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Resumo

Um dos maiores problemas da sifilis € a infeccdo intra-uterina do feto, que pode resultar
em morte fetal com aborto espontaneo.

Os objectivos desta tese foram comparar os cinco testes seroldgicos para o diagnoéstico
de sifilis congénita e optimizar e aplicar a varias amostras clinicas, colhidas de
individuos com suspeita de infeccdo por Treponema pallidum, uma técnica de PCR-
Multiplex e uma técnica de PCR em tempo real.

Na globalidade dos soros estudados obtiveram-se 0s seguintes resultados: o RPR
reactivo em 87/517; TPHA reactivo em 135/517; e EIA reactivo em 127/517. A
pesquisa de anticorpos especificos de tipo IgM foi efectuada em 33 soros sendo
estudada pelas técnicas de imunofluorescéncia indirecta e de westernblot. Quanto aos
resultados obtidos pelas duas técnicas, o teste FTA-Abs-IgM demonstrou reactividade
em 3/33, enquanto que a técnica de westernblot-M, apresentou reactividade em 18/33.
Para a avaliacdo de uma técnica de PCR-TR, foram estudadas 318 amostras de 236
individuos classificados, com base em critérios clinicos e laboratoriais, em diferentes
estadios de infecgcdo por Treponema pallidum e em individuos sem infeccdo por aquele
microrganismo. Relativamente a estas técnicas foi possivel observar amplificacdo de
ADN de Treponema pallidum em 133/318 pela técnica de PCR-TR e 90/318 pela
técnica de PCR-Multiplex.

Mediante os resultados obtidos e de outros estudos efectuados parece poder concluir-se
que o teste EIA é o mais indicado para o rastreio da infec¢do por Treponema pallidum,
devendo um resultado reactivo por esta técnica, ser confirmado com a realizacdo de um
teste ndo treponémico (RPR).

Relativamente ao diagndstico de infeccdo congénita, o teste westernblot para pesquisa
de anticorpos especificos de tipo IgM, parece ser o mais apropriado.

A técnica PCR-TR, parece ser a mais indicada, pois apresenta uma maior sensibilidade

e especificidade que a PCR-Multiplex.

Palavras-chave: Treponema pallidum; sifilis congénita; testes serolégicos; PCR em

tempo-real; PCR-Multiplex.



Abstract

The syphilis major problem is the intrauterine infection of the fetus, which may result in
fetal death with spontaneous abortion.

The objectives of this thesis were to compare the five serological tests for the diagnosis
of congenital syphilis and optimize and apply several clinical samples taken from
individuals suspected of infection with Treponema pallidum, a PCR-Multiplex and real-
time PCR.

In all sera studied were obtained the following results: the RPR reactive in 87/517,
reactive TPHA in 135/517, and 127/517 in reactive EIA. The search for specific IgM
antibodies was performed on 33 sera that were studied by indirect immunofluorescence
and westernblot. The results obtained by both techniques, the test FTA-Abs-IgM
showed reactivity in 3/33, while the technique westernblot-M, showed reactivity in
18/33.

For an RT-PCR evaluation, we studied 318 samples from 236 individuals classified
based on clinical and laboratory criteria at different stages of infection by Treponema
pallidum and in individuals without infection by that organism. For these techniques it
was possible to observe ADN amplification of Treponema pallidum in 133/318 by RT-
PCR and 90/318 by PCR-Multiplex.

Based on obtained results and in other studies seems that we can conclude that the EIA
test is the most suitable for Treponema pallidum screening infection, and a reactive
result by this technique, should be confirmed with the realization of a non-treponemal
test (RPR).

For the congenital infection diagnosis, testing for antibodies westernblot specific IgM
appears to be the most appropriate.

The RT-PCR seems to be the most suitable, since it has a higher sensitivity and

specificity than the PCR-Multiplex.

Keywords: Treponema pallidum; congenital syphilis; serological tests; real-time PCR;
PCR-Multiplex.
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1. INTRODUCAO

A sifilis, uma doenca sexualmente transmissivel continua a ser um problema
mundial, avaliando-se em 12 milhdes o nimero de pessoas infectadas todos os anos,
apesar de existirem medidas de prevencao eficazes como a utilizagdo de preservativos, e
opcodes de terapéuticas eficazes e relativamente baratas. (8,20,22,30,53,55,57,78)

Esta doenca cujo agente etiolégico € o Treponema pallidum, é altamente
infecciosa e facilmente curdvel quando detectada nos estadios iniciais da infecgdo. No
seu estadio inicial, de doenca ulcerativa genital (GUD), pode evoluir desencadeando
complicacdes significativas se ndo for tratada, e como qualquer doenca ulcerativa
genital, facilita a transmissdo de outras doencas sexualmente transmissiveis, em
particular a do virus da imunodeficiéncia humana (VIH). (13,22,28,35,55,61,78,81)

As mulheres gravidas infectadas com sifilis podem transmitir a infeccdo ao feto,
causando sifilis congénita, com consequéncias graves para a gravidez em 80% dos
casos. (28,32,44,53,55,61,77)

Calcula-se que anualmente dois milhdes de gravidas sao afectadas; cerca de 25%
destes casos resultam em nados-mortos ou abortos expontaneos; e outros 25% em
recém-nascidos de baixo peso a nascenca ou com infec¢do grave, estando qualquer
destes casos associados a um maior risco de morte perinatal. No entanto, o problema da
sifilis congénita ainda é geralmente subestimado, sabendo-se que hd mais recém-
nascidos afectados por sifilis congénita do que por qualquer outra infeccdo neonatal,
inclusivé pelo VIH e tétano. (44,53,61,77)

Ao invés de muitas outras infec¢bes neonatais, a sifilis congénita € uma doenca
evitdvel que pode ser eliminada gracas a deteccdo pré-natal eficaz e tratamento das
mulheres gréavidas infectadas. Com intervenc@es relativamente simples orientadas para
cuidados a maes e recém-nascidos, € possivel obter-se uma grande reducdo nos casos de
sifilis congénita. (23,28,30,35,44,55,54,78)

Ficou demonstrado que na suspeita de infeccéo sifilitica em mulheres gravidas a
deteccdo e titulacdo das reaginas séricas, seguida de tratamento quando de titulo
reaginico positivo, € uma intervencdo eficaz, de baixo custo e vidvel para a prevencao

da sifilis congénita, beneficiando a saude infantil. (23,30,35,53)



A incidéncia de sifilis congénita pode ser reduzida de maneira importante com
um conjunto relativamente simples de intervencdes j& definidas. Contudo, enquanto a
sifilis for prevalente entre adultos, o potencial de transmissdao congénita continuara alto.
Assim, a eliminacdo sustentavel da sifilis congénita exige esforcos coordenados para

reduzir simultaneamente as taxas da sifilis infecciosa. (23,30,35,44,53,55,78)

1.1 Taxonomia e classificacéo

Treponema pallidum subespécie pallidum é o agente etiologico da sifilis, e é
uma espirogqueta patogénica que pertence a Ordem Spirochaetales, Familia
Spirochaetaceae, Geénero Treponema. Nesta Ordem destacam-se como principais
patogéneos humanos, além do género Treponema, 0 género Borrelia e o género
Leptospira, mas o patogénio predominante entre as espiroguetas € o Treponema
pallidum subespécie pallidum. (37,38,57,68,78)

1.2 Caracteristicas do género Treponema

Os microrganismos do género Treponema sdo bactérias anaerdbias facultativas
que apresentam na sua constituicdo um cilindro protoplasmatico, composto por
protoplasma, membrana citoplasmatica, uma camada de peptidoglicano e um espaco
periplasmatico com flagelos periplasmaticos. Estes, percorrendo longitudinalmente os
microrganismos de extremo a extremo, confere-lhes mobilidade, realizando
movimentos de rotacdo e translagdo. Estruturalmente estes microrganismos possuem
uma parede celular similar a das bactérias de coloracdo Gram-negativa. Relativamente a
sua morfologia, apresentam-se sob a forma de bacilos finos, helicoidais. Possuem cerca
de meia-duzia a uma duzia de espiras regulares afiladas nas extremidades, sendo
vulgarmente comparados a ““saca-rolhas”. Devido as suas pequenas dimensdes (0,1 a 0,5
pum de diametro por 6 a 20 um de comprimento) sao apenas visiveis por microscopia de
fundo escuro ou microscopia electrénica. (6,37,57,68,78)

A espécie Treponema pallidum engloba quatro subespécies que revelam ser um
problema para a salide publica, uma vez que sdo responsaveis pelo desenvolvimento de

diversas doencas no Homem: Treponema pallidum subespécie pallidum é o agente



etiologico da sifilis venérea, e apresenta uma distribuicdo geografica mundial;
Treponema pallidum subespécie pertenue responsavel pela framboésia (boubas), com a
distribuicdo geografica predominante na Asia Tropical, Africa, América Central e
Ameérica do Sul; Treponema pallidum subespécie endemicum € o agente etiologico da
sifilis endémica ndo-venérea, e encontra-se distribuido geograficamente por Africa,
Sudueste da Asia e Médio Oriente; Treponema pallidum subespécie carateum é o
agente da pinta, e tem uma prevaléncia geografica pela América Central e América do
Sul. (37,39,41,57,68,76)

1.3 Caracteristicas morfoldgicas, estruturais e culturais de Treponema

pallidum subespécie pallidum

Treponema pallidum subespécie pallidum é constituido por uma membrana
dupla — externa e interna (ou citoplasmatica). A membrana externa que compde a
superficie celular funciona como uma barreira de protec¢do relativamente ao meio
envolvente. A membrana interna (ou citoplasmatica), envolve o protoplasma é
constituida fundamentalmente, por numerosas lipoproteinas imunogénicas, por
proteinas de ligacdo a penicilina (PBP), e por cardiolipinas (fosfolipidos acidicos).
(6,15,37,38,57,68)

Este microrganismo possui, ainda, trés flagelos, vulgarmente denominados de
flagelos periplasmaticos ou endoflagelos, que sdo estruturas localizadas no espaco
periplasmatico, sendo responsaveis pela locomocdo, que lhe conferem o movimento
helicoidal caracteristico. (6,15,37,38,57,68,78)

O Treponema pallidum subespécie pallidum é extremamente sensivel as
condic¢des do meio envolvente (como a temperatura, oxigénio e pH), bem como a outros
agentes fisicos e quimicos, o que ndo lhe permite sobreviver fora do seu hospedeiro
natural. Assim sendo, um dos principais problemas a nivel do processamento
laboratorial consiste no facto de ndo ser possivel cultivar Treponema pallidum
subespécie pallidum em meios de cultura ditos artificais (sem células). O método
amplamente utilizado de modo a manter e reproduzir este microrganismo in vivo, reside
na inoculagdo em modelo animal de laboratorio, habitualmente o coelho, porque

apresenta um padréo de infec¢do idéntico ao do Homem. (6,15,37,38,57,68)



1.4 Patogenicidade e imunidade

A capacidade que Treponema pallidum tem de invadir e colonizar o hospedeiro
encontra-se relacionada com a sua mobilidade, aderéncia, penetracdo e rapida
disseminacdo hematogénica a partir do local de inoculagdo, assim como da sua
capacidade de evasdo ao sistema imunitario do hospedeiro. Na presenca deste
microrganismo, desencadeia-se no hospedeiro uma resposta imunitaria tanto de tipo
humoral (producédo de anticorpos contra antigénios treponémicos) como do tipo celular
(alteragdes histologicas caracteristicas das lesdes sifiliticas). Assim sendo, na fase
inicial da infeccdo por Treponema pallidum, a primeira linha de defesa do hospedeiro
contra o microrganismo resulta na producao de imunoglobulinas do tipo M e do tipo G
(IgM e 1gG) contra os antigénios de superficie. A producdo das imunoglobulinas de tipo
IgM ¢ significativamente superior a das imunoglobulinas de tipo IgG (70% de IgM e
20% de 1gG) e o seu aumento é mais precoce (7 a 20 dias) quando comparado com 0
das imunoglobulinas de tipo IgG (quarta semana). Efectuado o tratamento, as
imunoglobulinas de tipo IgM especificas desaparecem de circulacdo, mas as
imunoglobulinas de tipo IgG continuam a ser produzidas por células imunocompetentes
com memodria. (6,9,37,57,68,77,78)

1.5 Transmissao e epidemiologia

A sifilis € uma infeccdo sexualmente transmissivel que atinge maioritariamente a
populacdo sexualmente activa situada na faixa etaria compreendida entre os 20 e os 30
anos de idade. Esta infeccdo pode ser transmitida através das seguintes vias: contacto
sexual (vaginal, oral, anal); introducdo directa no sistema vascular mediante a partilha
de agulhas ou transfusfes sanguineas; contacto cutaneo directo com lesbes infecciosas,
sendo nestes casos designada por sifilis adquirida; e por transferéncia placentaria de
espiroquetas, da mulher gravida infectada para o feto originando a sifilis congénita.
(1,6,26,32,41,68,78)

O risco de infeccédo € aproximadamente de 30% aquando de contacto sexual com
um parceiro infectado. Treponema pallidum é capaz de invadir as mucosas intactas bem

como as areas de pele com superficies de continuidade. (1,6,41,68,78)



Embora exista tratamento anti-treponémico de sucesso, e apesar do vasto
conhecimento de décadas da epidemiologia da doenga, o problema da sifilis persiste e a
incidéncia da infeccdo por Treponema pallidum é crescente. (37,53,68,78)

Consoante as areas geograficas do globo a prevaléncia e a incidéncia da doenca,
variam significativamente, notando-se uma diferenca acentuada entre os paises
desenvolvidos e os paises em vias de desenvolvimento, continuando estes Ultimos a
apresentar uma taxa de incidéncia superior relativamente aos primeiros. As maiores
taxas de incidéncia de sifilis centram-se na Africa Subsaariana, Sul e Sudeste da Asia, e
América do Sul, com 3 milhdes de casos em adultos que ocorrem anualmente nessas
regides, comparativamente a aproximadamente 100.000 casos na América do Norte, em
1999. (16,20,21,26,28,34,57,67,68,78)

Entre 1981 e 1989 a incidéncia de sifilis primaria e secundaria nos Estados
Unidos da América (EUA) cresceu de 13,7 para 18,4 casos por 100.000 habitantes, o
que se traduz num aumento de 34%, e em 1987 a sifilis congénita aumentou em 21%.
@37)

Na histdria recente, os casos de sifilis descritos nos EUA atingiram o pico por
volta de 1990, e os esforgos para reduzir a incidéncia da doenca resultaram numa
reducdo dos casos notificados ao longo das décadas. Em 2000, a taxa foi a mais baixa
desde que o relatorio comecou em 1941, mas apesar dos esforgos visando a eliminacéo,
a sifilis ressurgiu como uma ameaca a satde publica em 2001, e véarias taxas de casos
tém aumentado gradualmente, principalmente devido a um ressurgimento da doenca
entre homens que fazem sexo com homens. Em 2008, a taxa nacional dos EUA de sifilis
primaria e secundaria foi de 4,5 casos por 100.000 habitantes, um aumento de 18% a
partir de 2007 (3,8 casos por 100.000 habitantes). O nimero mais elevado de casos de
sifilis priméria e secundaria desde 1995 foi de 13.500 casos, com um aumento de quase
2000 casos em relacdo aos relatorios de 2007 (11.466 casos). (81)

Embora a maioria dos casos de sifilis nos EUA ocorram entre o grupo de
homossexuais do sexo masculino, a sifilis entre o grupo dos heterossexuais também é
um problema emergente. Nas mulheres, as taxas de sifilis primaria e secundaria
continuam substancialmente menores do que nos homens, porém, as taxas tém
aumentado a cada ano desde 2004. Em 2008, a taxa de sifilis entre as mulheres

aumentou 36% em relagdo ao ano anterior (1,1 casos por 100.000 mulheres em 2007



contra 1,5 em 2008). Relativamente as taxas de sifilis congénita, estas mantiveram-se
estaveis entre 2007 e 2008, ap6s 2 anos de aumento. Foram descritos 431 casos de sifilis
congénita em 2008 (10,1 casos por 100.000 nados vivos). (81)

Os casos de sifilis nos EUA demonstram uma significativa disparidade racial.
Nos Ultimos 5 anos, o aumento de sifilis foi maior entre os individuos de raca negra do
que nos individuos de raca caucasiana. A taxa de sifilis entre os individuos de raca
negra foi aproximadamente oito vezes maior do que em individuos de raca caucasiana
em 2008 (17,3 casos por 100.000 versus 2,2) e a taxa de casos de sifilis descritos entre
os hispéanicos foi o dobro da dos individuos de raca caucasiana. (81)

Em Portugal e em conformidade com a Direc¢do Geral de Saude Portuguesa
(DGSP), houve 120 casos de sifilis recente em 2006, 0 que corresponde a uma taxa de
incidéncia de 1.20/10° da populacdo, e 19 casos de sifilis congénita, que corresponde a
uma taxa de incidéncia de 0,13/10° da populagdo do mesmo ano. No entanto, quando
dados inéditos de dermatologia clinica em Portugal s&o tidos em conta, verifica-se que a

sifilis é altamente subnotificada. (13)

1.6 Caracterizacdo da evolucao clinica da doenca e manifestac@es clinicas

A sifilis € uma doenca sistémica que ndo sendo tratada se torna uma doenca
cronica evoluindo por diferentes estadios sintomaticos e assintomaticos. (53,55,59,68)

A sifilis é entdo classificada como adquirida ou congénita. Sifilis adquirida €
dividida em sifilis precoce e tardia. A sifilis precoce engloba as seguintes fases:
primaria, secundéria e latente precoce. O Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) define a sifilis precoce como sifilis adquirida a menos de um ano enquanto que a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define esse periodo em dois anos. A sifilis tardia
engloba a sifilis latente tardia e a terciaria (gomas, sifilis cardiovascular e neurossifilis).
O CDC define sifilis tardia como sifilis adquirida a mais de um ano, e a OMS define-a
como sifilis adquirida a mais de dois anos. A sifilis congénita é também dividida em
precoce (primeiros 2 anos de vida) e tardia, a qual inclui os estigmas da sifilis
congeénita. (23,41,59)



