ARTIGO ARTICLE

SIGNIFICADO LABORATORIAL DOS BA1xos TiTuLos bE VDRL

PARA O DIAGNOSTICO DA SIFILIS EM GESTANTES,
A LUZ DAS PROVAS TREPONEMICAS

LABORATORIAL MEANING OF Low TITLES OF VDRL 10 SYPHILIS DIAGNOSIS IN PREGNANT WOMEN,

ACCORDING TO TREPONEMAL TESTS

Jose Eduardo B Campos’, Felipe DL Passos?, Elaine A. Lemos’, Antonio Walter Ferreira’,

Carlos Alberto M Sd*, Luiz Guilherme P Silva', Marise D Asensi?

RESUMO

Introducio: a melhor prevengdo para sifilis congénita possivelmente seja a realizac@o dos testes de triagem durante o pré-natal, principalmente nas
mulheres consideradas de comportamento de risco para a infecgdo pelo HIV e demais DST. Para o obstetra, a importancia dessa doenca transcende
seus aspectos clinicos, principalmente pela transmissio vertical de seu agente etiolégico. Desta forma, o diagndstico laboratorial precoce e correto é
uma poderosa ferramenta na profilaxia da sifilis congénita. Desta forma, o diagndstico laboratorial precoce e correto € uma poderosa ferramenta na
profilaxia da sifilis congénita. Objetivo: estabelecer o significado dos baixos titulos para o teste de VDRL frente aos testes treponémicos em gestan-
tes. Métodos: foram analisadas 215 amostras de soro de gestantes de duas maternidades da cidade do Rio de Janeiro, RJ. Utilizou-se o teste VDRL e
testes treponémicos (TPHA, ELISA e Western-blotting). Os titulos de VDRL foram confrontados com testes ndo-reagentes, tendo como varidvel
independente os testes confirmatérios. Resultados: houve associagio estatisticamente significativa (? < 0,05) entre os diversos titulos de VDRL (bai-
xos titulos: 1/1, 1/2 e 1/4 e altos titulos: ? 1/8) quando confrontados com os testes treponémicos. Por meio da andlise comparativa de sensibilidade e
especificidade obteve-se a curva ROC (Receiver Operator Characteristic). Titulos de VDRL acima de 1/1 associaram-se, de modo significativo, com
os testes treponémicos. Conclusdo: os resultados mostraram que os baixos titulos de VDRL devem ser valorizados e que o teste considerado como
screening pode também ser util quando utilizado como teste diagndstico para a sifilis em gestantes.
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ABSTRACT

Introduction: the best prevention for congenital syphilis is possibly doing the serological tests during the prenatal period, mainly in the women with
risky behavior for the HIV or STD infections. For the physician, the importance of this illness exceeds its clinical aspects, because of the vertical
transmission of its etiological agent. In such a way, the early and correct laboratorial diagnosis is a powerful tool in the prophylaxis of the congenital
syphilis. Objective: best interpreting and understanding low titles of VDRL in pregnancy. Methods: 215 samples of pregnant women’s serum from
two maternities in Rio de Janeiro, RJ were analyzed. The VDRL test and treponemal tests (TPHA, ELISA and Western-blotting) were used. The titles
of VDRL were confronted with no-reagents tests, as independent variables to confirm tests. Results: by means of the comparative analysis of sensibi-
lity and specificity of the tests, the ROC (Receiver Operator Characteristic) curve was attained. The overall accuracy of the sundry techniques used
in the study showed that the VDRL titles above 1/1 associate significantly with the treponemal tests. The results of VDRL expressed by low titles,
mainly in titrations above 1/1 revealed significant association with the confirmatory tests of syphilis. Conclusion: the results show that the low titles
of VDRL should be valued and that the test considered as a screening test, may also be useful when employed as a diagnosis test for syphilis in preg-

nant women.
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INTRODUCAO

A sifilis durante a gestacdo deveria ser motivo de judiciosa
andlise por parte do médico. Conforme a descri¢do de Clark!
“... a especificidade e o valor clinico das reacgées sorologicas
para a syphilis sdo consideragédes judiciosas e prudentes que
merecem toda a atten¢do”. Desde o comeco do século XX, os
conhecimentos sobre a sifilis obtiveram importantes progressos,
contribuindo para a melhor compreensao de diagnéstico, evolu-
¢do e propedéutica®?.

