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RESUMO

A sifilis € uma infec¢do causada por 7. pallidum que pode ser transmitida por via
vertical, por contacto sexual ou por sangue, ¢ cujo diagnostico se baseia na associagdo
entre manifestacdes clinicas e testes serologicos.

Neste estudo utilizaram-se os testes serologicos RPR, TPHA, FTA-Abs, um teste rapido
nao comercializado (Signal-Spirolipin) que pesquisa anticorpos treponémicos (CDC-T)
e ndo treponémicos (CDC-2) em simultdneo no mesmo dispositivo e uma técnica de
PCR-multiplex para a pesquisa de ADN de 7. pallidum.

Da comparacao das técnicas seroldgicas constatou-se que a sensibilidade dos testes RPR
e TPHA foi de 84,5% e 98% respectivamente. A especificidade foi de 77,3% para o
teste RPR e de 87,5% para o teste TPHA.

Na avaliagdo do teste rapido a comparagao do teste CDC-2 com o teste RPR resultou
numa taxa de concordancia de 93,1% enquanto que, a do teste CDC-T com o teste
TPHA foi de 94,8%. A sensibilidade e especificidade obtidas pelos testes CDC-2 e
CDC-T foram de 88,7% e 65% e de 94,9% e 91,3% respectivamente.

Considerando o diagnostico de sifilis activa com base na reactividade simultdnea dos
testes RPR e TPHA, avaliou-se a sensibilidade do teste rapido utilizando esse mesmo
critério. A sensibilidade obtida foi de 98,4% para o teste rapido e de 97,2% para a
associa¢ao dos testes RPR/TPHA.

A técnica de PCR-multiplex apresentou fraca sensibilidade ja que em apenas 33% dos
casos de sifilis foi identificado ADN de T. pallidum.

O teste rapido avaliado apresentou um comportamento idéntico aos testes geralmente
utilizados na rotina laboratorial tais como os utilizados neste estudo. Apresenta a
vantagem de pesquisar anticorpos treponémicos € ndo treponémicos, ao contrario dos
testes rapidos comercializados que pesquisam apenas anticorpos treponémicos. Nao
sendo necessario para a sua execugdo equipamento laboratorial especializado podera ser
de grande utilidade para o clinico a exercer em locais sem laboratorio.

Palavras-chave: Treponema pallidum subsp. pallidum; sifilis; testes serologicos;
diagnostico; PCR-multiplex; Signal-Spirolipin.
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ABSTRACT

Syphilis is an infection caused by 7. pallidum. Transmission may be vertical, through
sexual contact or blood.

The diagnosis is based in both serology and clinical manifestations. In this study, we
used the serological tests RPR, TPHA, FTA-Abs and a non -commercialized rapid test
(Signal-Spirolipin) to detect both treponemal (CDC-T) and non — treponemal antibodies
(CDC-2) in the same device. T. pallidum DNA was identified with a multiplex PCR
technique.

In this study, the RPR and TPHA tests sensitivity was 84,5% and 98%, respectively,
and the specificity 77,3% for the RPR test and 87,5% for TPHA test, respectively.

The concordance rate was 93,1% in the comparison between the RPR and the CDC2
tests and 94,8% between the CDC-T with the TPHA tests. Sensitivity and specificity of
the CDC-2 and CDC-T tests were 88,7% and 65% and 94,9% e 91,3%, respectively.

Taking into account that the diagnosis of active syphilis is made when both the RPR and
TPHA tests are reactive, we evaluated the sensitivity of the rapid test (CDC2 and CDCT)
in the diagnosis of active syphilis, using the above described criteria. The sensitivity
was 98,4 % for the rapid test and 97,2 % for the association of reactivity in both RPA
and TPHA tests.

The multiplex PCR technique presented a low sensitivity, with 7. pallidum DNA being
identified in only 33% of the syphilis cases.

The rapid test evaluated in this study presented identical results to the tests generally
used in the routine laboratory diagnosis, such as those used here. However, it does have
the advantage of detecting both treponemal and non — treponemal antibodies what is not
the case of the commercialized rapid test. Furthermore, there is no need of specialized
laboratory equipment, which makes it of great utility in regions where such conditions
do not exist, as in developing countries.

Keywords: Treponema pallidum subsp. pallidum; syphilis; serological tests; diagnosis;
multiplex PCR; Signal-Spirolipin.
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1. INTRODUCAO
1.1. Contexto Historico

A sifilis ¢ uma infec¢do causada pela bactéria Treponema pallidum subespécie pallidum,
uma espiroqueta patogénica microaerofilica, que pode ser adquirida através de relagdes
sexuais e transmissdo vertical. Esta infec¢do conta com uma das mais ricas historias
conhecidas pela humanidade [4, 28, 29, 32, 44, 47], tendo tido, em séculos passados,
descri¢des biblicas que sugeriram ser uma doenga associada a outras ja existentes quer
em Africa quer na China, sendo que na Europa as suas manifestagdes [95] ndo foram

reconhecidas, até ao final do século XV [4].

Nessa altura, a doenca foi denominada morbus gallicus " Grande Pox" ou doenca Fran-
cesa" e, ao longo de varios anos, teve também outra designagdo tal como: venérea,

(nome que se referia a Vénus, deusa grega da beleza e do amor) [4, 47, 71].

A actual designacao de sifilis, adaptada genericamente a partir do século XVI, resultou
da semelhanga com o nome do pastor, her6i de um poema em latim "Syphilus sive mor-
bus gallicus", atribuido a Girolomo Fracastoro (1478-1553) médico e poeta veneziano,
onde ¢ relatada a descricao clinica da sifilis, doenga sexualmente transmitida de que o

pastor sofria [4, 36, 95, 103, 104].

Relativamente a origem da sifilis, focaram-se varias teorias, uma que defendia que a
doenca era uma vontade divina, tendo sido os afectados escolhidos por Deus para, a
partir dessa provacao, encontrarem uma recompensa no céu [48]; outras especularam
que a doenga teria sido transmitida aos conquistadores europeus, pelos nativos das
Indias Ocidentais, tendo sido reforcada a ideia de que "a origem da sifilis seria 0 Novo

Mundo" [36, 47].

Por outro lado, parece existirem provas convincentes de que a doenga tera resultado de
eventuais mutacdes de espiroquetas agentes da bouba, doenca existente ha séculos na

Africa Central [4, 47].

Relacionada com estas provas, existem, por um lado a teoria designada por pré-

colombiana, defendendo que a sifilis teria resultado de outras treponematoses ja existen-



tes na Europa, e, por outro lado, a teoria colombiana que defende que a infecgdo teria

sido transportada do Novo para o Velho Continente [71, 103, 104].

Efetivamente, as grandes epidemias europeias surgiram apds o regresso de Cristévao
Colombo e seus marinheiros do Novo Mundo em 1493, tendo-se a doenga disseminado

por toda a Europa entre os séculos XV e XVI [29, 34].

Na altura, a sua propagagdo podera ter sido facilitada pelas migra¢des desencadeadas

pelas guerras da época e pelos movimentos das tropas [4, 47, 54].

A incidéncia da sifilis foi enorme em todos os estratos da sociedade e, dada a sua ampla
distribui¢do sociogeografica, foi sendo baptizada com diferentes designagdes tais como:
mal francés pelos italianos e arabes, mal de Népoles pelos franceses, os Indianos e

Japoneses denominaram-na como mal portugués e os Turcos, de mal cristao [34].

Todas estas designacdes reflectem o facto de as pessoas quererem declinar a sua respon-

sabilidade na propagag¢ao desta doenca, culpando-se uns aos outros [36, 47].

Na realidade, a verdadeira origem da sifilis ndo ¢ conhecida, podendo a sua forma ter-
ciaria ter sido documentada por Hipdcrates na Antiga Grécia, dado que na cidade grega
de Metaponto aproximadamente 600 a.C., e em Pompeia foram encontradas evidéncias
arqueoldgicas, nos sulcos dos dentes de criangas, provavelmente nascidas de maes com

sifilis [36, 59].

Outros cientistas postulam que 7. pallidum terd causado doencgas cutaneas como a pinta
e a framboésia durante a Idade Média na Europa, infecgdes essas que teriam sido classi-
ficadas erroneamente como lepra, e que esse microrganismo tera sofrido, durante o

século XVI mutagdes resultando no actual agente da sifilis [54, 71].

De facto, as epidemias desta infeccdo surgiram repentinamente no século XVI e nessa
€poca os europeus ndo apresentavam resisténcia a doenga, exibindo sintomas abruptos e

floridos, completamente diferentes dos observados presentemente [54, 59, 71].

Com o endemismo da doenca, quer parasita, quer ser humano ter-se-do adaptado um ao

outro, tornando-se gradualmente a sifilis mais moderada [54, 59, 71].



Segundo esta hipotese, todos as treponematoses teriam resultado de variantes de um
unico agente, cuja expressdo ter-se-ia modificado por factores ambientais, principal-

mente a temperatura [29].

Coerente com essa teoria existe a prova resultante de estudos de hibridagdo DNA-DNA,
da estreita relacdo entre os 7. pallidum subesp. pallidum e T. palidum pertenue assim

como, os estudos que demonstram a sua grande semelhanga antigénica [77].

Estudos actuais de genética molecular e de imunologia com caracterizacao de 7. palli-
dum, provavelmente irdo ajudar a resolver as questdes da relacdo entre treponemas
patogénicas para os seres humanos, o que sera importante para futuros programas de

erradicagdo da sifilis e das outras treponematoses [109].

Pelo que no futuro, os cientistas continuardo a pesquisar as origens € a evolugdo desta

infeccao [69].
1.2. Caracteristicas do Agente
1.2.1. Taxonomia e Classificacao

O agente etioldgico da sifilis, 7. pallidum subespécie pallidum, ¢ uma bactéria patogé-
nica que pertence a ordem Spirochaetales da familia Treponemataceae, [37] a qual
inclui trés géneros que transmitem doenga a0 homem: Treponema, Leptospira € Borre-

lia [8, 66, 74, 80, 95].
1.2.2. Caracteristicas do Género Treponema

As bactérias do género Treponema apresentam parede celular de estrutura semelhante a
das bactérias de coloragcdo de Gram-negativa, caracterizando-se por serem bacilos heli-
coidais com corpo celular em forma de espiral envolvido por uma membrana citoplas-

matica e delimitado por uma membrana externa [8, 74, 95].

Entre as duas membranas existe uma camada de peptidoglicano que fornece estabilidade
a estrutura, e que comporta organelas endoflagelares (6rgaos de locomogao), responsa-

veis pela mobilidade caracteristica em rotacao e translagdo [5, 8, 66, 74, 95, 99, 103].



Figura 1.1. Estrutura da bactéria 7. pallidum. Na fotografia de Treponema pallidum,
pode-se observar a sua forma espiral, bem como as membranas internas e externas.

Adaptado a Science Photo Library [63].

Morfologicamente apresentam 6 a 12 espiras regulares, sdo bactérias anaerobias faculta-
tivas [103], com dimensao de 0,1-0,5um de diametro por 5-15pum de comprimento [37,
63, 95]. Os microrganismos do género Treponema pallidum patogénicos apresentam
desenvolvimento lento, ndo crescem em meios de cultura artificial, sdo extremamente
frageis (sensiveis a temperatura, humidade e desinfectantes) e t€ém, como Unico hospe-

deiro natural, o homem [31, 41, 56, 103].

Para o seu estudo tém sido utilizados animais de laboratorio [32, 103]. As treponemato-
ses sdo infecgdes causadas pelas bactérias patogénicas do género Treponema, que origi-
nam diferentes doencas: 7. carateum, responsavel pela pinta; 7. pallidum subsp. ende-
micum agente do bejel ou sifilis ndo-venérea ou endémica; 7. pallidum subsp. pertenue
que origina a bouba, e T. pallidum subsp. pallidum agente da sifilis venérea e da sifilis

congénita [44, 77].

Estas doencas mostram alguma sobreposi¢do nas suas manifestacdes clinicas, mas ten-
dem a ocorrer com diferentes distribui¢des geograficas. A sifilis ¢ a Uinica doenca trepo-
némica venérea, enquanto a bejel, pinta e bouba sdo transmitidas por contacto com

lesdes cutaneas ou mucosas [23, 29, 44, 72, 77, 95, 100, 106].



1.2.3. Caracteristicas de Treponema pallidum subsp. pallidum
Caracteristicas Morfologicas e Estruturais

O estudo ultramicroscopico de 7. pallidum subsp. pallidum, permite definir na consti-
tuicdo deste microrganismo uma membrana interna ou citoplasmatica que rodeia o cor-
po celular e uma membrana externa protectora. Entre uma membrana e outra, encontra-
se um espago periplasmatico com uma pequena camada de peptidoglicano e os 6rgaos
de locomogao ou flagelos. A forma espiralada deve-se a presenca, no espaco periplas-
matico dos flagelos que se enrolam a volta do corpo celular. Estas estruturas originam
movimento helicoidal tipico deste microrganismo promovendo também a sua progres-

sao em meio com viscosidade aumentada [74, 99, 103].

A membrana externa de 7. pallidum, reveste a superficie da célula deste microrganismo
e serve de barreira protectora relativamente ao meio que o envolve [66]. E uma estrutura
que difere das bactérias de coloracao de Gram-negativa [55] pela caréncia de lipopolis-

sacarideos (LPS) [5, 10, 31, 57, 105].

Por outro lado, a membrana citoplasmatica € a estrutura que envolve o citoplasma sendo
composta por numerosas lipoproteinas [8, 24], e por proteinas de ligagdo a penicilina
(PBP). Possui também glicolipidos, cardiolipina, principal antigénio que resulta na pro-
dugdo dos anticorpos pesquisados pelos testes serologicos ndo treponémicos. Pese
embora a presenga destes elementos, a antigenicidade ¢ pobre devido a arquitectura
estrutural, observando-se pouca reactividade dos anticorpos contra as diversas proteinas

[31, 57].

