treponémico VDRL
(Venereal Disease Research Laboratory) e a um teste treponémico ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) de competicdo — Trepanostika ™ -
Organon.

A triagem dos soros com o teste ndo treponémico VDRL e a confirmacéo
com o teste treponémico FTA-ABS foi realizada no periodo de abril e maio de
1997. Os testes imunoenziméticos (ELISA) foram iniciados a partir de julho de
1997. Os testes FTA-ABS nos soros reagentes no ELISA foram realizados
paralelamente aos testes enzimaticos. Os testes FTA-ABS, em amostras nao
reagentes tanto no VDRL quanto no ELISA, foram realizados apds o término de
todas os testes ELISA.

Todos os soros reagentes no teste ndo treponémico e/ou no teste ELISA
foram submetidos ao FTA-ABS (Fluorescent Treponemal Antibody Absorption).
Foram testados também, por imunofluorescéncia soros negativos nos testes VDRL
e ELISA, num total de 1120 FTA-ABS realizados.
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3.3.4.1. VDRL

3.3.4.1.1. Soros controle para VDRL

O controle da reacéo foi feito com a utilizacdo de um soro ndo reagente e

um soro reagente, com titulo 1/16.

Soro controle ndo reagente:

Esse controle foi preparado a partir da identificacdo de soros nao reagentes
entre as amostras da rotina do Servico de Andlises Clinicas do Hospital
Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina. Foram testados em
triplicata, com suspensdo antigénica preparada com antigeno do mesmo lote
utilizado para triagem dos soros. Todos 0s soros ndo reagentes, em triplicata,

foram separados em aliquotas de 200ul, que foram mantidas congeladas a —20° C.

Soro controle reagente:

O soro reagente foi preparado a partir de uma bolsa de plasma reagente para
sifilis e ndo reagente para HIV, HBsAg, Anti-HBC, HTLVI/Il e Doenca de Chagas.
O plasma foi descongelado a temperatura ambiente (220 C), filtrado e
recalcificado com cloreto de célcio, de acordo com protocolo da Organizacdo
Mundial de Saude. Com o soro obtido, apds a recalcificacdo, foi realizado VDRL
quantitativo, em triplicata, com a suspensdo antigénica preparada com antigeno
do mesmo lote utilizado para triagem dos soros. Apos a determinacédo do titulo, o
soro foi separado em aliquotas de 200ul que foram mantidas congeladas a —
200 C.
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3.3.4.1.2. Suspenséao antigénica

O preparo da suspensdo antigénica seguiu as instru¢cdes do fabricante
(Anexo 1). Essas instrucdes estdo de acordo com o “Manual of Testes for
Syphilis”, publicagdo da Associacdo Americana de Saude Publica (LARSEN,
1990).

3.3.4.1.3. Controle da suspensao antigénica

Toda suspensao antigénica prepara era testada com 0s soros controle. Se
0 soro controle negativo mostrasse qualquer aglutinacdo de cristais do antigeno
(rugosidade, conforme descrito por LARSEN, 1990, 1998), diferente da
recomendacdo do fabricante ou se o titulo do soro controle reagente nao
correspondesse a 1/16, a suspensdo era desprezada e nova suspensao

preparada e testada com os controles.

3.3.4.1.4. Reacgéo

Todos os soros foram inativados a 56°C por 30 minutos e reinativados por
10 minutos a 56°C quando a reacao foi executada apos 4 horas da inativagdo. A
triagem foi feita com os soros puros e na diluicdo 1/16, para evitar ocorréncia de
reacdes falso-negativas (fenébmeno de pro-zona).

A reacdo de VDRL foi realizada com 50 pl dos soros e das diluicdes, em
placas de vidro, com 12 orificios planos de 14 mm de diametro cada. A suspensao
antigénica foi adicionada com o auxilio de uma seringa de vidro de 1ml conectada
a uma agulha 18 G sem bisel (60 gotas/ml). A agitacdo da reacao foi feita em
agitador orbital plano (tipo Kline) a 180 rotacdes por minuto (rpm) durante 4
minutos. Imediatamente apds o término da agitacdo as reacdes foram lidas em
microscopio optico comum (Studar) com objetiva 20X e ocular 10X.

Os soros reagentes na triagem foram submetidos ao teste VDRL

guantitativo. Nesse teste, foi utilizado o soro puro e em diluicbes seriadas, na
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razdo 2, no numero de diluicdbes necessarias para determinacdo do titulo,
inicialmente seis diluicbes, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 e 1/64 respectivamente e
novamente realizada com diluicbes maiores quando necessario (titulos iguais ou

maiores do que 64).

3.3.4.2. FTA-ABS

Esse teste foi utilizado como referéncia (padrao ouro) (LARSEN, 1998).

3.3.4.2.1. Fixacao do antigeno

As laminas de vidro com aproximadamente 1 mm de espessura e 12
demarcacoes, foram lavadas com detergente neutro, enxaguadas exaustivamente
em agua corrente, em seguida em agua destilada e secas uma a uma.

O antigeno T. pallidum foi hidratado e fixado nas laminas de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Apds secas, as laminas contendo o antigeno foram
enroladas individualmente em papel aluminio, guardadas em frasco de vidro com
tampa hermética e mantidas a —20° C.
3.3.4.2.2. Soros controle para FTA-ABS

Para controle dessa reagdo foram utilizados: um soro ndo reagente, um
soro reagente com reatividade moderada (2+ de fluorescéncia) e outro soro
reagente com reatividade intensa (4+ de fluorescéncia). Esses soros foram
selecionados da rotina do Servico de Analises Clinicas do Hospital Universitario.
Apés selecionados, foram testados em triplicata. Os soros que mantiveram o
padrdo de reatividade esperado foram separados em aliquotas de 100ul cada e

mantidos congelados a — 20° C.
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3.3.4.2.3. Controle da reac&o de FTA-ABS

Os protocolos de reacéo foram elaborados para que toda lamina contivesse
controles positivo e negativo. Em algumas laminas o controle negativo foi
substituido por extrato de treponemas de Reiter. O controle positivo de reatividade
forte (4+) e o controle de reatividade moderada (2+) foram distribuidos
alternadamente. O soro controle negativo e o extrato de treponema de Reiter

também foram distribuidos alternadamente.

3.3.4.2.4. Reacao

Os soros foram reinativados a 56° C por 10 minutos, quando foi utilizada a
aliquota do VDRL, previamente inativada ou inativados a 56° C por 30 minutos,
quando obtidos do criotubo original.

o teste FTA-ABS foi realizado com os soros diluidos a 1/5 em Extrato de
Treponema de Reiter, e incubados por 20 minutos a temperatura ambiente para
adsorcao dos anticorpos de grupo, responsaveis por reacdes falso positivas.

Ap0s a adsorcédo, 15ul de cada amostra assim como de cada controle foram
distribuidos nas laminas, seguindo o protocolo previamente estabelecido. A
incubacéo das laminas foi feita em camaras Umidas a 37° C por 30 minutos. A
seguir as laminas foram lavadas, em trés banhos de 5 minutos cada, em solucdo
salina tamponada com fostatos (PBS) pH 7,2, e secas por 10 minutos a 37°C.

O Conjugado (Bio Manguinhos), previamente titulado, foi diluido a 1/150 em
azul de Evans 0,04%. Quinze microlitros desse conjugado diluido foi distribuido
em cada demarcacédo das laminas, que foram novamente incubadas em camaras
Umidas a 37° C por 30 minutos. As laminas foram lavadas em banhos de PBS,
conforme acima descrito. Apds o ultimo banho, foram lavadas rapidamente em
agua destilada e secar por 10 minutos a 37° C. As laminas foram montadas com
duas a trés gotas de glicerina tamponada pH 9,0 e laminula 24X60 mm. A leitura
das reac0es foi feita em microscopio de fluorescéncia (Zeiss), com objetiva de 40X

e ocular de 10X.
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3.3.4.3. Teste imunoenziméatico

Foi utilizado um teste imunoenzimatico do tipo ELISA competitivo
(Trepanostika™ - Organon), destinado & pesquisa anticorpos totais (IgG e IgM)

anti - Treponema pallidum.

3.3.4.3.1. Soros Controle para ELISA

Inicialmente foram utilizados os controles positivos preparados para o FTA-
ABS. Posteriormente foram selecionados soros positivos da propria triagem por

ELISA, que foram separados em aliquotas do 60ul e estocadas a — 20° C.

3.3.4.3.2. Controle do teste imunoenzimaético

O controle negativo utilizado foi o fornecido pelo fabricante. Trés aliquotas
foram testadas em cada placa.

O conjunto diagnostico ndo forneceu controle positivo e nem mencionou a
necessidade de uso. No entanto, considerando necessario, utilizamos em todas as

placas, um soro positivo como controle.

3.3.4.3.3. Reagéo

Todos os soros testados por VDRL foram também testados por ELISA
competitivo. Os protocolos foram organizados com trés controles negativos, um
controle positivo e 92 soros.

