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Prozone effect in the diagnosis of syphilis using the vdrl method:
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Justificativa e Objetivos: A sifilis é uma doenca infecciosa sistémica causada pela bactéria espiroqueta Treponema
pallidum. Dentre os métodos de diagnodstico laboratorial da sifilis o mais utilizado é o VDRL (Veneral Diseases Research
Laboratory). O efeito prozona pode ocorrer em 1% a 2% dos pacientes, especialmente no estagio de sifilis recente e durante
a gravidez. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a frequéncia deste efeito em determinagbes realizadas no Laboratério
Regional de Santa Cruz do Sul do Laboratério Central do Rio Grande do Sul, no periodo de Abril a Maio de 2013. Métodos:
Foi realizado um estudo descritivo, onde foram analisadas 2018 amostras pelo método VDRL e posterior confirmagédo dos
titulos baixos (< 1:4) pelo método Imunoblot. Resultados: Um total de 68 (3,37%) amostras foram positivas, das quais 49
(72,1%) pertencentes a mulheres e destas, 38 (77,5%) gestantes. A reacdo de VDRL ndo apresentou efeito prozona. As 32
DESCRITORES  amostras que apresentaram titulagdes < 1:4 foram confirmadas por método treponémico obtendo-se 6 resultados falsos
Sifilis Congénita positivos, dos quais 4 foram verificados em gestantes. Conclusdo: Apesar de nao ter-se encontrado efeito prozona neste
Sorologia estudo, concluiu-se que os resultados pelo método de VDRL devem ser avaliados individualmente, com a possibilidade de

Sifilis confirmagdo por um teste treponémico.

ABSTRACT

Backgound and Objectives: Syphilis is a systemic infectious disease caused by the spirochete Treponema pallidum. VDRL
(Venereal Diseases Research Laboratory) test is the most often used laboratory method for syphilis diagnosis. The prozone
effect may occur in 1% to 2% of patients, especially at late stages of syphilis and during pregnancy. The objective of this
study was to evaluate the frequency of this effect in analyses performed at Laboratério Regional de Santa Cruz do Sul do
Laboratério Central do Rio Grande do Sul, from April to May 2013. Methods: A descriptive study was performed, in which
2018 samples were analyzed by the VDRL method and subsequently, low titers (< 1:4) were confirmed by the immunoblot
method. Results: A total of 68 (3.37%) samples were positive, of which 49 (72.1%) belonging to women and of these, 38
KEYWORDS (77.5%) pregnant women. The VDRL method showed no prozone effect. The 32 samples with titers < 1:4 were confirmed
Congenital Syphilis by the treponemal method, resulting in 6 false-positive results, of which 4 were observed in pregnant women. Conclusion:
Serology  Although not prozone effect was observed in this study, it was concluded that the VDRL method results must be evaluated

Syphilis; individually, with the possibility of confirmation through the treponemal test.
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INTRODUCAO

A sifilis € uma doenga infecciosa sistémica causada pela
bactéria espiroqueta Treponema pallidum, subespécie pallidum?
De acordo com a forma de contagio, a sifilis pode ser classificada
em adquirida e congénita; e em funcdo do tempo de contagio, em
recente, latente e tardia.?

A prevaléncia da sifilis gestacional e consequentemente a
sifilis congénita (SC) ainda persiste como um importante desafio
para a saude publica principalmente em paises pobres ou em de-
senvolvimento.** O risco de transmissdo vertical da sifilis varia de
30% a 100%, dependendo da fase clinica da doenca na gestante.
Em aproximadamente um terco das infec¢des intrauterinas ndo
tratadas ocorre aborto espontaneo ou morte perinatal.*

Em 2008, a Organizagdo Mundial de Saide (OMS) estimou
que 1,86 milhdes de casos de sifilis ocorrem globalmente entre as
mulheres gravidas a cada ano e que uma grande proporcao destas
sdo tratadas de forma inadequada ou ndo tratadas. Até um terco
das mulheres que frequentam clinicas pré-natais ndo sao testados
para sifilis.> Destas mulheres gravidas, estima-se que 1,5 milhdes
apresentavam a sifilis ativa e 520.905 recém nascidos sofreram
efeitos adversos, incluindo aproximadamente 212.327 natimortos
ou mortes fetais precoces, 91.764 mortes neonatais, 65.267 prema-
turos ou de baixo peso ao nascer bebés e 151.547 recém-nascidos.
infectados.®”

