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 RESUMO 

 A  sífilis  é  uma  doença  sexualmente  transmissível,  causada  pela  bactéria  Treponema  pallidum  , 

 mundialmente  endêmica  com  maior  incidência  em  países  subdesenvolvidos.  Apresenta-se  por 

 característica  de  sinais  e  sintomas  o  cancro  duro  e  é  classificada  em  várias  fases  de  evolução: 

 sífilis  primária,  latência,  secundária  e  terciária.  Há  preocupação  na  transmissão  da  sífilis  por 

 transfusões  sanguíneas,  acarretando  em  esforços  para  minimizar  cada  vez  mais  esse  risco.  A 

 Portaria  de  consolidação  nº  5,  de  28  de  setembro  de  2017  do  Ministério  da  Saúde,  anexo  IV, 

 diz  que  a  triagem  de  sífilis  deve  ser  realizada  através  da  detecção  de  anticorpo  treponêmico  ou 

 não  treponêmico,  não  determinando  um  teste  padrão  para  a  triagem,  deixando  á  critério  de 

 cada  hemocentro  a  escolha  da  metodologia.  Não  há  unanimidade  sobre  qual  dos  testes  é  o 

 mais  adequado/seguro  para  a  triagem  de  sífilis  em  doadores  de  sangue.  O  objetivo  deste 

 trabalho  foi  comparar  diferentes  métodos  de  triagem  de  sífilis  em  banco  de  sangue,  avaliando 

 vantagens  e  desvantagens.  Foram  testadas  64  amostras  de  proficiência  positivas,  114  amostras 

 de  proficiência  negativas  e  381  amostras  aleatórias  da  rotina  do  banco  de  sangue  do 

 HEMOPA  por  Rapid  Test  Reagin  e  Quimioluminescência,  e  ELISA  nas  amostras  positivas 

 para  quimioluminescência  do  grupo  das  aleatórias.  Do  total  de  381  amostras  aleatórias,  cinco 

 tiveram  resultado  discordante  entre  os  testes  treponêmicos  e  não  treponêmicos,  podendo 

 representar  cicatriz  sorológica  ou  início  de  infecção.  Faz-se  necessário  a  realização  de  mais 

 estudos  que  avaliem  as  diferentes  metodologias,  visando  à  segurança  transfusional  aliada  com 

 a realidade orçamentária dos bancos de sangue brasileiros. 
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 Palavras-chave:  Sífilis  Latente.  Treponema  pallidum  .  Banco  de  sangue.  Diagnóstico. 

 Sorologia. 

 ABSTRACT 

 Syphilis  is  a  sexually  transmitted  disease  caused  by  the  world-endemic  Treponema  pallidum  , 

 bacterium  with  a  higher  incidence  in  underdeveloped  countries.  It  is  characterized  by  signs 

 and  symptoms  of  hard  cancer  and  is  classified  into  several  stages  of  evolution:  primary 

 syphilis,  latency,  secondary  and  tertiary.  There  is  concern  in  the  transmission  of  syphilis  by 

 blood  transfusions,  leading  in  efforts  to  minimize  this  risk  more  and  more.  Ministry  of  Health 

 Consolidation  Ordinance  No.  5,  dated  September  28,  2017,  Annex  IV,  says  that  screening  for 

 syphilis  must  be  done  by  detecting  treponemal  or  non-treponemal  antibody,  not  determining  a 

 standard  screening  test,  leaving  at  the  discretion  of  each  hemocenter  the  choice  of 

 methodology.  There  is  no  unanimity  on  which  of  the  tests  is  the  most  appropriate  /  safe  for 

 screening  for  syphilis  in  blood  donors.  The  aim  of  this  study  was  to  compare  different 

 methods  of  blood  bank  syphilis  screening,  assessing  advantages  and  disadvantages.  Sixty-four 

 positive  proficiency  samples,  114  negative  proficiency  samples  and  381  random  samples  from 

 the  routine  of  the  HEMOPA  blood  bank  by  Rapid  Test  Reagin  and  Chemiluminescence,  and 

 ELISA  in  the  chemiluminescent  positive  samples  from  the  random  group  were  tested.  From 

 the  total  of  381  random  samples,  five  had  discordant  results  between  treponemic  and 

 non-treponemic  tests,  which  could  represent  serological  scar  or  onset  of  infection.  It  is 

 necessary  to  carry  out  more  studies  that  evaluate  the  different  methodologies,  aiming  at  the 

 transfusion security allied with the budgetary reality of the Brazilian blood banks. 

 Keywords:  Syphilis, Latent.  Treponema pallidum  . Blood  Banks. Diagnosis. Serology. 

 Ricardo Augusto de Barros Domingues. 