Trinta microlitros de cada controle e de cada soro, foram pipetados nas
placas de 96 pocos. Em seguida foram acrescentados 100 ul de conjugado em
cada cavidade. As placas foram cobertas com etiquetas gomadas, agitadas a 900
rpm por 15 segundos e incubadas (Incubator Shaker 50 X) por 90 minutos a 37°C.
Em seguida foram lavadas (Washer 430), com solucdo de lavagem, em 4 ciclos de
300 ul em cada pocgo, com tempo de repouso (“soak time”) de 30 segundos. As
placas foram batidas contra papel absorvente para retirada de solu¢do de lavagem

residual. E em seguida, foram adicionados 100 ul de substrato. Nesta etapa de
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desenvolvimento de cor, as reacdes foram incubadas a temperatura ambiente, no
escuro, por 15 minutos. As reacdes enzimaticas foram interrompidas com adigéo
de 100 pl de solugdo de &cido sulfarico 0,5 M. As placas foram lidas em
espectrofotdmetro (Manual Reader 230 S) com filtro de leitura selecionado em 450
nm e filtro de referéncia em 620 nm. A intensidade de cor é inversamente
proporcional a concentracdo de anticorpos presentes na amostra.

Os resultados foram interpretados e comparados com os resultados do
VDRL e FTA. Os soros considerados indeterminados ou discordantes foram

repetidos.

3.3.4.3.4. Validacédo do Teste e Calculo do Limiar de reatividade (LR)

Os testes foram validados se as densidades oOpticas (DO) dos soros
controle negativos estivessem entre 0.600 e 1.300.

O LR de cada reacdo foi calculado de acordo com as instru¢bes do
fabricante. Esse valor era obtido multiplicando-se a média aritmética das DO dos
controles negativos por 0,7 (XDOCN x 0,7). A zona cinza ou “borderline” incluia os
resultados encontrados entre o valor do LR e do LR menos 10%. O calculo do LR
menos 10% foi feito pela multiplicagdo da média aritmética das DO dos controles
negativos por 0,63 (XDOCN x 0,63). Dessa maneira, foi considerado
indeterminado qualquer soro com DO na zona cinza. Soros com DO inferior a essa
zona foram considerados reagentes e com DO superior a do LR foram

consideradas néo reagentes.

3.3.4.3.5. Controle de Qualidade dos Testes Imunoenzimaticos

A tabela 2 apresenta o desempenho dos dois lotes do kit Trepanostika,
testados com o painel composto de 25 soros regentes para sifilis, produzido pela
empresa Boston Biomedica Inc. (BBI), denominado “Syphilis Mixed Titer
Performance Panel PSS201”. A caracterizacdo completa do painel esta

apresentada no Anexo 2.
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Tabela 2: Desempenho dos lotes B-067 e B-069 do kit Trepanostika™ comparado

com o resultado dos testes treponémicos utilizados na caracterizagdo do painel
“Syphilis Mixed Titer Performance Panel PSS201”.

Amostra Tipo FTA..abs FTA-ABS ELISA IgG** Lote B 067 Lote B 069

(NUmero) (Sclinodx) (Zeub) (Centocor) (Trepanostika) | (Trepanostika)
PSS201- 01 Soro Reagente Reagente Reagente Reagente Reagente
PSS201- 02 | Plasma Reagente Reagente Reagente Reagente Reagente
PSS201- 03 Soro Reagente Reagente Reagente Reagente Reagente
PSS201- 04 Soro Reagente Reagente Reagente Reagente Reagente
PSS201 -05 Soro | Nao reagente | Nao reagente | N&o reagente | Nao reagente | N&o reagente
PSS201- 06 Soro Reagente Reagente Reagente Reagente Reagente
PSS201- 07 | Plasma | Reagente* Reagente Reagente Reagente Reagente
PSS201- 08 | Plasma Reagente Reagente Reagente Reagente Reagente
PSS201- 09 Soro Reagente Reagente Reagente Reagente Reagente
PSS201- 10 | Plasma | Reagente* Reagente Reagente Reagente Reagente
PSS201- 11 | Plasma Reagente Reagente Reagente Reagente Reagente
PSS201- 12 Soro Reagente* Reagente Reagente Reagente Reagente
PSS201- 13 Soro Reagente* Reagente Reagente Reagente Reagente
PSS201- 14 Soro Reagente Reagente Reagente Reagente Reagente
PSS201- 15 | Plasma | Nao reagente | Nao reagente | Nao reagente | Nao reagente | N&o reagente
PSS201- 16 Soro Reagente Reagente Reagente Reagente Reagente
PSS201- 17 Soro Reagente Reagente Reagente Reagente Reagente
PSS201- 18 | Plasma Reagente Reagente Reagente Reagente Reagente
PSS201- 19 Soro Reagente Reagente Reagente Reagente Reagente
PSS201- 20 | Plasma Reagente Reagente Reagente Reagente Reagente
PSS201- 21 | Plasma Reagente Reagente Reagente Reagente Reagente
PSS201- 22 | Plasma Reagente Reagente Reagente Reagente Reagente
PSS201- 23 Soro Reagente Reagente Reagente Reagente Reagente
PSS201- 24 | Plasma Reagente Reagente Reagente Reagente Reagente
PSS201- 25 | Plasma Reagente Reagente Reagente Reagente Reagente

* Reatividade Minima

** A relacdo DO/LR esta apresentada no Anexo 2
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3.3.4.4. Western blot

3.3.4.4.1. Estudo de fatores interferentes

Antes da realizacdo do teste propriamente dito foi feito um estudo piloto
para verificar a possibilidade de se empregar a técnica para andlise de alguns
soros desse trabalho. Na preparacao das tiras, para o estudo piloto, foi utilizado o
antigeno comercial liofilizado Imuno Pallidum cepa Nichols, Biolab, normalmente
utilizado para o testes FTA-ABS.

Para obter a concentracdo necesséria de treponemas o antigeno foi
hidratado com 0,2 ml de &gua destilada. Foram realizadas algumas corridas
eletroforéticas, em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE), com diferentes diluicbes do antigeno. A diluicdo escolhida foi: 1 parte de
tampdo de amostra 5X concentrado + 4 partes de antigeno + 20 ul de 2
mercaptoetanol (2-Me). O antigeno foi fervido com o tampao de amostra e o0 2-Me
por 3 minutos.

O antigeno, o padrdo de peso molecular e um padréo isolado de 67 kD
(albumina) foram submetidos a eletroforese em um sistema continuo de
separacdo, com gel de empilhamento a 3,75% (pH6,8) e gel de separacdo a 12%
(pH 8,8). Nessa corrida foi aplicado 50 V até que a amostra ultrapassasse o gel de
empilhamento e 120 V até o término da corrida.

As proteinas separadas no gel foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose de 0,45u, com corrente de 1 mA por cm? durante 2 h oras e 30
minutos, utilizando uma cuba de transferéncia Pharmacia LKB - Multiphor II.

O gel foi corado com Coomassie blue R. A fita de nitrocelulose foi corada
em Ponceau 0,5% por 2 minutos, descorada em agua destilada e utilizada para a
reacdo de Western blot.

O gel corado mostrou presenca de grande quantidade de proteinas na faixa
de 67 kD, provavelmente devido a adicdo de albumina durante o processamento

do antigeno pelo fabricante.
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As reacbes de Western blot foram realizadas com trés soros assim

caracterizados:
Soro 1: Reagente até a diluicdo 1/64 no VDRL e reagente no FTA-ABS;

Soro 2: Reagente até a diluicdo 1/4 no VDRL e reagente no FTA-ABS;
Soro 3: N&o reagente no VDRL e no FTA-ABS.

Os soros 1 e 3 foram testados nas diluicbes 1/20 e 1/40. O soro 2 foi

testado apenas na diluicao 1/20.

3.3.4.4.2 Western blot com T. pallidum obtidos de orquite

O preparo das tiras de nitrocelulose com as proteinas de Treponema

pallidum e a reacdo seguiram os procedimentos adotados no estudo piloto, com

as seguintes modificacoes:

O antigeno utilizado foi T. pallidum obtido de bolsas escrotais de 20
coelhos infectados, gentilmente cedidos pelo Laboratorio Biolab
Mérieus de Sé&o Paulo;

Devido a quantidade de proteinas separadas, decidiu-se trabalhar com
gel grande (9 X 14 cm);

O volume de antigeno utilizado foi de 15 pl, a partir de uma suspensao
de 100 ul de treponemas obtidos de 20 coelhos, diluido em 128 nl de
tamp&o de amostra 5 vezes concentrado;

Foi utilizado um pente de teflon de trés dentes. Os dentes tinham
tamanhos diferentes medindo 0,5 cm, 10,5 cm e 0,5 cm. O padrdo de
pesos moleculares e o padrao isolado foram colocados nos dentes de
0,5 cm e o antigeno no dente de 10,5 cm;

Os soros controle de niumeros 1 e 3 foram mantidos e o de nimero 2 foi
substituido por outro soro ndo reagente;

Os soros e os controles foram inativados e diluidos na proporgao de 1/5,
em extrato de treponemas de Reiter. Ap6s adsorcao foram diluidos para

um volume final de 1/50.
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3.3.2.4.3. Reagéo

As tiras foram cortadas e colocadas em solucéo salina tamponada (PBS)
pH7,2 por 10 minutos. O bloqueio das tiras foi feito com solucdo de leite
desnatado a 5% em PBS durante 1 hora. Em seguida a solucdo bloqueadora foi
desprezada e 0,8 ml de cada controle e cada soro foram adicionados, nas fitas
previamente identificadas. As cubas de reacdo foram tampadas e mantidas sob
agitacdo durante 1 h a 37° C. Em seguida as fitas foram lavadas, primeiro com
PBS, por um minuto e depois em 3 banhos de 2 minutos cada com PBS contendo
0,05% de Tween 20. Por fim foram lavadas por 2 minutos com solucdo de leite
desnatado a 1% em PBS (PBS-L 1%).