A motilidade de T. pallidum, acredita-se ser essencial para a patogénese da sifilis. Por
analogia com outras bactérias patogénicas, ¢ plausivel que esta motilidade seja modula-
da por mecanismos de transducdo sensorial, associados com respostas quimiotaticas
para a invasao dos tecidos. Esta possibilidade levanta questdes fundamentais sobre a
relagdo entre a transducdo sensorial, regulacdo da rotagdo flagelar e resposta quimiotati-
ca durante a expressdo de viruléncia no inicio da infeccdo por 7. pallidum [51]. A anali-
se do genoma prevé que 7. pallidum emprega cerca de 4,3% da sua capacidade genética

para a codificacdo das lipoproteinas. A auséncia de um sistema de cultura "in vitro" que



permita a manipulacdo de 7. pallidum, contribui para a incapacidade de se poder carac-
terizar os aspectos funcionais das lipoproteinas da membrana. Como estratégia para
investigar a biologia incomum da membrana de 7. pallidum, tem sido tentada uma
abordagem estrutura-fungdo, com o objectivo de formular novas hipdteses sobre a

potencial fun¢do das lipoproteinas treponémicas [74, 83].
Caracteristicas Genomicas e Metabdlicas

T. pallidum tem um genoma pequeno (1,3 Mb) com limitada capacidade metabodlica
[98]. A sequéncia completa do seu genoma foi publicada em 1998, tendo-se verificado
que o DNA gendémico ¢ composto por um unico cromossoma circular com 1, 138 006
pares de base (bp) que contém 1.041 sequencias de codificacdo " Open Reading Frames
" (ORFs) [40, 95]. T. pallidum subsp. pallidum, tal como outros microrganismos, pos-
sui no seu genoma, genes que realizam fungdes essenciais a sua sobrevivéncia, tais
como a replicagdo do DNA, transcrigdo, a tradugdo do acido ribonucleico (RNA), a eli-
minacao do efeito toxico do oxigénio através da enzima oxidase nicotinamida adesine
dinucleotide (NADH) [109, 114]. A producao de energia sob forma de adenosina trifos-
fato (ATP), esta depende da unica via de glicolise [32, 74, 98]. Os mecanismos bio-
sinteticos necessarios a sintese da maioria dos nutrientes estdo ausentes, 7. pallidum

retira-os do hospedeiro utilizando proteinas de transporte [92].
Caracteristicas Culturais

Treponema pallidum subsp. pallidum ¢ um microrganismo extremamente sensivel a
temperatura, oxigénio [74] e outros factores como humidade e desinfectantes [103].
Nao ¢ cultivavel em meios de cultura artificiais sendo apenas, geralmente propagado "in
vivo" em animais de laboratorio. O coelho ¢ geralmente o animal utilizado, por nele a

infec¢do se desenvolver de modo semelhante a infecgdo humana [16, 55].

O método usado para manter e reproduzir o microrganismo para estudos experimentais
em laboratorio, tem sido o de inoculagdo intra testicular nesse animal, da estirpe de
Nichols, estirpe de 7. pallidum isolada de uma amostra de liquor de um doente com

neurossifilis [31, 56, 103].



1.3. Patogenicidade e Imunidade

As bactérias, no sentido de se adaptarem as condigdes de mudangas do seu ambiente,
sdo capazes de modular a expressdo de genes, aumentando a sua sobrevivéncia e cau-
sando doenga no hospedeiro. Para tal regulam os seus factores de viruléncia responden-
do ao "stress", pH, temperatura, disponibilidade de nutrientes, osmolaridade, CO, ¢

outros factores tais como fosfato, calcio ou ferro [37, 74].

A auséncia de técnicas de cultura "in vitro" para 7. pallidum, tornam extremamente
dificil identificar os factores de viruléncia ou de regulacdo envolvidos na patogénese da
sifilis [30, 98]. A sobrevivéncia de um microrganismo num hospedeiro esta relacionada
com a capacidade deste aplicar os seus mecanismos de viruléncia e de defesa, podendo
a sua interaccao variar de hospedeiro para hospedeiro. 7. pallidum possui uma membra-
na externa com 100 vezes menos proteinas do que as membranas externas de outras

bactérias [8].

Apbs a sequéncia genodmica de 7. pallidum subsp. pallidum (estirpe de Nichols), a pes-
quisa sobre a sifilis centrou-se nos genes Tpr (7. pallidum repeat) [43], uma familia de
12 genes relacionados, que se prevé que codificam proteinas de membrana externa e
que parecem constituir um sistema de variagdo antigénica [43, 75]. Até agora, nao foi
identificado em 7. pallidum nenhum antigeno de superficie, devido a impossibilidade de
ser cultivado em meios artificiais, a extrema fragilidade da sua membrana externa e a

baixa densidade de proteinas integrais no seu compartimento celular [30, 43].

As principais determinantes de viruléncia e protectores do agente etiologico da sifilis,
ainda precisam de ser elucidados em grande parte devido como ja referido, a natureza

nao cultivavel da espiroqueta [32, 64, 83, 110].

Estudos efectuados até ao presente, indicam que a membrana externa deste microrga-
nismo ¢ relativamente deficiente em proteinas e com estrutura antigénica inerte o que
pode contribuir significativamente para a capacidade do patdogeno em evadir-se a res-
posta imune do hospedeiro; uma vez que esses antigenos sdo, entre as proteinas, os pri-

meiros a interagir no hospedeiro infectado [25, 110].



Desta incerteza quanto ao que origina a viruléncia de 7. pallidum, até porque se apre-
senta morfologicamente semelhante a outros treponemas ndo virulentos, e porque o seu
estudo tem sido dificil, ha necessidade de optimizacao de técnicas para o isolamento da
membrana externa de 7. pallidum, de modo a verificar se esta pode induzir imunidade
protectora que podera servir para o desenvolvimento de uma vacina contra a sifilis [41,
57, 65]. Um problema relativo a resposta imune do hospedeiro a infecgo sifilitica, rela-
ciona-se com o mecanismo pelo qual o sistema imunolégico reconhece inicialmente, a

presenca de 7. pallidum no local de inoculagao [101].

A incapacidade da cultura de 7. pallidum em meios artificiais e a escassez de informa-
¢do sobre os factores que influenciam a sua relagdo com o hospedeiro, durante a infec-
cdo sifilitica, tém induzido a analise das proteinas da membrana, com o objectivo de
verificar os seus potenciais factores de viruléncia. Esta andlise tem contribuido para a
compreensao da estrutura e fungdo das proteinas de membrana de 7. pallidum as quais
poderado estar relacionadas com a ligagao patogeno-hospedeiro resultando na viruléncia

deste microrganismo [5, 32, 41, 75, 83, 93].

O isolamento de lipoproteinas que constituem a membrana de 7. pallidum, levou a
investigar a sua importancia na fisiologia e ultra-estrutura deste microrganismo. Essas
lipoproteinas de membrana parecem ser especificas de 7. pallidum. Em outras bactérias,
tém importancia como factor de viruléncia, componentes modulares do ATP, transpor-
tadores, enzimas, receptores, alvos de proteccao imunologica. Estudos in vitro mostra-
ram que 7. pallidum adere as superficies epiteliais, atravessa a barreira de tecido, e entra
na circulagdo, invadindo os tecidos entre as células endoteliais, resultando na dissemi-

nagdo bacteriana generalizada, que estabelece a infeccao [5, 13, 30].

A cronicidade da infeccdo pode estar relacionada com a propriedade da membrana
externa de 7. pallidum, conter menos proteinas do que as membranas externas tipicas
das bactérias gram-negativas. A interac¢do entre este patdgeno e o hospedeiro lidera no
estabelecimento da infec¢do, e geralmente ocorre por intermédio das ligacdes com as
moléculas de superficie. Além disso, apenas um niimero muito pequeno de antigenos de

superficie de 7. pallidum sdo potenciais determinantes de viruléncia [7, 8].



1.4. Transmissdo e Epidemiologia

A sifilis € uma infeccdo com distribuicdo mundial, atingindo sobretudo a populacio
sexualmente activa. Apesar da existéncia de antibioterapia acessivel com alta eficacia
para o tratamento desta infec¢@o, continua a ser um grande problema para as autoridades

sanitarias [27].

A infeccdo pode ser adquirida através de relagdes sexuais (vaginal, oral ou anal) e/ou
por transmissao vertical (da mulher gravida para o feto) [44, 74, 77, 79] e, ocasional-
mente, por transfusdo com sangue contaminado, embora actualmente com menor pro-

babilidade por este ser testado antes de transfundido [44].

A Organizagdo Mundial da Satde (OMS) estima que, aproximadamente 12 milhdes de
novos casos de sifilis ocorrem anualmente em todo o mundo, dos quais cerca de 4
milhdes na Africa subsahariana [23, 85, 90, 95, 114]. A prevaléncia e incidéncia da sifi-
lis variam consoante as areas geograficas, predominando na populagcdo sexualmente

activa, se bem que em muitos paises a falta de dados nao permita qualquer avaliagao

[109].

A nivel mundial, a mais elevada prevaléncia da sifilis regista-se conforme ja referido, na
Africa subsahariana, seguida da América do Sul e Central e depois na Europa e na

América do Norte [103].

No século passado (XX), foram efectuados varios esfor¢os para eliminar esta infeccao,
tendo falhado por imprevistos sociais e limitagdes de recursos, contribuindo, desta for-
ma, para a persisténcia da doenca, a qual continua a ser um problema de satide publica

[47, 57, 95, 108].

A incidéncia mais elevada de infec¢do ocorreu antes da Segunda Guerra Mundial, apds
a qual se verificou uma diminuicdo significativa coincidente com a disponibilidade do
farmaco penicilina (descoberta nessa altura) utilizado no seu tratamento levando as
autoridades sanitarias a presumir ter-se vencido a doenga num curto espaco de tempo

[15, 16, 20, 48].



Contudo, tal ndo aconteceu e, contrariamente a isso, a partir da década de 1960-1970, a
infeccdo ressurgiu em muitos paises; a prevaléncia de infeccdo aumentou gradualmente
com o aparecimento do virus de imunodeficiéncia humana (VIH) na década de 1980,
tendo subido para os niveis mais elevados desde os da Segunda Guerra Mundial [4, 22,
57, 103]. Na década de 1990-2000 ocorreu uma epidemia de sifilis entre os individuos

homossexuais (HSH), em paralelo com os heterossexuais [7, 11, 20, 21, 41, 95].

No que se refere a Angola ndo se encontraram dados globais relacionados com sifilis,
mas informagdes particulares referem haver uma maior prevaléncia nas provincias do
centro, sul e leste do pais, nomeadamente Luanda com (5.4%), Lunda-Sul (13%), Huila

(7%) e Benguela (4.7%) [60, 62].
1.5. Evoluciao e Manifestacoes Clinicas da Doenca

A sifilis quando ndo tratada torna-se numa doenga cronica, que progride através de mul-
tiplos estadios, com variacdo nas manifestagoes clinicas [15, 53, 55, 95, 110], classifi-
cadas como: sifilis primaria, secundaria, latente e terciaria [11, 44, 105]. A delimitagcao
das fases ¢ convencional e varia conforme as escolas médicas. Nos Estados Unidos da
América (E.U.A), consideraram como periodo recente apenas o primeiro ano de evolu-
¢do da doenca, seguindo os critérios utilizados pelo Center for Disease Control and
Prevention (CDC), no entanto, na Europa, o periodo recente abrange os dois primeiros
anos da doenga de acordo com os critérios da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)

[42, 103].

A sifilis adquirida e nao tratada progride por estadios clinicos que se iniciam pelo con-
tacto da espiroqueta no local da inoculagdo (periodo de incubagdo assintomatico) segui-
do do estadio primdrio com sintomatologia localizada a regido da inoculagdo. A este e
apos periodo variavel segue-se o estadio secundario relacionado com a disseminagdo da
infecgdo, que evolui para uma fase de laténcia na qual, aparentemente, ndo ha nenhuma
manifestagdo clinica mas que, posteriormente, pode evoluir para o estadio terciario com

diversas manifestacoes clinicas [27, 28, 37, 44, 71, 103].
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Figura 1.2. Imagem de lesdo tinica no dedo no local da inoculacdo de sifilis (Infec¢ao

primaria). Adaptado a derme.org. [61].
1.5.1. Estadio Primario

Este estadio inicia-se pela inoculacdo de 7. pallidum através do contacto da pele ou
mucosas com lesdes infecciosas [94]. No local de inoculacao desenvolve-se o cancro
duro que se inicia por uma pequena zona vermelha saliente (papula), que em breve pro-
gride para ferida aberta (Ulcera) indolor. Em regra, apresenta-se como uma ulcera Unica,
mas, por vezes, podem coexistir varias ulceras sobretudo em doentes co-infectados com

HIV [6, 61].

A tulcera nao sangra, mas liberta ao toque um liquido claro altamente infeccioso. O can-
cro com mais ou menos 0,5 a 1,0 cm de diametro [103] afecta geralmente os 6rgaos
genitais externos, mas também pode aparecer noutros locais tais como: anus, recto,

labios, lingua, garganta, colo uterino, dedos ou, raramente noutras partes do corpo [5].

Os ganglios linfaticos proximos, costumam aumentar de volume mas permanecem indo-

lores. Como a lesdo causa poucos sintomas, ¢ habitualmente ignorada [100].

Em cerca de metade das mulheres ¢ um terco dos homens, infectados estas lesdes
podem mesmo passar despercebidas [4, 37, 64, 79]. E a partir da lesdo priméria, local da
multiplicacdo inicial do patdgeno, que se origina a disseminacdo hematogénea do
microrganismo pela invasdo intercelular do endotélio. Estas lesdes curam-se esponta-
neamente, mesmo sem tratamento em 10 a 14 dias, sentindo-se o individuo afectado

perfeitamente bem [42, 44, 95].

A este estadio, segue-se um periodo de incubagdo em média de 3-4 semanas poOs-
infeccdo, no qual ndo hd nenhuma ocorréncia de manifestacdo clinica ou apenas a pre-
sen¢a de uma hipertermia ligeira [79, 103].
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1.5.2. Estadio Secundario

Os individuos com lesdes primarias ndo tratadas, podem, apos algumas semanas ou
meses, desenvolver doenga sistémica evoluindo para a fase secundéria. Esta caracteriza-
se por uma erupcao na pele, altamente variavel podendo ser confundida com qualquer
outra doenca dermatologica, como psoriase, pitiriase rosea e exantema viral [7, 53]. As
lesdes secundérias sdo em forma de papulas, de cor rosada, e surgem no tronco, mem-

bros, palmas das maos e plantas dos pés [6, 9, 37].

No inicio deste estddio as manifestagdes podem ser generalizadas, muitas vezes apara-
tosas, com hipertermia, artralgia, sudagdo profusa, prostracdo, anorexia, emagrecimento
[103] e associar-se a erupcao a nivel da pele, que pode atingir as mucosas. Esta &, a fase
com maiores manifestagdes clinicas, provocadas pela disseminacdo generalizada da
infec¢do resultante da libertacdo e entrada na circulagdo de treponemas [44], a qual

afecta todo o organismo e pode surgir 6 a 12 semanas ap6s a infecgao [11, 28, 120].

Durante o secundarismo, cerca de 25% dos infectados podem ainda ter ulcera em fase
de cura (mesmo sem tratamento). Ocasionalmente, surgem formagdes salientes (condi-
lomas planos) nas zonas limitantes entre a pele € a membrana mucosa, CoOmo por exem-
plo, na parte interna dos ladbios, da vulva e nas zonas huimidas da pele. Estas lesdes

infecciosas podem achatar-se e adoptar uma cor rosa-escura ou cinzenta [6].

Outras manifestagdes que se podem relacionar com a infec¢do sdo: a inflamagdo dos
ganglios linfaticos cervicais, axilares, inguinais e epitrocleares assim como o apareci-
mento de lesdes nodulares nas palmas das maos e planta dos pés [7, 9], febre baixa,
cefaleias, mal-estar, njuseas, vomitos, fadiga, manchas na boca que muitas vezes sido
identificadas como ulceras aftosas ou outras, condilomas genitais e, em menor percen-

tagem, casos de manifestagdes renais e oculares [121].