Para o obstetra, a importancia dessa doenca transcende seus
aspectos clinicos, aduzindo a complexa abordagem dessa doenga
a transmissdo vertical de seu agente causal®. Quando a mulher
adquire sifilis durante a gravidez, podem ocorrer abortamento
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espontaneo, morte fetal, prematuridade, feto hidrépico, recém-
nascidos sintomadticos e assintomaticos>”.

A sifilis na gestacdo constitui problema importante, funda-
mentalmente por duas razdes antagdnicas, seja pela gravidade
das lesdes que pode ocasionar no concepto, quando nao tratada,
seja pela possibilidade real da profilaxia medicamentosa da sifilis
congénita conseqiiente a um controle pré-natal correto®. Seu
diagnéstico deveria ser feito durante o screening do pré-natal’.
Em dreas de elevada prevaléncia e em pacientes considerados de
alto risco deveria também ser feito por duas vezes durante o ter-
ceiro trimestre®!?. Como o diagndstico clinico na gestagdo, na
maioria das vezes, ndo pode ser realizado, o laboratdrio represen-
tard a “pedra angular” na tomada das decisdes'!'2,

Os testes comumente utilizados sdo os ndo-treponémicos,
sendo o VDRL o mais utilizado, atuando como screening'?, e
permitindo o acompanhamento através da queda das titulagdes ao
longo do tempo, apds o tratamento'®. A sensibilidade nas sifilis
primdria e assintomadtica varia de 60-90%'>'®. Na fase secundaria,
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estd perto de 100%'". Falso-positivos ocorrem ao redor de 1%,
quando avaliada a populag¢do em geral'®2°, sendo mais freqiientes
em idosos, gestantes, usudrios de drogas, doencas malignas e
auto-imunes, viroses, protozooses, € micoplasma'®?!.

O TPHA (Treponema pallidum hemaglutination), técnica de
hemaglutinacio, tem sido largamente utilizado em substitui¢do
ao teste FTA-Abs, com indices de sensibilidade e especificidade
semelhantes®. O exame ELISA, baseado na captura de anticorpo
utilizando método de antigeno recombinante de 7. pallidum,
apresenta sensibilidade de 98-100% e uma especificidade de 99-
100%, quando testados em gestantes>>*,

A PCR (polymerase chain reaction) tem como objetivo a
detecgdo do T. pallidum, através da amplificagio do DNA?,
Entretanto, estudos de sensibilidade e especificidade nos casos de
pouca bacteremia e em paciente assintomadticos mostraram-se
insuficientes, com indices de sensibilidade em 80% e especifici-
dade de 90%%*".

A técnica de Western-blotting® demonstrou sua importincia
na diferenciagdo da reag@o soroldgica falsa da verdadeiramente
positiva. Os elevados niveis de especificidade (100%) e sensibili-
dade (98% a 99,5%) dessa técnica foram confirmados em traba-
lhos posteriores?*2. A técnica demonstrou sua importincia na
diferenciacdo da reacdo soroldgica falsa da verdadeiramente
positiva.

OBJETIVO

O trabalho tem como objetivo estabelecer critérios de inter-
pretacdo para os baixos titulos de VDRL de gestantes ndo-trata-
das, através de testes treponémicos (TPHA, ELISA e Western-
blotting 1gG), definindo, através de testes de validade, a melhor
associacdo entre os titulos de VDRL e os respectivos testes con-
firmatdrios.

METODOS

Realizou-se um estudo descritivo, longitudinal, com anélise
de 215 amostras de soro de gestantes testadas pelo VDRL, da
Maternidade Pr6-Matre e do Hospital Universitdrio Gaffree e
Guinle, Rio de Janeiro, RJ, entre o periodo de janeiro de 2004 a
maio de 2005. Obteve-se o tamanho amostral pelo cédlculo de
Fleiss®.

O soro das gestantes obtido durante a primeira consulta de
pré-natal foram processados no Laboratério de Enterobactérias
do Instituto Oswaldo Cruz através da realizacdo dos testes de
VDRL-Biolab-Merieux (realizado em duplicata), ELISA, TPHA
(Biolab-Merieux) e Western-blotting 1gG (Biolab-Merieux ndo-
comercializado). Gestantes ja tratadas ou em tratamento para a
sifilis foram excluidas.