1.6.1 Sifilis primaria

A fase primaria da doenca comeca normalmente 21 dias (o periodo de incubacao
de 10 a 90 dias) apds o contacto infeccioso. Esta fase abrange o desenvolvimento de
uma lesdo primaria no local da inoculacdo, com maior frequéncia nos genitais, cuja
reaccdo inflamatoria origina uma leséo ulcerosa, denominada cancro. O cancro tem base
lisa e limpa, com bordos elevados e firmes. A Ulcera geralmente é indolor, embora
possa ser algo sensivel a palpacéo, e habitualmente dura 2 a 6 semanas. A exsudacao é
escassa, a ndo ser que haja infecgdo secundéria do cancro. Normalmente, existe apenas
um cancro primario, mas podem ocorrer multiplas Ulceras priméarias nos doentes com
sindrome de VIH. A base da Ulcera contém espiroquetas que podem ser observadas por
meio do microscépio de campo escuro ou de imunofluorescéncia a partir da realizacao
de uma raspagem da lesdo. Ocasionalmente, a sifilis pode ocorrer sem a existéncia de
uma Ulcera visivel. Os ganglios linfaticos regionais encontram-se aumentados, sem
sinais inflamatorios sendo indolores e firmes. O cancro regride no espaco de tempo de 3
a 6 semanas (com uma variacdo de 1 a 12 semanas). O diagndstico laboratorial da sifilis
primaria depende da demonstracdo de espiroquetas na lesdo por meio de microscopia de
campo escuro ou de imunofluorescéncia directa, além dos testes seroldgicos.
(22,23,26,36,37,41,43,53,68,78)

1.6.2 Sifilis secundaria

A fase secundéaria da infec¢do corresponde a disseminacdo generalizada e é a
etapa mais ostensiva da doenca existindo grande numero de microrganismos em
circulacdo e nas lesdes. Esta fase inicia-se 2 a 8 semanas ap0s 0 aparecimento do cancro
e tem a duracdo de poucos dias, sendo seguida de uma fase latente de muitos anos,
durante os quais ndo existem sinais nem sintomas. A apresentacdo mais evidente é a de
uma erupcdo cutanea disseminada por todo o corpo, que envolve as palmas das maos e
as plantas dos pés podendo ser macular, maculopapular ou pustulosa, mas ndo vesicular,
sendo na maior parte das vezes acompanhada de febre e dores musculares. Nas areas
intertriginosas hdmidas, aparecem amplas placas humidas, branco-acizentadas,

denominadas condilomas planos, com abundancia de espiroquetas infecciosas. Estas



espiroquetas podem ser observadas através do microscopio de campo escuro ou
imunofluorescéncia em amostras colhidas por raspagem das lesbes. De modo
semelhante, podem ser observadas nas mucosas, lesdes infecciosas, denominadas
mucosas sifilides. Areas pilosas podem também ser atingidas com zonas de alopécia do
couro cabeludo e/ou adelgacamento das sobrancelhas. (22,23,36,37,41,43,53,68,78)

Os sintomas sistémicos incluem linfadenopatia generalizada, febre e mal-estar
geral. Nesta fase da doenca, qualquer 6rgdo pode ser envolvido na sifilis secundaria,
podendo resultar no desenvolvimento de queratite, hepatite e/ou osteite. A infeccdo do
sistema nervoso central ocorre em qualquer estagio da sifilis, mas é mais comum
durante esta fase. Meningismo e cefaleia sdo comuns e pode surgir meningite asséptica.
(22,23,36,37,41,68,78)

O limite entre as fases priméria e secundaria pode ndo ser totalmente nitido. Em
alguns casos, 0 cancro ainda pode estar presente quando aparece a erup¢do secundaria.
(22,23,36,37,41,68,78)

O diagndstico laboratorial da sifilis secundaria é geralmente efectuado com
facilidade por meio de técnicas seroldgicas, assim como pela demonstracdo de
Treponema pallidum nas lesdes. (22,23,36,37,41,59,68,78)

1.6.3 Sifilis latente

Apbs a fase secundaria, a doenca pode tornar-se subclinica, embora néo
necessariamente inactiva. A fase latente é dividida num periodo inicial de 2 anos para a
OMS e de 1 ano para 0 CDC, denominado de fase latente precoce, e um periodo latente
tardio posterior. Durante a fase de laténcia precoce pode haver recaida, e o doente pode
transmitir a infeccdo. Cerca de 90% das recaidas ocorrem durante o primeiro ano. O
periodo de laténcia tardio tem duracdo indefinida e pode evoluir sem qualquer
complicacdo. Durante o estdgio de laténcia da sifilis a presenca da doenca apenas é
detectada por métodos serologicos. (22,23,26,36,37,41,43,68)



1.6.4 Sifilis tardia

As complicag6es da sifilis tardia incluem alteracGes do sistema nervoso central,
anormalidades cardiovasculares e formacdo de tumores, denominados gomas, em
qualquer 6rgéo ou tecido. A neurossifilis tardia pode ser sintomatica ou assintomatica.
A doenca assintomatica € um diagndstico laboratorial sendo caracterizada por alteragdes
do exame citoquimico do liquido cefalorraquidiano (LCR) com auséncia de sintomas.
Em geral, observam-se pleocitose, niveis elevados de proteinas ou niveis reduzidos de
glicose no LCR. Uma prova seroldgica ndo-treponémica positiva, classicamente o teste
Venereal Diseases Research Laboratory (VDRL) no LCR define a doenca, embora
raramente possam ser demonstradas espiroquetas por meio de cultura ou, mais
recentemente, por métodos moleculares. A infeccdo sintomatica € de tipo
meningovascular ou parenquimatosa, mas existe uma consideravel superposi¢do de
categorias. A sifilis meningovascular é semelhante a meningite asséptica do estagio
secundario. Qualquer nervo craniano pode estar afectado pela inflamacéo, resultando no
desenvolvimento de surdez e alteracBes visuais. A doenca parenquimatosa pode
envolver os neurdnios do cérebro ou da medula espinal. O comprometimento cerebral
manifesta-se como uma ampla variedade de alteracBes neuropsiquiatricas, incluindo
alteracbes fisicas, como paralisia, e problemas psiquiatricos, como as ilusGes de
grandeza. A doenca, denominada tabes dorsal, inclui um caminhar “abrupto” peculiar e
deformacéo dos joelhos. (23,36,37,68,78)

O intervalo entre a doenca primaria e as complicacdes neuroldgicas € de 5 a 10
anos no caso da paralisia geral e de 25 a 30 anos para a tabes dorsal. (37)

A lesdo cardiovascular da sifilis terciéria, aortite sifilitica, ocorre em cerca de
10% dos casos ndo-tratados. E causada pela inflamac&o dos pequenos vasos que nutrem
a aorta (endarterite sifilitica) e afecta primariamente a aorta ascendente. Duas
complicagdes podem dai resultar: aneurisma aortico e dilatagdo do anel adrtico, o que
causa insuficiéncia cardiaca e regurgitacdo sanguinea atraves da valvula adrtica. Os
aneurismas adrticos podem evoluir a uma dimensao tal que produzem erosdes através
do esterno. (22,23,36,37,68,78)



A Unica prova universalmente reconhecida para o diagnostico de neurossifilis € o
teste VDRL adaptado para o LCR. Infelizmente, este teste € pouco sensivel, mas outros

testes serologicos tendem a ser inespecificos. (37,68)

1.6.5 Sifilis tardia “benigna”

Esta lesdo da infeccdo caracteriza-se pela formacdo de lesGes granulamatosas
inespecificas denominadas gomas, sendo a complicacdo mais comum da sifilis tardia
que ocorre em cerca de 15% dos doentes ndo-tratados. A formacéo do granuloma indica
resposta imune celular completamente activa, podendo destruir os tecidos circundantes
a medida que aumenta de tamanho. Do ponto de vista clinico, as gomas sdo lesGes
macicas destrutivas que ocorrem em qualquer 6rgao e que no inicio colocam problema

de diagndstico diferencial com carcinoma. (37,68)

1.6.6 Sifilis congénita

Um dos maiores problemas da sifilis é a infec¢do intra-uterina do feto. Como
reflexo do aumento de casos de sifilis na populacdo em geral, a sifilis congénita
aumentou de maneira equilibrada desde 1983. A infec¢do transplacentaria ocorre com
maior probabilidade durante os estdgios primario e secundario da sifilis. As
espiroquetas podem infectar o feto em qualquer momento durante a gravidez, mas a
probabilidade de surgir uma doenca clinica aumenta a medida que a gravidez progride.
(18,37,68)

A infeccdo fetal pode resultar em morte fetal com aborto espontaneo, geralmente
apos o primeiro trimestre, ou em mortalidade tardia de nados vivos em 30 a 40% dos
casos; parto prematuro ou de termo, de recém-nascidos com sinais evidentes de infeccdo
ou totalmente assintométicos (aproximadamente /3 dos casos de nados Vivos).
(18,68,78)

Clinicamente a sifilis congenita pode ser semelhante a uma infecgdo congenita
originada por citomegalovirus, toxoplasmose, virus herpes simplex e rubéola, bem
como sépsis bacteriana, incompatibilidade do grupo sanguineo, e outras numerosas
condigdes neonatais. (18,26,68,78)



A sifilis congénita pode ser dividida em duas sindromes clinicas: sifilis
congénita precoce, quando sintomas e sinais surgem nos primeiros dois anos de vida, e
sifilis congénita tardia quando aqueles aparecem mais tarde durante as duas primeiras
décadas de vida. A sifilis congénita precoce € diagnosticada durante os dois primeiros
anos de vida, e inclui os nadomortos. A sifilis congénita tardia refere-se aos casos em
que sintomas e sinais aparecem apds os dois anos de idade, sendo que geralmente se
manifesta perto da puberdade, afectando principalmente os 0ssos, dentes e sistema
nervoso. (18,23,26,32,36,68,78)

A sifilis congénita precoce pode ser diagnosticada em qualquer momento antes
dos dois anos de idade, mas uma reviséo da literatura indica que esta geralmente surge
no periodo neonatal, e raramente mais tarde do que os 3 a 4 meses de vida. A maioria
dos recém-nascidos afectados estdo assintomaticos a nascenca, desenvolvendo-se dois
tercos de sintomas pelas 3 a 8 semanas. (18,23,26,32,68,78)

Relativamente aos sintomas clinicos de infeccdo congénita, os mais
caracteristicos sdo a prematuridade e o baixo peso a nascenca (10-40% das criancas),
hepatomegalia com ou sem esplenomegalia (33-100%), erupcdo cutanea (40%) e
alteracOes Osseas observaveis ao raio-X (75-100%), como a deformacgdo das tibias
(tibias em sabre). Outros sinais precoces incluem pseudoparalisia, desconforto
respiratério, hemorragias, alteracGes dentérias (molares muriformes) e febre.
(18,23,26,32,36,68,78)

O exame clinico é importante, no entanto, estima-se que até 60% das crianc¢as
com sifilis congénita sdo assintomaticas a nascenca. Portanto, o diagnéstico num recém-
nascido s6 pode ser efectuado através de uma revisdo dos testes da mae e historia de
tratamento, associados as manifestacdes clinicas e laboratoriais. (18,23,26,32,36,68,78)

Nenhum teste de diagndstico laboratorial por si s6 permite diagnosticar sifilis
congénita, e é considerado anti-ético ndo tratar um bebé em risco de infec¢do, mesmo
sem a existéncia de um diagnostico definitivo. Ndo devem ser utilizadas amostras de
sangue do corddo umbilical. Os testes de diagnostico laboratoriais como 0s
imunoensaios enzimaticos e os testes “immunoblotting” para a dete¢do de
imunoglobulinas de tipo IgM especificas assim como a técnica de reaccdo em cadeia da
polimerase (PCR) para a pesquisa de acido desoxirribonucleico (ADN) de Treponema

pallidum tornaram o diagndstico laboratorial da sifilis fetal mais sensivel e especifico,



pelo que as evidéncias clinicas como a hepatomegélia, ictericia e alteracdes dsseas
podem ser resolvidas no prazo de 3 meses apds 0 nascimento, se as criangas
sintomaticas for efectuada a terapéutica. (23,32,36,68,78)

A interpretacdo dos testes seroldgicos (treponémicos e nao-treponémicos) para o
diagnostico de infeccdo congénita é dificil. As criancas sintomaticas nascidas de mées
seropositivas ndo-tratadas requerem tratamento antimicrobiano. Se a mée recebeu
tratamento adequado com penicilina, a infeccdo congénita € improvavel, e o latente
deve ser acompanhado com rigor clinico e laboratorial. A reactividade do teste VDRL
geralmente desaparece em 6 meses e a do teste de Fluorescent treponemal antibody
absorption (FTA-ADbs) no espaco de um ano. Na auséncia de evidéncia clara de
tratamento adequado da mde, estd indicado o tratamento empirico do latente.
(23,26,37,68)

1.7 Diagnostico clinico e laboratorial da sifilis

O diagnéstico de infec¢do sifilitica congénita ou adquirida, é suspeito com base
em dados clinicos e confirmado pela identificacdo directa de treponemas em amostras
clinicas e/ou pela reactividade dos testes seroldgicos. (8,23,39,43,55,59,68,78)

Actualmente os métodos disponiveis para a identificacdo directa de Treponema
pallidum em amostras clinicas obtidas a partir de um cancro primario ou de lesdes
secundarias activas sdo: a microscopia de campo escuro; 0S ensaios de
imunofluorescéncia directa; o teste de infecciosidade no coelho, ou a pesquisa de ADN
de Treponema pallidum. (3,39,43,55,59,68,70,78)

O método que continua a ser o teste padréo de referéncia sendo o mais sensivel e
fiavel para a deteccdo de Treponema pallidum em amostras clinicas é o teste de
infecciosidade no coelho por inoculacdo intra-testicular da amostra a estudar. Este teste
fornece evidéncias definitivas fidveis de Treponema pallidum, mas o seu uso no
diagndstico de rotina é inviavel porque é caro, laborioso e necessita de condigdes
especiais para a utilizacdo e manutencdo de animais, ndo estando amplamente
disponivel. O procedimento é penoso e demorado, requerendo Varios meses para a

subcultura do material testicular, para confirmagdo do resultado inicial. Por motivos



Obvios, este método mantém-se como uma ferramenta de investigag&o.
(3,32,39,43,68,70,78)

Na sifilis priméria, antes que os anticorpos se tornem detectaveis, a pesquisa
directa de espiroquetas no cancro € a Unica forma de diagndstico. O método tradicional
€ 0 exame com microscopio de campo escuro do material raspado da superficie da
lesdo. A observacdo da motilidade das espiroquetas € essencial para a diferenciacdo de
Treponema pallidum de espiroquetas saprofitas. Assim, o exame microscopico deve ser
realizado de imediato apds colheita da amostra, condicéo esta dificil para a maioria dos
laboratérios clinicos. N&o se recomenda o exame de lesbes orais devido a frequente
presenca de treponemas saprofitas na cavidade oral. As lesfes cutaneas e viscerais da
sifilis secundaria contém usualmente um grande nUmero de espiroquetas, as quais
podem ser demonstradas por microscopia de campo escuro a partir de raspagens dessas
lesGes. (3,37,39,43,59,68)

A microscopia de campo escuro também tem sido utilizada para o estudo do
liqguido amniotico de modo a confirmar a infeccdo fetal. Este método baseia-se em
amostras frescas e de boa qualidade, sendo a presenca de espiroquetas no liquido
amniodtico um marcador de doenca fetal grave. (3,32,39,43,59,68)

Um procedimento alternativo mais satisfatorio do que o exame com microscopio
de campo escuro é a demonstracdo da presenca de espiroquetas nas lesdes por meio do
teste de imunofluorescéncia directa. O ensaio com base na imunofluorescéncia é
equivalente ao exame com campo escuro, quando a sensibilidade e a especificidade €
muito mais versatil, ja que a colheita pode ser efectuada durante a observacdo clinica e
depois enviada para laboratdrio, sendo aplicavel a amostras de bidpsia ou de tecidos.
(3,37,39,43,55,59,68)

Contudo, a incapacidade de demonstrar o microrganismo quer por esta técnica
quer pela microscopia ndo exclui o diagnostico de sifilis congénita.
(3,23,32,39,55,59,68,80)

A deteccdo de ADN de Treponema pallidum por técnicas de PCR no liquido
amniotico, soros neonatais e LCR neonatal revelou ser um método alternativo e sensivel
(76-86%), com uma especificidade de 100% para o diagnostico de sifilis congénita
quando comparado com o teste de infectividade do coelho, revelando-se uma



importante ferramenta adicional a microscopia de campo escuro e serologia
treponémica. (3,23,32,39,55,59,68,80)

O diagnostico laboratorial definitivo da sifilis é efectuado pela demonstracédo da
presenca de Treponema pallidum nas amostras clinicas por intermédio de testes
directos. Um diagndstico provavel de sifilis é considerado quando: - 0s testes
seroldgicos especificos ou inespecificos sdo reactivos na presenca de manifestacdes
clinicas compativeis com sifilis; - o teste VDRL é reactivo no LCR; - um teste
treponémico especifico é reactivo numa crianca de idade superior aos 15 meses de
idade. Quando ndo é possivel o diagndstico laboratorial definitivo (demonstracdo do
agente), os testes treponémicos especificos devem ser utilizados para confirmar a
suspeita baseada nas manifestacfes clinicas ou nos testes ndo treponémicos positivos.
(3,12,23,39,68,78,80)