O conjugado enzimatico foi diluido a 1/3000 em PBS-L 1%. Oitocentos
microlitros desse conjugado foram adicionados as fitas. As cubas foram tampadas
e incubadas sob agitacdo a 37° C por uma hora. Em seguida, as fitas foram
lavadas seguindo os procedimentos de lavagem ja mencionados. A revelacao das
reacdes foi feita com 100 mg do cromdégeno diamino benzidina (DAB) diluido em
60 ml de PBS e adicionado de 300 ul de peroxido de hidrogénio a 30%, o
substrato enzimatico. O bloqueio da reacdo enzimatica foi feito com agua
destilada.

As fitas foram secas. Foi calculada a mobilidade relativa de cada banda e a
massa molecular foi determinada com auxilio do grafico construido com o padréo

de peso molecular.
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3.3.5. Organizacéo dos dados

Os dados foram organizados em um banco de dados programado em
Delphy com extensdo.dbf, linguagem que permite seu transporte para oS
programas de analise estatistica que capturam arquivos com extensao.dbf.

A entrada dos dados foi feita inicialmente com os resultados do VDRL e
depois com os do FTA-ABS. Posteriormente foram digitados os resultados dos
testes imunoenzimaticos e os resultados de outras amostras testadas por FTA-
ABS.

O banco de dados foi programado de forma que se pudesse obter varios
tipos de relatérios, como por exemplo, a identificacdo das amostras segundo
titulo do VDRL, juntamente com os resultados do FTA-ABS e ELISA; ou a
identificacdo das amostras reagentes no ELISA, com os resultados do VDRL e
FTA-ABS, e também o cruzamento de todas as variaveis.

Os calculos dos intervalos de confianca (95%) seguiram o método de
Wilson de proporgdes para distribuicdo ndo paramétricas, descrito em Rothman e

Boice.
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RESULTADOS
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4. Resultados

Nas 23.531 amostras testadas, foi encontrada soro prevaléncia da sifilis de

0,63% no teste VDRL e de 0,84% no ELISA.
O teste de imunofluorescéncia indireta FTA-ABS foi considerado teste de
referéncia ou padrdo ouro para cdalculo dos valores da sensibilidade e
especificidade relativas dos testes realizados. Esse teste foi realizado em 1120
amostras, incluindo todas as reativas em qualquer dos outros dois testes e em
amostras ndo reagentes na triagem. Apesar da amostragem de 23531 soros com
resultados de VDRL e ELISA, o calculo de sensibilidade e especificidade foi
determinado considerando as 1120 amostras com resultados obtidos no teste de
FTA-ABS. Na tabela 1 estdo apresentados os valores de sensibilidade e
especificidade relativas do teste treponémico imunoenzimatico competitivo.

Para determinacdo desses valores, 11 soros com resultados
indeterminados no ELISA foram eliminados do célculo. Dos 1109 restantes, 2
apresentaram resultados falso positivos e 22 resultados falso negativos. A
sensibilidade relativa do ELISA foi de 89,95% e a especificidade relativa de
99,78%.
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Tabela 1 - Valores de sensibilidade e especificidade do ELISA em relacéo ao
teste de referéncia FTA-ABS

FTA + FTA - Total
ELISA + 197 2 199
ELISA - 22 888 910
Total 219 890 1109

Eficiéncia ou Concordancia = (197 + 888) / 1109 = 0,98

Sensibilidade = (197 / 219) x 100 = 89,95% Falso Negativo 10 % (22 / 219)

Especificidade = (888 / 890) x 100 = 99,78%  Falso Positivo 0,22 % (2 / 890)

Observagdo: 7 soros com perfil FTA-ABS positivo e ELISA Indeterminado e 4 soros
com FTA-ABS negativo e ELISA Indeterminado foram excluidos do

calculo.

Na populagdo estudada, constituida por 1.120 amostras, o teste néo
treponémico VDRL apresentou 23 soros com resultados falso-positivos e 101
soros com resultados falso negativos. Assim, a sensibilidade desse teste foi de
55,11% e a especificidade foi de 97,43%. Os dados estao apresentados na tabela
2.

Tabela 2 - Valores de sensibilidade e especificidade do teste VDRL em relac&o ao
teste de referéncia FTA-ABS

FTA + FTA - Total
VDRL + 124 23 147
VDRL - 101 872 973
Total 225 895 1120

Eficiéncia ou Concordancia = (124 + 872) / 1120 = 0,89
Sensibilidade = (124 / 225) x 100 = 55,11% Falso Negativo 44,89 % (101 / 225)
Especificidade = (872 / 895) x 100 = 97,43%  Falso Positivo 2,57 % (23 / 895)
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Os dados da tabela 3 mostram o comportamento do teste imunoenzimatico
competitivo em amostras reagentes tanto no teste n&o treponémico VDRL quanto
no teste treponémico FTA-ABS. Nessas 124 amostras consideradas verdadeiro-
positivas, observa-se concordéncia do ELISA em 105 (84,7%), enquanto 14
(11,3%) apresentaram resultados falso negativos e 5 (4,0%) resultados

repetidamente indeterminados.

Tabela 3 - Comparacao dos resultados do ELISA com 124 soros reagentes nos
testes VDRL e FTA-ABS

Resultado do Titulo do VDRL
ELISA 1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256 | Total
Reagente 03 14 18 22 22 11 09 04 02 105

(N° de soros)

N&o reagente 04 03 04 03 - - - - - 14
(N° de soros)

Indeterminado - 02 03 - - - - - - 05
(N° de soros)

Total 07 19 25 25 22 11 09 04 02 124

Amostras ndo-reagentes foram repetidas também apds inativacdo, permanecendo

o resultado.

A tabela 4 mostra o comportamento do teste imunoenzimatico competitivo
guando comparado com amostras falso positivas que se apresentaram reagentes
no teste ndo treponémico VDRL e ndo reagentes no teste treponémico FTA-ABS.
Nesse grupo de 22 amostras, o ELISA concordou em 100% com o resultado do
FTA-ABS, fornecendo 100% de resultados negativos, independentemente do titulo
do VDRL.
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Tabela 4 — Comparacéao dos resultados do ELISA em 22 soros reagentes no teste

VDRL e néo reagentes no teste FTA-ABS

Resultado do
ELISA

Titulo do VDRL

1/1 1/2 Total

Reagente

(N° de soros)

N&o reagente

(N° de soros)

17 06 23

Indeterminado

(N° de soros)

Total

17 06 23

A tabela 5 apresenta o comportamento do teste imunoenzimatico

competitivo em soros nao reagentes no teste nao treponémico VDRL porém

reagentes no teste treponémico FTA-ABS, indicando sensibilidade muito superior

do que a do teste VDRL.

Tabela 5 — Comparacéo dos resultados do ELISA com 98 soros nédo reagentes no

teste VDRL e reagentes no teste FTA-ABS

Resultado do ELISA

NUumero de soros
VDRL néo reag. e FTA reag.

Reagente 92 (91,0%)
N&o reagente 02 (2,0%)
Indeterminado 07 (7,0%)

Total

101 (100%)
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A tabela 6 apresenta a comparagcdo dos resultados do teste
imunoenzimatico competitivo em soros ndo reagentes no teste ndo treponémico
VDRL e néo reagentes no teste treponémico FTA-ABS. No estudo do grupo de
872 soros, a concordancia do ELISA com os soros ndo reagentes nos testes
VDRL e FTAS-ABS foi de 99,3% (866 soros), a discordancia foi de 0,5%, por
conta de resultados falso-positivos (4 soros). Resultados indeterminados foram

observados em 0,2% (2 soros).

Tabela 6 - Comparacao dos resultados do teste ELISA nos soros com VDRL né&o

reagente e FTA-ABS nao reagente

Resultado do ELISA Ndmero de soros
VDRL néo reag. e FTA néo reag.
Reagente 04 (0,5%)
Indeterminado 02 (0,2%)
N&o Reagente 866 (99,3%)
Total 872 (100%)

A figura 6 apresenta a distribuicdo dos titulos de VDRL nos 124 soros
considerados verdadeiro-positivos porque apresentaram resultados reagentes
tanto no teste ndo treponémico VDRL, quanto no teste treponémico de referéncia
FTA-ABS. O VDRL apresentou titulos que variaram de 1/1, amostras puras ou
ndo diluidas, até 1/256. O maior numero de amostras, no entanto apresentou
titulos entre as diluicbes 1/2 e 1/64. Essa faixa de titulos compreendeu 90% dos
soros. Em uma anélise mais cuidadosa verifica-se que dentro dessa faixa, 58%
dos soros apresentaram resultados em titulos de 1/4, 1/8 e 1/16, com distribuicéo
aproximadamente equivalente de 20,2%, 20,2% e 17,7% respectivamente.