As amostras VDRL foram distribuidas: ndo-reator (n = 40),
1/1:44, 1/2:40, 1/4:40, > 1/8:51.

Na leitura das fitas de Western-blotting assay considerou-se
como positiva a presenca de uma ou mais bandas descritas a
seguir: 47, 44.5, 34, 17 e 15 kDa.

Na analise estatistica, utilizou-se teste de Fisher bilateral,
quando as exigéncias do teste qui-quadrado nao puderem ser
satisfeitas, considerando ambos com significativos quando p <
0,05.

A andlise comparativa de sensibilidade e especificidade das
técnicas diagndsticas empregadas foi obtida pela curva ROC
(receiver operator characteristic)®.

RESULTADOS

Do total de 215 gestantes, foram selecionadas 41 com VDRL
1/1 (20,5%), 40 1/2 (18,6%), 40 1/4 (18,6%) e 51 > 1/8 (23,7%).
Quarenta pacientes foram selecionadas como controle (VDRL
ndo-reator) (18,6%). A acurdcia entre os dois resultados do
VDRL obtidos das duas instituicdes revelou taxa de concordan-
cia pelo kappa = 87,0, sendo 0,81 a 1,00% quase perfeita ou
6tima™®,

A Tabela 1 mostra a distribui¢do dos resultados de todos os
titulos de VDRL na populacdo estudada, com a distribui¢do da
sorologia para a sifilis em gestantes.

A Tabela 2 mostra o comportamento dos testes de validade
do teste TPHA, nas diferentes titulagdes do VDRL. Houve asso-
ciagdo estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os diversos
titulos de VDRL (baixos titulos 1/1, 1/2 e 1/4 e altos titulos >
1/8) quando confrontados com o teste diagndstico confirmatdrio
do TPHA.

A Figura 1 mostra a curva ROC em todas as titulagdes de
VDRL, indicando que todas apresentaram associacdo significati-
va com o TPHA, sendo que as titulagens acima de 1/1 apresenta-
ram maior acurdcia. No VDRL 1/1, o cdlculo da especificidade
(1 — E) foi de 0,17 (linha vermelha), representando a menor area
do gréfico (0,9150). O linha verde, representado pelos titulos de
1/2 apresentou drea de 0,9350, aproximando-se dos titulos 1/4 e
> 1/8. As dreas correspondentes as titulacdes 1/4 e = 1/8 (linha
azul) foram semelhantes (0,9400), demonstrando o melhor ponto
de corte (0,12) e aproximacdo do eixo da sensibilidade.

O comportamento dos testes de validade do teste ELISA nas
diferentes titulagdes do VDRL (Tabela 3), observou-se também
uma associago estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os
diversos titulos (baixos titulos 1/1, 1/2 e 1/4 e altos titulos > 1/8)
quando confrontados com o teste ELISA.

A Figura 2 demonstra o comportamento na Curva ROC de
todas as titulagdes de VDRL. Todas elas apresentaram associacio
significativa com a prova treponémica ELISA, sendo que as titula-
gens acima de 1/1 apresentaram maior representatividade. No
VDRL 1/1, o célculo da especificidade (1 — E) foi de 0,13 (linha
vermelha), representando a menor area do grafico (0,9350). A
linha azul, representado pelos titulos de 1/2, 1/4 e = 1/8 apresentou
area semelhante de 0,9400 (linha azul), demonstrando o melhor
ponto de corte (0,12) e aproximacgao do eixo da sensibilidade.