1.8 Métodos seroldgicos

Os testes seroldgicos utilizados para o diagnéstico laboratorial da sifilis podem
ser divididos em dois grupos: testes ndo-treponémicos e testes treponémicos. Cada
grupo tem caracteristicas distintas que os tornam Uteis para diferentes propdésitos, sendo
complementares, e ndo exclusivos entre si. Os testes ndo-treponémicos sao inespecificos
sendo mais Uteis para o rastreio de infeccdo. Os testes treponémicos sdo testes
especificos que devem ser utilizados para a confirmacdo de um teste ndo-treponémico
reactivo ou em situacdo de grande suspeita clinica de sifilis, em que o teste ndo-
treponémico foi negativo. (3,10,11,23,37,39,43,55,59,68,74,78,79,81)

1.8.1 Testes ndo-treponémicos

Os testes ndo-treponémicos pesquisam anticorpos contra lipidos tecidulares,
sobretudo a cardiolipina, libertados no decurso de infec¢do por Treponema pallidum ou
por outros treponemas assim como em resposta a doengas que resultam em lesdes de
células teciduais. A associacdo foi reconhecida precocemente no século XXI, quando
foi desenvolvida uma variedade de testes de fixacdo do complemento. Entre os testes de



uso actual, predominam os de floculagcdo que utilizam como antigénio uma forma de
cardiolipina purificada em lipossomas de lecitina-colesterol. (8,23,39,55,59,78,81)

As técnicas utilizadas com maior frequéncia sao: o teste VDRL e o teste Rapid
Plasma Reagin (RPR). Estes utilizam 0 mesmo tipo de antigénio, cardiolipina associada
ao colesterol e lecitina, contudo no caso do RPR foi ainda adicionado cloreto de colina e
acido-tetra-acético (EDTA), que tornou desnecessaria a descomplementagdo dos soros,
e a incorporacdo de particulas de carvdo que permite a visualizacdo macroscopica da
reaccdo, tornando-o de mais facil execucdo e visualizacdo que o teste VDRL.
(8,10,11,12,23,37,39,43,55,59,81)

Os testes ndo-treponémicos apresentam uma sensibilidade de 70 a 99%,
conforme o estadio da doenca. Podem ndo ser positivos durante a fase inicial de sifilis
primaria, devendo ser repetidas apds uma semana, um més e trés meses, quando obtido
resultado negativo em doente com suspeita de infeccdo. A sensibilidade destes testes é
cerca de 100% durante a fase secundaria. (8,11,37,39,49,55,59)

Relativamente a este tipo de testes é de referir que o soro de doentes com grande
quantidade de anticorpos pode produzir o fenGmeno de prozona, em que um soro ndo
diluido ndo apresenta reactividade, enquanto que esta vai surgindo com a diluicdo do
mesmo. Este fendbmeno resulta da alta concentragdo de anticorpos, que blogueia ou
torna a reaccdo antigénio-anticorpo incompleta pelo que ndo ocorre reaccdo de
precipitacdo ou floculacdo. Os resultados falso-positivos causados pelo fenémeno de
prozona apresentam-se como uma preocupacdo clinica devendo-se suspeitar estar na
presenca deste fendmeno quando da aparéncia “grumosa” do antigénio floculado.
Qualquer soro que produza esse aspecto grumoso deve ser titulado. Além disso, o soro
deve ser diluido e reavaliado se, no doente com testes negativos, houver uma suspeita
clinica firme de infeccdo. Na populacdo em geral, a frequéncia de reaccdes de prozona é
tdo baixa que a diluicdo rotineira do soro ndo compensa o custo. (3,8,23,37,39,55,59,81)

Os testes ndo-treponémicos sdo afectados pela terapéutica anti-treponémica pelo
que sdo Uteis para 0 seguimento da progressdao da doenca e da resposta ao tratamento.
Quando reactivo um teste ndo treponémico deve ser titulado até uma diluicdo de ponto
final. Este titulo estabelece uma linha de base de reactividade a partir da qual pode ser
monitorizada a infeccéo. (3,8,23,37,39,55,59,81)



Se o titulo de anticorpos ndo-treponémicos ndo diminui progressivamente com o
tratamento, deve ser considerada a possibilidade de fracasso terapéutico. Deve haver
pelo menos uma reducdo de quatro vezes neste titulo aos trés meses apds tratamento
anti-treponémico. Os doentes tratados durante o estddio tardio da sifilis ou com
reinfeccdo podem desenvolver titulos que declinam mais lentamente ou permanecem
estaveis. Alguns desses doentes podem apresentar testes ndo-treponémicos positivos
para toda a vida, mesmo ap0s instituicdo de nova terapéutica, sendo considerados
seropositivos cronicos. (3,8,23,37,39,55,59)

O teste VDRL é um dos método n&o-treponemicos de escolha, sendo positivo
em aproximadamente 80% dos casos de sifilis priméaria e em 95% dos casos de sifilis
secundaria e € o Unico teste seroldgico aprovado para testar a reactividade do LCR,
sendo a utilizacdo deste teste seroldgico exclusivo e universalmente aceite para o
diagnéstico da neurossifilis. (12,39,59,78,80)

O teste RPR ¢é positivo em aproximadamente 85% dos casos de sifilis priméria e
em 98% dos casos de sifilis secundaria. As aplicacfes do teste RPR sdo semelhantes as
do VDRL, excepto que o RPR ndo deve ser utilizado para avaliar o LCR. A
simplicidade do teste RPR levou muitos laboratdrios a adopta-lo como uma anélise de
rastreio primaria. (12,23,37,39,55,59,80)

A especificidade dos testes ndo-treponémicos é em média de 98%, com variacdo
entre 93 a 99%. A falta de especificidade é um problema sobretudo quando os testes sdo
empregues para o rastreio de populacdes com baixa prevaléncia de sifilis, em cujo caso
as reacgOes positivas sdo provavelmente falsas. Reac¢Oes de falsa positividade ocorrem
em casos de doentes com outras infecgOes treponémicas, assim como em doentes com
doencas que induzem a formag&o de anticorpos anti-cardiolipina. Esses “falso-positivos
biologicos” podem ser transitorios, usualmente devidas a infec¢des virais, ou
persistentes, em geral relacionados com doencgas imunoldgicas. Também foram
referidas reacg¢des “falso-positivas biologicas” em individuos consumidores de drogas
intravenosas, uma populacdo em situacdo de maior risco para a aquisi¢do de infecgédo e
em doentes com infec¢do por VIH. Portanto, uma reac¢do positiva com um teste néo-
treponémico deve ser sempre confirmada com um teste treponémico especifico.
(3,8,10,23,37,39,43,49,55,59,61)



1.8.2 Testes treponémicos

Os testes treponémicos utilizam como antigénio Treponema pallidum ou algum
dos seus componentes, pesquisando assim anticorpos especificos. O teste padrdo de
referéncia era o teste de imobilizacdo de Treponema pallidum (TPI), no qual a
motilidade de treponemas vivos virulentos era inibida pela presenga de anticorpos
especificos do soro do doente. Este teste custoso e dificil de ser realizado foi substituido
por uma técnica de fluorescéncia na qual a absorcdo dos soros a estudar com
treponemas de Reiter permite eliminar reacgGes inespecificas (FTA-Abs).
Subsequentemente, foi desenvolvido outro teste especifico, um teste de hemaglutinacdo
passiva, que utiliza como antigénio eritrocitos sensibilizados com extractos de
Treponema pallidum (TPHA). (3,10,23,37,39,43,55,59,74,81)

O TPHA tem vindo a ser substituido pelo teste de aglutinacdo (TP-PA), o qual é
actualmente mais utilizado que o teste de imunofluorescéncia FTA-Abs, sendo mais
simples de execucdo e de leitura que aquele, o qual necessita de utilizacdo de
microscopio de fluorescéncia para observacao dos resultados. Estes testes sdo positivos
em 75% (TP-PA) a 85% (FTA-Abs) dos doentes com sifilis primaria e em 100% dos
doentes com sifilis secundaria. (3,8,10,23,39,43,55,59,78,81)

O teste TP-PA é um teste qualitativo para a deteccdo de anticorpos contra o
Treponema pallidum no soro ou no plasma. Este teste baseia-se na aglutinacdo de
particulas de gelatina coloridas sensibilizadas com o antigénio Treponema pallidum e
tem substituido o seu antecessor, o teste TPHA, apesar de utilizar 0 mesmo tipo de
antigénio treponémico oferece a vantagem da utilizacdo de particulas de gelatina em vez
de eritrdcitos, eliminando assim as reaccOes inespecificas. Por outro lado ndo é tdo caro
e é menos complicado em termos de execucdo e interpretacdo que o teste de
imunofluorescéncia FTA-Abs, sendo os resultados lidos macroscopicamente, pelo que é
um dos testes treponémicos mais comumente utilizado. (3,8,10,23,39,43,55,59,81)

O teste FTA-Abs apresenta uma taxa de positividade mais elevada na sifilis
precoce do que o0s testes ndo-treponémicos, sendo a taxa de positividade proxima a
100% no estadio secundario. Permanece reactivo durante o resto da vida do doente ndo
sendo a reactividade afectada pelo tratamento anti-treponémico. Portanto, o teste FTA-

Abs € til para o rastreio de sifilis tardia, mas ndo pode ser utilizado para a



monitorizacao do resultado do tratamento. O grau de positividade do teste FTA-Abs ndo
tem qualquer significado bioldgico, pelo que os soros positivos ndo sdo titulados. A sua
especificidade é muito elevada. Com poucas excepcdes, ndo ocorrem as “reacgdes falso-
positivas biologicas” dos testes ndo-treponemicos. O soro de alguns doentes,
especialmente daqueles com IGpus eritematoso sistémico ou outras doencgas do tecido
conjuntivo, podem produzir uma reaccdo de coloracdo incomum em forma de pérolas.
Quando o teste FTA-Abs € empregue para o rastreio de populacdes com prevaléncia
muito baixa de sifilis, podem ocorrer reac¢des falso-positivas, mesmo com este teste
muito especifico. (3,10,23,37,39,43,55,59,81)

Uma variacdo do teste FTA-Abs é o procedimento de dupla coloragdo. O teste é
muito semelhante ao FTA-Abs, excepto que opta pela utilizacdo de anticorpos anti-
treponémicos de tipo IgG conjugados com rodamina para visualizar as espiroquetas,
enquanto que no teste FTA-Abs cléssico € utilizada a iluminacdo de campo escuro para
essa visualizacdo. Os resultados dos procedimentos tradicional e de dupla coloracdo séo
comparaveis. (23,37,39,43,55,59,81)

O teste FTA-Abs pode ser adaptado para a detec¢do de anticorpos de tipo 1gG ou
de tipo IgM especificos. Uma vantagem de deteccdo de anticorpos de tipo IgM esta em
comprovar a infecgéo in utero. As imunoglobulinas da classe G atravessam a placenta e
penetram na circulacdo fetal, o que ndo ocorre com os anticorpos de tipo IgM. Estes sdo
elaborados pelo feto in utero; pelo que, a deteccdo de anticorpos de tipo IgM anti-
treponémicos especificos num recém-nascido indica infeccdo intra-uterina. Entretanto,
0s ensaios para pesquisa de IgM especificas tém problemas potenciais, e deve ser
tomada a importante precaugéo de validar um determinado ensaio antes do seu uso. Se
houver antiglobulinas, como factor reumatdide ou anticorpos anti-iodotipo, no soro
fetal, pode ocorrer reaccdo falso-positiva. Por outro lado quando presentes em
quantidades excessivas, 0s anticorpos de tipo IgG podem bloquear os locais de ligagdo
aos antigénios produzindo reacgdes “falso-negativas™. (3,23,31,37,39,43,55,59,74,81)

No teste TPHA também sdo empregues antigénios especificos de Treponema
pallidum. O teste é consideravelmente menos complicado do que o FTA-Abs e nao
requer microscopio de fluorescéncia. Apresenta desempenho semelhante ao do
procedimento  fluorescente, mas € menos sensivel na sifilis precoce.
(10,23,37,39,43,55,59,81)



As reacgdes de falsa reactividade dos testes treponémicos sdo raras, mas podem
ocorrer em doentes infectados por outras espiroquetas, incluindo a doenga de Lyme,
leptospirose ou mesmo por outras espécies patogénicas de Treponema. Os testes
treponémicos normalmente mantém-se positivos para o resto da vida do doente, mas 0s
seus titulos ndo se correlacionam com a presenca de doenca activa. (23,39,59,78,81)

Com as técnicas de “immunoblot”, cerca de dez diferentes proteinas
treponémicas sdo identificadas pelos anticorpos especificos presentes nos soros de
adultos e/ou criangas infectadas. O método “immunoblot” para pesquisa de IgM
especificas é muito eficaz na confirmacéo de sifilis congénita em criangas sintomaticas,
apresentando sensibilidade de 83-100%. Em estudos efectuados em amostras de recém-
nascidos assintomaticos com suspeita de sifilis congénita, 4-22% apresentaram
reactividade no teste “immunoblot” para pesquisa de IgM especificas. Os padrdes de
reactividade para essa pesquisa foram semelhantes para as criangcas assintomaéticas e
sintomaticas. Este teste foi mais sensivel que o teste FTA-Abs para a pesquisa de IgM
especificas quando utilizado para o rastreio de recém-nascidos com suspeita de sifilis
congénita, ndo se tendo observado nenhuma reactividade nos grupos de controlo
(recém-nascidos de mées adequadamente tratadas ou saudaveis e controlos de criangas
com sintomas semelhantes, mas com outras causas), resultando em especificidade de
100%. (3,23,31,32,39,55,59,74)

Uma grande naimero de testes treponémicos de tipo ensaio imunoenzimatico
(EIA) estdo disponiveis comercialmente, incluindo o Sifilis G Captia, Sifilis M Captia e
Sifilis G Captia select, teste da sifilis SpiroTek, Sifilis Enzygnost, e Sifilis G Bio-Rad.
O teste de Sifilis G Captia detecta anticorpos de tipo 1gG, e pode ser usado tanto como
um teste de rastreio como de confirmatorio, sendo considerado um substituto apropriado
para o teste TPHA. (29,39,55,59)

O teste de sifilis M Captia foi projectado para detectar anticorpos de tipo IgM
como objectivo de auxiliar no diagndstico de sifilis congénita, e estudos efectuados
demonstram ser mais sensivel que o teste FTA-Abs 19S IgM; sendo também
considerado adequado para o diagnéstico de sifilis precoce. (29,39,55,59)

O teste Sifilis SpiroTek foi 0 que apresentou a maior sensibilidade de todos os
testes treponémicos (especialmente na sifilis primaria ndo tratada) e é recomendado

como um teste confirmatério pelo CDC. (29,39,55,59)



Os testes EIA para a pesquisa de anticorpos anti-treponémicos tém demonstrado
sensibilidade e especificidade global igual ou melhor do que os testes FTA-Abs e TP-
PA. Alem disso, estes testes sdo passiveis de automatizacéo, eliminando a variagédo e a
subjectividade do leitor humano. Devido a estas vantagens muitos laboratorios passaram
a utiliza-los para o rastreio da infeccdo. Contudo esta estratégia apresenta a
desvantagem de ndo permitir a diferenciacdo entre doenga activa e doenga no passado,
visto que os testes treponémicos permanecem reactivos na maioria dos doentes para o
resto das suas vidas. Por esta razdo, o CDC actualmente recomenda que, se 0s testes
EIA forem utilizados para o rastreio em todos os casos de teste EIA reactivos, deve ser
realizado o teste RPR, e se este for ndo reactivo, deve realizar-se um segundo teste
treponémico como o TP-PA ou FTA-Abs. (3,11,23,29,39,43,55,58,59,62,81)

Os testes EIA foram também avaliados para a detec¢do de anticorpos de tipo
IgM no diagnostico de sifilis congénita quer sintomatica, quer assintomatica. A maioria
destes testes utilizam como antigénio extractos sonicados de Treponema pallidum ou
uma mistura de antigénios clonados, tendo-se observado uma sensibilidade (88-100%) e
especificidade (100%) elevadas, assim como resultados de pesquisa de IgM especificas
positivos em cerca de 3-7% de recém-nascidos assintomaticos com suspeita de sifilis
congénita. Poucos estudos tém comparado os testes EIA IgM com o teste
“immunoblot”-IgM. Os testes imunoenzimaticos parecem ser ligeiramente menos
sensiveis que os testes “immunoblot” na pesquisa deste tipo de anticorpos. No entanto,
0 EIA IgM € uma alternativa aceitavel para os laboratorios que tém menos experiéncia
com a técnica “immunoblot”, sendo mais facil de executar.
(3,11,23,29,32,39,43,55,58,59,62,81)

Comercialmente os testes treponémicos também estdo disponiveis em formatos
de tipo teste rapido. Estes sdo testes de execucdo simples e leitura facil que ndo
requerem equipamento especializado e podem ser realizados em centros de satde de
cuidados primérios, por pessoal técnico com um minimo de treino. Eles estdo
disponiveis quer como teste de aglutinacdo, utilizando particulas de latex revestidas
com antigénios treponémicos, quer como tiras imunocromatograficas em que a reacgdo
positiva aparece como uma linha colorida. A maioria destes testes podem ser usados
com sangue total, soro ou plasma. Podem ser armazenados a temperatura ambiente, séo

simples de executar, podendo os resultados ser lidos visualmente em menos de 30



minutos. Mais de 20 tipos de testes rapidos estdo disponiveis comercialmente, mas
nenhum foi aprovado para uso na América do Norte, uma vez que ndo contém um
controlo de qualidade interna, é recomendado o controlo de qualidade periddico externo
através de testes em laboratorio. (3,23,39,46,55,56,59)