 Av. Gov. José Malcher, n. 1701, AP. 1504 – Nazaré. 
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 Introdução 
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 A  sífilis  é  uma  doença  infectocontagiosa  de  caráter  sistêmico  e  se  não  tratada,  com 

 curso  crônico  1,2  .  Tem  um  grande  impacto  na  saúde  da  população  podendo  deixar  sequelas 

 irreparáveis  2  ,  estando  presente  em  todos  os  continentes  do  mundo  com  estimativa  de  12 

 milhões  de  novos  casos  por  ano  3  .  É  causada  pela  bactéria  Treponema  pallidum  subespécie 

 pallidum  pertencente  à  ordem  Spirochaetales,  família  Spirochaetaceae  e  gênero  Treponema  4  . 

 É  uma  infecção  sexualmente  transmissível  (IST),  para  a  qual  não  há  vacina  atualmente 

 disponível  e  a  infecção  não  confere  imunidade  á  infecções  subsequentes  2  .  Além  da 

 transmissão  horizontal  por  relação  sexual,  a  doença  pode  ainda  ser  transmitida  por  transfusão 

 sanguínea, e também verticalmente, resultando na sífilis congênita  3,5,6,7  . 

 A  transmissão  através  de  transfusão  de  sangue  e/ou  hemocomponentes  contaminados 

 diminuiu  drasticamente,  a  partir  da  obrigatoriedade  de  triagem  para  sífilis  em  bancos  de 

 sangue  desde  o  ano  de  1989,  e  nos  dias  atuais  a  sífilis  raramente  é  transmitida  através  de 

 transfusão  de  sangue  8  .  A  redução  de  transmissão  de  sífilis  por  transfusão  se  deve  ainda,  além 

 da  triagem  laboratorial,  ao  fato  de  que  a  bactéria  T.  pallidum  é  inativada  nas  bolsas  de 

 hemocomponentes  estocadas  em  refrigeração  9  .  Entretanto  o  risco  existe,  principalmente  em 

 transfusão  de  plaquetas  as  quais  são  estocadas  em  temperatura  ambiente,  caso  ocorra  algum 

 caso não detectado na triagem laboratorial  10  . 

 No  Brasil,  de  acordo  com  a  Portaria  de  consolidação  nº  5,  de  28  de  setembro  de  2017 

 do  Ministério  da  Saúde,  anexo  IV  11  ,  pode-se  realizar  para  triagem  laboratorial  de  sífilis  em 

 bancos  de  sangue  tanto  testes  treponêmicos  quanto  não  treponêmicos,  ficando  a  critério  de 

 cada  hemocentro.  Nos  Estados  Unidos,  recomenda-se  a  utilização  de  um  teste  não 

 treponêmico,  sendo  o  VDRL  e  o  RPR  os  mais  utilizados  para  a  triagem  nos  hemocentros  e  em 

 casos  de  reações,  utiliza-se  um  teste  treponêmico  para  confirmação  12  .  No  entanto,  alguns 

 autores  defendem  que  os  testes  não  treponêmicos  não  são  viáveis  para  grandes  rotinas,  por 

 serem  manuais  e  ainda  há  a  subjetividade  nos  resultados,  por  tanto,  a  sua  utilização  vem 

 diminuindo nos hemocentros  13  . 

 Os  testes  laboratoriais  treponêmicos  consistem  em  detectar  anticorpos  específicos,  IgG 

 e  IgM  contra  o  agente  e/ou  o  próprio  agente;  como  por  exemplo  o  ELISA,  que  é  um  teste  com 

 custo  mais  elevado  em  relação  aos  testes  não  treponêmicos  e  necessita  de  um  profissional 

 mais  qualificado,  no  entanto  tem  a  possibilidade  de  automação,  necessitando  apenas  alguns 

 processos  manuais;  a  quimioluminescência  que  é  um  teste  totalmente  automatizado  e  com 

 custo  mais  elevado;  e  o  Teste  de  absorção  de  anticorpos  treponêmicos  fluorescente  (FTA-abs), 

 que  é  o  teste  padrão  ouro  para  sífilis,  porém  necessita  de  profissional  altamente  qualificado 
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 para  a  leitura  do  teste  2,3,8,13  .  Os  testes  não  treponêmicos,  baseiam-se  na  detecção  de  anticorpos 

 anticardiolipina,  que  é  um  constituinte  da  membrana  interna  de  mitocôndrias  de  plantas  e 

 mamíferos,  e  também  da  membrana  externa  de  vários  microrganismos  como  o  Treponema 

 pallidum  ,  que  é  reconhecido  pelo  sistema  imunológico  humano  como  um  antígeno  estranho,  o 

 qual  estimula  a  produção  de  anticorpos  anticardiolipínicos.  Contudo,  a  cardiolipina  não  é 

 específica  do  Treponema  pallidum  ,  de  modo  que  existem  outras  patologias  que  resultam  na 

 produção  desses  anticorpos,  como  em  algumas  outras  infecções  bacterianas,  infecções  virais, 

 doenças  autoimunes,  algumas  protozooses,  gravidez  e  utilização  de  algumas  drogas,  entre 

 outros.  Os  testes  Venereal  Disease  Research  Laboratory  (VDRL),  Unheated  Serum  Reagin 