Noventa por cento dos resultados ficaram compreendidos entre 1/4 e 1/64.
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Figura 6 — Distribuicdo dos titulos de VDRL em 124 soros reagentes
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Titulo VDRL

Na figura 7 observa-se a distribuicdo da relacdo entre a densidade otica e o
limite de reatividade dos testes imunoenziméticos (rel. DO/LR) em soros nao
reagentes e reagentes em diversos titulos, no teste VDRL. Inicialmente foram
determinadas as rel. DO/LR das amostras com resultados concordantes entre 0s
trés testes. Essas relacdes foram distribuidas no grafico de acordo com o titulo
que apresentaram no VDRL, verificando-se uma tendéncia de baixas rel. DO/LR,
em quase todos os resultados, independente de titulo. A determinacdo da rel.
DO/LR em amostras que apresentaram resultado reagente no ELISA e néao
reagente no VDRL confirmam a observacdo de que nao ha correlagdo entre esse
indice e o titulo do VDRL, pois nessas amostras onde o VDRL foi ndo reagente,

obteve-se relacdes tdo baixas como aquelas verificadas em altos titulos de VDRL.
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Figura 7 - Distribuicdo da relacdo DO/LR nos diferentes titulos de VDRL
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A figura 8 mostra as concordancias verificadas entre os resultados dos trés
testes. Das 1120 amostras submetidas aos testes VDRL, FTA-ABS e ELISA, 1105
tiveram seus resultados apresentados. As outras 15 amostras foram excluidas,
porque apresentaram resultados discordantes nos testes VDRL e FTA- ABS, com
ELISA indeterminado (11 amostras) ou porque apresentaram reatividade s6 no
teste FTA-ABS (4 amostras). Entre as amostras com resultados concordantes
78% (866 / 1105) foram nao reagentes nos trés testes, 9,5% (105 / 1105) foram
reagentes nos trés testes, 1,6% (18 / 1105) foram reagentes nos testes VDRL e
FTA-ABS, 8,3% (92 / 1105) foram reagentes nos testes FTA-ABS e ELISA e 2,1%
(23 / 1105) foram n&o reagentes nos testes FTA-ABS e ELISA.
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Figura 8 — Concordancias entre os resultados dos testes nas amostras testadas
com VDRL, FTA-ABS e ELISA
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Concordancias entre os Testes

A tabela 7 apresenta os resultados dos testes VDRL e ELISA treponémico
em cada Regidao Militar. Os valores percentuais totais (*) dos dois testes sao
ligeiramente superiores aos percentuais mostrados no inicio da apresentacédo dos
resultados porque, quando as amostras estao divididas por Regido Militar, ndo sédo
consideradas as 896 amostras que constam na Tabela 1 como “Outros”, ou seja,
amostras cuja Regido Militar ndo foi identificada. Nenhuma dessas 896 amostras
foi reagente e por isso observa-se a diferenca de 0,63% de positividade para o
teste VDRL no total de 23.531 amostras e de 0,65% no total de 22.634 amostras.
O mesmo ocorre no ELISA, com positividade de 0,84% no total de 23.531

amostras e de 0,88% no total de 22.634 amostras.
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Tabela 7 — Distribuicdo da reatividade dos testes VDRL e ELISA treponémico em

cada Regiao Militar

Regido Militar

NUumero de

Soros Reagentes

NUmero de

Soros Reagentes

Total de Soros

no Teste VDRL no Teste ELISA Coletados

1 — Rio de Janeiro e Espirito Santo 33 (1,0%) 40 (1,2%) 3.406
2 — S0 Paulo 11 (0,2%) 14 (0,3%) 4.539
3 — Rio Grande do Sul 04 (0,4%) 06 (0,6%) 924

4 — Minas Gerais ZERO 03 (0,5%) 543

5 — Parana e Santa Catarina 10 (0,6%) 09 (0,6%) 1.628
6 — Bahia e Sergipe 08 (0,4%) 14 (0,7%) 1.776
7 — Pernambuco, Paraiba, Alagoas e 25 (0,8%) 40 (1,3%) 2.940

Rio Grande do Norte

8 — Para e Amapéa 24 (1,4%) 34 (1,9%) 1.734
9 — Mato Grosso e Mato Grosso do Sul 04 (0,4%) 06 (0,5%) 1.111
10 — Ceara, Piaui e Maranh&o 07(0,5%) 10 (0,7%) 1.260
11 — Goiés e Tocantins 12 (0,5%) 14 (0,6%) 2.232
12 - Rondbnia 09 (1,7%) 09 (1,7%) 541

Total 147 (0,65%)* | 199 (0,88%)* 22.634

Na figura 9 sdo apresentados os resultados de 18 soros submetidos ao

teste imunoenzimatico western blot

realizado com proteinas de Treponema

pallidum cepa Nichols, cultivados em orquite de coelhos. Pode-se visualizar no

soro 1, reagente, uma grande quantidade de proteinas presentes entre 15,5 kD e

80 kD. As amostras 2 e 3, correspondentes a soros ndo reagentes, apesar de

mostrar reatividade contra algumas proteinas, nao reagiram com proteinas de 17

kD e 155 kD. O comportamento dos outros 16 soros serd analisado

posteriormente.
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Figura 9 — Reatividade de IgG obtida em 18 soros que apresentaram diferentes

resultados nos testes ndo treponémicos e treponémicos, na reacdo de western

blot com proteinas de Treponema pallidum.

Na tabela 8 é apresentada a caracterizagdo soroldgica dos 18 soros submetidos
ao teste western blot. De acordo com essa caracterizagdo, verifica-se que nas
amostras 1, 6, 8, 10, 14, 16 e 17 o ELISA concorda com o resultado reagente do
FTA-ABS, nas amostras 2, 3 e 12 o ELISA também concorda com o resultado
negativo do FTA-ABS. Nas amostras 5, 7, 9, e 18 o ELISA apresenta resultados
falso-negativos e finalmente nas amostras 4, 11, 13 e 15 o resultado do ELISA é
repetidamente indeterminado.

A tabela 8 apresenta também o resultado do teste quanto a presenca das
proteinas de 43 kD, 17 kD e 15,5 kD nessas amostras, sendo classificadas em

forte, fraca e ausente, de acordo com visualizagéo direta.
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Tabela 8 — Caracteristicas das amostras submetidas ao teste western blot e
presenca das bandas de 43 kD, 17 kD e 15,5 kD.

Resultado do

NUmero FTA-ABS ELISA VDRL 43 kD 17 kD 15,5 kD Western blot
1 Reagente Reagente 1/64 Forte Forte Forte Reagente
2 N&o reagente | Nao reagente | N&o reagente Ausente Ausente Ausente Nao reagente
3 N&o reagente | Nao reagente | N&o reagente Tragos Ausente Ausente N&o reagente
4 N&o reagente | Indeterminado | N&o reagente Fraca Fraca Fraca Reagente
5 Reagente N&o Reagente 1/4 Tragos Ausente Ausente N&o reagente
6 Reagente Reagente N&o reagente Fraca Forte Fraca Reagente
7 Reagente N&o Reagente 1/2 Tragos Ausente Ausente Nao reagente
8 Reagente Reagente N&o reagente Fraca Forte Fraca Reagente
9 Reagente N&o Reagente 1/4 Ausente Ausente Ausente N&o reagente
10 Reagente Reagente 1/1 Forte Fraca Forte Reagente
11 Reagente Indeterminado | N&o reagente Forte Forte Fraca Reagente
12 N&o reagente | Nao reagente | N&o reagente Ausente Ausente Ausente N&o reagente
13 N&o reagente | Indeterminado | N&o reagente Forte Fraca Fraca Reagente
14 Reagente Reagente Nao reagente Fraca Fraca Fraca Reagente
15 Reagente Indeterminado 1/2 Forte Forte Forte Reagente
16 Reagente Reagente Nao reagente Forte Forte Forte Reagente
17 Reagente Reagente Nao reagente Forte Forte Forte Reagente
18 Reagente Nao reagente 1/8 Ausente Ausente Ausente Nao reagente
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DISCUSSAO
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5. Discussao

Um pouco diferente da proposta de outros trabalhos que avaliam a
qualidade dos kits, o nosso estudo objetiva verificar o comportamento de um
método treponémico, especificamente um ELISA de competicdo, numa populacéo
de baixa prevaléncia para sifilis.

Para realizar o estudo foi empregada uma amostragem composta por
23.531 soros coletados de individuos de 18 anos que se alistaram no Exército
Brasileiro, no ano de 1996, oriundos de todos os estados e em numero
estatisticamente calculado, para representar de maneira bastante real esta faixa
de populacdo de cada regido. O alistamento militar é obrigatorio e participam dele
todos os jovens de 18 anos, moradores de areas rurais ou de centros urbanos,
pertencentes a todas as classes sociais e com diversos niveis de escolaridade,
variando de analfabetos a alunos de cursos universitarios. Por isso essa
amostragem, tdo heterogénea, pode ser considerada muito proxima ao perfil da
nossa populagéo jovem do sexo masculino.