Segundo o boletim epidemioldgico da sifilis, de janeiro de
2005 a junho de 2012, foram notificados no Sistema Nacional de
Agravos de Notificagdo (Sinan) 57.700 casos de sifilis em gestantes.
Em 2011 o nimero total de casos notificados no Brasil foi de 14.321,
dos quais 6.488 (45,3%) na regido Sudeste e a regido Sul ocupou o
4° lugar com 1.458 (10,2%).2 Com relacdo a sifilis congénita, a taxa
de deteccdo no Brasil como um todo, em 2011 observou-se uma
proporcdo de 5,0 casos por 1.000 nascidos.®® Os casos de Sifilis
Congénita no Brasil, apesar dos altos registros no Sinan, suporta um
sub-registro em torno de 67%.>1° Estudos realizados em unidades
hospitalares tém apontado incidéncias de SC entre 9,9 e 22/1.000
nascidos vivos.3#1011

No Brasil, a agdo de controle da sifilis congénita mostra-se
como um evento de alta magnitude e ainda apresenta indicadores
desfavoraveis em termos do seu controle, gerando também a
necessidade de prioridade politica para a sua abordagem.!*!2 Um
dos grandes desafios para as areas de vigilancia e de assisténcia
¢é a baixa cobertura das mulheres que nao fazem o pré-natal, o
preconceito, a auséncia de educagao sexual, a dificuldade de avisar
o parceiro para também procurar o auxilio médico, além da dificul-
dade de percepcdo da doenca fazendo com que tanto as mulheres
qguanto os parceiros ndo sejam convencidos da necessidade de
tratamento.”81012

Um dos métodos e estratégias estabelecidos pela OMS séo
o desenvolvimento e o fortalecimento da capacidade dos servicos
no pré-natal, melhorando os procedimentos do teste para sifilis em
gestantes, viabilizando a realizacdo do teste em trés momentos: no
primeiro e no terceiro trimestres do pré-natal e no parto.”*?

Os métodos de diagndstico laboratorial da sifilis incluem os
testes ndo-treponémicos, como por exemplo, a sorologia VDRL
(Veneral Diseases Research Laboratory) e, os testes treponémicos,
como por exemplo, a sorologia por imunofluorescéncia indireta
FTA-abs (fluorescente treponemalantibody-absorption) ou Imuno-
blot. O VDRL é muito utilizado no Brasil por sua alta sensibilidade
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na sifilis do adulto, e alta especificidade na sifilis congénita, por ter
baixo custo e facil execugdo, podendo ser usada para o acompa-
nhamento dos casos tratados, sendo avaliador de cura soroldgica.
As principais desvantagens referem-se aos resultados falsos
positivos e falso-negativos. Resultados falso-negativos podem ser
encontrados na fase inicial de cancro duro, na sifilis latente tardia
e na sifilis tardia ou como resultado do efeito prozona. O efeito
prozona pode ocorrer em 1% a 2% dos pacientes, especialmente no
estagio de sifilis recente e durante a gravidez.**!* O efeito prozona
ocorre quando existe um excesso de anticorpo no soro testado,
dando o resultado negativo.® Para evitar que isso ocorra, deve-se
proceder a diluicdo da amostra testada, até 1:4 ou 1:8. A amostra
reatora deve ser titulada até a diluicdo de ponto final (quando ficar
ndo-reatora).**

Os laboratérios, em geral no Brasil, realizam o teste VDRL
para diagnostico da sifilis na diluicdo 1:1, o que corresponde a faixa
de concentragcdo do complexo antigeno-anticorpo necessario para
que acontega a floculagdo, que é visualizada no microscopio.t®

Neste sentido, foi avaliada a frequéncia de efeito prozona
nas determinagdes de VDRL dos soros de pacientes encaminhados
ao Laboratério Regional de Santa Cruz do Sul.

METODOLOGIA

Foi realizado um estudo descritivo, onde foram analisadas
2018 amostras de soro encaminhadas ao Laboratério Regional de
Santa Cruz do Sul, um laboratério pertencente a Divisdo de Labo-
ratérios de Saude Publica do Instituto de Pesquisas Biol6gicas-La-
boratério Central do Rio Grande do Sul (DILASP/IPB-LACEN) pelos
municipios da 132 e 16° Coordenadorias Regionais de Saude (CRS),
para realizacdo de exames de rotina (Anti-HIV, VDRL, Anti-HCV,
Anti-Hbc total, Anti-HbcIgM, Anti-Hbs), no periodo de Abril a
Maio de 2013. Este laboratoério presta servigos as secretarias
regionais de salde de Lajeado (162 CRS) e Santa Cruz do Sul
(132 CRS). A 132 Coordenadoria Regional de Saude compreende
13 municipios com 327.358 mil habitante entre eles Santa Cruz
do Sul, Candelaria, Vera Cruz, Rio Pardo, Venancio Aires, entre
outros.!* A 162 Coordenadoria Regional da Salide compreende
55 municipios com 363.964 mil habitantes como Lajeado, Estrela,
Anta Gorda, Encantado, Mugum, Dois Lajeados, Teutonia, Fazen-
da Vilanova, Progresso, entre outros (Figura 1).1