As éreas pilosas, podem também, ser atingidas com o aparecimento de alopécia [6, 7, 34,
53, 79, 89, 114], manifesta¢des articulares de intensidade variavel a nivel dos pés,

punhos, cotovelos e joelhos sdo também referidas por alguns doentes [97].

Outros sintomas menos frequentes sdo: uveite anterior, retinite, envolvimento de nervos
cranianos, meningite, laringite, gastrite, hepatoesplenomegalia, hepatite, glomerulone-
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frite e periostite. Relacionadas com todas estas manifestagdes, a sifilis foi apelidada de
"a grande imitadora", pela sua capacidade em “imitar” uma variedade de outras doengas,
sendo identificada através dos sinais e sintomas caracteristicos da sifilis secundaria e

pelo dificil diagnostico [7, 9, 28, 56, 95].

Embora o espectro de manifestacdes clinicas ndo tenha mudado substancialmente, o
clinico deve manter um indice elevado de suspeita e efectuar a confirmagao pelos testes
serologicos [1, 7, 9, 56, 114, 122]. Durante este periodo, a doenga ¢, tal como no perio-

do primério, altamente contagiosa [37].
1.5.3. Estadio Latente

Mesmo sem tratamento, o doente infectado pode recuperar dos sintomas do estadio pri-
mario e secundario e a infeccdo entra numa fase assintomatica, sendo apenas evidencia-

da pela reactividade dos testes serologicos [44].

Esta fase pode durar anos ou mesmo o resto da vida do individuo, sendo subdividida em
fase de laténcia precoce se a infeccao tiver sido adquirida no prazo de dois anos anterio-
res ao diagnostico, e tardia se adquirida ha mais de dois anos [7]. Ao longo do estadio
de laténcia precoce, podem surgir recaidas e, o doente tornar-se infeccioso. Mais de

90% das recaidas ocorrem no primeiro ano [73].
1.5.4. Estadio Terciario

Uma minoria dos doentes com sifilis latente pode evoluir para a fase tardia (terciaria),
na qual a doenca apresenta manifestacdes devastadoras como: sifilis cardiovascular, na

qual a lesao da aorta ¢ a manifestacdo mais comum [26, 107].

Os sintomas deste estadio surgem tardiamente, cerca de 20 a 40 anos apos a infeccdo
inicial [74], com excepcdo dos doentes infectados com o virus da imunodeficiéncia
humana-HIV, nos quais a evolugao natural da sifilis pode ser mais rapida resultando no
aparecimento mais precoce da neurossifilis [122]. Os treponemas podem invadir qual-
quer orgdo incluindo o sistema cardiovascular, neuroldgico e Osseo; originando nas
estruturas de suporte o aparecimento de infiltrado ou destrui¢do, com formacdo de

lesdes granulomatosas ou ulceras [4, 44, 47, 121].
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As lesdes cutaneas das mucosas mais caracteristicas sdo os tubérculos (ndédulos dérmi-

cos) e gomas (subcutineos) cuja cura resulta em cicatrizes [44, 122].

Os efeitos mais graves de sifilis ndo tratada, sdo os que envolvem o sistema nervoso
central e periférico originando neurossifilis [74] e a sifilis cardiovascular. Este ¢ carac-
terizado pelo desenvolvimento de insuficiéncia da valvula adrtica, com aneurisma da
aorta, originando dor toracica, insuficiéncia cardiaca, dispneia e possivel morte [11, 44,

74, 107].

As complicacdes neurologicas tardias ocorrem geralmente 5 a 10 anos apos a infecg¢do
inicial ndo tratada, devido a invasdo precoce do sistema nervoso central (SNC) que pode
evoluir para sifilis meningovascular, com complicagdes como acidente vascular cerebral

(AVC) [121].

Para além disso, os individuos podem ter vertigens, insonias, alteragdes de personalida-
de; perdas de consciéncia, convulsdes e evolugdo para paralisia geral com instabilidade

emocional, perda de memoria, alucinagdes e hiperactividade dos reflexos [74].

Quando ha envolvimento da coluna posterior, da medula espinal e dos ganglios da raiz
dorsal surge tabes dorsalis, com ataxia sensitiva dos membros inferiores, parestesia,
vomitos de inicio subito ou dor abdominal; perda de sensacdes de dor, temperatura pro-

fusa e também podem ocorrer lesdes do nervo optico [74, 122].

A neurossifilis ¢ diagnosticada em cerca de dez por centos dos doentes com sifilis ndo
tratada, podendo-se desenvolver em qualquer dos estadios da infec¢do por 7. pallidum.
Neurossifilis assintomatica ¢ a apresentacao mais comum, resultante da invasao do sis-
tema nervoso central e deve-se ter presente a suspeita deste diagndstico nos doentes que
jé& tenham sido portadores de neurossifilis, ou aos que ndo responderam ao tratamento
da sifilis primaria, secundaria ou latente, assim como nos individuos infectados pelo

HIV ou outras condi¢des que possam comprometer o sistema imunolégico [11].

Por vezes a nivel do SNC, surgem gomas granulomatosas, que sao clinicamente signifi-
cativas porque causam destruicdo local. Estas lesdes podem ainda afectar qualquer sis-

tema orgénico, ocorrendo principalmente a nivel da pele, mucosas, ossos [95], embora
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também possam ocorrer no figado, coragdo, cérebro, estdmago e trato respiratdrio supe-

rior [74, 105].
1.5.5. Sifilis Congénita

A sifilis congénita resulta da transmissdo de 7. pallidum da mulher gravida para o feto,
quer através da placenta, quer por contacto com as lesdes infecciosas durante o parto. A
transmissao vertical ocorre mais frequentemente durante a sifilis primaria ou secundaria,
o que implica dizer que quanto mais precoce for a infeccdo da mae, maior probabilidade
hé de transmissao ao filho. O risco de transmissdo transplacentaria, diminui apos 4 anos

de infecgdo, mesmo quando ndo tratada [74, 120].

Tal como a doenga sifilitica adquirida do adulto, a sifilis congénita ¢ geralmente subdi-
vidida em fases: a precoce, na qual as manifestagdes aparecem nos primeiros dois anos
de vida, e a tardia apds este periodo. As manifestagdes precoces, podem estar presentes
na altura do nascimento, ou tornarem-se evidentes nessa altura, ou ainda, da segunda a
décima semana poOs-parto, sendo o sintoma mais comummente observado o da lesao da
mucosa nasal, com rinorreia purulenta por vezes com sangue, resultante de elevada

espiroquetemia [74].

A infeccdo congénita pode produzir no feto ou na crianga lesdes de diversos graus e
natureza distinta podendo originar morte intra uterina, ¢/ ou aborto espontaneo, parto
prematuro no caso de infeccdo precoce na gravida, ou ainda nado morto de termo quan-
do a mae tem uma infecgao tardia [2, 37, 45]. As criancas que nascem com sifilis con-
génita e sobrevivem, podem apresentar baixo peso, febre, erup¢do cutanea, cegueira,
debilidade no desenvolvimento, surdez, [38, 81] descamacdo da pele que abrange as
regides palmar, plantar, forma¢do de condiloma plano, lesdes das mucosas, anemia,
hepatoesplenomegalia, insuficiéncia renal e ictericia. A osteocondrite dos ossos longos
revelada pela dor e falta de movimento das extremidades dos membros superiores ¢

inferiores (pseudoparalisia) ¢ uma lesdo tipica da infec¢do precoce [2, 27, 38, 74, 95].

Outras alteragdes tipicas sdo: o aparecimento dos dentes incisivos superiores entalhados
em Hutchinson, comprometimento da audi¢do, neurossifilis, artropatia e nariz em forma

de sela [29, 37, 61, 67, 74].
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Figura 1.3. Imagem de ma formacdo dentaria tipica de lesdo congénita. Adaptado a

Cornell University Medical College [61].
1.6. Diagnostico Laboratorial

O diagnostico laboratorial de infeccao por 7. pallidum ¢ de grande importancia sobretu-
do nas situagdes de diagnostico clinico mais dificil. As diversas técnicas passiveis de
serem utilizadas apresentam eficacia diferente consoante o estddio da infec¢do (sintoma-
tico ou assintomatico) [57] e, até hoje, ndo existe um unico teste que permita o diagnos-
tico eficaz em todos os estadios [37]. Assim torna-se necessario, para o diagnostico des-

ta infec¢ao, a associagdo do exame clinico com os dados laboratoriais [12, 56, 68].

No diagnoéstico laboratorial sdo utilizados métodos que incluem a detecgdo de 7. palli-
dum por microscopia [18, 56] ou a pesquisa do seu DNA ou métodos indirectos que

pesquisam anticorpos anti-7. pallidum [39, 122].
1.6.1. Métodos de Deteccao Directa de Treponema pallidum
1.6.1.1. Métodos Microscopicos

A detecgao directa de 7. pallidum por microscopia de campo escuro ¢ a técnica mais
especifica para o diagndstico de sifilis, quando [11] presentes lesdes de sifilis primaria,
secundéria ou congénita, sendo possivel observar e identificar o microrganismo, de
acordo com as suas caracteristicas, de morfologia em espiral, com espiras uniformes e
mobilidade de extensdo em torno do eixo longitudinal tipo saca-rolhas [37, 57, 122].
Porque a viabilidade de treponemas ¢ essencial para a identificacdo, amostra deve ser
observada de imediato, logo apods a colheita, visto o microrganismo ndo sobreviver por

muito tempo fora do seu habitat [74].
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No entanto, esta técnica possui limitacdes devido a sua baixa sensibilidade [12], sendo
necessario trés colheitas feitas em dias diferentes, para se considerar um resultado nega-
tivo. A sua precisdo ¢ limitada pela experiéncia do microscopista que realiza o teste, e
pela quantidade de treponemas existentes na amostra [11], ndo sendo um teste 1til, apos

cura das lesdes da sifilis primaria e/ou secundaria [57, 58].

Uma outra técnica que permite a deteccdo de 7. pallidum em amostras de lesdes e de
fluidos orgéanicos, ¢ a técnica de imunofluorescéncia directa (Direct Fluorescent Anti-
body Treponema pallidum), que pode substituir a microscopia de campo escuro [105].
Nesta, os treponemas eventualmente presentes na amostra sao identificados pela utiliza-
¢do de anticorpos anti-Treponema pallidum, marcados por isotiocianato de fluoresceci-
na (FITC) [103], sendo observados ao microscopio de fluorescéncia. Esta técnica tem a
vantagem de apresentar maior sensibilidade e especificidade do que a microscopia de

campo escuro [37, 44].
1.6.1.2. Métodos de Biologia Molecular

Dos varios métodos de biologia molecular existentes, o que tem sido mais utilizado para
o diagndstico laboratorial de uma doenca infecciosa € o da técnica de reac¢ao em cadeia
da polimerase (PCR). Esta técnica consiste na sintese de um fragmento especifico de
DNA através de ciclos sucessivos de repeticdo, resultando na multiplicagdo exponencial
da mesma até que quantidade suficiente de produto amplificado se acumule podendo ser
detectado. Deste modo, uma tnica molécula de DNA pode originar cerca de um bilhao

de copias apos 30 ciclos de replicagdo exponencial, tornando assim este ensaio altamen-

te sensivel [15, 56, 72].

A técnica comporta trés fases: inicialmente uma fase de desnaturagdo com separagao
das cadeias de DNA, segue-se a fase de ligacdo das sequencias iniciadoras (primers) as
cadeias que contém as sequéncias alvo e por ultimo a extensao com produgao de novas

cadeias de DNA complementar [56, 109].

Devido a indisponibilidade de um meio de cultura de rotina para isolamento e identifi-
cacdo de 7. pallidum, a técnica de PCR aplicada para esse fim demonstrou ser de um

grande potencial, pela sua elevada sensibilidade e especificidade, além de poder ser uti-
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lizada em diversos materiais bioldégicos nomeadamente, em fluidos (soro, sangue,
liquor, liquido amnidtico) e tecidos; inclusive, em cortes de tecidos em parafina. Nao ¢
actualmente uma técnica usada por rotina, pelas dificuldades técnicas e alto custo, mas ¢

provavel que, no futuro, venha a ter ampla utilizagao [103, 109].

E uma técnica que pode ser util em dois aspectos: primeiro, permite a realizagio de
estudos para diagnosticar a infec¢do por 7. pallidum por intermédio da identificacdo de
sequéncia especifica do seu DNA; segundo, permite efectuar estudos epidemiologicos

através da subtipagem gendmica de 7. pallidum subsp. pallidum [109].

Diversos autores tém descrito técnicas de PCR como método de identificacdo de 7. pal-
lidum, sendo que a maioria deles utilizam como alvos de amplificagdo genes que codifi-
cam lipoproteinas de membrana (sobretudo para a lipoproteina de 47 kDa) por serem
genes geneticamente conservados. Um outro gene alvo de 7. pallidum que tem sido uti-
lizado para este tipo de identificacdo € o gene polA. Este codifica para uma proteina
enzimatica, a DNA polimerase I, a qual em 7. pallidum subsp. pallidum apresenta
caracteristicas especificas Unicas (elevado contetido em cisteina e quatro inser¢cdes no
dominio 3' - 5' de exonucleose) o que torna a técnica mais sensivel e especifica. No que
refere o gene da lipoproteina de 47 kDa (Tp47) [24, 31, 117] os primers mais utilizados
ttm sido KO3A (5-GAAGTTTGTCCCAGTTGCGGTT-3") e KO04A (5-
AGAGCCATCAGCCCTTTTCA-3") que amplificam um fragmento de 261 pb (base
pair) [12, 90].

Quanto ao gene da DNA polimerase I (po/ A) o conjunto de primers descrito foi polA-F
(5'-AAGTTTGTCCCAGTTGCGGTT-3") e Pol4-R (5'- CACAGTGCT-
CAAAAACGCGTGCACG-3") [102, 109], que amplificam um fragmento de 378 pb. As
diferentes técnicas de PCR descritas, tém sido aplicadas no estudo de diferentes tipos de
amostras de (exsudado de lesdes, sangue, plasma, soro, liquor) de doentes em diferentes
estadios de infec¢do, e, embora a sua especificidade seja elevada em qualquer dessas
situagoes, a sensibilidade varia com o tipo de amostra e o estadio da infecgao [16, 42, 77,
90].

Actualmente a técnica de PCR em tempo real tem também sido estudada como técnica a
utilizar no diagnostico laboratorial de infeccdo sifilitica. O fundamento deste método ¢é

semelhante ao da técnica de PCR com a diferenca na deteccdo dos fragmentos amplifi-
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cados, a qual ¢ efectuada pela utilizacdo de sondas de hibridagdo marcadas com fluoré-
metros [15, 27].