1.9 Métodos de biologia molecular

Uma série de métodos baseados na reac¢do da polimerase em cadeia tém sido
desenvolvidos para a deteccdo de ADN de Treponema pallidum em amostras clinicas.
Embora estes métodos ndo estejam padronizados, eles parecem ser altamente sensiveis,
capazes de detectarem o valor minimo de 1 a 10 organismos por amostra apresentando
também elevada especificidade. A técnica de PCR podera ser um teste de escolha para o
diagndstico laboratorial de sifilis congénita, neurossifilis e sifilis priméria inicial onde
0s testes tradicionais apresentam uma sensibilidade limitada. (3,13,24,39,55,59,70,77)

A técnica de PCR identifica Treponema pallidum pela amplificacdo de
sequéncias de ADN ou de acido ribonucleico (ARN) especificas deste microrganismo.
Pode ser realizada a partir de esfregacos de lesbes, aspirado dos nodulos linfaticos,
LCR, sangue, liquido amnidtico, e amostras de tecidos fixado ou ndo. Contudo, a
sensibilidade varia bastante com o tipo de amostra e estadio de infeccdo e a
especificidade, enquanto intrinsecamente muito alta, depende da escolha dos primers,
da habilidade do técnico que executa, do tipo de amostra e tratamento.
(3,13,24,39,55,70,78,80)

A técnica de PCR em tempo real (PCR-TR) baseia-se na detec¢do do material
amplificado por corantes fluorescentes que se encontram ligados a sondas
oligonucleotidicas. Durante esta técnica é possivel detectar os produtos amplificados
através das intensidades de fluorescéncia. E uma técnica rapida e fiavel, que apresenta
um grande potencial para o diagnostico de sifilis primaria, especialmente em contextos
em que nao € possivel realizar microscopia de campo escuro. As vantagens de uma
técnica de PCR-TR tém a ver com a capacidade de detectar o microrganismo
directamente, com um tempo de resposta curto, e uma facilidade de desempenho.
(24,33,42)



A técnica de PCR-TR para pesquisa de ADN de Treponema pallidum é de facil
execucdo e permite que ndo se leve em consideragdo o periodo de janela seroldgica da
sifilis, que pode ser de até 3 meses. Tanto a técnica de PCR-TR como a microscopia de
campo escuro identificam directamente a espiroqueta, sem o uso de um parametro

indirecto, como a producéo de anticorpos (serologia de sifilis). (24,33,42)



2. Tratamento

Com o decorrer do tempo, varios farmacos e metodologias foram propostos para
o tratamento da sifilis. (37,68,75,78,79)

2.1 Terapéutica

A penicilina G parentérica continua a ser o farmaco de eleicdo para a terapéutica
em todos os estadios da sifilis tendo sido o Gnico farmaco que demonstrou ser eficaz
para a terapéutica de doentes com neurossifilis, sifilis congénita, ou sifilis durante a
gravidez. Nao foram ainda referidos qualquer caso de resisténcia de Treponema
pallidum a penicilina. Trés esquemas basicos sdo utilizados para as criancas: 10 a 14
dias de penicilina procaina por via intramuscular; 10 a 14 dias de penicilina aquosa
administrada por via intravenosa; e uma Unica dose de penicilina benzatinica por via
intramuscular. A escolha de um destes trés esquemas é determinada pelas manifestacoes
clinicas e pela probabilidade de se poder efectuar ou ndo a monitorizagdo da resposta ao
tratamento. Em situagdes de reaccOes alérgicas graves a penicilina, as criangas devem
ser dessensibilizadas e tratadas com penicilina. Recomendagdes para o tratamento
podem mudar nos proximos anos devendo-se dar mais informacdo de apoio quanto a
utilizacdo das cefalosporinas de terceira geracdo (ndo recomendado actualmente)
podendo estas tornarem-se disponiveis. (2,6,26,41,68,71,75,78,79)

A reaccdo de Jarischh-Herxheimer, que se manifesta por febre, cefaleias,
mialgias, e mau-estar, ocorre em alguns doentes 2 a 12 horas depois de receberem
tratamento para sifilis recente (especialmente nos estagios iniciais). A reaccao parece
resultar da libertacdo de compostos ndo-treponémicos do tipo endotoxina durante a lise
treponémica mediada pela penicilina. Esta reaccdao € um evento raro em recém-nascidos,
mas pode ocorrer numa etapa mais tardia da infancia e para além da mesma.
(2,6,24,41,68,75,78,79)



2.2 Avaliacdo da eficacia do tratamento

N&o foram estabelecidos critérios definitivos para o sucesso ou fracasso do
tratamento, e a avaliacdo da resposta ao tratamento geralmente é dificil. Além disso, €
dificil diferenciar fracasso terapéutico de reinfeccdo. Geralmente, a eficcia da terapia é
monitorizada pela remissdo dos sintomas quando existentes e pelo declinio no titulo de
anticorpo de um teste ndo-treponémico. Titulos sequenciais desses anticorpos devem ser
avaliados utilizando o mesmo tipo de teste no mesmo laboratorio. Uma diminui¢do no
titulo pds-tratamento confirma a resposta favoravel ao tratamento, e um aumento no
titulo indica insucesso terapéutico ou reinfec¢do. Tipicamente, o titulo de anticorpos
anti-cardiolipina devera declinar quatro vezes apos trés meses (por exemplo, de 1:32
para 1:8) e por oito vezes apds seis meses (por exemplo, de 1:32 para 1:4) com a terapia
padrdo. No entanto, ha evidéncias de que 15% dos doentes tratados para sifilis precoce
ndo irdo demonstrar uma diminuicdo, de quatro vezes no titulo, em um ano poés-
tratamento. O tempo para a diminui¢do do titulo de anticorpo pode ser mais longo com
o teste RPR do que com o teste VDRL. (6,26,59,79)

A coinfeccdo por VIH pode atrasar o declinio do titulo tanto na sifilis priméria
como na secundaria. As directrizes do CDC sugerem que a falha em obter uma redugéo
de quatro vezes no titulo de anticorpo aos seis meses apés a terapia no caso de sifilis
priméria e secundaria, e aos 12 a 24 meses no caso de sifilis latente, com titulos iniciais
elevados, identifica doentes com risco de faléncia terapéutica. (6,26,59,79)

A seroconversao é um processo lento que depende do estagio da doenca e uma
série de outras condicdes. Por isso, a taxa de declinio no titulo é mais Util do que a
seroreversdo. Para diferenciar a seroreversdo, o soro do doente deve ser examinado em
cada 3-6 meses pelo menos durante 2 anos. Considera-se que a terapéutica foi efectuada
com sucesso aquando ap6s um ano os testes RPR ou VDRL negativam em doentes com
sifilis priméria, apds dois anos em doentes com sifilis secundéria, e apos cinco anos em
sifilis latente. Ndo obstante, em alguns doentes, particularmente aqueles tratados em
estadios latentes ou tardios, os anticorpos nao-treponémicos podem persistir com titulos
baixos por um longo periodo de tempo, as vezes por toda a vida, e sendo esta reaccao
referida como uma “reac¢ao serofast”. Por outro lado, mesmo sem tratamento, o doente

pode tornar-se serologicamente negativo apds varios anos. (6,26,59,79)



O teste VDRL pode ser negativo em até um quarto dos doentes com sifilis tardia
néo tratada. (6,26,59)

Os titulos de anticorpos treponémicos correlacionam-se fracamente com a
actividade da doenca e ndo devem ser usados para monitorizar o tratamento. (6,26,59)

A técnica de PCR pode ser Util para descartar uma infeccdo persistente. (6,26,59)

2.3 Periodo de vigilancia pos-terapéutica

As criangas devem ser reavaliadas apds o tratamento de sifilis congénita aos
1,2,3,6 e 12 meses de idade. Os testes ndo-treponémicos devem ser repetidos em cada 2-
3 meses até que se tornem nao-reactivos ou o seu titulo diminua quatro vezes. Quando
0s anticorpos ndo-treponémicos sdo de origem materna, os titulos normalmente
negativam em 3 meses, devendo mesmo ser negativos aos 6 meses de idade se a crianga
ndo tiver sido infectada. Se os titulos de anticorpos ndo-treponémicos permanecerem
estaveis ou aumentarem apos 6 e 12 meses de idade, a crianca devera ser reavaliada
(incluindo andlise ao LCR) e tratada com um regime terapéutico de 10 dias de
penicilina G parentérica. (2,26,32,78,79)

Os anticorpos treponémicos especificos de origem materna podem persistir até
aos 12 a 15 meses em 15% das criancas ndo infectadas nascidas de maes seropositivas,
tornando estes testes de pouca ajuda diagnostica durante a infancia. A permanéncia de
reactividade em idade de 18 meses ou mais € indicativo de infeccdo congénita.
(2,26,32,78,79)

Os latentes com neurossifilis congénita, LCR anormal ou ndo interpretavel e
contagem de leucécitos ou concentracdo de proteinas ou teste de VDRL do LCR
positivo devem efectuar as avaliac6es clinicas e avaliagdes do LCR a cada 6 meses até
que os indices de LCR sejam normais. Um teste VDRL de LCR reactivo em qualquer
avaliacdo aos 6 meses é indicacdo para instituicdo de nova terapéutica, 0 mesmo esta
indicado quando a contagem de leucécitos do LCR ndo apresentar um declinio

constante em cada exame ou permanecer anormal aos 2 anos. (2,26,78,79)



3. Prevencao

A sifilis congénita encontra-se sob controle em grande parte dos paises mais
ricos do mundo, mas a sifilis durante a gravidez continua a ser um problema tragico e
substancial em muitos paises em vias de desenvolvimento. (72)

A sifilis congénita pode ser prevenida atraves da deteccdo da infeccdo na mulher
gravida. Programas dirigidos para a promocao de sexo seguro ou para o controlo de
infeccbes sexualmente transmissiveis na comunidade ajudam a prevenir a infeccdo
materna, mas, se uma mulher infectada ficar gravida, os programas de rastreio apenas
podem evitar os efeitos da infeccdo materna sobre o feto. Contudo estes programas
devem na mesma ser implementados, embora ndo necessariamente de forma exclusiva,
durante o periodo de melhoramento dos cuidados pré-natais. (66)

Para uma melhor prevencgdo, devem ser definidas estratégias de satde publica
destinadas a reduzir o fardo da sifilis congénita o que requer a identificacdo precoce da
infeccdo em mulheres gravidas através de rastreio, tratamento adequado da mulher, e
identificacdo e tratamento dos parceiros infectados, assim como pela modificacdo de
comportamentos de alto risco e promocao de acesso e utilizacdo dos cuidados de salde,
particularmente no inicio pre-natal. Uma vez que a incidéncia de sifilis congénita esta
relacionada com a prevaléncia de sifilis na populacdo, estas estratégias tém de ser
complementadas por programas de prevencdo, controle e gestdo das doencas
sexualmente transmissiveis, como preconizado pela OMS. (64)

Idealmente, todas as mulheres devem ser rastreadas durante o primeiro trimestre
com um teste ndo-treponémico (teste RPR ou VDRL) e novamente no inicio do terceiro
trimestre, mesmo em populacdes de baixa prevaléncia. Uma melhor abordagem seria
testar novamente as mulheres em situacdo de alto risco ou mulheres de areas de alta
prevaléncia as 28 semanas de gestacdo e outra vez mais perto do parto, uma vez que a
infecgdo primaria pode ocorrer apds o rastreio, e existe a possibilidade de reinfeccdo
(especialmente se os parceiros ndo forem tratados). No minimo, o objectivo deve ser
assegurar que toda a mulher gravida efectuou um teste de rastreio no inicio da gravidez,
e se isso ndo acontecer, que ela seja testada no momento do parto ou logo ap6s, como
recomenda a OMS. (64)



A solucdo para o problema da dissociagdo entre o resultado do teste e a
administracdo do tratamento consiste na utilizacdo de testes no local de consulta pela
equipa de enfermagem em clinicas pré-natais. A viabilidade e eficacia de custo de um
programa de rastreio para a sifilis executado por uma equipa de enfermagem tem sido
bem demonstrada. Os beneficios do teste efectuado no local sdo de que, atrasos na
recepcdo dos resultados vdo ser assim removidos, 0 que leva a um tratamento mais
precoce particularmente das mées que frequentam a clinica no final da gravidez, e mées
com teste positivo e que sejam identificadas imediatamente, eliminando a necessidade
de rastreios caros e pouco fiaveis. Para ter sucesso, estes programas exigem
armazenamentos adequados de testes para diagndstico de sifilis, pessoal treinado e
experiente e uma boa supervisdo, a fim de manter a motivacdo da equipa de trabalho.
(64)

Assim sendo, todas as mulheres gravidas devem ser submetidas a um rastreio
serolégico no inicio da gravidez e novamente no momento do parto. Mulheres em
elevado risco para a infeccdo por sifilis devem repetir o teste novamente as 28 semanas
de gestacdo. (66)

A nivel internacional, a prevencdo da sifilis congénita deve ser uma prioridade
do sistema de saude e as seguintes medidas devem ser fornecidas: estimativas da carga
global de sifilis congénita, a defesa activa para a prevencao da sifilis congénita, a
avaliacdo de politicas globais de programas de prevencdo da sifilis congénita, e um
programa de orientacdo para 0os programas nacionais de prevencao. (66)

Os testes para o diagndéstico de sifilis congénita devem ser adicionados aos
servicos essenciais recomendado para as mulheres gravidas. (66)

A nivel nacional, deve-se desenvolver uma politica que resulte no testar e tratar
todas as mulheres gravidas para infeccdo por Treponema pallidum. Um programa de
teste universal de mulheres gravidas deve ser uma prioridade politica e de saude. As
consequéncias econdmicas e sociais da sifilis congénita argumentam fortemente a favor
da sua prevencdo considerando-a como uma prioridade de intervencdo de cuidados de

salde, e uma intervengdo importante de modo a melhorar os cuidados pré-natais. (66)



4. Perspectivas futuras

O desenvolvimento de uma vacina para prevenir a sifilis representaria um grande
avancgo e proporcionaria uma base para a eliminacdo da doenca no mundo, porque nédo
existe reservatorio noutros hospedeiros, que nd o homem. O genoma foi
completamente sequenciado fornecendo assim pistas para a obten¢do de uma vacina
eficaz a médio-longo prazo. (22,37,78)

O desenvolvimento de um método de cultura in vitro também pode ser um passo
importante, algo que a avaliagho genomica pode facilitar. Enquanto isso, o0
desenvolvimento de testes de diagndstico mais baratos e a obtencdo de fundos para
programas de rastreio pré-natal, pesquisas, e antibioterapia de todas as pessoas
identificadas com sifilis pode ser um longo caminho para atingir esse objectivo, mesmo
na auséncia de uma vacina. Este, como muitos outros problemas de salude publica,
implicardo boa vontade e cooperacdo internacional a todos os niveis, por parte dos
governos de todo o mundo. (22,37,78)

5. Objectivos gerais

Tendo em conta as dificuldades existentes no que diz respeito ao diagnostico de

infeccdo a Treponema pallidum, a presente tese tem como principais objectivos:

- comparar as técnicas seroldgicas especificas e ndo especificas utilizadas para o
diagnostico de sifilis congénita;
- optimizar uma técnica de PCR classica e outra técnica de PCR em tempo real para o

diagnostico de sifilis congénita.



2. MATERIAL E METODOS

1.1 Populacéo e amostras

Neste estudo foram caracterizados um total de 517 amostras de soro de
diferentes grupos populacionais: parturientes para rastreio, gravidas e recém-nascidos
com suspeita de infeccéo.

As amostras das parturientes foram colhidas em Luanda, no espago temporal
compreendido entre Dezembro de 2010 e Marco de 2011, na Maternidade Lucrécia
Paim de Luanda.

Apds a obtencdo de consentimento informado por parte das parturientes foi
também colhida amostra do respectivo recém-nascido.

As amostras de gravidas e de recém-nascidos, com suspeita de sifilis foram
colhidas na Maternidade Alfredo da Costa e no Hospital Sdo Francisco Xavier em
Lisboa.

Uma técnica de PCR-TR implementada e optimizada no laboratério das DST
(doencas sexualmente transmissiveis) do IHMT (Instituto de Higiene e Medicina
Tropical), foi também avaliada pelo estudo de diversos tipos de amostras de doentes em
diferentes estadios de infec¢do pelo Treponema pallidum e de individuos sem infeccédo

por este microrganismo.

1.2 Preparacdo das amostras

Para proceder a colheita das amostras seroldgicas, puncionou-se uma veia
periférica das parturientes, enquanto que nos recém-nascidos a amostra foi obtida por
puncdo do corddo umbilical. Apds coagulado, o sangue colhido foi centrifugado,
durante 10 minutos a 2500 rota¢cfes por minuto (rpm), tendo sido obtido o soro, que de
seguida foi colocado em tubos “eppendorfs”. Estes foram devidamente rotulados e
envolvidos em parafilme, sendo armazenados a -20°C. Posteriormente foram
embalados, armazenados e acondicionados com gelo seco numa caixa de transporte de

amostras bioldgicas a uma temperatura de -20°C, para a consequente viagem até Lisboa.



No proprio dia da chegada a Lisboa, as amostras foram transportadas para o laboratorio
de DST do IHMT, onde foram guardadas numa arca refrigeradora a -70°C.

1.3 Métodos

Neste estudo procedeu-se a pesquisa de anticorpos anti-Treponema pallidum em
todas as amostras de soro, por um teste seroldgico ndo-especifico, RPR e pelos testes
serologicos especificos, TPHA, e imunoenzimatico.

Nas amostras em que se obtiveram resultados positivos, duvidosos ou
discrepantes para qualquer um dos testes anteriores, procedeu-se a realiza¢do do teste
serologico especifico, o teste de imunofluorescéncia indirecta FTA-Abs.