 (USR)  e  o  Rapid  Test  Reagin  (RPR),  constituem  exemplos  destes  testes,  necessitando  de  um 

 cuidado  especial  com  o  efeito  prozona,  mesmo  que  raro,  acarretando  em  resultado  negativo 

 por  conta  de  um  alto  índice  de  cardiolipina  no  soro,  devendo-se  testar  as  amostras  sem 

 diluição  e  com  diluição  de  1/8  para  eliminar  a  possibilidade  do  efeito  prozona  11,13,14,15  .  Os 

 testes  treponêmicos  tem  a  vantagem  de  serem  mais  específicos  que  os  não  treponêmicos  e 

 apresentarem  positividade  mesmo  antes  do  aparecimento  de  lesões,  no  entanto  são  mais 

 onerosos  e  uma  vez  que  a  infecção  tenha  ocorrido,  estes  testes  sempre  apresentarão  resultados 

 reagentes,  ainda  que  o  paciente  já  tenha  sido  tratado  e  curado,  devido  a  cicatriz  sorológica, 

 sendo  assim,  tornam-se  inviáveis  para  o  acompanhamento  de  tratamentos.  Segundo  a  Portaria 

 de  n.  3.242,  de  30  de  dezembro  de  2011  16  ,  todo  resultado  reagente  para  sífilis  deve  ser 

 confirmado  por  meio  de  testes  confirmatórios,  preferencialmente  com  a  mesma  amostra,  para 

 que o resultado seja liberado  2,10,15,16  . 

 Segundo  Baião  et  al.  (2013),  em  alguns  hemocentros  se  utiliza  algoritmo  reverso, 

 realizando-se  antes  um  teste  treponêmico  específico,  como  o  ELISA/Quimioluminescência  e 

 depois  confirmada  com  um  não  treponêmico  como  o  VDRL/RPR,  e  resultou  em  uma 

 diminuição  de  57,8%  dos  casos  falso-positivos  e  um  aumento  de  84%  na  confirmação 

 sorológica  para  sífilis.  Nos  testes  não  treponêmicos  há  uma  maior  incidência  de  falsos 

 positivos  e  de  falsos  negativos,  particularmente  nos  casos  de  sífilis  primária  e  latente, 

 acarretando  em  um  risco  de  transmissão  da  sífilis  em  transfusões  sanguíneas  18  .  Nos  últimos 

 anos,  vem  se  tornando  comum  a  utilização  do  algoritmo  reverso,  com  a  utilização  de  testes 

 altamente  sensíveis  e  específicos,  como  primeiro  teste  a  ser  feito  em  bancos  de  sangue,  além 

 de testes automatizados como a quimioluminescência  13,19  . 

 Visto  que  não  há  um  teste  pré-fixado  pela  Portaria,  há  discordância  entre  os  bancos  de 

 sangue  em  qual  teste  adotar  como  triagem  e  confirmatório,  fazendo-se  necessário  um  estudo 
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 que  demonstre  a  taxa  de  sensibilidade  e  especificidade  entre  os  testes  disponíveis,  levando  em 

 consideração  custo,  capacitação  de  profissionais  e  demanda  diária  de  cada  hemocentro.  Foi 

 realizado  uma  análise  comparativa  entre  métodos  treponêmicos  e  não  treponêmico,  avaliando 

 vantagens  e  desvantagens  de  cada  um  dos  métodos  empregados  para  a  triagem  sorológica  de 

 sífilis em doadores de sangue atendidos na Fundação HEMOPA. 

 Metodologia 

 ASPECTOS ÉTICOS 

 Este  projeto  provado  pelo  Comitê  de  Ética  em  Pesquisa  da  Fundação  Pública  Estadual 

 Hospital  das  Clínicas  Gaspar  Vianna,  com  parecer  n°  2.102.201  (Anexo  A)  em  obediência  à 

 resolução  n°  466/2012  do  Conselho  Nacional  de  Saúde.  Foi  solicitado  ao  Comitê  dispensa  do 

 termo  de  consentimento  livre  e  esclarecido,  visto  que  foram  utilizadas  amostras  de  doadores 

 de  sangue  destinadas  à  triagem  de  doenças  transmissíveis  pelo  Sangue,  incluindo  sífilis, 

 conforme  determinação  da  Portaria  de  consolidação  nº  5,  de  28  de  setembro  de  2017  do 

 Ministério  da  Saúde,  anexo  IV.  E  ainda,  não  foram  consultados  e  nem  utilizados,  nenhum 

 dado  epidemiológico  dos  doadores  analisados,  apenas  os  resultados  obtidos  nos  testes  de 

 triagem realizados. 