Esta metodologia permite amplificagdo e deteccdo de DNA em uma unica etapa dimi-
nuindo a possibilidade de contaminagdo, permitindo monitorizar a quantidade de produ-
to formado ao longo da reaccdo. Diversos investigadores tém referenciado este método,
tendo demonstrado apresentar uma maior sensibilidade do que o método do PCR con-

vencional [109].
1.6.2. Métodos Serologicos

Os testes serologicos sdo o método mais utilizado para diagndstico indirecto da sifilis
[17, 39, 73, 122], e podem ser divididos em dois grupos: os testes ndo treponémicos € 0s
testes treponémicos [17, 35, 42]. Os testes ndo treponémicos sao adequados para o ras-
treio e quando reactivos, devem ser confirmados com um teste treponémico especifico a

fim de evitar resultados de falsa reactividade [11, 118, 122].

Desde ha alguns anos, e principalmente na Europa e Estados Unidos, para o diagnostico
de sifilis, alguns laboratorios de andlises clinicas tém utilizado o teste treponémico de
tipo imunoenzimatico (EIA) [11, 34, 108]. O rastreio desta infec¢do e todas as amostras
consideradas reactivas pelo teste atrds mencionado, sdo analisadas com um teste ndo

treponémico [42, 68, 108, 121].

Esta estratégia identifica tanto as pessoas correctas ou incorrectamente tratadas, com
infec¢do passada como as com infec¢ao activa. Nao sendo um teste de execugao rapida
exige também a acumulagdo de amostras; ¢ de custos elevados tornando-se impraticavel
a sua execu¢do em muitos laboratérios [35]. Na pratica, € usual efectuar-se testes nao
treponémicos para o rastreio, seguido dos testes treponémicos para confirmagdo dos

resultados [78, 79, 82].

Para esse fim, os testes mais utilizados sdo o teste Rapid Plasma Reagin (RPR) e o
Venereal Disease Research Laboratory (VDRL), que pesquisam anticorpos anticardio-
lipina. A reactividade destes, deve ser certificada por testes com antigénios treponémi-

cos (especificos) que identifiquem anticorpos anti-7. pallidum, como os testes 7. palli-
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dum Haemmaglutination Assay (TPHA) e o teste de imunoflourescéncia indirecta

(FTA-Abs) [36, 78, 79, 84, 87, 116].
Testes Serologicos Nao-Especificos

Todos os testes ndo treponémicos, pesquisam anticorpos de tipo imunoglobulinas G e M
(IgG/IgM), formados pelo hospedeiro em resposta ao material fosfolipidico libertado
pelas células destruidas, sobretudo nas fases precoces da infeccdo [100] assim como
contra a cardiolipina e substancias semelhantes a proteinas, componentes estruturais
libertados pelas treponemas [16]. Os testes ndo treponémicos mais usados sdo: o Vene-
real Disease Research Laboratory (VDRL) e o Rapid Plasma Reagin (RPR) que utili-
zam como antigénio uma solugdo alcodlica de colesterol, cardiolipina e lecitina [17, 44,

73, 84, 88, 99].

Sao testes geralmente utilizados para o rastreio de infec¢do e permitem monitorizar o
curso da doenga, durante e apos o tratamento. O teste VDRL, ¢ um teste de microflocu-
lagdo, cujo resultado ¢ obtido por leitura microscopica, tendo como desvantagem a
necessidade de preparagao didria da suspensdo de antigénio, que apenas pode ser utili-

zado no proprio dia [73, 100].

O teste RPR, utiliza a mesma suspensao de antigeno do VDRL, adicionada de particu-
las de carvao que permitem a visualizagdo da reac¢dao do teste macroscopicamente [44,
100]. Apresenta a vantagem de, a suspensdo de antigeno estar sempre pronta, sendo um
dos testes mais utilizado para o diagnostico da sifilis [82, 100, 118]. Qualquer um destes
testes ¢ de execucgdo rapida, permitem obter resultado no préprio dia, € podem ser efec-
tuados em laboratorios menos equipados, tendo também um custo acessivel. As suas
principais limitagdes sdo a pouca especificidade, sendo um problema quando sdo utili-
zados para rastrear populacdes com baixa prevaléncia de sifilis. Podem apresentar resul-
tados falsos-positivos devido a reacc¢des cruzadas resultantes de outras infecgdes trepo-

némicas, de infec¢des virais, de causas imunoldgicas ou de gravidez [7, 84].

Podem também ocorrer falsos negativos, devido a interferéncia de altas concentragdes
de anticorpos no equilibrio da reac¢do antigénio-anticorpo, aquando do estudo de uma

amostra (fendmeno prozona), ndo ocorrendo floculagdo [4, 34, 44, 100, 114].
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Por isso, um teste ndo treponémico reactivo deve ser confirmado com um teste trepo-
némico. Quando um teste ndo treponémico € reactivo no rastreio, deve ser efectuada a
titulacdo desse soro, pois, esta fornece um indice de actividade de infecgdo, sendo tam-

bém utilizado para monitorar a resposta ao tratamento [7].

O titulo obtido permite a criagdo de uma referéncia, na avaliagdo da infec¢do activa e na
resposta ao tratamento, assim como a detec¢do de reinfec¢do ou recaida. No entanto, os
valores numéricos obtidos podem variar entre o tipo de testes e o laboratorio pelo que,
quando um doente esta a ser seguido com titulos em série, deve, de preferéncia, efectuar

0 mesmo teste no mesmo laboratério [100].
Testes Serologicos Especificos

Enquanto muitos laboratérios adoptaram uma abordagem convencional no estudo sero-
l6gico de sifilis, ou seja, rastreio com um teste nao-treponémico, seguido da confirma-
¢do da reactividade com um teste treponémico; muitos outros tém adoptado uma abor-
dagem em que utilizam de imediato os dois tipos [35, 42, 108, 121]. Os testes treponé-
micos utilizam como antigénio 7. pallidum ou componentes deste microrganismo, sen-
do os mais usados: o teste de hemaglutinacdo (TPHA) e o teste de imunofluorescéncia

indirecta (FTA-Abs) e actualmente os testes imunoenzimaticos [36, 37, 68, 78, 93].

O teste TPHA ¢ um teste de aglutinagdo, que utiliza eritrocitos de peru ou galinha, sen-
sibilizados com antigeno de 7. pallidum, o qual ira ligar-se ao anticorpo especifico se
presente no soro do doente. E de facil execucdo, assim como de leitura e de interpreta-
¢do do resultado [37, 44]. O teste FTA-Abs utiliza como antigénio, a estirpe de Nichol,
de T. pallidum inactivado, fixado em lamina. Os anticorpos inespecificos sdo removidos
da amostra do doente por absor¢do com extractos de Treponema Reiter. O soro € colo-
cado em contacto com antigénio fixado na ldmina sendo a reacc¢do posteriormente evi-
denciada por um anti-anticorpo humano conjugado com isocianato de fluoresceina, que
permite ser visualizado no microscopio de fluorescéncia. Este método, requer um
observador experiente e permite efectuar pesquisa de imunoglobulinas G e M (IgG e

IgM) especificas em separado [37].
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Teste imunoenzimatico (EIA)

As técnicas imunoenzimaticas comegaram por utilizar como antigénio, extractos de 7.
pallidum e mais tarde com o desenvolvimento de antigénios clonados, proteinas de

membrana, como TpN 15; TpN 17 ou TpN 47, sdo geralmente as utilizadas [16, 35, 50].

De um modo geral estes testes utilizam microplacas revestidas com o antigénio (extrac-
to T. pallidum ou proteinas recombinantes). O soro ¢ colocado em contacto com esse
antigénio sendo a presenga de anticorpos evidenciada pela utilizacdo de um anticorpo
anti-humano (anti IgG ou anti [gM) marcado com enzima ou biotina, os quais ao reagi-
rem com um substracto, produzem uma reaccdo colorimétrica observavel e lida no
espectrofotometro. Estas técnicas apresentam uma vantagem de serem automatizaveis,
permitindo o estudo de grande niumero de amostras em simultaneo, e elimina a leitura
subjectiva das técnicas de hemaglutinacdo e de imunofluorescéncia, uma vez que ¢ efec-

tuada em espectrofotometro [11, 35, 59].
Teste de Western blot

Os métodos imunoblot devido a sua alta sensibilidade, simplicidade e objectividade tém
sido propostos como técnicas de confirmagdo para infeccdo a 7. pallidum, como € o
caso das actuais normas europeias [16, 42, 84]. Para esta técnica tem sido utilizadas
proteinas recombinantes (TpN 47; TpN 17; TpN 15; TmpA) transferidas para uma
membrana de nitrocelulose a qual ¢, em seguida cortada em tiras que sdo incubadas com
o soro a estudar. A presenga de anticorpos ¢ detectado pela utilizacdo de um anticorpo
anti-humano marcado com uma enzima, ao qual se segue a adigdo de substracto para
visualizagdo da reac¢ao. Quando presentes anticorpos anti- 7. pallidum ha formagao da
reac¢do colorida com o aparecimento de bandas [16, 41, 119, 121]. De um modo geral
os autores (Notris et al. 1993 e George et al. 1998), concordam que a presenca de anti-

corpos dirigidos a trés proteinas sdo necessdrios para considerar o soro reactivo [16].
Testes rapidos para pesquisa de anticorpos anti-7. pallidum.

Desde ha alguns anos tém sido desenvolvidos e avaliados testes designados como testes
rapidos para o diagnostico da sifilis. Sao testes de execugdo simples e leitura facil que
podem ser utilizados em instituigdes de satide primaria, carecendo de um treino minimo
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do pessoal técnico e ndo requerendo equipamento especializado. Os testes rapidos utili-
zam como antigénio, proteinas recombinantes de 7. pallidum (TpN 47; TpN 17; TpN 15;
TmpA), estas associadas ou isoladas, podendo ser ligadas a um suporte solido consti-
tuindo um ensaio de imunocromatografia ou a particulas de latex, formando um teste de
aglutinagdo. Estes podem ser utilizados para a pesquisa de anticorpos no plasma, soro
ou sangue total. A leitura é feita em 5 a 20 minutos, sendo vantajosos em relacdo o uso
de outros testes, ndo so pela rapidez de resultado como também sdao melhor adequados

para utilizacdo em areas com poucos recursos [16, 34, 68, 77, 79, 100].
1.7. Tratamento

Com a propagacao da doenca e as grandes epidemias em diferentes estratos da popula-
¢do, ao longo dos séculos foram tentados varios tratamentos, mas sem sucesso. Durante
toda a era moderna o tratamento da sifilis foi de tipo empirico, tendo-se efectuado mui-
tas pesquisas, observagdes e experiéncias para obter conhecimentos mais avangados
tanto sobre a historia natural da sifilis, como do seu tratamento. Para tal, foram experi-
mentados varios farmacos como: mercurio, bismuto e arsénio, substancias que pareciam
ser capazes de produzir resultados no tratamento desta doenga. O mercurio ¢ um medi-
camento conhecido, desde a Idade Média, sendo usado pelos médicos arabes em prepa-
ragcdes para curativos e doengas da pele provocadas por parasitas. Foi descrito como

terapéutica para a sifilis por Abdel Karim em meados do século XVI [46, 88, 107].

No século XVIII e inicio do século XIX, o médico Ahmed Dahmani apresentou-o pela
primeira vez para o tratamento da sifilis. O merctrio ¢ um agente de ac¢ao lenta impe-
dindo a proliferacao de 7. pallidum em vez de o destruir, levando a uma sintomatologia
menos severa. No inicio do século XX, a descoberta de derivados de arsénico levaram a
uma esperancga real na tentativa de limitar a propagagdo da sifilis, sendo este utilizado
como complemento ao mercurio no tratamento desta infecgdo. A fim de complementar a
accao do arsénio, foram também utilizados compostos como iodetos, ultravioleta e ferro

[48, 115].

Nesta luta para alcangar um tratamento adequado, varias experiéncias foram postas em
pratica: sais de ouro, derivados de zinco, a malaria e proteinas; mas sem muito sucesso.

Ehrlich, médico alemao, depois de longas e frequentes experiéncias, descobriu o salvar-
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san ou 606, o qual demonstrou ter uma eficacia superior a todos os outros produtos

anteriormente utilizados [48, 49].

Na década de 1940, a descoberta da penicilina veio mudar a histéria da sifilis, da medi-
cina e até mesmo da humanidade. Este medicamento inaugurou uma nova era, a partir
da qual, a humanidade encontrou solu¢do para os problemas de doengas infecciosas: a
era dos antibidticos. A penicilina foi o primeiro antibidtico a ser utilizado e permanece
até hoje entre os melhores a ser utilizado na terapéutica da sifilis. Foi em 1928-1929, no
Hospital de St. Mary's, em Londres, que Fleming descobriu, acidentalmente, esta droga
quando observou no seu laboratorio, uma cultura com colonias de bactérias (estafilo-

coccus) contaminada por um fungo que causou lise dessas colonias [49].

Esse fendmeno, que o surpreendeu, incentivou-o a outras experiéncias, levando-o a
demonstragdo de que os fungos segregam uma substancia capaz de matar bactérias a

qual designou por penicilina [48, 111].

A penicilina ndo foi utilizada de imediato, tendo sido necessarios cerca de 10 anos para
o seu estudo e ser elaborada uma féormula a ser utilizada na pratica clinica [48, 49, 79,

87].

O tratamento preferencial para todas as fases da sifilis ¢ a penicilina, e, apesar do seu
uso desde ha décadas, a resisténcia de 7. pallidum a este antibiotico ainda nao foi detec-
tada. Em casos de hipersensibilidade a penicilina, as alternativas podem incluir a tetra-
ciclina ou doxiciclina, eritromicina ou azitromicina e ceftriaxona. Entre essas alternati-
vas, a azitromicina tem a vantagem de ser utilizada numa unica dose oral, e permitir aos
doentes levar a terapéutica aos seus parceiros sexuais [24, 31, 39, 42, 44, 46, 57, 87, 88,

111, 115, 121].

No entanto, tém sido relatados casos de resisténcia a este farmaco. No inicio da terapéu-
tica com a penicilina, alguns doentes podem apresentar a reac¢do de Jarisch-Herxheimer,
quadro clinico febril agudo, geralmente atribuido a libertagdo de produtos pirogénicos
estaveis ao calor pelos treponemas, auto-limitada, que melhora com a terapéutica sinto-

matica [42, 44, 97].
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1.8. Objectivos

» Avaliar vérias técnicas para o diagndstico laboratorial de sifilis, incluindo um teste

ainda ndo comercializado, para a pesquisa de anticorpos.

25



2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Populaciao e Amostras

As amostras analisadas neste estudo foram obtidas em individuos de Angola que recor-
reram aos Hospitais para rastreio de IST, durante o periodo de Dezembro de 2010 a
Margo de 2011, aos quais apds consentimento informado, foi colhido sangue para
obtencdo de soro ou plasma. Foram ainda incluidas neste estudo, amostras de soro de
doentes que recorreram a diferentes unidades hospitalares da area da grande Lisboa, por

suspeita de infeccao sifilitica.