Conforme constatamos, esta populacéo € de baixa prevaléncia para sifilis e
por isso ideal para conhecer o comportamento do método treponémico
imunoenzimatico competitivo quanto a sua capacidade como teste de triagem.
Excetuando-se alguns locais, como por exemplo Recife onde a positividade chega
a 2%, a prevaléncia de sorologia positiva para sifilis nas unidades hemoterépicas
brasileiras é de aproximadamente 1,8% (COSAH, 1998). A soro prevaléncia

encontrada por nés situou-se abaixo deste percentual, sendo de 0,63% para o
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VDRL e de 0,84% para o ELISA. A positividade do ELISA foi 33% maior do que a
do VDRL, fato que sera discutido mais adiante.

A triagem soroldgica da sifilis € procedimento diario em muitos laboratérios
de sorologia, seja para diagndéstico clinico, seja para selecdo de sangue doado.

No Brasil a triagem para sifilis € feita com o teste ndo treponémico de
floculacdo VDRL e apenas o0s casos reagentes nesse teste sdo confirmados com
testes treponémicos, principalmente por FTA-ABS ou hemaglutinacdo indireta
(TPHA). Os testes imunoenzimaticos treponémicos vém sendo utilizados
gradativamente, principalmente para a deteccdo de IgM em casos suspeitos de
sifilis congénita. Entretanto, este teste é ainda recente quanto a sua
comercializacdo no mercado nacional e desta forma carece de conhecimentos
guanto ao seu desempenho.

Segundo YOUNG (1998) e IJSSELMUIDEN (1989), nos paises europeus a
triagem soroldgica para sifilis € baseada em métodos treponémicos tais como a
hemaglutinacéo indireta (TPHA) ou, 0s ensaios imunoenzimaticos, introduzidos no
diagnostico da sifilis por Veldkamp e Visser em 1975. Nos Estados Unidos, o
método nao treponémico de floculacdo RPR é utilizado na triagem dos laboratorios
clinicos, enquanto que a triagem com meétodos treponémicos esta reservada aos
bancos de sangue (YOUNG; 1998; LARSEN, 1998).

Durante muito tempo ndo se questionou os procedimentos adotados no
Nnosso pais para esta triagem. Atualmente existe uma preocupacdo quanto a
eficiéncia da conduta adotada de testar inicialmente as amostras com um teste
nao treponémico e so utilizar métodos treponémicos para confirmagédo. Os motivos
gue vém gerando esta preocupacdo podem ser representados por trés fatos
principais. Primeiro, a sifilis € a Unica doenca que, em unidades hemoterapicas, é
triada com um método inespecifico. Aparentemente o VDRL tem sido eficiente
pois, é pequeno o numero de casos de sifilis transfusional relatados. No entanto
parece estar ocorrendo uma tendéncia de aumento no nimero de casos de sifilis
latente, melhor diagnosticada por meétodos treponémicos (LARSEN, 1995;
MAYER, 1996; AZULAY, 1998). Os casos de sifilis latente, ndo detectados por

testes ndo treponémicos, podem causar infeccao pos transfusional especialmente,



65

guando séo utilizados concentrados de plaquetas que ndo sao armazenados em
geladeira e normalmente sé&o transfundidos antes de 3 dias. Quanto ao sangue, a
possibilidade de infeccdo € tida como sendo remota pelo fato dos treponemas
morrerem entre 48 e 72 horas a 4°C (DE SCHRYVER, 1990; SEIDL, 1990),
porém, VAN DER SLUIS (1984) mostrou em trabalho experimental que esse
periodo pode chegar a 120 horas dependendo da carga bacteriana presente na
unidade de sangue. Além disso, mesmo que 0s treponemas morram durante a
estocagem, a transfusdo de uma carga antigénica extra, pode representar uma
exigéncia adicional ao sistema imune de pacientes jA comprometidos, como por
exemplo os leucémicos.

Segundo, existe um grande numero de individuos coinfectados por HIV e
Treponema pallidum e nesses casos a sifilis talvez seja melhor diagnosticada com
método treponémico (JOHNS, 1987, HICKS, 1987, HANDSFIELD, 1992,
HASLETT, 1994, CDC, 1998 c).

Terceiro, a entrada no mercado de testes treponémicos imunoenzimaticos
possibilitou a agilizacdo da triagem para sifilis por meio de testes especificos, visto
gue as outras reacdes sorologicas treponémicas ndo sao viaveis para triagem
porque ndo podem ser aplicadas a grandes rotinas, como o FTA-ABS, ou porque
ndo sdo suficientemente sensiveis na sifilis priméria, como a hemaglutinacédo
indireta.

Por outro lado, mesmo ndo havendo dados publicados, sabemos por
comunicagles verbais, que algumas unidades hemoterapicas que iniciaram a
triagem treponémica, estdo alarmadas com o aumento no numero de bolsas
descartadas por sifilis, em relacdo ao que acontecia com a triagem por VDRL.
Esse aumento no numero de bolsas descartadas deve ser bem avaliado sendo
necessario verificar as possiveis causas dos resultados sorolégicos. Algumas ja
foram comentadas anteriormente quando nos referimos ao aumento de casos de
sifilis latente ou simplesmente ao fato do método treponémico se manter reagente
mesmo apos a negativacdo do VDRL, em resposta ao tratamento.

Outro fato que deve ser considerado refere-se a qualidade da reacédo de

VDRL. Esse teste € de simples execucdo, porém muitos laboratérios tém
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dificuldades em manter a sua padronizacdo, principalmente porque é bastante
trabalhosa, sendo necesséario despender muito tempo quando existe um grande
namero de amostras a cada dia. Além das caracteristicas especificas do
procedimento técnico do teste VDRL como o preparo correto da suspensao
antigénica, tipo de placa, velocidade de rotagédo correta, temperatura ambiente e
diluicdo do soro para prevencado do fenébmeno de proé zona, existem problemas
relacionados a qualidade dos kits disponiveis.

E grande o numero de kits para VDRL disponiveis no mercado, no entanto,
NUNES (1998), demonstrou que ndo existe padronizacdo entre esses reagentes
produzidos e comercializados ou apenas comercializados no Brasil. O pesquisador
demonstrou, ao estudar treze kits de diferentes fabricantes nacionais e
internacionais, ndo haver controle dos reagentes, verificando variagdes extremas
no resultado de um mesmo soro quando testado com reagentes dos diferentes
fabricantes. Uma mesma amostra, por exemplo, variou de nao reagente a
reagente até a diluicdo 1/32, tendo ainda evidenciado a variacdo de
comportamento dos reagentes entre os diferentes lotes de um mesmo fabricante.
Em sintese o autor, em um trabalho histérico na area de Controle de Qualidade de
reagentes para laboratorios, constatou que o0s kits ndo treponémicos, de
diagndstico de sifilis, comercializados no nosso pais ndo tém as mesmas
caracteristicas quanto a capacidade do antigeno em detectar anticorpos,
produzindo diferentes resultados e consequentemente levando a adocdo de
condutas clinicas erradas ou desnecessarias no contexto de “Combate e Controle”
desta doenca no Brasil.

Todos os fatos expostos somados a caracteristica particular da sifilis de
apresentar comportamento sorolégico diverso, de acordo com o periodo em que
foi instituido o tratamento, ou ainda na auséncia de qualquer tratamento,
contribuem para que a sorologia dessa doenca seja de interpretacdo complexa,
tornando dificil a escolha do “melhor” método para o diagnostico soroldgico ( ver
figuras 1, 2 e 3). Visando contribuir para a melhoria do diagndstico soroldgico, o
nosso estudo realizou VDRL e ELISA treponémico em 23.531 amostras

provenientes de conscritos de todos as regides brasileiras.
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Inicialmente o kit imunoenzimatico por nés adotado, foi testado frente ao
painel “Syphilis Mixed Titer Performance Panel PSS201”, da BBI, composto de 25
amostras com resultados conhecidos. O kit imunoenzimatico competitivo
demonstrou ser de boa qualidade, pois os resultados apresentados, nos dois lotes
testados, concordaram em 100% com a caracterizagdo do painel (Tabela 2),
composto por amostras bem definidas como verdadeiro positivo (23) e verdadeiro
negativo (2).

O comportamento do teste imunoenziméatico, na populacdo deste estudo, foi
analisado com base nos resultados do FTA-ABS, considerado como teste de
referéncia ou padrao ouro.

A comparacdo com o teste ndo treponémico VDRL foi inevitavel por ser
este o utilizado de norte a sul do pais na triagem das amostras, tanto em
laboratdrios clinicos como em servicos que fazem triagem sorolégica do sangue
doado, por ser simples e de baixo custo e, ainda por ser analogo ao RPR, método
de triagem utilizado em laboratérios clinicos, nos EUA. O comportamento do
VDRL também foi comparado com os resultados do teste de referéncia,
objetivando estabelecer critérios para uma analise critica na decisdo e escolha de
um método adequado para triagem sorologica, segundo a realidade brasileira.

Comparando com o teste de referéncia FTA-ABS, a sensibilidade que
determinamos para o ELISA foi de 89,95% com intervalo de confian¢a ao nivel de
95% (IC) de 85,3% a 93,3%, correspondendo a 10% (22/219) de falso negativos,
enquanto o VDRL apresentou sensibilidade de 55,11%, com 44,89% (101/225) de
falso negativos. A baixa sensibilidade do teste de VDRL ja era esperada pelo fato
do teste de referéncia ser treponémico, 0 qual permanecera sempre positivo,
mesmo na vigéncia de uma negativacdo do VDRL e no caso da sifilis latente. Por
outro lado, os resultados positivos na sorologia treponémica podem apenas estar
refletindo cicatrizes soroldgicas, estando o VDRL negativo nesses casos. Por
essas caracteristicas o teste VDRL tem sido utilizado como recurso diagnostico
mais preciso da atividade da doenca (REISNER, 1997).