Nas amostras de recém-nascidos com testes seroldgicos reactivos, efectuou-se
ainda a pesquisa de anticorpos especificos de tipo IgM por uma técnica de Westernblot.

A identificacdo de Treponema pallidum foi efectuada por pesquisa de ADN
deste microrganismo mediante a utilizacdo de técnicas de amplificacdo de acidos
nucleicos (NAATS).

1.3.1 Teste serolégico ndo-especifico
1.3.1.1 Teste RPR — “Rapid Plasma Reagin”

A pesquisa de anticorpos anti-Treponema pallidum néo especificos foi efectuada
pelo teste de floculagio RPR “Macro-Vue® RPR Card Tests”. E um teste que utiliza um
antigénio constituido por uma suspensdo estabilizada de particulas de carbono,
composta por 0,003% de cardiolipina, 0,09% de colesterol, 0,020 a 0,022% de lecitina,
0,02% de carbono, 0,0125 M de EDTA, 0,01 M de Na;HPO,, 0,01 M de KH,PO,4 e 10%
de cloreto de colina. As particulas de carbono permitem que a reac¢do anticorpo-
antigénio seja visivel macroscopicamente, o cloreto de colina torna desnecessaria a
inactivacdo dos soros antes do procedimento, aumentando a reactividade do antigénio e
0 EDTA é responsavel pela estabilizacdo antigénica, evitando assim a preparacao do
mesmo previamente a realizagéo do teste.

O teste foi efectuado conforme o protocolo estabelecido pela casa comercial.



Com uma micropipeta colocou-se 50ul de soro fisiolégico no segundo circulo do
cartdo fornecido pelo kit. Posteriormente, adicionou-se 50ul de amostra ndo diluida ao
primeiro circulo do cartdo e outros 50ul de amostra ndo diluida ao segundo circulo do
cartdo (que ja continha soro fisiolégico) seguido de uma homogeneizacdo, descartando-
se 50pl. Espalhou-se a amostra por toda a superficie do circulo. Adaptou-se ao frasco de
antigénio a respectiva agulha, agitou-se a suspensdo durante 10 a 15 segundos e
colocou-se sobre as amostras dos primeiro e segundo circulos uma gota de antigénio. O
cartdo foi colocado num agitador rotatério automatico a 100 rpm, durante 8 min, apés o
que se procedeu a leitura sob boa fonte luminosa. O teste foi considerado positivo
quando se visualizou aglutinagdo (floculacdo) forte a minima, e negativo na sua
auséncia. A totalidade das amostras com resultado reactivo foram tituladas mediante a
mesma metodologia do teste qualitativo, mas efectuando-se diluigdes seriadas de factor
dois (50ul de amostra ndo diluida e 50ul de soro fisioldgico), e assim sucessivamente,
até se atingir um ponto final em que a reaccao foi negativa. Registou-se como titulo o

valor da maior diluicdo em que se observou reactividade (figura 1).

Figura 1. Teste RPR. Exemplo de uma amostra positiva (representado por A+) e as

respectivas diluigdes; e exemplo de uma amostra negativa (representado por A-).



1.3.2 Testes seroldgicos especificos

1.3.2.1 Teste de hemaglutinacdo — TPHA

O teste de hemaglutinacdo executado neste trabalho foi o “Lab21 Healthcare
Ltd, TPHA Tests”, que utiliza como células teste, eritrocitos de galinha conservados e
sensibilizados com antigénios de Treponema pallidum (estirpe de Nichols) e como
células controlo, eritrocitos de galinha ndo sensibilizados que permitem verificar a
presenca de reactividade inespecifica.

A técnica foi efectuada segundo o protocolo fornecido pela casa comercial.

Para o rastreio das amostras, colocou-se 190l de diluente e 10ul de amostra néo
diluida no primeiro poco da microplaca fornecida e homogeneizou-se bem. Depositou-
se 75ul de células de controlo (eritrécitos ndo sensibilizados) no segundo pogo e 75l
de celulas de teste (eritrdcitos sensibilizados) no terceiro pogo. Transferiu-se 25ul da
amostra diluida para o poco de controlo (segundo pog¢o) e outros 25ul da amostra
diluida para o poco de teste (terceiro pogo), homogeneizando-se sempre. A incubacéo
decorreu a temperatura ambiente e protegida da luz, durante 60 min. O teste foi
considerado reactivo quando se observou uma aglutinacdo, e negativo quando nao se
visualizou qualquer aglutinagdo, o que se reflectia na sedimentacdo dos eritrocitos em
forma de “botao” no fundo do pog¢o da microplaca. Todas as amostras positivas foram
quantificadas por sucessivas dilui¢cbes de factor dois a partir da amostra diluida (1:80),
utilizando as células teste. Como titulo da amostra, foi considerado o valor de maior
diluicdo em que se observou hemaglutinacdo. De referir que, quer no rastreio, quer na
quantificacdo das amostras, foi sempre utilizado um controlo positivo e um controlo

negativo (figura 2).



Figura 2. Teste TPHA. Exemplo de uma amostra positiva (representado por C+) e as

respectivas diluicdes (representado por T+); e exemplo de uma amostra negativa (representado
por C-).

1.3.2.2 Teste imunoenzimatico

O teste imunoenzimatico utilizado neste trabalho para a deteccdo de anticorpos
especificos de tipo IgG, foi o do kit comercial SYPHILIS EIA 96 tests, do Lab21
Healthcare Ltd. Este teste utiliza como antigénio uma mistura de proteinas
recombinantes de Treponema pallidum (15 kDa; 17 kDa e 47 kDa) fixadas nos 96 po¢os
da microplaca (figura 3).

Para a realizacéo do teste seguiu-se as instrugdes da casa comercial.

A primeira etapa consistiu na adicdo de 50pl de controlo negativo em dois
pocos, 50ul de controlo positivo em trés pocos, ambos fornecidos pelo kit e 50ul de
cada amostra de soro a estudar ndo diluida, nos restantes pocos. Posteriormente,
adicionou-se 50l de solucdo de conjugado a cada um dos 96 pocos da mesma placa e
colocou-se numa plataforma agitadora durante 30 seg., seguido de uma incubacgdo a
37°C, durante 30 min. Finalizada a etapa de incubacdo, procedeu-se a lavagem dos



pocos com o tampdo de lavagem, repetindo-se este passo 5 vezes, tendo sempre o
cuidado de aguardar 30 seg. entre cada lavagem. De seguida, adicionou-se 50ul de
solucéo de substrato em todos 0s pocos e incubou-se a temperatura ambiente, protegido
da luz, durante 30 min. Finalizado este tempo, colocou-se 50ul de solucdo de paragem
na totalidade dos pocos e procedeu-se a leitura da placa no espectofotdémetro Anthos
Reader HT2 da Anthos labtec instruments, com espectro de comprimento de onda de
450 nm.

A técnica foi validada pela introducdo dos dois controlos negativos e dos trés
positivos, considerando-se fidvel quando a média dos controlos negativos foi igual ou
inferior a 0,080 de densidade 6ptica (DO), e a dos positivos igual ou superior a 1000
DO.

Quando o valor da absorvancia foi inferior ao valor de absorvancia do “cut-oft”
foi considerado como resultado negativo, e positivo quando o valor da absorvéancia foi

superior ao valor de absorvancia do “cut-off”.

A

Figura 3. Teste Imunoenzimético. Exemplo de uma microplaca com 96 pogos (pogos

com coloragdo amarela correspondem a amostras positivas; pogos incolores correspondem a

amostras negativas).



1.3.2.3 Teste de imunofluorescéncia indirecta

Todas as amostras com resultados positivos, discrepantes e duvidosos pelos
testes anteriormente descritos (RPR; TPHA; EIA) foram estudadas pelo teste de
imunofluorescéncia indirecta, o FTA-Abs da EUROIMMUN, para a deteccdo de
anticorpos de tipo 1gG ou IgM. Neste teste, 0 antigénio € constituido por uma suspenséao
de Treponema pallidum (estirpe de Nichols) fixada em laminas. Em caso de infec¢édo
por Treponema pallidum, com consequente producédo de anticorpos a presenca destes no
soro do doente é evidenciada pela reaccdo antigénio-anticorpo especifico, quando soro é
colocado em contacto com o antigénio fixado na lamina. A reaccdo é identificada ao
microscopio de fluorescéncia, através da unido de anticorpos anti-imunoglobulina M
(anti-lgM) ou anti-imunoglobulina G (anti-lgG) humana, marcados com fluoresceina,
que por sua vez se ligam ao complexo antigénio-anticorpo, e que resulta na visualiza¢do
de espiroquetas fluorescentes de tonalidade esverdeada.

Na execucdo desta técnica foram seguidas as instruc@es da casa comercial.

Na primeira fase, procedeu-se a um pré-tratamento das amostras pela sua
absorcdo com Treponema phagedaemis a fim de eliminar reactividade cruzada com
anticorpos inespecificos. Para tal misturou-se 12,5ul de amostra ndo diluida com 50pl
de FTA-absorvente, obtendo-se uma diluicdo de 1:5, e agitou-se no vértex durante 4
seg. Incubou-se a temperatura de 37°C, durante 30 min. Para a pesquisa de anticorpos
do tipo IgM, realizou-se uma segunda imunoabsor¢do com o absorvente “RF
Absorbent” EUROIMMUNE. Este reagente contém anticorpos anti-humanos de cabra,
com alta afinidade para os anticorpos de tipo IgG presentes na amostra, 0S quais
precipitam apds a reaccdo ter tido lugar. Por outro lado, o factor reumatoéide, quando
presente, sera absorvido pelo complexo 1gG/IgG anti-humano prevenindo-se a falsa
reactividade devido a eventual presenca daquele factor. Neste passo, misturou-se 30l
de amostra previamente tratada com 30ul de absorvente de factor reumatdide (dilui¢do
final da amostra 1:10), colocou-se no vértex durante 4 segundos e incubou-se 15 min. a
temperatura ambiente. De seguida, centrifugou-se a 2000 rpm durante 5 min. Para a
pesquisa de anticorpos de tipo IgG, e para obter uma diluicdo final de 1:10, adicionou-
se 25ul de amostra, tratada com 25ul de PBS Tween (tampdo fosfato salino). As

amostras absorvidas foram colocadas em contacto com o antigénio fixado na lamina



durante 30 min., apds o que os anticorpos néo ligados foram lavados com tampao salino
pH 7,2 (PBS) adicionado de Tween 20 a 92%. Apds esta lavagem adicionou-se o
conjugado anti-1gG ou anti-IgM conforme o tipo de anticorpos a evidenciar e efectuou-
se nova incubacao de 30 min. Por fim, as ldaminas foram lavadas, cobertas com 6leo de
imersdo e lamela, e foram observadas ao microscopio de fluorescéncia com uma
objectiva de 40x.

Considerou-se como resultado reactivo positivo a observacdo de fluorescéncia
evidente dos treponemas que cobriam a area de reaccdo na lamina e como negativo, a

sua auséncia (figura 4).

Figura 4. Teste de Imunofluorescéncia indirecta. Exemplo de uma amostra positiva

evidenciando a espiroqueta Treponema pallidum fluorescente.

1.3.2.4 Teste westernblot

A pesquisa de anticorpos especificos de tipo IgM foi também efectuada por uma
técnica de Westernblot comercializada, “Treponema pallidum LINE (recombinant) IgM
Line Immunoblot” da Genzyme Virotech GmbH. Este tipo de teste utiliza tiras de
membrana de nitrocelulose sensibilizadas com as proteinas TpN47; TmpA; TpN17 e
TpN15 de Treponema pallidum (figura 5).

Para proceder a realizacdo deste teste seguiu-se o protocolo fornecido pela casa

comercial.



O teste foi efectuado a temperatura ambiente. Numa primeira etapa colocaram-se
as tiras de membrana de nitrocelulose em placas limpas e de seguida pipetou-se 1,5ml
de tampdo de lavagem para cada uma das tiras, colocando as placas num agitador
rotatério automatico. Posteriormente foram colocados em contacto com as respectivas
tiras 15ul de soro da amostra e 100ul de cut-off, controlo positivo e controlo negativo
fornecidos pelo kit, e as placas ficaram a incubar durante 30 min. num agitador rotatorio
automatico. Apos esta incubacdo, aspirou-se cuidadosamente e por completo o liquido
das placas, colocou-se 1,5ml de tampdo de lavagem e incubou-se as placas nas
condigdes anteriores durante 15 min., tendo-se no final aspirado todo o liquido.
Adicionou-se entdo 1,5ml de conjugado a cada uma das tiras e procedeu-se a incubagéao
durante 30 min. no agitador rotatério automatico. Passado esse tempo, repetiu-se o
passo de aspiracdo seguido de lavagem com 1,5ml de tampédo de lavagem durante 15
min., para depois se aspirar todo o liquido, e efectuar outra lavagem com 1ml de agua
destilada durante 1 min. No final aspirou-se a totalidade do liquido das placas. Pipetou-
se 1,5ml de solucdo de substrato para cada uma das placas e colocou-se as placas num
agitador rotatério automatico durante 10 a 13 min. Assim que se verificou uma
alteracdo de cor nas tiras de membrana de nitrocelulose, aspirou-se todo o liquido das
placas e procedeu-se a trés Ultimos passos de lavagem com 1,5ml de agua destilada. No
final aspirou-se a &gua destilada presente nas placas e procedeu-se a leitura e
interpretacdo das tiras de membrana de nitrocelulose.

Relativamente a analise dos resultados e com o intuito de interpretar os mesmos,
a intensidade da proteina TpN47 presente no cut-off serviu como referéncia, de modo a
proceder a comparacdo com as bandas das outras proteinas (TpN47; TmpA; TpN17;
TpN15) presentes nas diversas amostras. Seguiram-se 0s critérios da casa comercial,
atribuindo-se o valor 0 as bandas que apresentavam intensidade inferior a da banda
referéncia; valor 1, as com a mesma intensidade; e valor 2 as com intensidade superior a
da banda de referéncia. O resultado do teste foi considerado negativo quando a soma
dos valores foi inferior a 2; duvidoso quando a soma correspondeu a 2, e positivo
guando a soma dos valores foi superior a 2. Este valor positivo demonstrava que 0s
anticorpos especificos de tipo IgM das amostras reagiam com 0s antigenios presentes

nas tiras e formavam imunocomplexos, resultando visualmente num precipitado



antigénio/anticorpo de tom azul-violeta nas diferentes proteinas (TpN47; TmpA,
TpN17; TpN15).

Figura 5. Teste Western-blot. Exemplo de duas tiras de membrana de nitrocelulose
sensibilizadas com as proteinas TpN47; TmpA; TpN17 e TpN15 de Treponema
pallidum (tira esquerda — exemplo de amostra negativa; tira direita — exemplo de

amostra positiva).



1.3.3 Pesquisa de ADN de Treponema pallidum

A pesquisa de ADN de Treponema pallidum, nos diversos produtos biologicos,
foi efectuada por técnicas de amplificacdo de acidos nucleicos, uma delas designada
PCR-Multiplex com a visualizacdo dos produtos de amplificacdo em gel de agarose,
sendo a outra uma técnica de PCR em tempo real, implementada e optimizada no
laboratorio de DST do IHMT.

1.3.3.1 Extraccdo de ADN total

Para proceder & extraccdo do ADN, utilizou-se o kit comercial “QIAamp” DNA
Blood Mini Kit” da Quiagen, que visa a obten¢do de uma purificacdo célere do material
genético proveniente das amostras.

Este “kit” ¢é constituido por colunas de eluicdo, proteinase K, tampdes de
lavagem (AW1 e AW2), tampdo de lise (TAL) e tampao de eluicdo (TAE).

Procedeu-se de acordo com as instrucdes do fabricante, com excepcéao de se ter
adicionado ADN de timo de vitela (10,5ug/ul sigma) e na fase de eluicdo, na qual se
utilizou 80ul de TAE em vez dos 200ul recomendados.

Na primeira fase do procedimento pipetou-se 20ul de proteinase K no fundo de
um tubo de microcentrifuga de 1,5ml, ao qual se adicionou 200ul de amostra e 200l de
TAL e homogeneizou-se no vértex durante 15 seg. Esta mistura foi a incubar em banho
seco 56°C, durante 30 min. Apoés esta incubacdo, centrifugou-se brevemente o tubo de
1,5ml de modo a remover as gotas de agua que pudessem existir no interior da tampa.
Adicionou-se 3ul de ADN de timo de vitela diluido a 1:10 e posteriormente
acrescentou-se 200l de etanol (96-100%) a cada amostra tendo-se misturado no vortex
durante 3-5 seg. Centrifugou-se brevemente o tubo de 1,5ml e deixou-se em repouso
durante 5 min. Apds esse tempo aplicou-se cuidadosamente a mistura a coluna (“Spin
QIAamp”) previamente inserida num tubo colector de 2ml e centrifugou-se durante 1
min. a 8000 rpm (rotagGes por minuto). Posteriormente, colocou-se a coluna em tubo de
recolha limpo, adicionou-se 500ul de AW1, sem molhar o bordo e voltou-se a
centrifugar a 8000 rpm durante 1 min, apds o que se efectuou uma segunda lavagem
com 500ul de AW2 e centrifugagdo a 13000 rpm durante 3 min. Para remogéo do



liquido residual colocou-se a coluna num novo tubo de recolha, centrifugou-se a 13000
rpm durante 1 min. e com a ajuda de uma micropipeta removeu-se 0 excesso de tampéo.
Na ultima fase do procedimento, colocou-se a coluna num tubo de microcentrifuga de
1,5ml limpo, abriu-se cuidadosamente e adcionou-se 80ul de TAE. Deixou-se a incubar
a temperatura ambiente durante 5 min. e depois centrifugou-se a 13000 rpm durante 1
min. O ADN obtido foi dividido em aliquotas, uma para utilizar de imediato e outra
congelada a -20°C para posterior utilizacdo, se necessario.