O total de individuos estudados foi de 607; sendo 263 provenientes de Angola e, 344
dos hospitais de Lisboa. Relativamente a sua distribuicao por género, estudaram-se 233

(38,4%) mulheres e 374 (61,6%) homens (Tabela 1).

Tabela 2.1. Caracterizagdo da populacdo estudada.

(Sexo)

Origem N° casos Feminino Masculino
Lisboa 344 146 198
Angola 263 87 176
Total 607 233 374

As amostras provenientes dos hospitais de Angola (263 soros ou plasmas) foram ras-
treadas para infeccao sifilitica pelos testes de RPR e TPHA. Dos hospitais de Lisboa
receberam-se 344 amostras de soro de individuos com os seguintes diagnosticos: sifilis
primaria (26), sifilis secundaria (44), sifilis latente recente (53), sifilis latente indetermi-
nada (126) e neurossifilis (3). Dos restantes 92 individuos; 41 nao apresentaram historia
clinica, sintomas ou sinais compativeis com diagnostico de sifilis nem reactividade
serologica sendo consideradas como ndo possuindo infeccdo a 7. pallidum, enquanto
que, 36 individuos por terem efectuado a terapéutica recomendada para sifilis e ndo
apresentarem sintomas ou sinais daquela infecc¢do, foram designados como sifilis tratada,

e 15 foram considerados como resultado falso reactivo do teste ndo treponémico, porque
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a reactividade obtida nestes soros por aquele teste ndo foi confirmada pelos testes trepo-

némicos.
2.1.1. Preparacao das Amostras

As amostras (soro ou plasma) provenientes de Angola, foram obtidas por colheita de 5
ml de sangue, para um tubo com ou sem adi¢ao de anticoagulante, que depois foi centri-
fugado a 2500 rotagdes por minuto (rpm) durante cinco minutos, sendo decantado o
sobrante (soro ou plasma) para um tubo de eppendorf de 1,5 ml. Este, apds rotulado e
envolvido em parafilme foi, de seguida conservado a -20°C. Para a exportagdo das
amostras para Lisboa, obteve-se a anuéncia do Ministério da Satide e cumpriram-se
todas as normas de biosseguranga estipuladas por lei, tendo as amostras sido colocadas

em caixa apropriada e gelo seco.
2.2. Métodos
2.2.1. Teste Serolégico Nao Especifico
Teste RPR-Rapid Plasma Reagin

O teste de RPR utilizado neste estudo foi o Macro-Vue-RPR Card Test, que € um teste
de floculagdo que utiliza como antigénio uma suspensao estabilizada de particulas de
carbono, contendo cardiolipina, colesterol, lecitina, acido etilenodiaminotetracético
(EDTA), e cloreto de colina. O EDTA estabiliza o antigénio, dispensando a necessidade
de preparacao didria, como ¢ o caso do teste VDRL; o cloreto de colina torna desneces-
sario a inactivacao dos soros, enquanto que as particulas de carvao tornam possivel a
leitura macroscopica da reaccdo. O teste foi executado seguindo-se o protocolo estabe-

lecido pela casa comercial quer na avaliagdo qualitativa quer na quantitativa.
Avaliacao Qualitativa

Em todas as amostras incluidas no estudo, foi efectuada avaliacdo qualitativa pelo teste
de RPR. Para tal, colocou-se, com ajuda de uma pipeta, uma gota (50 ul) de amostra
ndo diluida em um dos circulos do cartdo fornecido pela casa comercial, espalhando-a
por toda a superficie do mesmo. De seguida adicionou-se uma gota de suspensdo de

antigénio, agitou-se e colocou-se o cartdo no agitador rotatorio automatico a 100 rpm,
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durante 8 minutos. Para verificar a correcta execucao da técnica e o estado dos reagen-
tes utilizou-se, em simultaneo, controlos positivo e negativo. A leitura foi efectuada sob
boa fonte luminosa. O teste foi considerado positivo, quando visualizada floculacao

(presenga de grumos pretos) e, negativo na sua auséncia.
Avalia¢ao Quantitativa

Todas as amostras reactivas no teste qualitativo foram tituladas. Para tal efectuou-se
dilui¢des seriadas de factor dois até atingir um ponto em que a reac¢ao foi negativa.
Colocaram-se 50 pl de soro fisiologico do segundo ao ultimo circulo e 50 pl da amostra
no primeiro e segundo circulo do cartdo. Homogeneizou-se o conteudo do segundo cir-
culo e, retirou-se deste 50 ul para o terceiro, € assim sucessivamente tendo-se despreza-

do no final 50 pl

Espalhou-se o contetido de cada circulo e, adicionou-se uma gota de 20 pl de suspensao
de antigénio a cada uma das diluigdes, mantendo os procedimentos subsequentes como
anteriormente referido. Considerou-se como titulo a ultima diluicdo em que se observou

reactividade (Figura 4).
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Figura 2.4. Teste RPR. A+: exemplo de uma amostra reactiva e sua titulagdo; A-:

amostra ndo reactiva. Fonte: DST/IHMT.

2.2.2. Testes Serologicos Especificos
2.2.2.1. Teste de hemaglutina¢io-TPHA

O teste de hemaglutinacdo (TPHA) utilizado neste trabalho foi o TPHA 200 de Lab 21
Healthcare Ltd. Este teste utiliza eritrocitos de galinha revestidos com antigenos de 7.
pallidum, estirpe de Nichols que, quando colocados em contacto com o anticorpo espe-
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cifico, eventualmente presente na amostra, induz uma reac¢ao positiva (hemaglutinagao
das células).

Quando a amostra ndo contém anticorpos especificos, ndo hd reac¢do e observa-se
deposicao das células em botdo ou em pequeno anel. Para controlo da reacgdo ¢ utiliza-
da uma suspensdo de eritrocitos nao sensibilizados que permitem verificar a presenca de

reactividade inespecifica.
Avalia¢ao Qualitativa

Todas as amostras foram analisadas qualitativamente por este teste, segundo as instru-
coes da casa comercial. Os reagentes foram colocados & temperatura ambiente e bem
agitados antes do seu uso. Utilizaram-se sete pogos de uma microplaca para o rastreio
de cada amostra; no primeiro poc¢o colocaram-se 190 ul do diluente e 10 ul da amostra,
tendo-se homogeneizado. Colocaram-se 75 pl da suspensao de células controlo (eritro-
citos ndo sensibilizados) no segundo, quarto e sexto poco; 75 ul da suspensao de células
teste (eritrdcitos sensibilizados) no terceiro, quinto e sétimo poco. De seguida, adiciona-
ram-se 25 pl da amostra diluida no segundo e no terceiro poco. Ao quarto e quinto pogo,
foram adicionados 25l de controlo negativo e, ao sexto e sétimo pogo 25 ul de controlo

positivo.

Homogeneizou-se suavemente e incubou-se a temperatura ambiente em local sem
vibragao por 60 minutos. A leitura foi efectuada macroscopicamente, tendo-se conside-
rado como reac¢ao positiva a presenca de aglutinagdo no terceiro pogo € negativa quan-
do esta nao surgia. Os controlos foram validados quando as reac¢des no quarto, quinto e

sexto poco foram negativas e positiva no sétimo (Figura 5).

Figura2.5. Exemplo deteste TPHA reactivo e controlos. Da esquerda para a direita,
exemplo de rastreio de uma amostra reactiva e controlo positivo (CP) e controlo negati-
vo (CN).
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Avaliacdo Quantitativa

As amostras reactivas pela avaliagdo qualitativa, foram tituladas. Para tal foram neces-
sarios nove pogos por amostra. Depositou-se 190 pul do diluente e 10 pl da amostra no
primeiro poco; 25 ul do diluente do quarto ao sétimo poco, 75 ul da suspensdo de célu-

las controlo no pogo dois e 75 ul da suspensao de células teste, do terceiro ao ultimo.

Homogeneizou-se a amostra do primeiro pogo e retiraram-se 25 ul para o segundo, ter-
ceiro e quarto; do quarto e apos homogeneizagdo retiraram-se 25 ul para o quinto, e
assim sucessivamente até ao ultimo pogo, sendo desprezado os 25 pl finais. Incubou-se
e efectuou-se a leitura, sendo considerado como titulo a ultima diluicdo onde se obser-

vou reac¢ao.
2.2.2.2. Teste de Imunofluorescéncia Indirecta.

O teste de Imunofluorescéncia Indirecta (FTA-Abs) ¢ considerado como o mais sensivel
de todos os testes treponémicos [35, 66, 116]. Utiliza como antigénio uma suspensao de
T. pallidum estirpe de Nichols, fixada em laminas. A amostra a estudar apos ser absor-
vida com treponemas ndo patogénicos, ¢ colocada em contacto com o antigénio. Se a
amostra contiver anticorpos especificos, estes ligam-se ao antigénio; esta ligacao vai ser
evidenciada pela utilizagdo de anticorpos anti-imunoglobulina de tipo IgG ou IgM
humana, marcados com fluoresceina, resultando em espiroquetas visiveis a0 microsco-
pio de fluorescéncia. Neste estudo foi utilizado o teste comercial Fluorescent Trepone-
ma Antibody Absorbed Test-FTA-Abs IgG da EUROIMMN, tendo-se seguido as instru-

¢oes do mesmo, na execugao da técnica.
Pesquisa de Anticorpos anti-Treponema pallidum de tipo 1gG.

Com o teste de imunofluorescéncia indirecta (FTA-Abs) foram estudadas 386 amostras,
sendo 42 provenientes dos individuos de Angola, nas quais se obtiveram resultados
positivos e/ou discrepantes com os testes RPR e TPHA, e 344 provenientes dos doentes
dos hospitais de Lisboa. Os reagentes, antes de serem utilizados foram colocados a tem-

peratura ambiente.
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Para a absorcdo das amostras, com objectivo de remover possiveis anti-corpos inespeci-
ficos, colocou-se 50 pl de FTA-Absorvente constituido por 7. phagedanis e 12,5 pl de
soro num eppendorf, o qual, foi homogeneizado no vortex durante 4 segundos e incuba-

do a 37 °C durante 30 minutos. Este processo ndo abrange os controlos.

Apds a absor¢do, efectuou-se uma diluicdo de 1:2 com 25 pl do absorvido e 25 ul de
Phosphate Buffered Saline com Tween 20 (PBS Tween 20). Misturou-se muito bem e
colocou-se 25 pl da amostra diluida em contacto com o antigénio fixado na lamina e

incubou-se a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Depois da incubagdo, a lamina foi lavada com "jacto" de PBS Tween e colocada numa
tina com PBS Tween por 5 minutos; pipetaram-se 20 ul do conjugado anti-IgG para a
area de reaccdo, sacudiu-se a lamina para retirar o excesso de PBS Tween e colocou-se
em contacto com o conjugado tendo incubado por 30 minutos ao abrigo da luz directa.
Findo este tempo, foi retirada a 1amina, lavada com "jacto" de PBS Tween e posterior-
mente colocada numa tina com PBS Tween e 10 gotas de azul de Evans durante 5 minu-
tos. Colocou-se uma lamela no suporte de reaccdo e por cima desta depositaram-se 10

ul de PBS/glicerol por area de reacgao.

A lamina foi sobreposta a lamela, que, em seguida foi observada ao microscopio de
fluorescéncia usando a objectiva de 25X. Em cada determinacao foram utilizados con-
trolo positivo e controlo negativo. Na leitura do resultado considerou-se como resultado
positivo a observagdo de fluorescéncia evidente dos treponemas que cobriam a area de

reac¢do € como negativo a sua auséncia (Figura 6).

Figura 2.6. Exemplo de um resultado reactivo do FTA-Abs a observa¢do microscopia

de fluorescéncia. Fonte: DST/IHMT
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2.2.3. Teste Signal-Spirolipin (CDC)

O teste Signal-Spirolipin ¢ um teste ndo comercializado proveniente do Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) de Atlanta enviado para o laboratorio de DST da

Unidade de Microbiologia Médica do IHMT para avaliacao.

Trata-se de um teste rapido para o diagnostico de sifilis, que consiste numa combinagao
dos testes que detectam anticorpos treponémicos € nao-treponémicos, desenhado de
modo a obter a sua deteccdo em simultaneo. O teste Signal-Spirolipin ¢ baseado no
principio da imunocromatografia fabricado pela Chembio Diagnostic Sistems-Tua,
Medfond, New York. Consiste num dispositivo teste de fluxo continuo composto por
uma membrana de nitrocelulose colocada no topo de varias camadas de papel absorven-
te de celulose, dentro de uma plataforma de plastico, com uma pequena janela para
colocagdo da amostra. Cada membrana apresenta trés pontos teste: um para pesquisa de
anticorpos nao treponémicos (regido nao treponémica " 2 "), outro para pesquisa de
anticorpos treponémicos (regido treponémica " T ") e outro para o controlo do procedi-

mento (regiao " C").

Para a zona de teste ndo treponémico "2" foi utilizado o antigénio Venereal Disease
Research Laboratory (VDRL) sintético, preparado de acordo com o procedimento
padrao, o qual foi directamente ligado a membrana de nitrocelulose. O antigénio trepo-
némico consiste na proteina recombinante de 17 kDa de T. pallidum expressa em
Escherichia colli, a qual foi ligada a membrana de nitrocelulose na zona teste treponé-
mica " T ". O antigénio da zona controlo consta de anticorpo anti-IgG de cabra, em

tampao fosfato salino de pH 7.2 [14].

Para a deteccdo de eventual reac¢do antigénio-anticorpo ¢ empregue um conjugado,
anti-humano IgG/IgM acoplado com particulas coloidais de ouro que ao ligar-se ao

complexo antigénio-anticorpo, resulta na formacao de pontos coloridos vermelho a rosa.

Com este novo teste foram analisadas quinhentas e noventa e quatro amostras de soro,
tendo-se seguido as instru¢des do fabricante. Para a sua execu¢do colocaram-se 5-6
gotas da amostra a estudar num tubo com filtro, fornecido com o kit. Na placa deposita-

ram-se 4 gotas da solugdo de lavagem, deixou-se absorver na membrana apos o que se
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adicionaram 4 gotas do soro filtrado, seguidas de 4 gotas de solucao de lavagem. Poste-
riormente, foram depositadas 2 gotas do reagente conjugado, seguidas de 4 gotas de
solugdo de lavagem. A primeira leitura foi efectuada aos 2 minutos sendo, o resultado

final, obtido apds 10 minutos do término do teste, conforme as instrugdes (Figura 7).

Figura 2.7. Teste Signal-Spirolipin. Da esquerda para a direita; 1- amostra negativa, 2-
amostra reactiva pelo teste ndo treponémico, 3- amostra reactiva pelo teste treponémico
e 4 - amostra reactiva para ambos o0s testes (ndo treponémico e treponémico) Fonte:

DST/IHMT.