 POPULAÇÃO ESTUDADA 

 Foi  realizado  um  estudo  transversal  e  observacional,  cuja  população  estudada  foi 

 composta  por  um  número  amostral  de  559  amostras,  sendo  64  amostras  de  teste  de 

 proficiência  positiva  para  sífilis,  114  amostras  de  ensaio  de  proficiência  negativas  para  sífilis  e 

 381  amostras  aleatórias  da  rotina  de  doadores  de  sangue  (de  acordo  com  a  média  do  número 

 de  amostras  que  são  processadas  por  dia  no  hemocentro),  atendidos  na  sede  do  Hemocentro 

 Coordenador  da  Fundação  Hemopa,  que  atenderam  aos  critérios  de  elegibilidade  na  triagem 

 clínica e que estão aptos a doar. 

 SELEÇÃO DE AMOSTRAS 

 A  seleção  das  amostras  dos  doadores  da  rotina  foi  realizada  durante  os  meses  de 

 dezembro  de  2017  a  fevereiro  de  2018,  a  partir  das  amostras  encaminhadas  ao  Laboratório  de 

 Triagem  de  Doenças  Transmissíveis  pelo  Sangue,  da  Fundação  HEMOPA,  para 

 processamento  dos  testes  sorológicos  de  rotina.  Após  liberação  dos  resultados  de  rotina,  as 
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 amostras  foram  selecionadas  aleatoriamente  por  meio  do  programa  BioEstat  (versão  5.4)  20  e 

 depois  foram alíquotadas e armazenadas à temperatura ≤ -20°C até o momento do uso. 

 As  amostras  provenientes  de  ensaio  de  proficiência  foram  selecionadas  da  soroteca  do 

 laboratório  de  Sorologia  da  Fundação  HEMOPA,  por  se  tratar  de  amostras  confirmadamente 

 positivas  e  negativas,  provenientes  dos  órgãos  de  Proficiência.  Fora  utilizados  o  número 

 amostral total de amostras armazenadas nos últimos cinco anos. 

 TRIAGEM SOROLÓGICA 

 Realização dos testes sorológicos 

 Todas  as  amostras  tiveram  os  resultados  de  teste  não  treponêmico  obtidos  da  rotina 

 através  do  teste  RPR,  e  foram  submetidas  ainda  à  análise  comparativa  com  o  teste 

 treponêmico através de imunoensaio Quimioluminescente. 

 Amostras  com  resultado  discordante  entre  teste  não  treponêmico  e  treponêmico,  foram 

 ainda submetidas a um segundo ensaio treponêmico, através da metodologia ELISA. 

 Todos  os  testes  foram  realizados  no  laboratório  de  Triagem  de  Doenças  Transmissíveis 

 pelo Sangue da Fundação HEMOPA 

 Não treponêmico -  Rapid test Reagin  – RPR 

 Todas  as  amostras  do  presente  estudo  foram  submetidas  à  presença  do  marcador 

 anticardiolipina  (não  treponêmico)  através  do  teste  sorológico  RPR  e  seguindo  as 

 recomendações  do  fabricante  (  Wama  Diagnóstica,  Brasil  ).  Esta  metodologia  já  é  empregada 

 na  rotina  do  HEMOPA,  na  triagem  de  Sífilis  de  todos  os  doadores  de  sangue,  portanto  os 

 resultados destes testes foram obtidos a partir do banco de dados da Fundação Hemopa. 

 Treponêmico - Imunoensaio por Quimioluminescência 

 As  amostras  selecionadas  foram  submetidas  à  pesquisa  de  anticorpos  treponêmicos 

 IgG  e  IgM  através  de  um  imunoensaio  de  micropartículas  por  Quimioluminescência  no 

 equipamento  automatizado  Architecht  i2000  e  seguiram  as  recomendações  do  fabricante 

 (Abbott, Wiesbaden, Germany). 

 Treponêmico - Ensaio imunoenzimático (ELISA) 
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 As  amostras  de  soro  com  resultados  treponêmico  /  não  treponêmico  divergentes  foram 

 submetidas  à  pesquisa  de  anticorpos  treponêmicos  IgG  e  IgM  através  do  teste  sorológico 

 ensaio  imunoenzimático  -  ELISA  (  ICE  Syphilis  Murex  )  utilizando  equipamentos  modulares 

 para  incubação,  lavagem  e  leitura  dos  resultados,  e  seguiram  as  recomendações  do  fabricante 

 (  DiaSorin, Branch, Reino Unido  ). 

 ANÁLISE DOS DADOS 

 Os  dados  obtidos  com  os  testes  sorológicos  realizados  foram  inseridos  em  um  banco 

 de dados no programa  Microsoft  versão  Excel  para análise  descritiva. 