SILLETTI (1995) relata ter encontrado sensibilidade de 82% no ELISA

guando comparado com FTA-ABS em pacientes com sifilis primaria, todavia
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YOUNG (1989) e EBEL (1998) relatam perda de sensibilidade do mesmo teste no
periodo de laténcia, bem como no soro de individuos submetidos a tratamento.
Em relacdo a sensibilidade encontrada em nosso estudo para o teste
imunoenzimatico, devemos considerar que ndo conhecemos a histéria clinica
dessa populacdo e que a sorologia desses conscritos, nascidos entre 1978 e
1979, pode estar refletindo em muitos casos a sifilis congénita latente. Essa
possibilidade deve ser considerada, pois até hoje muitas mulheres ndo fazem
nenhum acompanhamento clinico e sorologico pré natal. A falta do exame pré
natal pode refletir no nascimento de criangas portadoras de doengas congénitas
entre elas a sifilis. Ademais acredita-se que em 1978 o numero de mulheres
brasileiras que faziam acompanhamento pré natal era menor do que atualmente.
Felizmente nos udltimos anos, houve melhora quanto a informacéo a respeito da
importancia do exame pré natal, apesar do nosso sistema de saude néo ter sofrido
grandes mudancas, em nivel nacional.

A especificidade que determinamos para o ELISA foi de 99,8% (IC 99,2% -
99,9%), com 0,18% (2/890) de falso positivos, enquanto a especificidade do VDRL
foi de 97,4%, com 2,0% (23/895) de falso positivos. Este comportamento do VDRL
era esperado por tratar-se de uma reacdo de determinac¢do indireta, que pesquisa
no soro do paciente reaginas, que sdo um conjunto de anticorpos das classes G e
M com caracteristicas lipofilicas especificas, produzidos contra componentes da
membrana externa do Treponema pallidum. Estes anticorpos s&o ainda
produzidos como resposta a uma lesdo tecidual sendo, portanto, passiveis de
serem encontrados em outras doencas ou até mesmo em condi¢Bes fisiol6gicas
(LARSEN, 1995; SINGH, 1999).

O ELISA apresentou ainda 11 soros com resultados persistentemente
inconclusivos, dos quais 7 foram reagentes no FTA-ABS e 4 ndo reagentes no
mesmo teste. Apesar de serem sorologias com antigenos treponémicos, esta
discordancia com os soros cujos resultados se situam na regido muito proxima ao
limiar de reatividade é natural, devido as caracteristicas do critério de
interpretacdo dos testes imunoenziméticos de um modo geral. Os soros com

resultados inconclusivos foram excluidos dos nossos calculos de sensibilidade e
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especificidade. Esse critério foi diferente do adotado por YOUNG (1998) que
considerou os resultados inconclusivos como reagentes.

A sensibilidade por nos obtida no teste competitivo foi menor do que
aquelas encontradas por DE MAJO (1995) e EBEL (1998) para o método
competitivo, 99,6% (IC 97,9 — 99,9) e 99,5% (IC 98,3 — 99,9) respectivamente,
sendo mesmo assim muito superior aos resultados de VDRL, confirmando o
comportamento tipico dos testes treponémicos.

Na populacdo por nés estudada, o teste VDRL deixou de apresentar
reatividade em 101 soros, reforcando sua melhor eficacia no diagnéstico de
doenca ativa. Esses 101 soros reativos nos testes treponémicos podem refletir
sifilis tratada precocemente, sifilis congénita latente ou ainda fase de soro
conversdao da sifilis priméria.

Em contrapartida, um grupo menor de 22 soros, entre os quais 14
reagentes nos testes VDRL e FTA-ABS, considerados verdadeiro positivos, ndo foi
detectado pelo teste enzimatico. Nestes casos a sensibilidade do VDRL parece ter
sido superior a do teste imunoenzimatico.

DE MAJO (1995) estudou comparativamente o método treponémico
imunoenzimatico competitivo e o método de hemaglutinacdo. Na sua amostragem
de 2.354 soros, encontrou 1 resultado falso negativo nos dois testes. Justificou o
resultado do ELISA a uma possivel ligacdo pouco especifica com o conjugado. A
sensibilidade determinada com essa metodologia foi de 99,6% (IC 97,9% a 99,9%)
e a especificidade também de 99,6% (IC 99,2% a 99,8%). O autor, no entanto, nao
relata ter utilizado um teste de referéncia para calcular a sensibilidade e a
especificidade, o que foi feito com a simples comparacédo das duas metodologias
estudadas.

EBEL (1998) relata que testando 434 soros de pacientes em diversos
estagios da sifilis, obteve 2 resultados ndo reagentes no ELISA competitivo com
duas amostras que apresentaram resultados fracamente reagentes no FTA-ABS e
no TPHA. Segundo o autor, esse tipo de resultado é sugestivo de pacientes

tratados previamente. Este autor relata ainda que os testes imunoenzimaticos tém
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sensibilidade similar ao FTA-ABS e ao TPHA, em todos os estagios da sifilis, com
excecao da sifilis primaria, periodo em que o teste tem baixa sensibilidade.

Os achados em nosso estudo, embora tenham apresentado medidas
estatisticas diferentes, sdo concordantes com os achados de EBEL e
colaboradores (1998), mostrando uma tendéncia comportamental mais voltada a
producéo de resultados falso negativos.

YOUNG (1989) considera que o resultado ndo reagente do ELISA com
FTA-ABS e TPHA reagentes, no soro de uma paciente com sifilis latente, foi
reflexo do tratamento prévio dessa paciente. YOUNG discute seu resultado de
98,4% (IC 97,6% - 99,0%) de sensibilidade no kit imunoenzimatico treponémico
para pesquisa de anticorpos IgG, em que apenas 41% dos amostras eram
reagentes no teste VDRL (25/61) comparando com os resultados concordantes
entre o VDRL e ELISA obtidos por BOROBIO (1985), STEVENS (1985) e MOYER
(1987) que obtiveram também com testes ELISA treponémicos, sensibilidades de
75% (IC 63,9% - 83,6%), 99,5% (IC 97,4% - 99,9%) e 95% (IC 91,1% - 97,3%),
respectivamente, quando estudaram soros de 42, 218 e 202 pacientes com sifilis.
YOUNG considerou que as diferencas na sensibilidade sdo devidas as
caracteristicas sorolégicas das amostras. A sensibilidade de 75% foi obtida com
amostras que apresentaram apenas 72,4% de reatividade no VDRL, 99,5%
quando todas as amostras foram reagentes no teste VDRL e 95% quando 94%
das amostras foram reagentes no VDRL. Assim como Young, n0s achamos que a
sensibilidade do teste depende das caracteristicas soroldgicas das amostras e
portanto da procedéncia, ou seja, se pertencem a populagbes de alta ou baixa
prevaléncia.

Considerando o intervalo de confianca, nossos resultados sdo comparaveis
com os 95% obtidos por MOYER. Ao estudar o kit treponémico imunoenzimatico
Bio-EnzaBead, o autor encontrou 10,5% de resultados falso negativos. Esse
percentual foi verificado no grupo de amostras obtidas de pacientes com sifilis
latente tardia. Nosso estudo também encontrou um percentual de 10% de
resultados falso negativos porém, diferente das amostras de MOYER (1987) nao

conhecemos os dados clinicos dos conscritos.
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A especificidade encontrada para o teste ELISA competitivo foi de 99,8%
(IC 99,2% a 99,9%) valor este que concorda com os 99,3% (IC 98,6% a 99,6%)
obtidos por YOUNG (1989), 99,6% (IC 99,2% a 99,8%) obtidos por DE MAJO
(1996) e 99,4%(IC 98,0% a 99,8%) obtidos por EBEL (1998), apesar das
diferencas epidemioldgicas existentes nas populacdes estudadas, entre paises
comprovadamente desenvolvidos e os ditos em desenvolvimento.

A avaliacdo dos dados referentes a sensibilidade e especificidade do teste
ELISA competitivo e do VDRL, mostra melhor desempenho do primeiro teste na
triagem. No entanto, considerou-se necessario investigar o perfil das amostras que
apresentaram resultados falsos. Para isso, comparou-se o comportamento do
ELISA com os diversos resultados obtidos no VDRL e FTA-ABS.

Conforme demonstrado na tabela 3, dos 124 soros verdadeiro positivos
(reagentes nos teste VDRL e FTA-ABS), 14 apresentaram resultados n&o
reagentes no ELISA e 5 apresentaram resultados inconclusivos, correspondendo a
11,3% (14/124) de resultados falso negativos e 3,57% (5/124) de inconclusivos.