Com o objectivo de ser utilizado como controlo positivo para as técnicas de
PCR, este protocolo foi também utilizado para a extracgdo de ADN a partir de 200 ul de
extracto testicular (5x10° treponemas/pl) de coelho infectado com Treponema pallidum

(estirpe Treponema pallidum de Nichols).

1.3.3.2 Amplificacdo de ADN de Treponema pallidum — PCR-
Multiplex

Para pesquisa de ADN de Treponema pallidum foi efectuada por uma técnica de
PCR com a utilizacdo simultdnea de dois pares de primers com genes alvo de
amplificacdo diferentes, na mesma mistura de reaccdo (PCR-Multiplex). A técnica
baseou-se na de Orle et al. (1996), que descreveu o par de primers KO3A-F / KO4-R
que amplifica um fragmento de 260 pb (pares de base) do gene de lipoproteina de 47
kDa, e em Liu et al. (2001), que descreveu o par de primers polA-F / polA-R que
amplifica um fragmento de 378 pb do gene da enzima DNA polimerase I. As sequéncias
oligonucleotidicas encontram-se descritas na tabela 1.

Tabela 1. Genes alvo, descrigdo dos primers e tamanho dos produtos de PCR amplificados,

utilizados na técnica de PCR-Multiplex para a deteccdo de ADN de Treponema pallidum.

Genes alvo Primers Tamanho do produto de PCR

amplificado

KO3A-F 5-GAAGTTTGTCCCAGT TGCGGTT-3
KO4-R 5-CAGAGCCATCAGCCCTTTTCA-3 260 pb

polA-F 5-TGCGCGTGTGCGAATGGGTGGTC-3"
polA-R 5-CACAGTGCTCAAAAACGCGTGCACG-3” 378 pb




Na preparacdo da mistura de reacgdo utilizou-se para um volume de 20ul, &gua
bidestilada desionizada; tampéo de reaccdo de PCR 1x [160 mM (NH,)2SOg4, 1 M Tris-
HCI, pH 8,3 e 0,1% Tween-20]; 0,4mM de desoxinucledtidos trifosfatos (dNTPS);
2,5mM de cloreto de magnesio (MgCl,); 0,3mM dos primers polA-R, polA-F, KO3A-F
e KO4-R, respectivamente; e 0,5U da enzima DNA polimerase Imolase da Bioline. A
cada tubo adicionou-se 5ul de ADN correspondente a cada amostra, prefazendo um
volume total de 25l por cada tubo.

Em cada série de reac¢Ges de amplificacdo utilizou-se um controlo positivo
constituido por ADN de Treponema pallidum e controlos negativos, nos quais foi
adicionado &gua estéril em vez de ADN. Os controlos negativos foram processados um
no inicio, outro no meio e outro no final de todo o processo.

As reaccdes de amplificacdo foram efectuadas no termociclador Biometra
Tpersonal com as seguintes condicGes de amplificagdo: um ciclo de activagdo da
enzima a 95°C durante 5 min. seguido de 44 ciclos de amplificagcdo consistindo em
desnaturacdo a 95°C durante 30 seg., ligacdo dos primers as sequéncias alvo a 58°C
durante 30 seg., extensdo a 72°C durante 30 seg. Aos ciclos seguiu-se etapa final de
extensdo a 72°C por um periodo de 15 min.

Os produtos das reacgdes de amplificacdo foram visualizados por electroforese
em gel de agarose a 1,5% em tampdo TBE 1x, ao qual se adicionou 0,5ug/ml de
brometo de etidio. A 10ul dos produtos de amplificacdo adicionou-se 3ul de tampéo de
amostra (solucdo saturada de sacarose com azul de bromofenol) e aplicou-se nos pocos
do gel. Este foi submetido a um campo eléctrico de 100 V, 50 mA, durante 1 hora em
tampao TBE 0,5% no aparelho “Electrophoresis Power Supply (EPS) 301 da
Electrophoresis Apparatus. Em todos os géis de agarose estudados, aplicou-se 2,5ul de
marcador de massa molecular de “2 Kb HyperLadder IV” da Bioline, tendo como
objectivo confirmar a massa molecular dos produtos amplificados

A sua visualizacdo foi efectuada por exposicdo a luz ultra-violeta no
transiluminador GelIDOC XR da Bio-Rad.

Para proceder a leitura e interpretacdo dos resultados, as imagens dos produtos
de amplificacdo da PCR foram captadas e fotografadas com recurso ao programa
“Quantity One 1-D Analysis Software” (versdo 4.6.1) da Bio-Rad.



A presenca de infeccdo por Treponema pallidum (resultado positivo) foi
verificada pela visualizacdo de uma banda de 260 pb e/ou 378 pb, sendo a auséncia de

qualquer delas considerada como resultado negativo (figura 6).
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Figura 6. Visualizacdo, apds electroforese em gel de agarose dos produtos
amplificados pela técnica de PCR-Multiplex. (7 e 14 — marcador de peso molecular; 6 e 13 —
controlo negativo; 4 — controlo positivo; 1 e 2 e 3 — amostras positivas; 5, 8-12 — amostras

negativas).

Todas as amostras de parturientes, gravidas e recém-nascidos com serologia
reactiva para a pesquisa de anticorpos anti-Treponema pallidum foram estudadas por
esta técnica, assim como as amostras provenientes de doentes em diferentes estadios de
infeccdo e de individuos considerados como ndo tendo infeccédo sifilitica que seriam

utilizados na validacdo da técnica de PCR-TR.

1.3.3.3 Técnica de PCR em tempo real

Com o objectivo de dispor de uma forma mais especifica e com maior

sensibilidade para a pesquisa de ADN de Treponema pallidum foi optimizada uma



técnica de PCR-TR, com dois pares de primers (TrepU/TrepA e polA-S/pol-A-rev que
tém como alvo de amplificacdo o gene da enzima DNA polimerase 1) e respectivas
sondas TagMan (Trep-TM e polA-TM) fornecidas pela TIB MOLBIOL (Quilaban),
utilizando o ADN do controlo positivo e a pre-mix SensiMix TM Probe kit — BIOLINE.
As sequéncias oligonucleotidicas dos primers e sondas estdo descritas nas tabela 2. A
pré-mix utilizada contém todos 0s reagentes necessarios a uma técnica de amplificagcdo
em tempo real, inclui uma enzima taq polimerase de tipo “hot start”, que activa a
temperaturas elevadas.

Com base nas recomendacgdes do fabricante da pré-mix foram experimentadas
variagdes nas concentracdes de primers de 0,4uM a 1uM e das sondas de 0,1 e 0,2uM.
As diversas concentragfes foram experimentadas com variacdo da temperatura de

ligacdo dos primers ao gene alvo de 60°C a 63°C.

Tabela 2. Primers e sondas, utilizados na técnica de PCR-TR para a detec¢do de ADN de
Treponema pallidum.

Primers e Sequéncias oligonucleotidicas

sondas

Trep U 5~ GCACAGAACAGCATGGGGTAT -3 (954-931)
Trep A 5~ TTATGCATAACAAGTGTGAGCGT-3" (836-856)
6FAM-CAAAGACGTCGAAGCTGGTGCATGAC—TMR (920-895)

Trep-TM
polA-s 5~ TTATTGATTGCGCGTGTG-3" (1752-1769)
5— CGGTATGAAGAGAAACGTCC -3" (1910-1891)

6FAM-CGTCTGGTCGGATTTTCGATCTGCTTTC—BBQ
(1826-1853)

polA-rev
polA-TM

A reacgdo de PCR foi realizada com um volume final de 14,4ul de mistura de
reac¢do, consistindo em agua bidestilada desionizada, um par de primers e respectiva
sonda nas diferentes concentracbes a estudar e mistura de reaccdo comercializada
SensiMix Probe 2x da Bioline adicionado por ultimo de controlo positivo ou controlo
negativo de agua.

A amplificacdo foi efectuada no termociclador Rotor-Gene 3000 da Corbett

Robotics, o qual é constituido por quatro canais de emissdo de luz que permitem



detectar varias sequéncias alvo numa mesma reaccdo de amplificacdo. Para proceder a
identificacdo dos produtos amplificados, esta ocorre mediante a intensidade de
fluorescéncia nos tubos de reac¢édo, que € detectada nos respectivos canais.

As condicbes de amplificagdo foram de um ciclo inicial de 10 min. a 95°C para
activacdo da enzima, seguido de 40 ciclos de 60 seg. com as variacOes de temperatura
de ligagéo, a estudar.

Uma vez obtidas as melhores condi¢des de amplificacdo relativamente ao tipo de
primers e sondas, concentracbes dos mesmos e temperatura de ligacdo dos primers a
sequéncia alvo, efectuou-se o estudo da sensibilidade e especificidade desta técnica.

A sensibilidade foi estudada por diluigdes seriadas do controlo positivo e a
especificidade pela utilizacdo de ADN extraido dos seguintes microrganismos:
Chlamydia trachomatis; Haemophillus ducrey; Leptospira sp; Borrelia burgdoferi;
Streptococcus A; Streptococcus B; Staphylococcus aureus; e Herpex Simplex.

Com o intuito de validar a técnica foram estudadas por esta técnica amostras de
doentes em diferentes estadios de sifilis e de individuos sem infeccdo por Treponema
pallidum. As amostras provenientes de parturientes, gravidas e recém-nascidos com
resultados reactivos pelas técnicas serolégicas foram também estudadas por esta técnica.

A visualizagdo da reaccdo de amplificacdo observou-se em tempo real no
computador acoplado ao termociclador Rotor Gene 3000 e os resultados foram
visualizados num gréfico.

Com base nos controlos negativos, obteve-se o limite (threshould) de um
resultado negativo, e do controlo positivo uma curva de amplificacdo. Cada amostra
clinica foi considerada positiva para a pesquisa de Treponema pallidum quando se
verificou a presenca de uma curva de amplificacdo superior ao limite (threshould), e
uma amostra clinica foi considerada negativa para a pesquisa de Treponema pallidum
quando nao se presenciou sinal de amplificacdo, o que correspondia a inexisténcia de

curva de amplificagdo no gréfico (figura 7).
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Figura 7. Grafico de PCR-TR mostrando as diferentes curvas de amplificacdo (12 curva
— controlo positivo de Tp 1:10; 22 curva — controlo positivo de Tp 1:1000; 32 curva — controlo
positivo de Tp 1:100; 42 curva — controlo negativo; restantes curvas — correspondem aos
seguintes microrganismos: Streptococcus B; Haemophillus ducrey ; Staphylococcus

aureus; Streptococcus A; Chlamydia trachomatis; Leptospira sp;).



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Caracterizacao da populagao

De um total de 728 amostras de soro provenientes de Angola, passiveis de serem
analisadas (mées parturientes e respectivos recém-nascidos), apenas foram estudadas as
364 amostras de mées parturientes e 18 amostras dos recém-nascidos das parturientes
com pelo menos um teste seroldgico RPR, TPHA, e/ou EIA reactivo.

A populacdo de estudo ficou completa com a inclusdo de 135 amostras de
gravidas e recém-nascidos com suspeita de infeccdo, provenientes da Maternidade
Alfredo da Costa e do Hospital Sdo Francisco Xavier em Lisboa, resultando numa
populacéo total de estudo constituida por 517 amostras.

Nas maes parturientes o parametro idade foi obtida em 350, as quais tinham
entre os 14 e os 43 anos de idade, com uma média da idade de 25 anos e uma moda de
24 anos (26 das 350 parturientes) (figura 8).

Idade das maes parturientes
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Figura 8. Idade das mées parturientes.

Nesta populacdo de 350 parturientes, registaram-se 93 abortos, sendo que as
maes que apresentaram 0 maior numero de abortos situavam-se na faixa etaria dos 20

anos (9 dos 93 abortos) (figura 9).
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Figura 9. Relacéo entre a idade das parturientes e 0 nimero de abortos.

Das parturientes com episddios de aborto no passado verificou-se que apenas
oito apresentaram reactividade seroldgica em um ou mais testes serologicos (TPHA,
EIA; e FTA-Abs): em um caso com 0s trés testes; em trés casos com os testes EIA e

FTA-Abs e em quatro casos apenas com um teste seroldgico (dois com o teste FTA-Abs

e outras dois com o teste TPHA) (figura 10).
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Figura 10. Relacdo entre o numero de maes parturientes com registo de aborto versus resultado

reactivo num dos trés testes (TPHA; EIA e FTA-Abs).




De referir que, com a disparidade de resultados verificados, ndo se pode
extrapolar nenhuma ilacdo entre as maes parturientes com registo de aborto e a
reactividade aos testes efectuados.

Relativamente a infeccdo pelo VIH foi possivel obter informacdo em 350
parturientes, sendo 21 seropositivas (6%), 329 seronegativas (94%) e 14 das 364

parturientes ndo sabiam ou nédo responderam (figura 11).

Relacao das parturientes com a presenca de
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Figura 11. Relagdo das parturientes com a presenca de infecgéo por VIH.

Verificou-se que entre as infectadas pelo VIH quatro tiveram um aborto,
engquanto que as restantes 17 maes ndo tiveram qualquer aborto. Relativamente as
parturientes ndo infectadas pelo VIH: 69 tiveram um aborto; dez tiveram dois abortos; e
250 ndo tiveram registo de qualquer aborto. (figura 12).

Quanto a uma possivel relacdo entre a presenca de infeccdo pelo VIH e a
suspeita de sifilis, esta apenas se verificou numa parturiente, a qual apresentou
reactividade nos quatro testes efectuados (RPR; TPHA; EIA e FTA-Abs).
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Figura 12. Resultados da relagdo entre o0 nimero de abortos e a seropositividade ou nao das
mées parturientes (Legenda: vermelho — um aborto; amarelo — dois abortos; roxo — nenhum

aborto; laranja — n° parturientes que ndo sabiam ou ndo quiseram responder).

Relativamente as amostras provenientes dos hospitais de Lisboa, 86 pertenciam
a mulheres gravidas assintomaticas com idades entre os 15 e os 58 anos de idade,
correspondendo a uma média da idade de 30 anos e uma moda de 28 anos (9 das 86
parturientes) (figura 13).

Relativamente a infeccdo pelo VIH foi possivel obter informacdo nas 86
gravidas, sendo 2 infectadas (2,33%) e 84 nao infectadas (97,67%).
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Figura 13. Idade das gravidas estudadas.




2. Testes seroldgicos

Na globalidade dos soros estudados (517) obtiveram-se os seguintes resultados:
0 RPR foi reactivo em 87/517 (16,83%) e néo reactivo em 430/517 (83,17%); o TPHA
foi reactivo em 135/517 (26,11%) e néo reactivo em 382/517 (73,89%); o EIA foi
reactivo em 127/517 (24,56%) e ndo reactivo em 390/517 (75,44%) (figura 14).

W Reactivos [0 Na&o Reactivos

RPR TPHA EIA

Figura 14. Reactividade dos soros estudados obtida com os testes RPR, TPHA e EIA.

Comparados os trés tipos de testes efectuados, verificou-se que 361/517
(69,83%) das amostras ndo apresentaram reactividade em nenhuma das técnicas
utilizadas, tendo esta existido num ou em ambos os testes, em 156/517 (30,17%). E de
salientar que 23 amostras foram reactivas apenas por uma técnica: 9/517 (1,74%) pela
técnica de RPR; 9/517 (1,74%) pela técnica de TPHA,; e 5/517 (0,97%) com a técnica
de EIA.

Apbs o estudo dos 517 soros pelas técnicas de RPR, TPHA e EIA, nos soros
reactivos em todos os testes ou com resultados discrepantes (156), foi executado o teste
especifico FTA-Abs, para pesquisa de anticorpos de tipo IgG (FTA-Abs-G).
Relativamente aos resultados obtidos, em 135 soros a reactividade por esta técnica

confirmou a obtida em uma ou mais das outras. Em 21 casos a técnica foi ndo reactiva.



Destes provavelmente 11 referem-se a reacOes de falsa positividade do teste RPR
(1,2,8,11,12,21,22,27,28,32,41,49,55,58,59,62,68,70,74), sete resultaram de reacdes de
falsa positividade do teste TPHA (8,11,23,58,68), e um de falsa positividade do teste
EIA (3,11,23,41,62). Enquanto que os restantes dois se relacionam com reacdes de falsa
negatividade do teste FTA-Abs (23,32), ja que foram reactivos pelos outros dois testes

treponémicos.
2.1 Comparacao dos testes ndo treponémicos

Em 197/364 das maes parturientes foi possivel obter o resultado do teste VDRL
realizado em Angola tendo-se verificado ser reactivo em cinco casos e negativo em 197
(figura 15).

Procedeu-se a comparacao dos resultados obtidos entre o teste VDRL efectuado
em Angola, e o teste RPR efectuado em Portugal no laboratdrio de DST (Tabela 3).

Para uma totalidade de 197 soros, o RPR foi reactivo em 3/197 (1,52%) e nédo
reactivo em 194/197 (98,45%); no entanto, 0 VDRL apresentou reactividade em 5/197
(2,54%) ndo o tendo demonstrado em 192/197 (97,46%). Relativamente aos dois casos
discrepantes, muito provavelmente referem-se a reagOes de falsa positividade do teste
VDRL (2,12,22,24,27,28,55,59,62,68,78), pois estes dois soros de mées parturientes,
ndo obtiveram reactividade em nenhum dos testes especificos efectuados. Com base
nestes dados verificou-se que 0 VDRL apresenta uma reactividade semelhante a técnica
de RPR, com uma taxa de concordancia de 98,9%, o que parece demonstrar que 0s dois

testes sdo idénticos (9).

Tabela 3. Comparagéo dos resultados obtidos com os testes VDRL e RPR.