Um resultado positivo (indicativo de sifilis) ¢ caracterizado pelo aparecimento de reac-
¢do (ponto colorido vermelho a rosa) nas trés zonas do teste (treponémico, ndo trepo-
némico e controlo), enquanto que um resultado negativo ¢ caracterizado por auséncia de

qualquer reacg¢do, excepto para a zona de controlo.

A presenca de reac¢do apenas na zona treponémica e controlo, foi considerada como
apenas teste treponémico positivo podendo ser interpretado como possivel sifilis prima-
ria precoce, sifilis latente tardia ou mesmo sifilis tratada ja que os anticorpos treponémi-

cos se mantém mesmo apods tratamento correcto.

Por outro lado, quando a reacgdo foi apenas visivel na zona do teste ndo treponémico e
no controlo, foi interpretado como um resultado de falso positivo para o teste ndo trepo-

némico. A nao observagao de qualquer reaccao invalidou o teste.
2.2.4. Pesquisa de DNA de Treponema pallidum

A pesquisa de DNA de 7. pallidum, foi efectuada por técnica de amplificagao de acidos
nucleicos, designada por técnica de PCR multiplex (PCR-M) na qual se utilizaram dois
pares de primers, para genes alvos diferentes, na mesma mistura de reac¢do. Com esta
técnica foram estudadas todas as amostras de soro provenientes dos hospitais de Lisboa
e as com resultados positivos e/ou discrepantes pelos testes serologicos provenientes de

Angola, tendo-se previamente efectuado extraccdo do DNA.
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2.2.4.1. Extrac¢cao de DNA Total

Para a extracg¢do e isolamento do DNA utilizou-se o kit comercial QIAamp DNA Blood
Mini Kit da Quiagen, tendo-se procedido de acordo com as instrugdes do fabricante.
Pipetaram-se 20 pl de proteinase K para um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, ao qual
foi adicionado 200 pl da amostra e 200 pl do tampao de lise (AL). Homogeneizou-se no
vortex por 15 segundos, e incubou-se a 56 °C durante 30 minutos. Centrifugou-se por
um minuto para remog¢do das gotas do interior da tampa e adicionaram-se 3 pl de DNA
de timo de vitela (calfthymus 10,5 mg/ul) diluido a 1:10, e em seguida 200 pl de etanol,

tendo-se misturado no vortex durante 3-5 segundos.

ApOs pequena centrifugacdo, a mistura foi colocada numa coluna Spin QIAamp inserida
num tubo colector de 2 ml e centrifugada a 8. 000 rpm por um minuto. Colocou-se a
coluna em tubo de recolha limpo e adicionaram-se 500 ul de tampao de lavagem AW1,

centrifugando-se a 8. 000 rpm, durante 1 minuto.

De seguida e apds colocacdo da coluna em novo tubo de recolha limpo, lavou-se nova-
mente com 500 pl de tampao de lavagem AW2 e, centrifugou-se a 14. 000 rpm durante
3 minutos. A coluna foi colocada num novo tubo limpo e centrifugada a 14. 000 rpm

durante 1 minuto para a remogao total do tampao de lavagem.

Com a ajuda de uma micropipeta, removeram-se eventuais excessos de tampao do anel
da coluna, com bastante cuidado para nao tocar no filtro. De seguida efectuou-se a elui-
¢do do DNA retido na coluna, utilizando-se 80 pl do tampao de eluicao (AE) e incuban-
do a temperatura ambiente durante 5 minutos, seguido de centrifugagdo a 14.- 000 rpm

durante 1 minuto.

Retirou-se o filtrado contendo DNA para um tubo de 1.5 ml com tampa e armazenou-se
a -4 C. O mesmo método foi utilizado para a extraccio de DNA a partir de 200 ul de
extracto testicular (5 x 10’ treponemas/ pl) de coelho infectado com 7. pallidum, o qual

foi utilizado como controlo positivo para a técnica de PCR-Multiplex.
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2.2.4.2. Amplificacdo de DNA de Treponema pallidum-PCR Diagnostica

Para pesquisa de DNA de T. pallidum utilizou-se uma técnica de amplificacio de DNA
que tem como alvos de amplificagdo fragmentos do gene da lipoproteina da membrana
de 47 kDa e do gene da enzima DNA polimerase (po/A) descritas por Orle et al. (1996)
e Liu er al. (2001), respectivamente. Esta técnica de PCR foi designada por PCR-
Multiplex devido a associacdo na mesma mistura de reac¢do dos dois pares de primers:
o par KO3A/KO4 que amplifica um fragmento de 260 pb do gene 47 kDa e o par polA-
F/polA-R que amplifica um fragmento de 378 pb do gene polA. A discricao dos primers

encontra-se efectuada na tabela 2.

Tabela 2.2. Gene alvo, descricdo de sequéncia de primers e tamanho dos produtos

amplificados pela técnica PCR-M. Adaptado de: Orler et a/ e Lui et al [80, 94].

Dimensao do
Gene Alvo Primers Sequencia (5'—3") produto am-
plificado (bp)

Tpd7 KO3A-F AAGTTTGTCCCAGTTGCGGTT 260
p KO4-R AGAGCCATCAGCCCTTTTCA
polA-F AAGTTTGTCCCAGTTGCGGTT

POIA 378

polA-R CACAGTGCTCAAAAACGCGTGCACG

Mistura de Reacc¢do para a técnica de PCR Multiplex

Para cada reacgdo de amplificagdo, preparou-se num volume total de 20 pl uma solugao
em agua ultra-pura de primers PolA-R/PolA-F e KO3A/KO4, na concentragdao de 0,5
uM, de tampao imunobuffer 1x (tampao fornecido com a enzima utilizada), 0,4 uM de
desoxinucledtidos trifosfatos (ANTPs), 2,5 uM de cloreto de magnésio (MgCl,), e 0,5 U
da enzima DNA polimerase-Immolase (Bioline). A mistura de reac¢ao foi distribuida
por tubos PCR estéreis de 0,2 ml. Numa area fisicamente distinta da utilizada na prepa-
racdo da mistura de reac¢ao, a cada tubo foi adicionado 5 ul de DNA correspondente a
cada amostra, tendo-se também utilizado, em simultdaneo com o estudo das amostras,
um controlo positivo de DNA de 7. pallidum e negativo de agua. Apos adigdo das
amostras e dos controlos, os tubos foram colocados no termociclador para amplificacao.
As reacgdes de amplificacdo foram efectuadas no termociclador Mastercycler Personal

(Eppendorf Harburgo, Alemanha) com as seguintes condi¢des: primeiro ciclo (activagdo
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da enzima) a 95°C durante 10 minutos, seguido de 45 ciclos de amplificacdo: desnatura-
cdo a 94°C, ligagdo de primers as sequéncias alvo a 57°C e extensdo a 72°C, por 30

segundos cada, e a etapa final de extensdo a 72°C durante 15 minutos.
Visualizaciao do DNA

Para a visualizagdo dos produtos amplificados, preparou-se um gel de agarose (Biorad
162-0100) a 1,5%, adicionado de brometo de etidio (Sigma) a 0,5 ug/ml. Cada amostra
(10 pl do produto amplificado), foi misturada com 3 pl de solucdo saturada de sacarose

de azul de bromofenol e colocada no pogo do gel.

Em todos os géis utilizou-se o marcador HyperLadder IV de 100 bp (Bioline), para con-
firmar a massa molecular dos produtos amplificados. O gel foi depois sujeito a um cam-
po eléctrico de 100V durante 1 h, no aparelho " Electrophoresis Power Supply " (EPSL
301 da Amerstram Fharmacia Biotech). De seguida, o gel foi observado por exposigdo a
luz ultra-violeta no transluminador Gel Doc XR (Bio-RAD), equipamento que permite
captar imagem digital do gel exposto, através do programa Vue-1D Analysis Software

(versao 4.6.1) da Bio-Rad.

A presenca de infeccdo por 7. pallidum (resultado positivo) verificou-se pela visualiza-
¢do de uma banda de DNA de 260 pb e/ou de 378 pb, correspondendo o primeiro ao
fragmento do gene da lipoproteina de 47 kDa e o segundo, ao fragmento do gene de
DNA polimerase I (Figura 8).

CP CP CP CP
MM CN CP  1:10 1:10 1:100 1:1000
LA . R v oV 2

Figura 2.8. Visualizacdo em gel de agarose dos produtos (controlos) amplificados.
Legenda: MM- Marcador de Massa Molecular (200 bp); CN- Controlo Negativo; CP -
Controlo Positivo sem dilui¢@o e diluigdes seriadas de CP (DNA Treponema pallidum )

de 1:10 a 1:1000.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Pesquisa de Anticorpos Anti-7. pallidum
3.1.1. Analise Geral

Todas as 607 amostras de soro incluidas no estudo foram analisadas pelos testes serolo-
gicos para o diagnostico de sifilis, um teste ndo especifico (RPR) para rastreio ¢ um
teste especifico (TPHA) para confirmacdo. As amostras dos doentes com suspeita de
sifilis e as amostras com resultado reactivo ou discrepante, dos individuos rastreados
para infeccao por 7. pallidum, foram também analisadas pela técnica de imunofluores-

céncia indirecta (FTA-Abs). Os resultados obtidos encontram-se sumariados na tabela 3.

Tabela 3.3. Resultados obtidos com os testes RPR e TPHA

RPR TPHA
Nao Reactivo Reactivo Nao Reactivo Reactivo
335/607 272/607 304/607 303/607
(55,2%) (44,8%) (50,1%) (49,9%)

Na globalidade dos soros estudados, foram reactivos 44,8%, 49,9% e negativos 55,2%,
50,1% das amostras respectivamente pelos testes RPR e TPHA.

Analisando os resultados obtidos entre os testes RPR e TPHA foi possivel verificar que
280/607 (46,1%) das amostras foram negativas, e que 248/607 (40,8%) das amostras

foram reactivas em ambos os testes (tabela 4).

Tabela 3.4. Resultados obtidos com os testes de RPR e TPHA.

TPHA
Reactivo Nao Reactivo Total
Reactivo 248 24 272
RPR Nao Reactivo 55 280 335
Total 303 304 607
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Em 79 amostras os resultados foram discrepantes, sendo que 55 foram reactivas quando
estudadas pelo teste TPHA e ndo reactivas pela técnica de RPR. Nestes casos pode
colocar-se a hipotese de se tratar de amostras de individuos em estadio inicial ou tardio
de infec¢do ou individuos que foram diagnosticados e tratados para sifilis no passado,
sendo importante saber qual a historia clinica dos mesmos, para uma melhor interpreta-

¢ao destes resultados.

Ao averiguar-se a proveniéncia destes soros verificou-se que 15/55 pertenciam aos indi-
viduos de Angola sendo que o teste FTA-Abs confirmou o resultado do TPHA em nove
casos e em seis apenas o teste TPHA foi reactivo. Por outro lado os 40/55 (confirmados
por FTA-Abs excepto 3) provenientes dos hospitais de Lisboa apresentavam a seguinte
distribuicdo: sifilis primaria (3), sifilis tratada (34) e grupo sem sifilis (3). Nestes ulti-
mos apenas o TPHA foi reactivo, provavelmente tratando-se de casos de falso positivo

pelo teste de hemaglutinagao.

Nas restantes amostras com resultado discrepante (24), o teste RPR foi reactivo
enquanto que o TPHA foi negativo. A hipdtese a colocar ¢ a de se tratar de resultados
de falsa reactividade do teste ndo treponémico. Esta hipdtese pode colocar-se relativa-
mente a 19 amostras (4 do grupo de Angola e 15 de Lisboa) nas quais o teste de FTA-
Abs, confirmou a negatividade do teste TPHA, enquanto que nas outras 5 amostras (1
de Angola e 4 de Lisboa), a reactividade do teste RPR foi confirmada pelo teste FTA-

Abs, tratando-se provavelmente de resultados falso negativos, pelo teste de TPHA.
3.1.2. Comparacao dos Testes Serolégicos

Na andlise de sensibilidade e especificidade de um teste usa-se geralmente um teste
considerado como “ gold standard ” que serve de referéncia e com o qual os outros tes-
tes irdo ser comparados. 7. pallidum ¢ um microrganismo fastidioso, ndo cultivavel in
vitro, ndo existindo um teste seroldgico ideal que possa ser utilizado para o diagndstico
definitivo de sifilis em todas as fases da infec¢@o. A técnica de FTA- Abs ¢ geralmente
a utilizada como teste padrao por reunir, de um modo geral, as melhores condi¢des de
sensibilidade e especificidade [17, 18, 35, 68, 116, 118]. Estudos anteriores demonstra-
ram que este teste, apresentou uma sensibilidade de 70-100% em infec¢do recente [6, 12,

23, 116], de 100% em casos de sifilis secunddria e, de 96-100% quando em situagcdes de

38



sifilis latente. Por outro lado a sua especificidade situa-se entre 92-99%. Neste estudo
utilizou-se o teste FTA- Abs para avaliagdo dos testes serologicos utilizados no diagnés-
tico laboratorial de sifilis tendo-se efectuado a comparacio dos resultados obtidos, pelo

estudo de 386 soros, nos quais todos os testes foram executados.

Comparados os resultados obtidos entre o teste RPR e o teste treponémico FTA-Abs
(tabela 5), verificou-se que, 65,3% (252/386) das amostras reactivaram, enquanto que
17,6% (68/386) foram negativas em ambos os testes. Relativamente as amostras com
resultados discrepantes (66), observou-se que 20/46 foram reactivas apenas com o teste

RPR, o que, resulta numa taxa de falsa reactividade de 5,2% (20/386).

Tabela 3.5. Comparacdo dos resultados obtidos com os testes RPR e FTA-Abs. Sensibi-
lidade (252/298) — 84,5%; Especificidade (68/88) — 77,3%; Taxa de concordancia
(320/386) — 82,9%.

FTA-Abs
Reactivo Nao Reactivo Total
Reactivo 252 20 272
RPR Nao Reactivo 46 68 114
Total 298 88 386

Quanto as 46 amostras que foram reactivas no teste FTA-Abs, e ndo reactivas no teste
RPR, como anteriormente mencionado, podem ter tido origem em individuos em esta-
dio inicial ou tardio de infeccdo ou que no passado foram diagnosticados e tratados para
infeccao sifilitica. Em 45 destas amostras o TPHA foi também reactivo, sendo de salien-
tar que esses doentes pertenciam ao grupo de doentes com sifilis tratada com excepcao

de trés com diagnostico de sifilis primaria.

A avaliagdo da sensibilidade e especificidade do teste RPR quando comparado com o
teste FTA-Abs foi de 84,5% e 77,3% respectivamente, com uma taxa de concordancia
de 82,9%. O valor da sensibilidade do teste RPR obtido neste estudo esta de acordo com
os encontrados na literatura, que referem uma sensibilidade deste teste em cerca de 86%

na sifilis primaria, de 100% na sifilis secundaria, de 98% na sifilis latente e de 73% na
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sifilis tratada [4, 16, 74, 100]. Os testes ndo treponémicos sdo mais sensiveis nas fases
secundéria e latente recente, enquanto que no inicio da infec¢do, podem ainda ndo ser

reactivos e, na fase tardia, podem ter deixado de o ser [3, 18].