 A  avaliação  de  sensibilidade  dos  testes  não  treponêmicos  e  treponêmico  utilizados 

 foram  calculados  através  da  análise  dos  resultados  obtidos  das  amostras  de  ensaio  de 

 proficiência com resultado sabidamente positivo para sífilis, através da seguinte fórmula: 

 S = A / B 
 Legenda:  S=  sensibilidade;  A  =  Número  de  amostras  de  proficiência  positiva  com  resultado  reagente;  B  =  Total 

 de amostras de proficiência positiva. 

 A  avaliação  de  especificidade  dos  testes  não  treponêmicos  e  treponêmico  utilizados 

 foram  calculados  através  da  análise  dos  resultados  obtidos  das  amostras  de  ensaio  de 

 proficiência com resultado sabidamente negativo para sífilis, através da seguinte fórmula: 

 E = C / D 
 Legenda:  E=  Especificidade;  C  =  Número  de  amostras  de  proficiência  negativa  com  resultado  não  reagente;  D  = 

 Total de amostras de proficiência negativa). 

 Os  resultados  das  amostras  aleatórias  da  rotina  obtidos  com  os  testes  treponêmico  e 

 não  treponêmico  foram  comparados  entre  si,  através  do  teste  de  concordância/discordância 

 McNemar  com  o  auxílio  do  programa  BioEstat  versão  5.4  20  e  a  correlação  da  titulação  do  teste 

 de  VDRL  com  o  valor  de  S/CO  do  teste  treponêmico  foi  avaliado  pelo  teste  de  Correlação  de 

 Pearson  . Foram consideradas associações significativas  aquelas com valor de p ≤0,05. 

 Resultados: 

 Neste  estudo  foi  analisado  o  total  de  559  amostras,  sendo  64  amostras  de  ensaios  de 

 proficiência  reagentes  para  sífilis,  114  de  ensaio  de  proficiência  não  reagentes  para  sífilis  e 

 381  amostras  aleatórias  da  rotina  de  doações  do  HEMOPA.  Todas  as  amostras  de  ensaio  de 
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 proficiência  reagentes  para  sífilis  foram  testadas  pelo  RPR  e  quimioluminescência  para  sífilis, 

 e  obtiveram  resultado  reagente  para  todas  as  64  amostras,  obtendo  um  resultado  de  100%  de 

 sensibilidade  e  especificidade  nestes  testes.  As  114  amostras  de  ensaio  de  proficiência  não 

 reagentes  para  sífilis  foram  testas  também  por  RPR  e  quimioluminescência  para  sífilis  e 

 obtiveram  resultado  não  reagentes  em  todas  as  114  amostras,  corroborando  também  com 

 100% de sensibilidade e especificidade nos testes (Tabela 1). 

 Tabela  1:  Resultados  observados  nos  testes  não  treponêmico  (RPR)  e  treponêmico 

 (Quimioluminescência) realizados nas amostras de proficiência positivas e negativas. 

 RESULTADO 

 ESPERADO 

 RESULTADO OBSERVADO 

 RPR  Quimioluminescência 

 Reagente 
 Não 

 Reagente 
 Total  Reagente 

 Não 

 Reagente 
 Total 

 Reagente 
 64 

 (100%) 

 0 

 (0%) 

 64 

 (100%) 

 64 

 (100%) 

 0 

 (0%) 

 64 

 (100%) 

 Não Reagente 
 0 

 (0%) 

 114 

 (100%) 

 114 

 (100%) 

 0 

 (0%) 

 114 

 (100%) 

 114 

 (100%) 

 Total 
 64 

 (100%) 

 114 

 (100%) 

 180 

 (100%) 

 64 

 (100%) 

 114 

 (100%) 

 178 

 (100%) 

 As  381  amostras  aleatórias  da  rotina  do  HEMOPA  também  foram  analisadas  por  RPR 

 e  quimioluminescência  para  sífilis,  sendo  observado  que  375  apresentaram  resultados  não 

 reagente  em  ambos  os  testes.  Seis  amostras  apresentaram  resultados  reagentes  para  pelo 

 menos  um  dos  dois  testes,  sendo  todas  submetidas  ao  teste  treponêmico  pela  metodologia 

 ELISA  para  confirmação.  Uma  dessas  seis  amostras  apresentou  resultado  positivo  tanto  no 

 teste  não  treponêmico  RPR,  como  nos  testes  treponêmicos  pelas  metodologias  de 

 quimioluminescência  e  ELISA.  Outras  cinco  amostras  apresentaram  resultados  reagentes 

 somente  nos  testes  treponêmicos,  através  das  duas  metodologias,  não  apresentando 

 reatividade  no  teste  não  treponêmico,  tanto  quando  realizado  em  soro  puro,  como  realizado 

 em diluição de 1/8 (Tabela 2, Gráfico 1). 

 Tabela  2:  Resultado  das  amostras  aleatórias  da  rotina  através  dos  testes  não  treponêmico  e 

 treponêmico. 