Reactivo Ndo Reactivo Total
VDRL Reactivo 3 2 5
Nao Reactivo 0 192 192

_ Total 3 194 197



Informacao obtida sobre o teste VDRL nas maes
parturientes
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Figura 15. Informag&o obtida sobre o teste VDRL nas maes parturientes.

2.2 Comparagdo do teste ndo treponémico com o0s testes

treponémicos

Na comparacdo dos resultados obtidos com os testes RPR e TPHA (Tabela 4)
verificou-se uma taxa de concordancia de 90,72% (469/517). Relativamente aos 48
casos discrepantes, cinco referem-se a reacOes de falsa positividade do teste TPHA
(8,11,23,58,68), pois estas amostras ndo obtiveram qualquer reactividade nos outros
testes serologicos efectuados engquanto que os restantes 43 casos podem eventualmente
corresponder a  reagdes de  falsa  negatividade do  teste = RPR
(23,27,28,32,36,41,55,58,59), uma vez que estas amostras foram reactivas com os testes

de imunofluorescéncia indirecta e imunoenzimatico.

Tabela 4. Comparagdo dos resultados obtidos com os testes RPR e TPHA.

I Wi [

Reactivo Ndo Reactivo Total
Reactivo 87 0 87
Né&o Reactivo 48 382 430

_ Total 135 382 517




A comparagdo dos testes RPR e EIA (Tabela 5) resultou numa taxa de
concordancia de 92,26% (477/517). Relativamente aos 40 casos discrepantes, muito
provavelmente um refere-se a reacao de falsa positividade do teste EIA (3,11,23,41,62),
pois esta amostra ndo obteve qualquer reactividade nos outros testes seroldgicos
efectuados; 39 eventualmente correspondem a reacOes de falsa negatividade do teste
RPR (23,27,28,32,36,41,55,58,59), uma vez que estas amostras obtiveram reactividade

nos testes de imunofluorescéncia indirecta e TPHA.

Tabela 5. Comparacdo dos resultados obtidos com os testes RPR e EIA.

I R O

Reactivo Nao Reactivo Total
Reactivo 87 0 87
Né&o Reactivo 40 390 430

_ Total 127 390 517

2.3 Comparacao dos testes treponémicos

Na comparacdo do teste EIA com o teste TPHA (Tabela 6) o primeiro
apresentou uma sensibilidade de 94,07%, e uma especificidade de 100% com uma taxa
de concordancia de 98,45% (509/517).

Tabela 6. Comparacao dos resultados obtidos com os testes EIA e TPHA.

I R Wi [

Reactivo Nao Reactivo Total
EIA Reactivo 127 0 127
Nao Reactivo 8 382 390

_ Total 135 382 517

Sensibilidade (127/135) — 94,07%
Especificidade (382/382) — 100%
Taxa de concordancia (509/517) — 98,45%



Por outro lado, da comparacdo do teste TPHA com o teste EIA (Tabela 7)
obteve-se uma sensibilidade de 100%, com uma especificidade de 97,95% e uma taxa
de concordéancia de 98,45% (509/517)

Tabela 7. Comparacéao dos resultados obtidos com os testes TPHA e EIA.

I R O

Reactivo Né&o Reactivo Total

TPHA Reactivo 127 8 135
Né&o Reactivo 0 382 382

Total 127 390 517

Sensibilidade (127/127) — 100%
Especificidade (382/390) — 97,95%
Taxa de concordancia (509/517) — 98,45%

Relativamente aos oito casos discrepantes, seis muito provavelmente referem-se
a reacOes de falsa positividade do teste TPHA (8,11,23,58,68), pois estas amostras ndo
obtiveram qualquer reactividade nos outros testes seroldgicos efectuados; dois
eventualmente correspondem a reacfes de falsa negatividade do teste TPHA (23,62),
uma vez que estas amostras obtiveram reactividade no teste de imunofluorescéncia
indirecta e no teste de RPR.

Na avaliagdo dos resultados, demonstra-se que a reactividade do teste TPHA em
relacdo ao EIA foi muito semelhante, embora o teste TPHA tenha apresentado uma
maior sensibilidade, isso parece ser devido a presenca de resultados reacdes de falsa
negatividade por esse teste, contudo a taxa de concordancia foi semelhante.

No que diz respeito a especificidade, esta foi praticamente igual no EIA (100%)
e no TPHA (97,95%), sendo estes valores muito proximos ao descrito noutros estudos
onde a especificidade para ambos os testes situava-se entre 0s 93% e os 100%. (9,11,
29, 32, 62)

2.4 Pesquisa de anticorpos — Treponema pallidum — anti IgM

A pesquisa de anticorpos especificos de tipo IgM foi efectuada nos 33 soros em

que o titulo de RPR foi igual ou superior a 1:4 e existiu quantidade suficiente de



amostra para ser estudada pelas técnicas de imunofluorescéncia indirecta (FTA-Abs-M)
e de western-blot (WB-M).

Quanto aos resultados obtidos por estas duas técnicas, o teste FTA-Abs-IgM
demonstrou reactividade em 3/33 (9,09%), e ndo a exibiu em 30/33 (90,91%), enquanto
que a técnica de western-blot-M, apresentou reactividade em 18/33 (54,55%), e ndo a
teve em 15/33 (45,45%). A taxa de concordancia entre os dois testes foi de 54,55%.

Relativamente a especificidade, o teste westernblot apresentou um valor de 50%,
valor inferior ao descrito noutros estudos onde a especificidade se situava entre 0s 67%
e 0s 100%. (31, 32, 70, 74)

Na comparacdo das duas técnicas, foi possivel verificar que os resultados
obtidos sdo pouco semelhantes, tendo o método westernblot apresentado uma maior
sensibilidade (Tabela 8).

Tabela 8. Comparacdo dos resultados obtidos com os testes westernblot e FTA-Abs IgM.

Reactivo Nao Reactivo Total
Westernblot Reactivo 3 15 18
Nao Reactivo 0 15 15

Sensibilidade (3/3) — 100%
Especificidade (15/30) — 50%
Taxa de concordancia (18/33) — 54,55%

Em 15 casos ndo houve concordancia nos resultados obtidos entre as duas
técnicas, que muito provavelmente referem-se a reacfes de falsa negatividade da técnica
de FTA-Abs IgM (23,32,64), uma vez que estes 15 soros foram reactivos em todos 0s
outros testes seroldgicos efectuados (RPR, TPHA e EIA), e tratando-se de soros
provenientes de doentes com suspeita clinica de sifilis, uma melhor avaliacdo do
significado deste resultado poderia ser obtida caso tivesse sido possivel o isolamento de
Treponema pallidum.

Dos 33 casos, em apenas um (soro correspondente a um recém-nascido) €

plausivel avangar com a suspeita de diagnéstico de sifilis congénita, uma vez que este



soro apresentou reactividade em todos os testes seroldgicos efectuados, incluindo o teste
western-blot, mas como néo foi positivo no teste de imunofluorescéncia indirecta de
tipo IgM e ndo tendo sido possivel o isolamento de Treponema pallidum, € incerto

avancar com um diagnostico absolutamente correcto e preciso.



3. Testes seroldgicos — padréo de infec¢ao

Realizados os estudos de comparacéo dos varios testes serologicos efectuados no
universo dos 517 soros, analisaram-se de seguida os diversos padrbes serologicos
obtidos, com o intuito de inferir um possivel padrdo de infeccdo dos individuos. De
referir também, que o0 acesso a historia clinica e sexual dos mesmos, informacdes essas
a que ndo tivemos acesso, € de extrema importancia para o diagnostico, uma vez que
este deve fundamentar-se na relacdo entre os dados clinicos e os resultados
laboratoriais.

A variedade de combinagdes seroldgicas permitiu classificar os individuos
incluidos neste estudo em 11 dos 16 padrBes possiveis quando se realizaram trés testes
especificos e um teste ndo especifico para a pesquisa de anticorpos anti-Treponema
pallidum. A leitura dos resultados, indica que 75/517 (14,51%) obtiveram reactividade
em todos os testes efectuados; 69/517 (13,35%) apresentaram reactividade somente nos
testes treponémicos; 47/517 (9,10%) exibiram reactividade nos testes TPHA, EIA e
FTA-Abs; 7/517 (1,35%) foram reactivos apenas no teste TPHA; 5/517 (0,97%)
demonstraram reactividade nos testes EIA e FTA-Abs; 5/517 (0,97%) exibiram
reactividade somente no teste FTA-Abs; 2/517 (0,39%) foram reactivos nos testes
TPHA e EIA; 2/517 (0,97%) demonstraram reactividade nos testes TPHA e FTA-ADs;
11/517 (2,13%) tiveram reactividade apenas no teste ndo treponémico RPR; 1/517
(0,19%) foi somente reactivo nos testes RPR, TPHA e FTA-Abs; 1/517 (0,19%) foi
apenas reactivo para o teste EIA; e 361/517 (69,83%) ndo apresentaram reactividade em
nenhum dos testes (Tabela 9).



Tabela 9. NUmero de casos de acordo com as diferentes combinacdes seroldgicas possiveis com
0s quatro tipos de testes utilizados neste estudo.

Testes serologicos

RPR TPHA EIA FTA-Abs-G N° casos
R NR NR NR 11
NR NR NR R 5
NR R NR NR 7
NR R R 47
NR R NR 2
NR NR R 5
R R R 75
NR NR R NR 1
NR NR NR - 361
NR R NR 2
R NR 1
R NR 0
R NR R R 0
R R NR NR 0
R NR R NR 0
R NR NR R 0
Legenda: R —reactivo ; NR — ndo reactivo

Os 75 casos em que todos os testes efectuados foram reactivos, 74
corresponderdo a partida, a individuos com sifilis activa e portanto ndo tratada, podendo
ser sifilis primaria, secundaria ou latente, considerando que todos os testes deverao ser
reactivos em qualquer destas fases da doenca (4,59); e um corresponderd em principio, a
recém-nascido com sifilis congénita (36). Analisando os titulos, tanto do RPR, como do
TPHA, pensa-se que 51/57 sejam casos de sifilis primaria, pois os titulos séo
relativamente baixos (9), oscilando entre 1:2 e 1:16 no caso do RPR e entre 1:80 e
1:20480 no caso do TPHA. Contudo, as diluicbes de menor valor poderdo também
corresponder a sifilis tratada, ndo tendo decorrido tempo suficiente para deixar de existir
reactividade nos soros desses doentes (4). Por sua vez, 6/57 poderdo corresponder a



casos de sifilis priméria ou secundaria com maior probabilidade para esta Ultima
hipotese, visto os titulos do RPR serem elevados (4), rondando estes entre 1:32 e 1:512.

No caso dos 69 individuos em que o teste ndo treponémico foi ndo reactivo e 0s
testes treponémicos reactivos, o mais provavel € corresponderem a casos de sifilis
tratada (4,59). Tal situacdo assenta no facto da maior parte dos testes ndo treponémicos
acabarem por se tornar ndo reactivos um ano apds terapéutica correcta da sifilis
primaria, e apos dois anos nos casos de sifilis secundaria (9). Muitos destes individuos
ndo se recordam de terem tido sifilis e de terem sido tratados, pois a sua lesdo passou
despercebida e curou devido a antibioterapia administrada para outra infecgdo que ndo a
sifilis (9). Relativamente aos testes treponémicos, estes podem permanecer reactivos
durante toda a vida, mesmo ap06s a administracdo de uma terapéutica adequada (4,9,10).

Em sete casos, o teste TPHA foi reactivo e os restantes testes foram néo
reactivos, que poderdo resultar de reacbes de falsa positividade deste teste especifico.
Habitualmente, no teste TPHA este tipo de resultados sdo inferiores a 1%, podendo
ocorrer em doentes com mononucleose infecciosa, com doencas de colagénio, lepra e
em individuos toxicodependentes (9). Visto que a sifilis pode coexistir com estas
patologias a distingdo dos resultados pode tornar-se bastante dificil, embora em casos
raros.

Destacaram-se outros trés casos em que o teste FTA-Abs foi ndo reactivo e 0s
restantes testes efectuados foram reactivos, levando a crer que os resultados serdo
reacOes de falsa negatividade do teste FTA-Abs. Tanto no caso do TPHA como do
FTA-Abs, as reacOes de falsa negatividade podem dever-se a um erro laboratorial
relacionado com a pipetagem, com 0s reagentes ou mesmo com a microplaca no caso do
TPHA ou com a lamina no caso do FTA-Abs (9). Outra hipdtese que pode levar a estes
resultados, esta relacionada com a descida de titulos pos-terapéutica, pois as titulaces
dos outros testes foram extremamente baixas. As doengas do sistema conjuntivo,
doentes com anemia hemolitica auto-imune e gravidez, podem também originar
resultados correspondentes a reacdes de falsa positividade para o teste FTA-Abs (9).

Em 11 amostras o teste ndo treponémico RPR foi reactivo e os restantes testes
treponémicos foram ndo reactivos, o0 que resulta numa taxa de falsa positividade de
2,13%, 0 que ndo esta de acordo com a taxa de incidéncia de falsa reactividade na

populacdo em geral que é cerca de 1% (9). Geralmente este tipo de resultado



corresponde a uma reaccdo de falsa reactividade por parte do teste ndo treponémico,
sendo por isso aqueles casos considerados como reacdes de falsa positividade, uma vez
que as diluigdes do RPR sdo de 1:8, correspondendo a um titulo “borderline” que tem
sempre que ser confirmado (4).

Os restantes 361 individuos em que 0s respectivos soros foram ndo reactivos
para todos os testes, foram considerados como nunca tendo tido sifilis.

No que diz respeito a populacdo avaliada com base nos quatro tipos de testes
serologicos efectuados, verifica-se que um terco das gravidas e recém-nascidos sao 0s
que tém, pelo menos um dos testes reactivo (156). Provavelmente deve-se ao facto de
serem individuos com suspeita de sifilis. Os restantes individuos, em que os quatro tipos
de testes efectuados foram todos néo reactivos, pertencem na sua vasta maioria ao grupo
da maternidade Lucrécia Paim de Angola, visto que foi apenas um rastreio efectuado

com o intuito de se encontrar individuos com suspeita de sifilis congénita.



4. Amplificacdo de ADN de Treponema pallidum

Na implementacdo e optimizacdo da técnica de PCR em tempo real foi
demonstrado que as melhores condicdes de amplificacdo foram obtidas com as
concentragdes finais para os primers de 0,4 UM e para as sondas de 0,2 pM a uma
temperatura de ligacdo dos primers a sequéncia alvo de 62°C. N&o foi observada
qualquer amplificacdo aquando do estudo por esta técnica do painel de microrganismos
referidos em 1.3.3.3.

Aos 236 individuos incluidos nesta parte do estudo foi diagnosticada: sifilis
primaria em 15; sifilis secundaria em 21; sifilis latente recente em sete; sifilis latente
indeterminada em 113; e neurossifilis em um. Dos restantes 79 individuos, 39 ndo
apresentavam historia clinica, sintomas ou sinais compativeis com diagnéstico de sifilis
nem reactividade seroldgica sendo considerados como ndo possuindo infeccdo a
Treponema pallidum, enquanto que 40 por terem efectuado terapéutica para sifilis e ndo

apresentarem sintomas ou sinais, foram considerados como sifilis tratada (figura 16).
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Figura 16. Grupos de individuos estudados para avaliacdo das técnicas de PCR-TR e PCR-

Multiplex.



Das 318 amostras estudadas foi possivel observar amplificagdo de ADN de
Treponema pallidum em 133/318 (41,82%) e em 90/318 (28,30%), enquanto que 0
mesmo nado se observou em 185/318 (58,18%) e em 228/318 (71,70%) pelas técnicas de
PCR-TR e PCR-Multiplex respectivamente (figura 17).

Relativamente a estas amostras em 75/318 (23,58%) obteve-se amplificacdo de
ADN bacteriano de Treponema pallidum por ambas as técnicas de PCR, e em 188/318
(59,12%) nao se obteve qualquer amplificacéo.

Em 55/318 amostras sO se observou amplificacdo por uma das técnicas: em
6/318 (1,89%) pela técnica de PCR-Multiplex, e em 49/318 (15,41%) pela técnica de
PCR-TR.

PCR-TR vs PCR-Multiplex

B Positivos B Negativos

PCR-TR PCR-Multiplex

Figura 17. Reactividade dos 318 soros estudados obtida com as técnicas de PCR-TR e PCR-
Multiplex.

Comparando os resultados obtidos entre a técnica de PCR-Multiplex e a técnica
de PCR-TR, verificou-se que a segunda detectou um maior nimero de casos positivos,
apresentando uma sensibilidade de 100%, uma especificidade de 81,14% e uma taxa de
concordancia de 86,48% (Tabela 10).



Tabela 10. Resultados obtidos com as técnicas PCR-TR e PCR-Multiplex.

I N R

Reactivo Nao Reactivo Total
PCR-TR Reactivo 90 43 133
Nao Reactivo 0 185 185

_ Total 90 228 318

Sensibilidade (90/90) — 100%
Especificidade (185/228) — 81,14%
Taxa de concordancia (275/318) — 86,48%

Relativamente aos 43 casos discrepantes, seis muito provavelmente referem-se a
reacOes de falsa positividade da técnica de PCR-TR (33,42,70), pois estas amostras nao
obtiveram qualquer reactividade nos outros testes seroldgicos efectuados, assim como
pertenciam a individuos considerados com auséncia de sifilis, podendo estar
relacionadas com eventual contaminacdo durante o processo de estudo; 37
eventualmente correspondem a reacdes de falsa negatividade da técnica PCR-Multiplex
(33,42,70), uma vez que estas amostras obtiveram reactividade nos testes seroldgicos

efectuados, e pertenciam a doentes com sifilis.

De seguida, avaliou-se os resultados obtidos pelas duas técnicas para 0s casos de
sifilis nos diferentes estadios de infeccao (sifilis activa) e em individuos considerados
como n&o tendo sifilis.