Relativamente a especificidade encontrada neste estudo, ela foi menor que a descrita por

outros autores que obtiveram valores entre 96% - 98% [52, 76].

Esta diferenca podera estar relacionada com a populacdo estudada, constituida por indi-
viduos em que patologias relacionadas com resultado de falsa positividade do teste nao
treponémico (como infec¢ao por HIV, toxicodependéncia, malaria, doengas autoimunes)
podem estar presentes. Uma melhor avaliagdo resultaria do acesso a historia clinica, que

permitisse verificar todos os dados clinicos desses casos.

Da comparacao entre os testes treponémicos TPHA e FTA-Abs (tabela 6), observou-se
que, ambos os testes reactivaram em 294/386 (76,2 %) das amostras, ndo tendo reacti-
vado em 77/386 (19,9%). Em 15 amostras os resultados nao concordaram sendo que, 9
casos (reactivos no teste TPHA e ndo reactivos no teste FTA-Abs) poderdo estar rela-
cionados com resultados de falsa reactividade com o teste TPHA, visto que apenas este
teste foi reactivo. A falsa positividade em individuos aparentemente saudaveis tem sido
referida como cerca de 1% e, embora as suas causas sejam desconhecidas em alguns
casos tem sido relacionada com a toxicodependéncia, doengas do colagénio, lepra [16].
Neste estudo a taxa de falsa reactividade do teste TPHA encontrada foi de 2,3% (9/386),
superior a referenciada por outros autores, mas como o maior nimero de casos foi
observado nos soros provenientes dos individuos de Angola, podera estar relacionado
com outras situacdes que, um melhor conhecimento de historia clinica desses doentes

poderia ajudar a esclarecer.

As 6/15 amostras com resultado discrepantes, (TPHA negativo e FTA-Abs reactivo)
podem relacionar-se com amostras de individuos com sifilis latente, tardia, ou tratados
para sifilis, visto que o teste FTA-Abs apresenta uma maior sensibilidade em relagdo ao
teste TPHA, na detec¢do daqueles casos, sendo também o teste em que menos diminuiu
a reactividade, apds a terapéutica. Esse parece ser o caso em amostras dos doentes de

Lisboa os quais apresentam diagndstico de sifilis latente (2), sifilis primaria (1) e neu-
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rossifilis (1), sendo de reforgar a importancia de se efectuar um teste confirmatério

quando em presenca de situagdes clinicas sugestivas de sifilis.

Tabela 3.6. Comparagdo dos resultados obtidos com os testes TPHA ¢ FTA-Abs. Sen-
sibilidade (294/298) — 98,7%,; Especificidade (77/88) — 87,5%; Taxa de concordancia
(371/386) — 96,1%.

FTA-Abs
Reactivo Nao Reactivo Total
Reactivo 294 9 303
TPHA Nao Reactivo 6 77 83
Total 300 86 386

Quando comparado o teste TPHA com o teste FTA-Abs, para o célculo da sensibilida-
de e especificidade daquele teste, observou-se um valor de 98,7% para o primeiro para-
metro e de 87,5% para o segundo, tendo os dois testes concordado em 96,1% dos casos.
O valor da sensibilidade da técnica TPHA definido neste estudo, esta de acordo com
valores obtidos por outros autores que referem que a mesma se situa entre 60-90% para
os casos de sifilis primaria, 100% na sifilis secundaria, 97 a 100% na sifilis latente e de
98% na sifilis tardia [4, 16, 76]. Relativamente a especificidade, o valor obtido foi
menor que os valores encontrados em alguns trabalhos, o que poderd ser devido ao
namero de falsos positivos encontrados neste estudo, sendo necessario verificar a histo-

ria clinica desses casos para um melhor esclarecimento.

3.1.3. Avaliacio do teste rapido Signal-Spirolipin (CDC)

O diagnostico serologico de sifilis baseia-se na pesquisa de anticorpos nao treponémi-
cos, pelos testes RPR ou VDRL e de anticorpos treponémicos pelos testes TPHA, FTA-
Abs, técnicas imunoenzimdticas ou de Westerblot. Os testes treponémicos tém sido
sobretudo utilizados para confirmar a reactividade de um teste ndo treponémico e nas
situacdes de suspeita clinica de sifilis em doentes com teste ndo treponémico negativo

[108, 122].
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Contudo, os testes treponémicos, ndo sdo Uteis para monitorizar o resultado da terapéu-
tica ou indicar presenga de reinfec¢do ou recidiva, porque geralmente se mantém reacti-

vos pelo resto da vida do doente.

Para a execugdo de qualquer um dos testes (ndo treponémicos e treponémico) é necessa-
ria a utilizacdo de algum equipamento laboratorial especializado. Por outro lado, qual-
quer um deles tem de ser efectuado em laboratorio e por técnicos treinados, € na maior
parte dos casos os resultados apenas estdo disponiveis horas ou dias apds a colheita da

amostra.

Um teste serologico para o diagnostico de sifilis que possa ser realizado na propria con-
sulta, enquanto o doente aguarda o resultado ¢ importante e vantajoso, ndo s6 porque
permite aconselhamento e tratamento imediato, como também a notificacdo dos parcei-

ros, se necessario.

Efetivamente, um teste desse tipo sera util em zonas em que ndo exista laboratdrio de
patologia clinica ou em que o acesso ao mesmo seja complicado. Com base nestas
necessidades efectuou-se a avaliagdo do teste rapido Signal-Spirolipin (CDC), que per-
mite a pesquisa em simultdneo de anticorpos nao treponémicos e treponémicos, com
obtencdo dos resultados em cerca de 10 minutos. Com o teste Signal-Spirolipin (CDC),
estudaram-se 594 amostras de soro, tendo os resultados sido comparados com os obti-
dos com os testes RPR e TPHA. A sua avaliacao foi também efectuada pela comparagao

com o teste FTA-Abs em 373 amostras de soro.

Os resultados obtidos com o teste Signal-Spirolipin estdo discriminados na tabela 7,
tendo sido reactivos 294/594 (49,5%) e 286/594 (48,1%) e ndo reactivos 300/594
(50,5%) e 308/594 (51,9%) respectivamente pelos testes ndo treponémico (CDC-2) e
treponémico (CDC-T).

Tabela 3.7. Resultados obtidos com o teste Signal-Spirolipin.

CDC-2 CDC-T

N3do Reactivo Reactivo Nado Reactivo Reactivo

300/594 294/594 308/594 286/594
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3.1.3.1. Teste Signal-Spirolipin (teste nao treponémico CDC-2)
Comparacio com o teste RPR

Na comparagdo do teste CDC-2 com o teste RPR (tabela 8), verificou-se que 44,1%
(262/594) das amostras, foram reactivas e 49,5% (291/594) ndo reactivas por ambos 0s
testes. A discrepancia de resultados entre os dois testes foi observada em 41 amostras,
sendo 32 reactivas apenas com o teste CDC-2 e 9 apenas com o teste RPR. Das 32
amostras apenas reactivas com o teste CDC-2, em 12 esse resultado foi confirmado pelo
teste TPHA, podendo os restantes casos (22) estarem relacionados com resultados falso

positivo do teste CDC-2, resultando numa taxa de falsa reactividade de 3,7% (22/594).

Tabela 3.8. Comparagao dos resultados obtidos com os testes CDC-2 e RPR.

RPR
Reactivo Nao Reactivo Total
Reactivo 262 32 294
CDC-2 Nao Reactivo 9 291 300
Total 271 323 594

Também se observou que, das 9 amostras negativas com o teste CDC-2 e reactivas com
o teste RPR, em 6 o teste TPHA confirmou o resultado do teste CDC-2 enquanto que
em 3 tal ndo sucedeu, tratando-se provavelmente de resultados falso negativo do teste

CDC-2.

A utilizacdo do teste RPR como termo de comparagdo resulta numa sensibilidade de
96,7% (262/271) e uma especificidade de 90,1% (291/323). Com base nos dados apre-
sentados, verificou-se que o teste CDC-2 apresenta maior reactividade que o RPR. A
taxa de concordancia entre os dois testes foi de 93,1% (553/594). A sensibilidade obtida
neste estudo foi semelhante a obtida por Castro ef al. (2010), que obtiveram uma sensi-
bilidade de 96,5% contudo, a especificidade e a taxa de concordancia obtida por aqueles
autores foi de 97,7% e 97,9% [14], valores superiores aos deste trabalho, o que prova-

velmente estard relacionado com a falsa positividade observada no presente estudo.
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O teste ndo treponémico CDC-2 foi também avaliado pela comparacdo com o teste tre-
ponémico TPHA (tabela 9), tendo-se verificado que 256/594 (43,1%) amostras reactiva-
ram, enquanto que 257/594 (43,3%) amostras ndo reactivaram em ambos os testes,
havendo desacordo de resultados em 81 amostras, das quais 38 reactivas apenas pelo

teste CDC-2 e 43 apenas com o teste TPHA.

Tabela 3.9. Comparagdo dos resultados obtidos com os testes de CDC-2 ¢ TPHA.

TPHA
Reactivo Nao Reactivo Total
Reactivo 256 38 294
CDC-2 Nao Reactivo 43 257 300
Total 299 295 594

A sensibilidade e especificidade do teste CDC-2 em relacdo ao teste TPHA foi de
85,6% (256/299) e 87,1% (257/295) com taxa de concordancia de 86,4% (513/594)
valores comparaveis aos obtidos pelo teste RPR nesta mesma populagdo (sensibilidade
82,6 %, especificidade 91,8% e taxa de concordancia 87,2%) podendo as diferencas

existentes estar relacionadas com os casos de falsa reactividade de um e outro teste.
Comparacio com o teste FTA-Abs

Na comparacgdo do teste CDC-2, com o teste treponémico FTA-Abs, averiguou-se que
em ambos os testes 69,7% (260/373) das amostras foram reactivas e 13,9% (52/373)

foram negativas.
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Tabela 3.10. Comparagdo dos resultados obtidos com os testes de CDC-2 ¢ FTA-Abs.

FTA-Abs
Reactivo Nao Reactivo Total
Reactivo 260 28 288
CDC-2 Nao Reactivo 33 52 85
Total 293 80 373

Contudo, foi observada uma discrepancia de resultados em 61 amostras, resultando quer
dos casos de falsa reactividade, quer dos casos de falsa negatividade ja referidos e, rela-
cionados com amostras provenientes de individuos tratados para sifilis nos quais os tes-

tes ndo treponémicos acabaram por negativar.

A sensibilidade e especificidade do teste CDC-2 quando comparada com o teste de
FTA-Abs, foi de 88,7% (260/293) e 65 % (52/80) respectivamente. A taxa de concor-
dancia de ambos os testes foi de 83,6% (312/373). O teste CDC-2 avaliado, apresentou
uma sensibilidade e especificidade comparaveis as obtidas com o teste RPR utilizado
neste estudo.

3.1.3.2. Teste Signal-Spirolipin (teste treponémico CDC-T)
Comparacio com o teste TPHA

Tabela 3.11. Comparacao dos resultados obtidos com os testes de CDC-T e TPHA.

TPHA
Reactivo Nao Reactivo Total
Reactivo 277 9 286
CDC-T Nao Reactivo 22 286 308
Total 299 295 594
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Na comparagdo do teste treponémico (CDC-T) do teste Signal-Spirolipin com o teste
TPHA verificou-se que 277/594 (46,6%) das amostras foram reactivas e que 286/594
(48,2%) nao reactivaram para ambos os testes. Verificou-se disparidade de resultados
em 31 amostras, das quais 9 reactivas com o teste CDC-T e ndo reactivas com o teste

TPHA, e 22 reactivas com o teste TPHA e nao reactivas com o teste CDC-T.

Na averiguagdo dos resultados obtidos com os outros testes verificou-se que relativa-
mente a estas ultimas amostras (22), em todas o teste RPR foi negativo, (excepto em 3
casos reactivos com titulos inferiores a 1:2) e, em 10 o teste FTA-Abs confirmou o
resultado negativo do teste CDC-T. No que se refere as 9 amostras com teste CDC-T
reactivo e TPHA negativo averiguou-se que a reactividade daquele teste foi confirmada

pelos outros testes em 8 casos.

Comparando o teste rapido CDC-T com o teste TPHA, obteve-se uma sensibilidade de
92,6% (277/299), uma especificidade de 97,0% (286/295) e taxa de concordancia de
94,8% (563/594) valores dentro de parametros aceitaveis. O teste de TPHA serviu como
teste padrao por reunir boas condi¢des de sensibilidade e especificidade tal como refe-
rem muitos autores [33, 83, 91, 119], os quais, obtiveram uma sensibilidade que variou

entre 95,6-98,4% e uma especificidade entre 95,7- 97,3% [33, 85, 91, 112].

Por outro lado, o teste TPHA ¢ o que geralmente se utiliza na rotina laboratorial para o
diagnostico serologico de sifilis. Os valores encontrados neste estudo sdo proximos dos
que Castro et al. (2010) obtiveram no seu estudo, (sensibilidade de 97% e especificida-
de de 95,5%) na comparacdo com o teste TP.PA (T.pallidum Particle Agglutination)
[14].

Comparacio com o teste FTA-Abs

Nas 373 amostras de soro em que se efectuou os testes CDC-T e FTA-Abs, obteve-se
resultados positivas em 278 (74,5%) e negativos em 73 (19,6%) das amostras, para
ambos os testes (tabela 12). A discrepancia de resultados foi encontrada em 22 amostras,

7 reactivas apenas com o teste CDC-T e 15 com o teste FTA-Abs.

Comparativamente as 15 amostras, apenas reactivas com o teste FTA-Abs; verificou-se
que trés eram provenientes de doentes com sifilis latente € uma de um doente com sifilis
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primaria que parecem ndo terem sido identificados pelo teste em estudo, pertencendo os
restantes ao grupo dos doentes com sifilis tratada. Por outro lado em relagdo com as 7
amostras reactivas apenas com o teste CDC-T verificou-se que em 6 os testes RPR e
CDC-2 foram também reactivos, enquanto que na restante, o teste TPHA foi negativo,
ficando a divida de como interpretar estes resultados. Contudo, apenas uma historia
clinica mais aprofundada e isolamento ou ndo de 7. pallidum poderiam ilustrar o signi-

ficado real dos mesmos.

Tabela 3.12. Comparacao dos resultados obtidos com os testes de CDC-T e FTA-Abs.

FTA-Abs
Reactivo Nao Reactivo Total
Reactivo 278 7 285
CDC-T Nao Reactivo 15 73 83
Total 293 80 373

A sensibilidade do teste CDC-T, quando comparado com teste FTA-Abs foi de 94,9%,

com especificidade de 91,3 % e taxa de concordancia de 94,1%.