 RPR  Quimioluminescência  TOTAL 
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 Reagente  Não Reagente 

 Reagente  1 (0,26%)  0 (0%)  1 (0,26%) 

 Não Reagente  5 (1,31%)  375 (98,43%)  380 (99,74%) 

 TOTAL  6 (1,57%)  375 (98,43%)  381 (100%) 

 Teste McNemar:  p  =0,0625 

 Foi  realizada  uma  comparação  de  valores  dos  resultados  S/CO  (densidade  óptica)  entre 

 os  dois  métodos  treponêmicos  realizados  nas  cinco  amostras  discordantes,  os  quais  estão 

 apresentados  no  Gráfico  1.  Os  valores  obtidos  de  diluições  de  RPR  e  o  valor  de  S/CO  no  teste 

 treponêmico  realizado  através  da  metodologia  de  quimioluminescência  das  64  amostras  de 

 ensaio  de  proficiência  sabidamente  reagente,  foram  plotados  em  um  gráfico  de  dispersão 

 (Gráfico  2),  a  fim  de  avaliar  possível  correlação  entre  diluição  do  teste  não  treponêmico  e 

 valor  de  S/CO  de  teste  treponêmico,  tendo  sido  observado  uma  correlação  positiva 

 significativa (p=0,0027), ainda que fraca (r=0,03686). 

 Gráfico  1:  Valores  dos  resultados  S/CO  dos  testes  treponêmicos  realizados  pelas 

 metodologias  de  Quimioluminescência  e  ELISA  das  amostras  negativas  no  teste  não 

 treponêmico. 
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 Legenda: S=  Sample  (Amostra); CO=  Cut-off  (ponto de  corte). 

 Gráfico  2:  Dispersão  das  titulações  do  teste  de  RPR  comparado  ao  resultados  de  S/CO 

 Quimioluminescência. 
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 Correlação de Pearson: r=0,3686;  p  =0,0027. 

 Discussão 

 A  legislação  brasileira  e  a  Organização  Mundial  da  Saúde  (OMS)  preconizam  a 

 utilização  de  teste  não  treponêmico  (ex.  VDRL  e  RPR)  ou  treponêmico  à  base  de 

 imunoensaio  (Quimioluminescência  e  ELISA)  nas  triagens  de  bancos  de  sangue.  O  CDC  nos 

 EUA  recomenda  o  algoritmo  tradicional,  que  consiste  em  realizar  um  teste  não  treponêmico 

 na  triagem  e  um  teste  treponêmico  como  confirmatório,  justificando  essa  metodologia  por 

 somar  um  valor  menos  elevado  em  comparação  ao  algoritmo  reverso  (triagem  por  um  teste 

 treponêmico  e  confirmar  com  um  não  treponêmico).  Os  pontos  negativos  dessa  metodologia 

 estão  na  questão  dos  testes  não  treponêmicos  serem  subjetivos  e  não  específicos,  e  assim  mais 

 propícios  a  falso-positivos  13  .  A  grande  dúvida  em  qual  teste  adotar  como  triagem  e  no 

 confirmatório  envolve  vários  fatores,  começando  com  a  sensibilidade  e  especificidade,  e  em 

 relação  a  estes  critérios  foi  observado  no  presente  estudo  uma  equivalência  entre  os  dois 

 testes, contudo o número amostral avaliado foi um fator limitante no presente estudo. 

 É  importante  ressaltar  a  grande  vantagem  de  aplicação  do  teste  treponêmico  baseado 

 na  metodologia  de  quimioluminescência  em  grandes  rotinas  de  banco  de  sangue,  devido  a 

 automação  completa,  eliminando  assim  qualquer  erro  operacional  ao  qual  os  testes  não 

 treponêmicos  estão  sujeitos.  Entretanto,  indiscutivelmente  os  testes  treponêmicos  apresentam 

 custo  bem  mais  elevado  em  comparação  aos  testes  não  treponêmicos,  o  que  é  muito 
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 considerado  pelos  gestores  dos  bancos  de  sangue,  especialmente  da  hemorrede  pública,  por 

 terem que adequar as suas finanças a verbas reduzidas  13  . 

 A  fim  de  simular  o  comportamento  dos  testes  treponêmicos  e  não  treponêmicos  na 

 triagem  do  banco  de  sangue  foram  realizadas  análises  de  amostras  aleatórias  da  rotina,  sem 

 resultado  previamente  conhecido  analisadas  no  presente  estudo  pelos  métodos  treponêmicos  e 

 não  treponêmicos.  Nesta  análise  foram  observadas  cinco  amostras  (1,31%)  que  reagiram 

 somente  no  teste  treponêmico  de  quimioluminescência,  confirmada  pela  metodologia  ELISA 

 com  ausência  de  reatividade  no  teste  não  treponêmico  RPR.  É  possível  que  este  resultado  seja 

 devido  á  cicatriz  sorológica,  visto  que,  uma  vez  que  um  organismo  entre  em  contato  com  a 

 bactéria,  o  anticorpo  de  memória,  imunoglobulina  G  (IgG),  permanece  reativo  por  tempo 

 indefinido,  resultando  em  positividade  nos  testes  treponêmicos  mesmo  após  tratamento  e  cura 

 da sífilis. 