A técnica de PCR-Multiplex apresentou uma sensibilidade de 43,31%, uma
especificidade de 92,31% e uma taxa de concordancia de 53,06% (Tabela 11).



Tabela 11. Sensibilidade e especificidade da técnica de PCR-Multiplex.

Sifilis activa Sem sifilis Total

PCR- Reactivo 68 3 71
Multiplex Néo Reactivo 89 36 125
Total 157 39 196

Sensibilidade (68/157) — 43,31%
Especificidade (36/39) — 92,31%
Taxa de concordancia (104/196) — 53,06%

A técnica de PCR-TR apresentou uma sensibilidade de 56,05%, uma

especificidade de 84,62% e uma taxa de concordancia de 61,73% (Tabela 12).

Tabela 12. Sensibilidade e especificidade da técnica PCR-TR.

Sifilis activa Sem sifilis Total
Reactivo 88 6 94
Nao Reactivo 69 33 102

_ Total 157 39 196

Sensibilidade (88/157) — 56,05%
Especificidade (33/39) — 84,62%
Taxa de concordancia (121/196) — 61,73%

Comparando os resultados obtidos com as duas técnicas para os casos de sifilis
activa, verifica-se que a técnica de PCR-Multiplex apresenta uma sensibilidade e taxa
de concordancia inferior, o que indica que a técnica de PCR-TR possui maior
sensibilidade e taxa de concordancia. De referir, que ambas as técnicas possuem uma
especificidade idéntica.

No que diz respeito a especificidade da técnica de PCR em tempo real o valor
calculado neste estudo de 100% foi idéntico ao obtido noutros estudos em que a
especificidade se situava entre 0s 87% e 0s 98%. (33,42,70)

De referir que os elevados valores de sensibilidade (que rondavam os 70% a
80%), correspondiam a amostras colhidas de lesdes cutdneas ou mucosas, enquanto que
o valor de sensibilidade de 56,05% obtido neste estudo muito provavelmente deve-se ao
facto das amostras estudadas serem na sua maioria de sangue total, plasma ou soro.



Deste modo, quando comparadas as duas técnicas entre si, a técnica de PCR-TR
parece funcionar de um modo muito mais eficaz. O facto de a técnica de PCR-TR
utilizar apenas um par de primers parece conferir determinadas vantagens, uma vez que
diminui a competicdo dos primers pelo ADN e porque facilita, em larga escala, as
optimizagBes relativamente a mistura de reaccdo e condicbes de amplificacdo. E

também uma técnica mais rapida, embora mais cara.

Ap0s a comparacdo das técnicas de PCR em tempo real e PCR-Multiplex para as
318 amostras dos 236 doentes, estudou-se as 36 amostras das parturientes (23) e recém-
nascidos (13) de Angola, com resultados positivos em um ou mais dos testes
serologicos efectuados (RPR; TPHA e/ou EIA). Em nenhum dos casos foi obtida
amplificacdo, quer pela técnica de PCR em tempo real, quer pela técnica PCR-

Multiplex.

4.1 Testes seroldgicos versus técnicas moleculares

Dos 236 doentes, com pelo menos um teste especifico e um nao especifico
reactivo, foram amplificados 30/236 (12,71%) casos apenas pela técnica de PCR-TR, e
somente pela técnica de PCR-Multiplex 4/236 (1,69%), enquanto que 50/236 (21,19%)
casos o foram pelas duas técnicas de PCR.

Nestes mesmos casos, 15/236 (6,36%) obtiveram reactividade em todos os testes
serolégicos efectuados, bem como amplificacdo em ambas as técnicas de PCR; 10/236
(4,24%) foram reactivos com todos os testes seroldgicos efectuados, e amplificaram
apenas com a técnica de PCR-TR; 1/236 (0,42%) reactivo em todos os testes
serologicos e s6 amplificou com a técnica de PCR-Multiplex; e 11/236 (4,66%)
reactivos nos testes seroldgicos efectuados, ndo apresentando amplificacdo em nenhuma
das técnicas de PCR.

Todos os testes seroldgicos ndo reactivos e amplificagdo com a técnica de PCR-
TR foi observado em 4/236 (1,69%) dos casos, 0s quais tinham sido categorizados
como sem sifilis, o que leva a crer que estes resultados resultaram de reacGes de falsa
positividade desta técnica. O mesmo parece ter acontecido em um caso (1/236 (0,42%)

de um individuo classificado como sem sifilis com todos os testes seroldgicos negativos



e amplificacdo pela técnica de PCR-Multiplex. Em 2/236 (0,85%) dos casos, todos 0s
testes serologicos foram ndo reactivos e amplificaram em ambas as técnicas de PCR, e
porque pertencentes ao grupo de individuos considerados como sem sifilis, pode
colocar-se a mesma hipétese.

De todos os casos apenas 30/236 (12,71%) ndo obtiveram reactividade em
nenhum dos testes seroldgicos executados, nem amplificaram com qualquer das duas
técnicas de PCR. Estes resultados correspondiam aos 29 individuos classificados como
ndo tendo sifilis e a um outro individuo com o diagndstico de sifilis tratada (tabela 13 e
18).

Tabela 13. Comparacédo dos testes serologicos com as técnicas PCR-TR e Multiplex nos

individuos considerados sem infecgéo.

TPHA FTA-Abs FTA-Abs PCR-TR PCR- N° Casos
(19G) (IgM) Multiplex
NR NR NR NR Neg Neg 29
NR NR NR NR Pos Pos 2
R NR NR NR Neg Neg 1
NR NR NR NR Pos Neg 4
NR NR NR NR Neg Pos 1
NR NR R NR Neg Neg 2
Legenda: R — reactivo ; NR — ndo reactivo ; Pos — positivo ; Neg — negativo

Relativamente aos doentes com diagnostico de sifilis priméaria em 3/15 (20%)
casos foram identificados através de um ou mais testes seroldgicos reactivos e por
amplificagdo na técnica de PCR-TR; 8/15 (53,33%) foram confirmados através de um
ou mais testes seroldgicos reactivos e amplificagdo em ambas as técnicas de PCR; e
4/15 (26,67%) foram identificados somente em um ou mais testes serolégicos reactivos
(tabela 14).



Tabela 14. Comparacéo dos testes seroldgicos com as técnicas PCR-TR e Multiplex nos

individuos considerados com sifilis primaria.

TPHA  FTA-Abs FTA-Abs PCR-TR  PCR-  N°Casos
{[s[€)] (lgM) Multiplex
R R R NR Neg Neg 1
R R R R Pos Neg 2
R R R R Pos Pos 6
R R R R Neg Neg 2
NR R R NR Neg Neg 1
R R R NR Pos Pos 2
NR NR R R Pos Neg 1
Legenda: R —reactivo ; NR — ndo reactivo ; Pos — positivo ; Neg — negativo

Em 21 doentes com diagndstico de sifilis secundaria, 3/21 (14,29%) foram
identificados apenas com base em testes seroldgicos reactivos; 12/21 (57,14%) foram
confirmados através de testes seroldgicos reactivos e por amplificacdo em ambas as
técnicas de PCR; 5/21 (23,81%) foram identificados em testes seroldgicos reactivos e
por amplificagdo na técnica de PCR-TR; e 1/21 (4,76%) foram identificados com testes

seroldgicos reactivos e por amplificacdo na técnica de PCR-Multiplex (tabela 15).



Tabela 15. Comparacéo dos testes seroldgicos com as técnicas PCR-TR e Multiplex

nos individuos considerados com sifilis secundaria.

TPHA FTA-Abs FTA-Abs PCR-TR PCR- N° Casos
{[s[€)] (lgM) Multiplex
R R R NR Neg Neg 1
R R R R Pos Pos 5
R R R R Neg Neg 2
R R R NR Pos Pos 3
R R R NR Pos Neg 2
R R R R Pos Neg 3
R R R NR Neg Pos 1
R R NR NR Pos Pos 3
NR NR NR NR Pos Pos 1
Legenda: R —reactivo ; NR — ndo reactivo ; Pos — positivo ; Neg — negativo

Em sete doentes com o diagnostico de sifilis latente recente, 2/7 (28,57%) foram
identificados somente em testes seroldgicos reactivos; 3/7 (42,86%) foram confirmados
através de testes seroldgicos reactivos e por amplificacdo em ambas as técnicas de PCR;
e 2/7 (28,57%) foram identificados em testes serologicos reactivos e amplificacéo
apenas na técnica de PCR-TR (tabela 16).



Tabela 16. Comparacéo dos testes seroldgicos com as técnicas PCR-TR e Multiplex

nos individuos considerados com sifilis latente recente.

TPHA FTA-Abs FTA-Abs PCR-TR PCR- N° Casos
{[s[€)] (IgM) Multiplex
R R R R Pos Pos 2
R R R NR Pos Neg 1
R R R R Neg Neg 1
R R NR NR Pos Pos 1
R R NR NR Neg Neg 1
R R NR NR Pos Neg 1
Legenda: R —reactivo ; NR — ndo reactivo ; Pos — positivo ; Neg — negativo

Dos 113 doentes com sifilis latente indeterminada, 62/113 (54,87%) foram
identificados somente em testes seroldgicos reactivos; 28/113 (24,78%) foram
confirmados com base nos testes seroldgicos reactivos e amplificacdo em ambas as
técnicas de PCR; 20/113 (17,70%) foram identificados com testes seroldgicos reactivos
e amplificacdo na técnica de PCR-TR; e 3/113 (2,65%) foram identificados com testes
seroldgicos reactivos e amplificacdo na técnica de PCR-Multiplex (tabela 17).



Tabela 17. Comparacéo dos testes serologicos com as técnicas PCR-TR e Multiplex

nos individuos considerados com sifilis latente indeterminada.

TPHA FTA-Abs FTA-Abs PCR-TR PCR- N° Casos
{[s[€)] (lgM) Multiplex
R R R NR Neg Neg 38
R R R NR Pos Neg 13
R R R R Pos Neg 5
R R R NR Pos Pos 22
R R R NR Neg Pos 1
R R R R Pos Pos 2
R NR R NR Neg Neg 1
R R R R Neg Neg 6
R NR R NR Pos Pos 1
R R NR NR Neg Neg 5
R R NR NR Neg Neg 12
R R NR NR Pos Neg 2
R R R R Neg Pos 1
R R NR NR Neg Pos 1
R R NR NR Pos Pos 3
Legenda: R — reactivo ; NR — ndo reactivo ; Pos — positivo ; Neg — negativo

De 41 doentes foi-lhes diagnosticada sifilis, mas esta ja tinha sido tratada, sendo
que 35/41 (85,37%) foram identificados somente nos testes seroldgicos reactivos; 1/41
(2,44%) foi confirmada com os testes seroldgicos reactivos e amplificacdo em ambas as
técnicas de PCR; 5/41 (12,20%) foram identificados com base em testes seroldgicos

reactivos e por amplificacdo na técnica de PCR-TR (tabela 18).



Tabela 18. Comparacéo dos testes seroldgicos com as técnicas PCR-TR e Multiplex

nos individuos considerados com sifilis j& tratada.

TPHA FTA-Abs FTA-Abs PCR-TR PCR- N° Casos
{[s[€)] (lgM) Multiplex
R R NR NR Neg Neg 1
R R R NR Pos Neg 1
NR R R NR Pos Neg 4
R R R NR Neg Neg 11
NR NR R NR Neg Neg 1
NR R R NR Neg Neg 13
NR R R NR Pos Pos 1
NR NR NR NR Neg Neg 1
R R NR NR Neg Neg 3
NR R NR NR Neg Neg 5

Legenda: R —reactivo ; NR — ndo reactivo ; Pos — positivo ; Neg — negativo

Dos 236 individuos estudados apenas um apresentou o diagnéstico de
neurossifilis, sendo que este foi apenas foi identificado através de testes serolgicos
reactivos, pois tanto na técnica de PCR-TR, como na técnica PCR-Multiplex ndo se

registou qualquer amplificagdo (tabela 19).

Tabela 19. Comparacéo dos testes serolégicos com as técnicas PCR-TR e Multiplex no

individuo considerado com neurossifilis.

RPR TPHA FTA-Abs FTA-Abs PCR-TR PCR- N° Casos
{[s[€)] (lgM) Multiplex
R R R NR Neg Neg 1

Legenda: R — reactivo ; NR — ndo reactivo ; Neg — negativo




4. CONCLUSOES

O diagnéstico clinico e laboratorial da sifilis apresenta muitas dificuldades e
limitacOes, relacionados com a complexidade da doenga que se caracteriza por diversos
estadios, apresentando periodos assintomaticos e sintomaticos, o que vem corroborar a
premissa de que ainda ha muito a fazer relativamente ao diagnostico laboratorial desta
doenca. Esta problematica prende-se com os inUmeros e diversos estudos que tém vindo
a ser elaborados tendo como objectivo a avaliacdo dos resultados dos testes serolégicos
em diversos tipos de amostras, bem como os que tém sido efectuados na busca de uma
técnica de PCR-classica ou em tempo real que sejam eficazes em todas as fases da
doenca.

O presente estudo teve como objectivo caracterizar os casos de sifilis congénita,
incluindo a avaliacdo dos testes que se utilizam para o seu diagnostico e a sua
abordagem clinica e terapéutica. Pretendeu ainda optimizar uma técnica de PCR em
tempo real, para averiguar o potencial desta na deteccdo de ADN de Treponema
pallidum.

Os testes serologicos efectuados e posteriormente analisados, demonstram
resultados semelhantes e aparentam uma efectividade e fiabilidade diagnostica
aceitavel. Contudo, um diagndéstico certo e preciso, persiste ainda como um problema,
devido ao facto de ndo haver cultura para o microrganismo Treponema pallidum; e de
existirem fases da doenca assintomaticas.

Apds a obtencdo dos resultados desta tese, pode concluir-se que o teste RPR é o
teste ndo treponémico que deve ser sempre utilizado quando existe suspeita de sifilis, e
tem como grande vantagem o facto de permitir efectuar a monitorizagéo da terapéutica.
Muito embora, no presente estudo, o teste RPR e o teste VDRL tenham apresentando
resultados semelhantes ao nivel da sensibilidade e especificidade, segundo varios
estudos, actualmente, o teste RPR € 0 mais preconizado enquanto teste néo
treponémico, pois € mais facil de executar e de mais facil leitura dos resultados.

Quanto ao teste treponémico imunoenzimatico, parece ser aquele que mais se
adapta a rotina laboratorial, pois os resultados deste teste foram semelhantes aos outros
testes treponémicos vastamente recomendados (TPHA e FTA-Abs), e possui a

vantagem de ser automatizdvel e permitindo uma leitura objectiva. Mediante



comparagdo com outros estudos, o teste imunoenzimatico tem apresentado resultados a
nivel da sensibilidade e especificidade superior aos outros testes treponémicos e
actualmente surge como tecnica referéncia a nivel de testes treponémicos, sendo
presentemente recomendado pelas normas Europeias como teste de rastreio da infeccao
por Treponema pallidum.

No que diz respeito ao diagnostico de sifilis congénita, pode concluir-se que a
técnica de western-blot apresentou uma maior sensibilidade e especificidade na
pesquisa de anticorpos de tipo IgM do que a técnica de FTA-Abs-M, e no futuro podera
vir a ser utilizada como recomendada para um diagnostico mais preciso e eficaz quer de
infeccdo recente quer de infecgdo congénita pelo Treponema pallidum. Muito embora j&
existam alguns estudos, em que a técnica de western-blot obteve melhores resultados
comparativamente com a técnica de FTA-Abs-M, ainda sdo necessarios mais estudos
que permitam sustentar esta premissa.

No caso do recém-nascido uma técnica que pesquisa anticorpos especificos de
tipo IgM, permite elaborar um diagndstico correcto e preciso de sifilis congénita.

Relativamente as técnicas de biologia molecular, verificou-se uma maior
sensibilidade e especificidade na pesquisa de ADN de Treponema pallidum pela técnica
de PCR-TR, comparativamente com a técnica PCR-classica (133 vs 90 amostras
positivas, respectivamente). A técnica de PCR em tempo real quando aplicada a
amostras de lesbes mucosas ou cutaneas ou mesmo de sangue total se provenientes de
individuos com estadios de infeccdo de sifilis primaria e/ou secundéria, apresenta
valores de sensibilidade mais elevados. Em relacdo a outros estudos, a técnica de PCR
em tempo real obteve melhores resultados quando avaliada relativamente a técnica de
PCR-classica, mas ainda ndo consegue alcancar 0 mesmo desempenho na comparacao
com os testes serologicos.

Independentemente do facto do genoma de Treponema pallidum ter sido
publicado e de se terem feito diversos estudos desde entdo no que diz respeito a sua
estrutura e biologia molecular, existe ainda muito a fazer para que o diagnostico desta
doenca seja efectuado o mais precocemente possivel e com o maior grau de certeza.

Mediante os resultados obtidos na realizacdo do presente estudo, pode concluir-
se que o teste treponemico (EIA) parece ser 0 mais indicado para o rastreio da infecgédo

por Treponema pallidum, tendo como unico inconveniente o facto de ser uma técnica



algo dispendiosa, contudo um resultado reactivo com esta técnica, deve ser confirmado
pela realizacdo de um teste ndo treponémico, preferencialmente o teste RPR.

Relativamente ao diagnostico de infeccdo congenita no recém-nascido, o teste
western-blot para pesquisa de anticorpos especificos de tipo IgM, parece ser 0 mais
apropriado.

Quanto aos testes de biologia molecular, a técnica de PCR em tempo real, parece
ser a mais indicada, uma vez que esta apresenta uma maior sensibilidade e
especificidade quando comparada com a técnica de PCR-classica, tendo como forte

desvantagem, o facto de ser uma técnica dispendiosa.
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