Na tabela 4 podemos observar que o teste enzimatico concordou em 100%
com o resultado do FTA-ABS nos 22 soros com VDRL falso positivos. Em
contrapartida, conforme resultados da tabela 5, houve concordancia de 91% dos
resultados do teste enzimatico em amostras cujo resultado do FTA-ABS foi
reagente e o resultado do VDRL foi ndo reagente, apresentando ainda 7 soros
(7,14%) falso negativos e 2 soros (2,04%) inconclusivos. As diferencas de
resultados entre os dois testes treponémicos podem estar relacionadas a
composi¢cdo dos antigenos envolvidos nas reagées. Como mostraremos mais
adiante, o ELISA competitivo detecta anticorpos contra antigenos de 43, 17 e 15,5
kD. Ja o FTA-ABS detecta anticorpos contra antigenos de membrana.

Como ndo conhecemos os dados clinicos da populacéo deste estudo e por
isso questionamos a possibilidade, j& mencionada em outros estudos, de que o
ELISA possa deixar de ser reagente em sifilis tratada (cicatriz), possa ser incapaz
de detectar precocidade sorolégica, ou ainda que possa ser ineficaz no

diagnéstico da sifilis latente. Talvez isso justifique o fato do ELISA ter apresentado
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4 soros (0,46%) com resultado falso positivo e 2 inconclusivos (0,23%) nas 872
amostras com VDRL e FTA-ABS néo reagente (tabela 6).

A distribuicdo dos titulos de VDRL variou da diluicdo 1/1 a 1/256 nos 124
soros verdadeiro positivos (figura 6). A maior concentracado de amostras esta entre
os titulos 4 e 16, compreendendo 58% dos soros e entre 2 e 32 correspondendo a
90% dos soros. A distribuicdo dos 14 soros com resultado néo reagente no ELISA
esta dentro da faixa de 90% com 10 soros (tabela 3) e apenas 4 soros fora dessa
faixa. Nenhum soro, no entanto foi ndo reagente no ELISA quando no VDRL o
titulo foi superior a 8, demonstrando que os titulos superiores a 8 tem maior valor
preditivo positivo.

A figura 7 foi construida com o objetivo de verificar se ha correlacao entre o
titulo de VDRL e a relacdo DO/LR do teste ELISA. Parecia existir uma tendéncia
das relacdes estarem situadas mais proxima de zero quanto maior fosse o titulo,
no entanto quando analisamos as relacbes DO/LR de diversas amostras
reagentes no ELISA e ndo reagentes no teste VDRL, verificamos que sua
distribuicdo ocorre tanto em valores mais proximos de um quanto em valores mais
proximos de zero, ndo permitindo dessa forma que se estabelecesse qualquer
relacdo entre os dois resultados.

A concordancia entre os testes utilizados estd apresentada na figura 8,
sendo que do total de 1120 amostras testadas com FTA, VDRL e ELISA, 15 foram
excluidas e as outras 1105 foram distribuidas na figura de acordo com o0s seus
resultados. Oitenta e oito por cento (972/1105) apresentaram o mesmo resultado
nos trés testes destes, 78,5% ndo reagentes e 9,5% reagentes. Oito virgula trés
por cento (92/1105) apresentaram resultados concordantes apenas nos testes
treponémicos, com VDRL néo reagente podendo refletir, conforme ja discutido,
cicatriz soroldgica ou sifilis primaria em fase de soro conversdo. Dois virgula um
por cento (23/1105) apresentaram testes treponémicos nao reagentes com VDRL
falso positivo. Do total, apenas 1,6% apresentaram resultados inesperados por
ndo haver concordancia dos resultados dos testes treponémicos, fato que como ja

mencionamos, pode estar relacionado ao tipo de antigenos empregados nos dois
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testes ou ainda a possibilidade do ELISA apresentar comportamento diferente do
FTA, ndo permanecendo reagente apés o tratamento.

Quando separamos os resultados por Regido Militar verificamos que ha
grande variacdo percentual de reatividade dos testes nos diversos Estados
(Tabela 7). Minas Gerais, por exemplo, ndo apresentou nenhuma amostra
reagente no teste VDRL e 0,5% de reatividade no ELISA, mostrando ser um
estado com baixa prevaléncia da doenca. De acordo com informagbes que
obtivemos junto a Diretoria do Hemocentro de Minas Gerais (HEMOMINAS), a
reatividade encontrada na triagem de sangue para sifilis € de 0,28% para o teste
VDRL e de 1,55% para o ELISA.

Excetuando-se Minas Gerais, se verificarmos nossos dados, observamos
que Sao Paulo apresentou a menor reatividade com 0,2% (IC 0,1% - 0,4%) no
teste VDRL enquanto Rondoénia apresentou 1,7% (IC 0,9% - 3,1%). Esses
achados parecem confirmar pelo menos em parte as informacdes de que a sifilis
esta relacionada a condicdes econdbmicas e sociais menos favorecidas
(BENENSON, 1997). Mesmo sabendo-se que o consumo de drogas, considerado
fator importante na propagacdo da doenca devido a troca de sexo por drogas, €
grande em regides metropolitanas, acreditamos que o nivel educacional na
Regido Norte é menor e portanto ndo s6 o acesso as informag¢des como também a
compreensao das informacdes recebidas é menor.

A Coordenacdo Nacional de Sangue e Hemoderivados do Ministério da
Salde (COSAH) apresenta no Relatério de Atividade de 1998, os indices
regionais de positividade nos testes soroldgicos realizados na selecdo de
doadores de sangue. Os percentuais de reatividade para sifilis s6 sdo menores do
gue os encontrados para as hepatites, mostrando claramente que a infeccao pelo
T. pallidum deve continuar sendo monitorada com muito cuidado porque esta
presente na populacdo. De acordo com o relatorio, a positividade do VDRL € a
seguinte: Regido Norte 2%, Nordeste 1,82%, Centro-Oeste 1,91%, Sudeste 1,39%
e Sul 0,58%. Apenas as Regides Nordeste e Sudeste relatam resultados do ELISA
treponémico com 2,20% e 2,11% de positividade respectivamente. Se analisarmos

nossos dados por regidao do pais, verificamos indices menores, com a Regiao
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Norte (1,45%) apresentando a maior positividade seguida da Regido Sudeste
(0,81%), Nordeste (0,67%), Sul (0,55%) e Centro-Oeste (0,48%). Na nossa
amostragem ndo estdo contemplados todos os Estados, por exemplo, faltam os
Estados do Amazonas e Roraima, além disso a Regido Militar 12 é composta pelo
Estado de Goiéas, pertencente a Regido Centro-Oeste e pelo Estado do Tocantins,
pertencente a Regido Norte. Provavelmente as diferencas percentuais por nos
encontradas devem-se mais as caracteristicas da nossa amostragem, que é
constituida apenas por individuos do sexo masculino com 18 anos, e pode refletir
as diferencas culturais de cada regido como por exemplo maior consumo de
drogas nessa faixa etéria ou o inicio da atividade sexual.

E sabido que os testes do tipo ELISA costumam apresentar um maior
namero de resultados falso positivos porém, o fato do teste em estudo ter
apresentado alguns resultados falso negativos fez com que nos interessassemos
por essas amostras com objetivo de tentar compreender se o seu comportamento.
As hipGteses que gostariamos de analisar eram: se esses resultados sédo
decorrentes do mecanismo de acdo da metodologia, se esses soros possuiam
anticorpos contra outras proteinas de T. pallidum que ndo as habituais ou ainda se
esses resultados negativos poderiam corresponder a amostras realmente
negativas mas que permanecem reagentes nos testes VDRL e FTA-ABS,
correspondendo ao perfil sorologico de individuo tratado tardiamente. Para tentar
elucidar as discordéncias existentes entre os resultados, realizamos um teste
imunoenzimatico do tipo western blot com proteinas do T. pallidum (Figura 9).

Inicialmente tivemos davidas se deveriamos utilizar o0 método de western
blot, por isso realizamos um estudo preliminar com o antigeno liofilizado comercial,
utilizado para FTA-ABS. Executamos algumas corridas eletroforéticas e eletro-
transferéncias para nitrocelulose. Nas fitas preparadas com esse antigeno,
quando coradas com Ponceau S, verificamos a presenca de uma banda muito
larga, na altura da proteina de 60 kD, provavelmente composta por albumina. As
reacfes com anticorpo no entanto, mostraram boa distingdo entre os soros
positivos, com presenca de bandas bem diferenciadas e o soro negativo, que nédo

apresentou bandas detectaveis. A presenca de albumina na corrida, parece nao
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ter interferido. A reacdo se mostrou boa e util para o estudo porém, o pequeno
namero de proteinas separadas nos fez concluir que deveriamos utilizar antigeno
“bruto”, extraido de orquite de coelho, visto que todas as referéncias consultadas
indicavam a presenca de um grande numero de proteinas.