 A  grande  discussão  entre  a  utilização  do  algoritmo  tradicional  ou  reverso  gira  em  torno 

 de  duas  características  entre  os  testes  treponêmicos  e  não  treponêmicos,  sendo  os  testes 

 treponêmicos  capazes  de  detectar  infecções  mais  recentes  comparado  com  os  testes  não 

 treponêmicos,  isto  se  deve  ao  sistema  imune  reagir  primeiramente  ao  T.  pallidum  do  que  à 

 cardiolipina,  desta  forma  a  detecção  dos  testes  treponêmicos  se  dá  primeiramente  nesses 

 testes,  ressaltando  a  utilização  do  algoritmo  reverso.  Liu  et  al  (2014)  23  demonstraram  que  os 

 testes  treponêmicos  detectam  uma  concentração  mínima  de  anticorpos  bem  menor  do  que  os 

 não  treponêmicos,  e  dentre  os  testes  treponêmicos,  o  de  quimioluminescência  foi  o  que  obteve 

 o melhor resultado. 

 Há  um  conflito  quanto  ao  descarte  ou  não  das  bolsas  de  sangue,  ficando  a  dúvida 

 entre  sensibilização  prévia/cura  –  não  descartar,  e  infecção  recente  -  descartar  as  bolsas  de 

 sangue  24,25  .  Nos  testes  não  treponêmicos,  por  sua  vez,  em  geral  os  títulos  de  anticorpos 

 diminuem  e  até  mesmo  negativam  após  cura,  não  havendo  evidências  de  cicatriz  sorológica 

 indefinidamente,  tal  como  observado  nos  testes  treponêmicos;  sendo  então  frequentemente 

 utilizados para acompanhamento do tratamento, além da triagem  13  . 

 Vários  autores  veem  demonstrando  benefícios  na  utilização  do  algoritmo  reverso  nas 

 triagens  de  bancos  de  sangue  pelo  mundo,  dentre  eles  está  o  cuidado  com  alguns  doadores  que 

 procuram  os  bancos  de  sangue  com  intuito  de  realizar  testes  sorológicos  para  infecções  após 

 comportamentos  de  risco,  sem  relatar  na  triagem  clínica  e  algumas  vezes  sem  apresentar 

 sinais/sintomas  que  se  possa  associar  a  alguma  infecção,  desta  forma  os  testes  treponêmicos 

 se  apresentam  como  a  melhor  opção  por  detectarem  a  infecção  pelo  T.  pallidum  mais 
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 precocemente  devido  a  produção  do  anticorpo  específico  ser  produzido  antes  do  que  o 

 anticorpo anticardiolipina que é detectado nos testes não treponêmicos  21,22, 23, 24, 25  . 

 No  presente  estudo,  buscou-se  associar  os  valores  de  S/CO  com  resultados  de 

 diluições  de  RPR  para  achar  uma  relação/marcador  para  a  fase  da  doença,  assim  como  no 

 estudo  de  Fletcher  et  al  (2017)  26  com  HCV,  que  utilizando  também  o  teste  de 

 quimioluminescência,  e  se  pôde  concluir  que  resultados  de  S/CO  acima  de  8  é  confirmado  a 

 infecção  pelo  HCV,  no  entanto,  valores  ≥  1  e  <  8,  deve-se  realizar  o  confirmatório  com  PCR 

 e/ou  outro  teste  EIA,  afim  de  distinguir  entre  infecção  recente  26  .  No  entanto,  não  foi  possível 

 definir  nesse  estudo  esta  relação,  pois  levando  em  consideração  as  cinco  amostras  positivas  no 

 teste  treponêmico  e  negativas  no  não  treponêmico,  foi  realizado  o  teste  de  ELISA  para 

 confirmação,  e  comparando  os  resultados  de  S/CO  dos  testes  de  quimioluminescência  com  o 

 ELISA,  observou-se  em  quatro  das  cinco  amostras  uma  relação  de  proporção  de  maior  valor 

 de  detecção  para  a  quimioluminescência  e  o  ELISA  podendo  representar  uma  relação  de 

 valores  altos  de  S/CO  indicando  cicatriz  sorológica  e  não  infecção  recente,  porém,  em  uma 

 dessas  cinco  amostras  essa  relação  não  se  manteve,  demonstrando  que  o  ELISA  detectou  um 

 S/CO  maior  que  a  quimioluminescência,  com  isso  não  se  pode  comprovar  a  relação  de  que 

 quanto  maior  o  S/CO  de  quimioluminescência  demonstraria  cicatriz  sorológica  e  não  infecção 

 recente. 