Diagnéstico Laboratorial e analise dos dados

A realizacdo do teste VDRL (Laborclin®), foi feita com o soro
dos individuos e incluiu duas dilui¢des, 1:1, ou seja, 25 pL de soro
e 25 pL do reagente, e a diluicdo 1:8, ou seja, 25 pL do soro diluido
com salina a 1/8 (1 parte de soro e 7 partes de salina) e 25 pL do
reagente conforme Manual de Diagnostico da Sifilis. Os resultados
positivos com titulagdes baixas (<1:4) foram confirmadas com a
realizacdo de Teste Treponémico —Imunoblot (Bioeasy®), conforme
as instrugdes do fabricante.

Os resultados obtidos foram analisados no programa SPSS
versdo 17.0. Foi calculada a frequéncia dos resultados positivos pe-
lo método VDRL e confirmados pelo Imunoblot e do efeito prozona
no VDRL nas amostras analisadas.

Esta pesquisa foi aprovada pelo comité de ética da UNISC e
da FEPPS conforme o parecer nimero 254.491.



EFEITO PROZONA NO DIAGNOSTICO DE SIFILIS PELO METODO VDRL: EXPERIENCIA DE SERVIGO DE REFERENCIA NO SUL DO BRASIL

DanieliLuiza Jung, Daniela Becker, Jane Dagmar Pollo Renner.

Figura 1. Coordenadorias Regionais de Salude de Santa Cruz do
Sul (13° CRS) e de Lageado (16° CRS). Fonte: Secretaria de Saude
do Estado do Rio Grande do Sul.”

RESULTADOS

Das 2018 amostras de soro analisadas pelo método VDRL,
foram encontradas 3,37% de amostras positivas. Os dados da po-
pulacdo analisada encontram-se descritos na Tabela 1.

Entre os 68 resultados positivos observados, 72,1% (49/68)
eram mulheres, das quais 77,5% (38/49) eram gestantes. Ndo foi
encontrado efeito prozona nas amostras analisadas. As amostras
com titulagdes < 1:4, totalizando 47,06% (32/68), foram confirma-
das por teste treponémico (Imunoblot), das quais, 18,75% (6/32)
tiveram resultados falsos positivos pelo método ndo treponémico.

Tabela 1. Caracteristicas da populacdo estudada, Laboratorio Regional
de Santa Cruz do Sul.

Caracteristicas N %
Total de amostras analisadas 2018 100
Homens 644 31,91
Mulheres 1374 68,09
Néao gestantes 350 25,47
Gestantes 1024 74,53
Resultados Positivos 68 3,37

DISCUSSAO

Conforme o Manual de Controle de Doencas Sexualmente
Transmissiveis (DST) do Ministério da Saude os testes soroldgicos
utilizados para triagem e diagnéstico no Sistema Unico de Satde
(SUS) sdo os ndo treponémicos como VDRL e RPR (Rapid Plasm
Reagin) que sdo testes quantitativos, importantes para o diagndstico
e seguimento pos-terapéutico.18 A solicitacdo destes testes deve ser
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Macromregifes:
[ Norte

B sul

I Metropalitana
Cdsenra

[ Missioneira
[ vales

[ Centro-Oeste

feita sempre que houver a suspeita de Sifilis em qualquer de suas
fases, para todos os pacientes portadores de DST, grupos de risco e
na rotina do pré-natal.

O teste de VDRL esta sujeito a resultados falsos negativos
e falsos positivos, a producdo elevada de anticorpos no soro ndo
diluido, principalmente na sifilis secundaria, pode ocasionar o efei-
to prozona, tornando a reagdo ndo reagente, entretanto quando
realizada com soro previamente diluido, pode tornar-se reagente.
Esse efeito pode ocorrer em cerca de 1% dos pacientes com sifilis
secundaria, ndo sendo observado nos testes treponémicos.>> Apos
a realizagdo das analises deste estudo, nao foi encontrado nenhum
efeito prozona no total de amostras analisadas. No estudo feito por
Azevedo et al. (2006), avaliaram-se 40 amostras VDRL positivas com
titulos variando de 1:2 a 1:256.° O efeito pro-zona foi verificado
em 8 amostras, correlacionando-se com altos titulos de anticorpos.
No presente estudo, as amostras foram testadas até a diluicdo de
1:32, obedecendo-se a rotina do laboratério. Campos et al. (2008),
avaliaram 215 amostras de gestantes, na titulacdo 1:1 e 1:8, e ndo foi
relatado o efeito prozona. Por outro lado, o mesmo estudo consta-
tou que baixos titulos de VDRL devem ser valorizados pelo clinico,
uma vez que guardam correlagdo com testes treponémicos.?’ Geng
(2000) considera que a diluicdo das amostras em busca do efeito
prozona é trabalhosa e pouco efetiva, e esse fendbmeno pode ser
mais prevalente em populacdes que tem uma maior incidéncia de
individuos HIV positivos.?