Tabela 1. Distribuicio dos titulos de VDRL na populagio estudada

VDRL (titulagio) N (n° absoluto) Relativo (%)
Nao-reator 40 18,6

1/1 44 20,5

12 40 18,6

1/4 40 18,6

>1/8 51 23,7

Total 215 100,0
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Tabela 2. Distribui¢@o dos resultados do VDRL em titula¢des diversas, submetidos a prova treponémica pelo TPHA
Titulo de VDRL Diagnéstico da sifilis (TPHA) Total Testes de validade™(%) p
Positivo Negativo (n) S E Vp+ Vp- (valor)
1:1 36 8 44 100 83,3 82,0 < 0,05
Nao-reator 0 40 40
1:2 34 6 40 100 87,0 85,0 100 < 0,05
Nao-reator 0 40 40
1:4 35 5 40 100 88,8 87,5 100 < 0,05
Nao-reator 0 40 40
>1:8 46 5 51 100 88,8 90,2 100 < 0,05
Nao-reator 0 40 40
* Testes de validade: S (sensibilidade), E (especificidade), Vp+ (valor preditivo positivo), Vp — (valor preditivo negativo); p < 0,05.
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Figura 1. Andlise das curvas ROC dos diversos titulos de VDRL, tendo como parametro final a prova de TPHA.
Tabela 3. Distribui¢@o dos resultados do VDRL em titulagens diversas, submetidos a prova treponémica pelo ELISA
Titulo de VDRL Diagnéstico da sifilis (ELISA) Total Testes de validade™(%) )4
Positivo Negativo (n) S E Vp+ Vp- (valor)
1:1 38 6 44 100 87,0 86,4 100 < 0,05
Nao-reator 0 40 40
1:2 35 5 40 100 88,8 87.5 100 < 0,05
Nao-reator 0 40 40
1:4 35 5 40 100 88,8 87,5 100 < 0,05
Nao-reator 0 40 40
>1:8 46 5 51 100 88,8 90,2 100 < 0,05
Nao-reator 0 40 40

* Testes de validade: S (sensibilidade), E (especificidade), Vp+ (valor preditivo positivo), Vp— (valor preditivo negativo).
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Figura 2. Andlise das curvas ROC dos diversos titulos de VDRL, tendo como parametro final & prova de ELISA.

A Tabela 4 demonstra o comportamento do VDRL em seus
diversos titulos (baixos titulos 1/1, 1/2 e 1/4 e altos titulos > 1/8)
perante a técnica confirmatéria do Western-blotting, revelando
associacdo estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os
diversos titulos do referido teste.

A Figura 3 demonstra o comportamento na curva ROC de
todas as titulagdes de VDRL. Todas elas apresentaram associag@o
significativa com a prova treponémica utilizada (Western-blot-
ting), sendo que as titulagens acima de 1/1 apresentaram maior
representatividade. Semelhante a prova confirmatéria ELISA, na
andlise pelo Western-blotting, no VDRL 1/1, o célculo da especi-
ficidade (1 — E) foi de 0,13 (grifico vermelho), representando a
menor drea do grifico (0,9350). A linha azul, representado pelos
titulos de 1/2, 1/4 e > 1/8 apresentou drea semelhante a 0,9400
(linha azul), demonstrando o melhor ponto de corte (0,12) e apro-
ximagdo do eixo da sensibilidade.

A andlise das curvas mostra que todos os testes confirmatorios
(TPHA, ELISA e Western-blotting) exibiram comportamento

semelhante de validade ou acurdcia global, sendo um pouco mais
expressiva a partir de titulagdes de VDRL acima de 1:2. (Figura
4). Nas baixas titulacdes de VDRL, o cdlculo da especificidade
(1 — E) foi de 0,30 (grafico vermelho), quando confrontado
VDRL versus TPHA, representando a menor drea do grafico
(0,8500). O grafico verde, representado pelos titulos de 1/2 e 1/4
apresentou drea semelhante a 0,8600, quando confrontados
VDRL versus ELISA e Western-blotting demonstrando o melhor
ponto de corte (0,28) e aproximacio do eixo da sensibilidade.