 Neste  estudo  não  foram  encontrados  falso-positivos  no  teste  não  treponêmico, 

 divergindo  do  estudo  de  Sandes  et  al  21  e  Baião  et  al  22  ,  no  entanto  o  número  amostral  utilizado 

 para  esta  pesquisa  não  foi  tão  elevado.  Apesar  do  custo  maior,  alguns  estudos  como  o  de 

 Sandes  et  al  (2017)  21  demonstraram  que  em  um  banco  de  sangue  no  Rio  de  Janeiro,  a  taxa  de 

 falso-positivos  na  triagem  foi  de  aproximadamente  60%  pelo  teste  VDRL,  enquanto  que  na 

 quimioluminescência  foi  de  aproximadamente  25%.  Em  outro  estudo,  foram  comparados  os 

 resultados  de  triagens  em  uma  grande  rotina  de  banco  de  sangue  no  Brasil;  durante  dois 

 períodos,  um  de  utilização  do  protocolo  de  algoritmo  tradicional,  consistindo  de  triagem  com 

 teste  não  treponêmico  e  confirmação  com  teste  treponêmico;  e  outro  de  protocolo  de 

 algoritmo  reverso,  triagem  com  teste  treponêmico  e  confirmação  com  teste  não  treponêmico, 

 sendo  todos  os  resultados  divergentes  entre  os  dois  testes,  confirmados  pelo  teste  fluorescent 

 treponemal  antibody  absorption  test  (FTA-abs  -  padrão-ouro).  Foi  demonstrado  que  após  a 

 implantação  do  algoritmo  reverso  houve  uma  redução  de  mais  da  metade  de  testes 

 falso-positivos  22  .  Desta  forma,  cabe  ressaltar  que  apenas  o  teste  treponêmico  positivo  e  o  não 

 treponêmico  negativo  não  se  configura  cicatriz  sorológica,  podendo  ser  uma  detecção  de 
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 infecção  recente,  tendo  assim,  a  necessidade  de  mais  estudos  que  avaliem  uma  possível 

 soroconversão  ou  não  do  teste  não  treponêmico,  em  casos  de  indivíduos  reagentes  apenas  nos 

 testes  treponêmicos,  a  fim  de  encontrar  marcadores  laboratoriais  que  permitam  definir  a 

 reatividade  como  cicatriz  sorológica  ou  infecção  recente.  Esta  identificação  permitiria  não 

 descartar  bolsas  de  casos  de  infecção  curada,  bem  como  bloquear  bolsas  correspondentes  a 

 infecções recentes. 

 Não  houveram  falso-positivos  no  teste  RPR  como  demonstrado  em  outros  estudos 

 citados  anteriormente  21,22  ,  no  entanto,  pôde-se  observar  uma  maior  eficiência  no  período  de 

 realização dos testes, através do teste treponêmico de quimioluminescência. 

 Ainda,  algo  pouco  relatado  na  literatura,  porém  de  suma  importância,  é  a  constatação 

 de  que  no  teste  de  quimioluminescência  é  mais  seguro  para  o  profissional  que  manuseia  o 

 equipamento,  comparado  ao  profissional  que  realiza  o  teste  RPR,  que  precisa  pipetar  cada 

 amostra por vez e se expõe a um risco mais elevado. 

 Conclusão 

 No  presente  estudo,  através  da  análise  de  amostras  de  ensaios  de  proficiência, 

 observou-se  100%  de  sensibilidade  e  100%  de  especificidade  tanto  no  método  não 

 treponêmico,  como  no  método  treponêmico  analisados.  A  análise  dos  resultados  obtidos  nas 

 amostras  aleatórias  da  rotina  revelaram  1,31%  dos  doadores  com  resultados  reagentes  apenas 

 no  teste  treponêmico,  possivelmente  devido  cicatriz  sorológica  de  infecção  passada  curada, 

 entretanto,  devido  a  possibilidade  do  anticorpo  treponêmico  ser  detectado  em  fases  mais 

 iniciais  que  a  anticardiolipina,  sugere-se  o  método  treponêmico  pela  metodologia  de 

 quimioluminescência  mais  indicado  para  a  triagem  do  banco  de  sangue.  Esta  sugestão  se  deve 

 tanto  pela  automação  completa,  evitando  erros  operacionais,  bem  como  pela  possibilidade  de 

 detecção  de  anticorpos  em  fases  mais  iniciais,  ainda  que  se  espere  encontrar  maior 

 positividade,  devido  cicatriz  sorológica,  aumentando  o  descarte  de  hemocomponentes.  Faz-se 

 necessário,  a  realização  de  estudos  adicionais,  especificamente  com  doadores  de  sangue 

 reativos  apenas  no  teste  treponêmico,  a  fim  de  buscar  um  marcador  laboratorial  que  possa 

 diferenciar  infecção  passada  curada  ou  infecção  recente  inicial,  objetivando  um  maior 

 aproveitamento das bolsas de sangue oriundas de doadores curados para a sífilis. 
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