Para a reacdo de western blot com antigeno “bruto” de Treponema
pallidum, procuramos selecionar amostras com comportamento distinto, e assim
utilizamos soros reagentes e ndo reagentes no VDRL, no FTA-ABS e no ELISA e
soros com resultados divergentes nestes trés testes. LUCKEHART (1986),
mostrou em estudos com sifilis experimental que a técnica de western blot
detectava principalmente proteinas de membrana de 47, 17 e 15 kD e as proteinas
de endoflagelo de 37 e 33 kD. Conforme CHAMBERLAIN (1988) e RADOLF
(1998), o resultado de um western blot para sifilis € considerado positivo se a
amostra apresentar anticorpos contra as proteinas de 47 kD, 45 kD, 17 kD e 15,5
kD de T. pallidum. O Manual de Sifilis, em sua ultima edicdo (LARSEN, 1998)
apresenta a técnica de western blot, destacando a importancia de anticorpos
contra proteinas de 47, 17 e 15,5 kD, com especial destaque para a proteina de
17 kD que é considerada especifica para a doenca. Nosso estudo por Western
blot € apenas preliminar visto que foi testados apenas um pequeno numero de
amostras. O teste que realizamos permitiu a avaliacdo de anticorpos contra
proteinas que migraram na faixa dos 43 kD, 17 kD e 15,5 kD, conforme
apresentado na tabela 8. As diferentes condicbes das corridas eletroforéticas
admitem variacdes de até 10% na massa molecular determinada. Na nossa
avaliacdo, as bandas que migraram na regido de 43 kD podem corresponder a
proteinas de 46 a 48 kD. O comportamento dos soros que testamos, com relacédo
aos anticorpos contra essas proteinas mostrou que nos soros com ELISA nao
reagente ndo houve reatividade contra as proteinas de 17 e 15,5 kD e que na faixa
de 43 kD, quatro soros ndo apresentaram anticorpos contra essas proteinas e
outros trés apresentaram apenas tracos. Na maiorias das vezes 0S SOros com
resultados inconclusivos mostraram reatividade fraca contra a proteina de 15,5 kD.

Observamos ainda, que a presenc¢a de anticorpos contra as proteinas na faixa de
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43 kD acompanha a presenca de anticorpos contra as proteinas de 17 e 15,5 kD,
conforme apresentado na tabela 8.

Os soros 5, 7, 9 e 18 gque se apresentam ndo reagentes no Western blot e
no ELISA, com resultados reagentes nos testes FTA-ABS e VDRL parecem
confirmar a hipotese de que o ELISA negativa ap0s tratamento, caracterizando
essas amostras como cicatriz sorologica.

O resultado do Western blot sugere que as principais proteinas que
participam do teste ELISA competitivo sdo as proteinas de 15,5 kD,17 kD e 43 kD
(46 a 48kD).

Estudos adicionais e melhor padronizacdo do método poderdo responder
nossas duvidas e confirmar os achados de autores que propéem o uso da técnica
de western blot em substituicdo ao FTA-ABS, por ser um método extremamente
objetivo, sensivel e especifico (BYRNE, 1992, MEYER, 1994). HENSEL e col.
(1985) determinaram que sua sensibilidade varia de 93,8% a 98,5% e sua
especificidade é de 100%.

Além do estudo de desempenho das metodologias para triagem, deve-se
avaliar também o custo financeiro das técnicas. Um teste ELISA para sifilis custa
atualmente em torno de R$ 2,5 (dois reais e cinglienta centavos) enquanto o teste
VDRL custa aproximadamente R$ 0,40 (quarenta centavos de Real),
considerando-se a triagem com soro puro e mais uma diluicdo. REISNER (1997),
ao avaliar a triagem com ELISA seguida da execugcdo de RPR nas amostras
reagentes, determinou alguns custos levando em considera¢do também o tempo
de execucéo dos testes.

E muito dificil estabelecer o tempo necessario para a execucgio, por
exemplo, de 100 testes de VDRL. Essa metodologia exige inativacdo dos soros
(30 minutos), diluicdo de cada soro que é testado inicialmente puro e com uma
diluicdo (teste qualitativo). Além disso, as amostras reagentes no teste qualitativo
devem ser diluidas para determinar o titulo. Nossa experiéncia pessoal mostrou
que para testar 500 amostras por VDRL s&o necessarias 5 pessoas, em um turno
de 8 horas de trabalho. O preco da méo de obra no Brasil ainda é barato por isso,

restringimos a analise dos custos unicamente ao pre¢o dos reagentes.
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A andlise do componente econdmico nas atividades laboratoriais deve
considerar entre outras coisas a relacao custo/beneficio que a introduc¢do ou
substituicdo de metodologias trard ao laboratorio. Entre os beneficios a agilidade
na emissao de resultados, a melhora da capacidade diagndstica e a garantia da
qualidade do resultado devem ser considerados. A garantia da qualidade deve
levar em conta os beneficios que um método mais sensivel pode trazer
principalmente para identificar e prevenir doencas congénitas como a sifilis. O
tratamento da sifilis durante a gravidez é muito eficiente e barato, representando
economia importante para o sistema publico de saude, porque os custos de
tratamento, internacdo e acompanhamento de criancas com sifilis congénita séo
elevados.

O teste VDRL parece ser ainda o método de escolha quando se trata de
amostras clinicas com suspeita da infec¢cdo. No entanto na triagem de amostras
de populagbes, como das unidades hemoterapicas, devem considerar a
associacdo das duas metodologias, porque em nosso estudo, verificamos que
estao detectando reatividade em diferentes individuos.

A agilidade dos servigos seria grandemente aumentada se fosse
possivel fazer a triagem com a metodologia imunoenzimatica, reservando o VDRL
para 0s soros reagentes que devem ser titulados, pois a variacdo no titulo dos
soro é indicadora da resposta ao tratamento. No entanto é necesséario que novos
estudos sejam realizados para determinar realmente a participacdo das proteinas
no ELISA e para determinar também se é real a observacdo de que ocorre
negativacao do teste apds tratamento e qual sua sensibilidade no diagnostico da

sifilis primaria.
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6. CONCLUSOES

1. O teste imunoenzimatico detectou anticorpos em individuos diferentes
daqueles detectados pelo teste ndo treponémico VDRL, sugerindo a
importancia em associar a triagem treponémica imunoenzimatica com a
ja tradicional triagem néo treponémica, principalmente em servicos de
baixa prevaléncia e na triagem soroldgica de gestantes;

2. As principais proteinas que se ligam a placa de polestireno parecem ser

as lipoproteinas de 43 kD, 17 kD e 15,5 kD.
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7. PERSPECTIVAS

1. Estabelecer curva de desempenho do ELISA em amostras bem
caracterizadas de sifilis primaria e secundaria tratadas e nao tratadas e
nas diversas formas de laténcia,

2. Determinar  precisamente quais sao as proteinas  que
predominantemente se ligam as placas de poliestireno, no ELISA;

3. Determinar a importancia das proteinas de 43 kD 17 kD e 15,5 kD na

resposta imune dos individuos.
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8. Resumo

Foram testadas, com o teste nao treponémico VDRL e com o teste
treponémico imunoenzimatico de competicdo, 23.531 amostras de soros,
coletados em todas as regides do Brasil, com o0 objetivo de verificar o
comportamento do teste imunoenzimatico treponémico na triagem de amostras. A
prevaléncia obtida foi de 0,63% com o VDRL e de 0,84% para o teste
imunoenzimatico. A analise dos dados foi feita comparando-se os resultados dos
dois testes com os resultados do teste treponémico de imunofluorescéncia indireta
(FTA-ABS), considerado como teste de referéncia. No total, 1120 amostras foram
submetidas ao teste FTA-ABS, incluindo todas as que foram reagentes em
gualquer um dos testes de triagem e 872 amostras negativas. Amostras com
resultados discordantes entre os testes foram submetidas a um teste
imunoenzimatico do tipo Western blot. Nas amostras por nés estudadas, o teste
imunoenzimatico apresentou sensibilidade de 89,95% e especificidade de 99,78%,
muito superior aos 55,11% de sensibilidade e 97,43% de especificidade que
encontramos para o VDRL. Os resultados dos testes detectaram positividade em
amostras diferentes portanto, recomendamos utilizar a associagcéo dos dois testes,
como método de triagem, quando se trata de populacdes de baixa prevaléncia.
Resultados preliminares do Western blot sugerem a participacdo doas proteinas
de 43 kD, 17 kD e 15,5 kD na reacéo de ELISA treponémico competitivo.
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9. Abstract

The VDRL, a non treponemal test, and a treponemal competitive ELISA
were used to test 23,531 serum samples, collected from conscript men throughout
Brazil, with the objective of assessing the performance of the competitive ELISA on
the screening of serum samples. The VDRL showed a prevalence of 0.63%
contrasting with a 0.84% prevalence showed by the competitive ELISA. The results
obtained with the two tests were then compared to those obtained by fluorescent
treponemal antibody absorption (FTA-ABS) test which is considered the gold
standard method for detection of antibodies for syphilis. A total number of 1,120
samples, which included all that were reagent in at least one of the screening test
plus 872 that were negative in both tests, were submitted to the FTA_ABS test. In
addition, some of the samples that presented discrepant results between the two
tests studied were also submitted to the Western blot test. The results of the
screening tests showed an 89.95% sensitivity and a 99.78% specificity for the
competitive ELISA, which are much higher than the 55.11% sensitivity and 97.43%
specificity presented by the VDRL. Also, the tests detected positivity in different
samples. In conclusion, we recommended the use in tandem of both tests as
screening for syphilis antibodies in low prevalence populations. In addition, the
results of the Western blot seemed to suggest the positivity of the ELISA becoming
non reactive after treatment of the patient and that the 43 kD, 17 kD and 15 kD

proteins are the main proteins involved in the ELISA competitive reaction.
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