DISCUSSAO

Conforme Hook* protocolos existentes de investigacdo com o
VDRL j4 seriam suficientes para evitar um percentual importante
de criancas nascidas com sifilis. No trabalho, verificou-se a con-
cordancia dos resultados dos titulos do VDRL através de leituras
realizadas nas duas institui¢des, objetivando estimar os possiveis
erros cometidos na sua execugao e aferi¢cdo. Na andlise e na com-
paracdo desses resultados, o indicador Kappa (k) expressou a

Tabela 4. Distribui¢do dos resultados do VDRL em titulagens diversas, submetidos & prova treponémica pelo Western-blotting

Titulo de VDRL Diagnéstico da sifilis )4
(Western-blotting) Total Testes de validade*(%)
Positivo Negativo (n) S E Vp+ Vp- (valor)

1:1 38 6 44 100 87,0 86,4 100 < 0,05
Nao-reator 0 40 40

1:2 35 5 40 100 88,8 87,5 100 < 0,05
Nao-reator 0 40 40

1:4 35 5 40 100 885 87,5 100 < 0,05
Nao-reator 0 40 40

>1:1 46 5 51 100 88,5 90,2 100 < 0,05
Nao-reator 0 40 40

* Testes de validade: S (sensibilidade), E (especificidade), Vp+ (valor preditivo positivo), Vp— (valor preditivo negativo).

DST — J bras Doengas Sex Transm 2008; 20(1): 12-17
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Figura 3. Andlise das curvas ROC dos diversos titulos de VDRL, tendo como parametro final & prova de Western-blotting.
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Figura 4. Anilise das curvas ROC dos testes de VDRL baixos titulos com os testes TPHA, ELISA e Westen-blotting.

confiabilidade do teste VDRL, demonstrando indice de concor-
dancia bastante satisfatorio (0,87 = quase perfeito).

A hipétese do estudo foi a de que a um VDRL de baixo titulo
sendo bem interpretado, o conseqiiente tratamento devera ser
bem implementado e justificado. O teste de VDRL nas gestantes
pdde, portanto, ser utilizado, isoladamente, na selecdo dos casos
de sifilis gestacional. Considerando todos os casos de sifilis ges-
tacional diagnosticados durante a fase primdria, obteve-se sensi-
bilidade do VDRL em 100%, a despeito do titulo do VDRL.

Entre todas as amostras que foram testadas pelos trés méto-
dos, houve concordancia plena, tanto entre os resultados negati-

DST — J bras Doengas Sex Transm 2008; 20(1): 12-17

vos, qunto entre os positivos, demonstrando a auséncia de resul-
tados falso-positivos e/ou falso-negativos. Em todas as amostras
de controle (VDRL negativo, n = 40) houve concordancia em
100% com as provas treponémicas.

Nos resultados obtidos entre os cinco grupos, houve concordan-
cia entre 0 método de VDRL e os métodos treponémicos, demons-
trando a auséncia de resultado falso-positivo e/ou falso negativo
falsos no VDRL. Ou seja, o método de screening VDRL, empre-
gado na rotina como teste Unico na maioria dos hospitais brasilei-
ros, tem alta concordancia com os testes confirmatdrios, conside-
rando-se ndo somente os altos titulos > 1/8, assim como também,
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os baixos titulos 1/1, evidenciado neste estudo que tem alto signifi-
cado na predicdo de sifilis congénita com uma concordancia com
os testes treponémicos  estatisticamente significativa pelo testes de
Fisher bilateral e qui-quadrado a nivel de p <0,05.

Portanto, tendo em vista a elevada taxa de prevaléncia da sifi-
lis gestacional, o teste VDRL mostrou sua importincia numa
situagdo especifica — os baixos titulos. Assim, concluimos que o
VDRL, unicamente utilizado, representa um bom preditor da
infecgdo sifilitica.

CONCLUSAO

O teste de VDRL, como técnica padrdo, aplicada na grande
maioria dos servigos de pré-natal, apresentou resultados satisfato-
rios em situacdes de alta e baixa reatividade, tendo em vista as
diversas titulacdes do teste. Os testes de validade indicaram que
as associacdes do VDRL com os testes treponémicos evidencia-
ram maior consisténcia quando os resultados quantitativos do
VDRL eram superiores a 1:1. Baseando-se nos resultados obti-
dos, torna-se plenamente justificavel a valorizacdo e a aplicacdo
de métodos de VDRL para a investigacdo de sifilis em gestantes,
especialmente em centros que ainda nao dispdem de técnicas
diagnésticas confirmatdrias (testes treponémicos).

E importante compreender que os riscos de se perder a chan-
ce, talvez tnica, de se diagnosticar e tratar a gestante com sifilis,
no melhor momento para isso — durante o pré-natal, nao se com-
param aos riscos que a crianca infectada poderia sofrer.
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