Um teste de rastreio ideal sera aquele que apresenta a capacidade de permitir diagnosti-
co etioldogico o mais precocemente possivel, devendo ainda detectar todos os casos de
doenga e ser negativo na sua auséncia. Tendo estes principios em conta, determinou-se a
sensibilidade dos testes Signal-Spirolipin, RPR ¢ TPHA em cada um dos grupos de
doentes em diferentes fases de infeccdo, num grupo de doentes diagnosticados com sifi-
lis no passado e correctamente tratados. A especificidade de cada um dos testes foi

determinada pelo estudo de soros do grupo considerado como ndo tendo infec¢do por 7.

pallidum (tabela 13).
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Tabela 3.13. Sensibilidade e especificidade dos testes RPR, CDC-2,TPHA ¢ CDC-T em

comparagdo com o teste FTA-Abs.

Legenda: Sens.- Sensibilidade; Esp.- Especificidade; N° +vo- Numero Positivo; N°-vo-
Numero Negativo. SP-Sifilis Primaria; SS-Sifilis Secundéria; SLR- Sifilis Latente
Recente; SLTI-Sifilis Latente Tardia indeterminada; NS-Neurossifilis; ST-Sifilis Trata-

da; S/SI-Sem Sifilis.

RPR CDC-2 TPHA CDC-T
Sensibilida- Especifici- Sensibilida- Especific- Sensibilida- Especifide Sensibilida-  Especifici-
de.N°+vo/FT dade. N° - de.N° +vo/ dade. N° - de.N° +vo/ N°- vo/ de.N° +vo/ dade. N° -
A-Abs +vo vo/ FTA- FTA-bs +vo vo/ FTA- FTA-Abs FTA- Abs- FTA-Abs vo/ FTA-
(%) Abs -vo (%) Abs-vo +vo Vo +vo Abs-vo
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
3p 23/26 26/26 25/26 25/26
(88,5%) — (100%) - 1 962%) - | (962%) -
S 44/44 44/44 44/44 44/44
(100%) — (100%) — (100%) — (100%) —
SL 53/53 53/53 53/53 53/53
R | (100%) — (100%) — (100%) — (100%) —
SL | 126/126 124/126 124/126 123/126
I | (100%) — 1 (984%) - | (984%) - | (97,6%) -
NS 3/3 3/3 2/3 3/3
(100%) - (100%) — 1 (66,7%) - (100%) -
ST 2/36 10/36 36/36 28/36
(5,6%) - | (278%) - (100%) - | (77.8%) -
S/S 41/56 44/56 56/56 50/56
I — (73,2%) — (75%) — (100%) — (89,3%)

No grupo de doentes com sifilis primaria (26), a sensibilidade do teste RPR foi de
88,5%, do teste CDC-2 100% e dos testes TPHA ¢ CDC-T de 96,2%. Nos grupos de
doentes de sifilis secundaria, sifilis latente recente e neurossifilis a sensibilidade foi de
100% para qualquer um dos testes, excepto para o teste TPHA na NS (66,7%), enquanto
que nos doentes com sifilis latente indeterminada foi de 100% para o teste RPR, de

98,4% para os testes CDC-2, TPHA e de 97,6% para o teste CDC-T.

Quando estudados os soros (36) dos individuos tratados para sifilis verificou-se que
mantiveram reactividade pelos testes ndo treponémicos RPR e CDC-2, 2/36 (5,6%) e
10/36 (27,8%) respectivamente, enquanto que 36/36 (100%) e 28/36 (77,8%) continua-
ram reactivos quando estudados pelos testes TPHA e CDC-T.
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A avaliagdo da sensibilidade dos testes serologicos no grupo de doentes com sifilis acti-
va (252), baseada numa abordagem convencional (teste RPR reactivo confirmado por
teste TPHA) ou pelo teste rapido (CDC-2 positivo confirmado por CDC-T), foi de
97,2% (245/252) e 98,4% (248/252) respectivamente. Numa abordagem semelhante
Castro et al. (2010), obtiveram uma sensibilidade de 96,5% [14].

Quando os soros dos individuos sem evidéncia clinica de sifilis, e teste FTA-Abs nega-
tivo foram avaliados, 15 e 12 amostras que apresentaram reactividade pelos testes RPR
e CDC-2. Os mesmos soros quando estudados pelo teste TPHA foram negativos,
enquanto que 6 resultaram reactivos com o teste CDC-T. Assim a especificidade dos
testes nao treponémicos foi de 73,2% e de 75% para os testes RPR e CDC-2 enquanto
que para os testes treponémicos TPHA e CDC-T foi de 100% e 89,3%, respectivamente.

Dos dados obtidos foi possivel verificar que nos diferentes estadios da infecg¢do o teste
Signal-Spirolipin (CDC) apresentou um comportamento idéntico aos testes classicos
utilizados no diagnoéstico laboratorial nas situacdes de sifilis secundaria, latente recente
e neurossifilis, tendo falhado no diagndstico de 2 casos de sifilis latente. Resultados
analogos foram obtidos por Castro et al. (2010), que no estudo de doentes com sifilis, o

teste rapido também falhou no diagndstico de dois casos de sifilis latente [14].
3.1.4. Amplificacio de DNA de Treponema pallidum-PCR Diagnostico

A pesquisa de DNA de T. pallidum por técnica de PCR Multiplex (PCR-M), foi efec-
tuada nas amostras de soro provenientes dos individuos de Angola com resultados sero-
l6gicos positivos ou discrepantes (19) e nas amostras de soro (344) provenientes dos

individuos dos hospitais de Lisboa.

Em relagdo as amostras provenientes dos individuos de Angola, em nenhuma foi detec-
tado DNA daquele microrganismo. Para a discriminagdo dos resultados obtidos pela
técnica de PCR-M nas amostras de soro, provenientes dos doentes dos hospitais de Lis-
boa, dividiram-se aqueles em grupo I e II, de acordo com o diagndstico clinico e labora-

torial anteriormente referido.

No grupo I incluiram-se os doentes com sifilis activa: sifilis primaria, secundaria, laten-
te recente ou indeterminada e neurossifilis € no grupo II associaram-se individuos con-
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siderados como nao tendo infec¢do por 7. pallidum, doentes tratados para sifilis e doen-
tes em que o resultado do RPR foi considerado como falso positivo. Na globalidade das
amostras dos doentes considerados como tendo sifilis (252), obteve-se a amplificacao
de DNA de T. pallidum em 33% (83/252) dos casos. Esta, quando discriminada pelos
varios estadios de infecg¢do foi de 42,3%, 56,8% e 66,7% na sifilis primaria, secundaria
e neurossifilis enquanto que na SLR (sifilis latente recente) e SLT (sifilis latente tardia)

foide 30,2% e 23% respectivamente (tabela 14).

Nenhuma das amostras dos individuos do grupo II foi amplificada pela técnica de PCR-

M.

Tabela 3.14. Resultados obtidos pela técnica de PCR-M nas amostras de soro, dos indi-

viduos com sifilis activa.

Positivo Negativo Total de doentes
SP 11 (42,3%) 15 (57,7%) 26 (100%)
SS 25 (56,8%) 19 (43,2%) 44 (100%)
NS 2 (66,7%) 1 (33,3%) 3 (100%)
SLR 16 (30,2%) 37 (69,8%) 53 (100%)
SLT 29 (23%) 97 (77%) 126 (100%)
Total 169 (67%) 83 (33%) 252 (100%)

A técnica de PCR-M utilizada neste estudo teve como base as descritas por Lui at al.
(2001) e Orle at al. (1996) [80, 94], tendo-se associado numa mesma mistura de reac¢ao
os dois pares de primers descritos por aqueles autores. Essa associagao teve como
objectivo tentar tornar a técnica mais sensivel e especifica, de execucdo mais rapida e

com menores custos.

Quanto aos resultados obtidos neste estudo por esta técnica, o nimero de amostras posi-
tivas (grupo I) foi relativamente baixo, tendo em conta que eram provenientes de indi-

viduos com sifilis.

Este resultado, provavelmente, relacionou-se com o tipo de amostra (soro) utilizada para

a pesquisa. Orle et al., obtiveram uma sensibilidade de deteccdo de 91% e Lui ef al. de
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95,8%, mas as amostras por eles estudadas foram de exsudados de ulceras genitais,

lesdes ricas em 7. pallidum [80, 94].

Por outro lado, Martin et al. (2001), obteve uma amplificacdo de produto especifico em
40% das amostras de sangue total de individuos com sifilis [86]. Diversos autores
defendem que o exsudado de tulceras ou de lesdes secundarias e de exsudado de biopsia
do l6ébulo de orelha, parecem ser o tipo de amostra com as quais se pode obter melhores
resultados para a pesquisa de DNA de 7. pallidum, quando comparadas com amostras

de sangue total [15, 16, 19, 94, 96, 113].

No que se refere a percentagem de positividade nos diferentes estadios de infeccdo, esta
foi superior na fase secundaria, sendo menor na fase latente indeterminada, devendo
esses valores estar relacionados com a espiroquetémia, ja que esta ¢ de maior intensida-
de na sifilis secundaria (SS), seguida da primaria e diminuindo nas fases de laténcia [ 70,

100].

Os resultados obtidos no grupo de doentes sem sifilis activa (grupo II) parecem indicar
que esta técnica tem boa especificidade, ja que foi negativa nos individuos sem infecc¢ao
ou que a tendo adquirida, tinham efectuado terapéutica especifica. Contudo, os nimeros

sdo baixos para se tirar uma conclusao mais definitiva.
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4. CONCLUSOES

A sifilis ¢ uma doenca complexa cujo diagnéstico clinico e laboratorial apresenta difi-
culdades e limita¢des. Por esta razdo, um grande nimero de estudos tem sido efectuado
ao longo dos anos, numa tentativa de avaliar técnicas de diagnostico laboratorial efica-
zes [100]. O diagnostico desta infecgdo baseia-se na avaliacdo clinica, na deteccdo e
identificacdo do seu agente etioldgico e na utilizagcdo de testes serologicos para pesquisa

de anticorpos.

Os diferentes tipos de testes serologicos sdo geralmente agrupados consoante a sua
aplicacdo em teste de rastreio, de confirmagdo e de monitorizagdo do resultado da tera-

péutica.

Esta forma de agrupamento resulta das diferencas existentes entre o tipo de anticorpos
que pesquisam, da sua sensibilidade e especificidade, do inicio e da duracdo da sua
reactividade, da manutencao ou nio dessa reactividade apds a terapé€utica e da associa-

¢ao entre a reactividade ¢ os diferentes estadios da infecgao.

O presente estudo teve como objectivo avaliar testes serologicos utilizados na rotina
para o diagndstico laboratorial de sifilis, assim como um teste ndo comercializado (teste
Signal-Spirolipin), determinando as respectivas sensibilidades e especificidades, pela

comparacao com o teste de imunofluorescéncia FTA-Abs [30, 73, 81, 105].

Pretendeu-se também avaliar uma técnica de PCR para pesquisa de DNA T. pallidum no
soro numa vertente de verificar o seu potencial, como técnica a utilizar na detecc¢ao

daquele microrganismo.

Os testes serologicos, utilizados na rotina, efectuados neste trabalho mostraram resulta-
dos semelhantes e parecem eficazes para um diagnostico aceitavel na maioria dos casos.
Contudo, como esta doenga apresenta fases sem sintomatologia e, como os testes nao
treponémicos acabam por negativar com a evolu¢do da doenca e os treponémicos man-
tém a reatividade mesmo apds a terapéutica, e como 7. pallidum ndo ¢é cultivavel em

meios de cultura, muitas vezes ndo se obtem um diagnostico de certeza.

Apesar das limitagdes dos testes ndo treponémicos, pelo facto de apresentarem resulta-
dos falsos positivos e menor sensibilidade nas fases de sifilis primaria e latente tardia ou

52



ainda causar falsos negativos em consequéncia do fendémeno prozona, mantem contudo

a grande vantagem de permitir efectuar a monotorizacao do resultado da terapéutica.

O teste RPR estudado apresentou eficacia semelhante a obtida em outros estudos,
demostrando ser um teste que pode ser utilizado em situacdes de suspeita de infecgdo e
no acompanhamento de doentes apds a terapéutica. Apresenta ainda a vantagem de ser
de facil execu¢do, ndo necessitar de grande equipamento e ser de leitura macroscopica.
Por outro lado com o teste de TPHA estudado, obtiveram-se alguns resultados de falsa
negatividade em doentes com sifilis latente, o que coloca o problema de alguns resulta-

dos terem de ser obrigatoriamente confirmados por outro teste treponémico.

Por nao haver um teste gold standard como referéncia, muitos autores aconselham a

utilizag¢do de dois testes treponémicos, descartando assim falsos positivos ou negativos.

Da comparagdo dos resultados obtidos, pode concluir-se que o teste Signal-Spirolipin
apresentou uma boa sensibilidade e especificidade comparavel a obtida pelos testes
classicamente utilizados na rotina laboratorial. Este teste parece também ser util para
rastreio/confirmacdo da infeccdo sifilitica, tendo-se mesmo verificado apresentar uma
melhor sensibilidade quando abordada a associagdo de teste ndao treponémico/teste tre-
ponémico. Trata-se de um teste de répida execucdo, que nao necessita de equipamento,
sendo também de facil leitura de resultado, e que pode ser efectuado em locais com
poucos recursos para a realizagdo dos testes tradicionais. Além disso, apresenta a grande
vantagem de permitir a pesquisa de anticorpos anti-cardiolipina, ao contrario dos testes
rapidos comummente utilizados que, apenas pesquisam anti-corpos treponémicos.
Assim, a sua utiliza¢ao podera ser de grande utilidade para o clinico, a exercer em locais
sem laboratorio. Este teste permite o rastreio e confirmagdo da condigdo serologica do
doente, possibilitando o diagnostico de doenca activa. Assim, quando for o caso, o cli-

nico pode iniciar de imediato a terap€utica e notificar os parceiros.

Em relagdo as técnicas de PCR, estas, dada a sua maior sensibilidade e especificidade,
tém sido frequentemente usadas no diagnostico de doencgas infecciosas, principalmente

quando o microrganismo em questdo ndo € cultivavel in vitro.
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Assim, para uma maior eficiéncia da técnica foi necessario optimiza-la, tendo-se utili-
zado para tal controlos positivos, constituidos por DNA de 7. pallidum, estirpe de

Nichols.

Neste estudo utilizou-se um método PCR multiplex com associagdo de dois pares de
primers, na mesma mistura de reac¢do. A técnica parece demonstrar uma boa especifi-
cidade, visto ndo se ter observado amplificacdo nos grupos de doentes sem sifilis ou
com sifilis tratada, no entanto a sensibilidade obtida foi baixa sobretudo nos estadios em
que uma técnica deste tipo poderia ser uma grande utilidade para o diagndstico.
Actualmente técnicas de PCR em tempo-real, estdo a ser aplicadas no diagndstico labo-
ratorial de doengas infecciosas. Estas, geralmente apresentam uma maior sensibilidade
pelo que, o desenvolvimento de uma técnica deste tipo podera constituir uma mais-valia

na deteccao de 7. pallidum em amostras clinicas.
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