Resultados falsos positivos, por sua vez, podem ser obser-
vados em algumas condi¢des como na gestagdo, doencas auto-
-imunes como no lUpus eritematoso sistémico (LES) e em algumas
doencas virais como mononucleose infecciosa, varicela, sarampo e
hepatites.1*® Neste estudo foram identificados 6 resultados falsos
positivos pelo método ndo treponémico (VDRL) apds a confirmagao
por método treponémico (Imunoblot). Em um estudo combinando
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um método treponémico e um ndo treponémico em amostras de
individuos de diferentes laboratdrios assistenciais de Cuba, os
resultados confirmaram a presenca de sifilis em 29,9% (47/157) dos
individuos ao apresentar resultados positivos nos dois métodos, e
70,1% (110/157) foram resultados falsos positivos por VDRL ao serem
negativos no método treponémico.?

Outro estudo feito por Quattordio, Milani e Milani (2004),%
117 amostras de soro foram testadas por VDRL (ndo treponémico),
FTA-Abs e Elisa (treponémico) onde os resultados tiveram con-
cordancia de 100% nos métodos treponémicos, porém quando
comparados ao método ndo treponémico verificaram 10% de nao
concordancia, ou seja, falsos positivos.

O acesso precoce ao diagnostico e o tratamento adequado da
sifilis nas gestantes sdo momentos fundamentais para a prevencao
da sifilis congénita. A sifilis em gestantes passou a ser de notificagdo
compulsoria a partir de julho de 20057 No ano de 2011 foi notificada
no Sinan uma taxa de 4,8% de casos de sifilis em gestantes por 1000
nascidos vivos no Rio Grande do Sul.®2 No presente estudo, das 1024
gestantes analisadas, 38 (3,7%) foram positivas para sifilis no teste
de VDRL. Este dado esta superior quando comparado com um es-
tudo realizado em um servico de salde publica de Sdo Paulo, onde
verificou-se a positividade para o VDRL em 10 (1,8%) amostras do
total de 554 amostras pré-natais testadas.** Em um estudo retros-
pectivo realizado em Itajai (SC) constatou a prevaléncia de 0,43% de
gestantes infectadas pela sifilis entre 2002 e 2007.% Em Salvador (BA)
a prevaléncia em parturientes entre 2008 e 2009 foi de 0,5%.%

Apds a realizacdo deste estudo com o teste de VDRL, como
técnica padrdo para triagem e diagndstico de sifilis conforme a
Portaria n° 3.242, de 30 de dezembro de 2011, ndo se verificou o
efeito prozona (falso negativo), o que indica resultados satisfatérios
em situagoes de alta e baixa reatividade, tendo em vista as diversas
titulagdes do teste.2 Porém, para a confirmacao do teste VDRL positi-
vo em baixas titulagdes, torna-se justificavel a realizacdo de um teste
treponémico, excluindo assim, os resultados falsos positivos.

Nosso estudo teve limitagdes pelo pequeno periodo de coleta
e pela falta de dados disponiveis como idade, periodo gestacional
e local de moradia, mas a frequéncia de resultados positivos para
gestantes no periodo de dois meses foi muito superior a 0,5/1000
nascidos vivos, que é o esperado para a abordagem correta desse
problema durante o pré-natal’

O Ministério da Satde recomenda realizar dois testes ndo tre-
ponémicos durante o periodo gestacional.®# Um no primeiro trimes-
tre, na primeira consulta e outro no terceiro trimestre, na 282 semana
gestacional. Isto reforca a necessidade das Unidades Obstétricas
em conjunto com as Estratégias da Saude da Familia de realizar o
acompanhamento das gestantes com a¢des basicas como pré-natal
e acompanhamento durante todo o periodo da gestacao, levando
em consideracdo a facilidade de diagnosticar e tratar a gestante com
sifilis durante o pré-natal, comparados com os riscos que a crianca
infectada podera padecer.
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