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“A compaixdo para com 0s animais é das mais
nobres virtudes da natureza humana. Ndo ha
diferengas fundamentais entre o homem e os
animais nas suas faculdades mentais... Os
animais, como 0s homens, demonstram sentir
prazer, dor, felicidade e sofrimento™.

(Charles Darwin)
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RESUMO

Os casos de sifilis vém aumentando no mundo, no Brasil e em Santa Catarina. A OMS estima
que 937 mil pessoas sdo infectadas a cada ano no pais. Em Santa Catarina foram registrados
5.427 novos casos de sifilis em 2015, um aumento de quase 50% comparado com o total
notificado em 2014. O diagnostico da sifilis € baseado nas manifestacfes clinicas, pesquisa
direta do patdgeno e testes sorolégicos. Para que os testes realizados no diagnéstico da sifilis
possuam confiabilidade no seu resultado, é necessario que os laboratorios e 0s servicos que
realizam o diagnostico participem de programas de controle de qualidade. A unidade de salde
ou laboratério deve garantir que no processo analitico os resultados atendam aos critérios de
qualidade exigidos por lei. O presente trabalho pretende avaliar os efeitos da converséo do
plasma em soro e a adicdo de azida de sddio como conservante. A desfibrinacéo transforma o
plasma, de bolsas de doadores, em soro, por meio da recuperacdo da cascata de coagulacéo
com trombina e calcio. Além disso, o trabalho pretende verificar possiveis alteragdes na
reatividade das amostras submetidas a diferentes temperaturas de armazenamento e ciclos de
congelamento e descongelamento durante 90 dias. Foram utilizadas duas bolsas reagentes
para sifilis e uma bolsa ndo reagente. Ap6s o tratamento das bolsas, as amostras foram
separadas em 4 grupos (G): G1: Plasma sem azida de sddio, G2: Soro sem de azida de sodio,
G3: Plasma com azida de sodio, G4: Soro com azida de sddio. Foram distribuidas aliquotas
desses quatro grupos em cinco condi¢cdes de armazenamento: 2 a 8°C, 30°C, -20°C (duas
aliquotas) e -80°C. Uma das aliquotas armazenadas em -20°C foi descongelada em banho-
maria (37°C) por 30 minutos e a outra foi descongelada em temperatura ambiente de
laboratorio (20 a 26°C). A partir do armazenamento das aliquotas em cada condigdo, foram
realizados 12 ciclos de testagem, um a cada sete dias, totalizando 12 semanas. As amostras
foram avaliadas com um teste rapido treponémico (Bioeasy) e um teste ndo-treponémico
(RPR Wama), a fim de comparar os tratamentos realizados nas bolsas de plasma e os efeitos
das diferentes condi¢cdes as quais as amostras foram expostas, por meio da comparagdo dos
resultados da reatividade dessas aliquotas nos respectivos testes. Esse estudo demonstrou que
apesar do tempo de armazenamento e constante manipulacdo das aliquotas, os resultados
obtidos na bolsa 1 (reagente) ndo demonstram diferenca entre a reatividade inicial e final nos
testes realizados. Ja os resultados relacionados a bolsa 2 (reagente) tiveram diferencas nos
testes ndo-treponémicos e principalmente nas aliquotas armazenadas na temperatura de 30°C,
que também sofreram alteracdes no teste treponémico, porém, as aliquotas dessa bolsa
armazenadas em -20°C néo sofreram alteragcGes em sua reatividade.

Palavras-chave: Sifilis. Diagnostico. Soro. Plasma. Controle de qualidade.






ABSTRACT

Syphilis cases have been increasing in the world, in Brazil and in Santa Catarina. WHO
estimates that 937 thousand people are infected each year in the country. In Santa Catarina,
5.427 new cases of syphilis were registered in 2015, an increase of almost 50% compared to
the number of cases reported in 2014. The diagnosis of syphilis is based on clinical
manifestations, direct pathogen research and serological tests. In order for the tests performed
in the diagnosis of syphilis to have reliability in their results, the laboratories and services that
perform the diagnosis must participate in quality control programs. The health unit or
laboratory must ensure that in the analytical process the results meet the quality criteria
required by law. The present work intends to evaluate the effects of the conversion of plasma
to serum and the addition of sodium azide as a preservative. Defibrination transforms plasma,
from donor bags, into serum by means of recovery the plasma coagulation cascade with
thrombin and calcium. In addition, the work intends to verify possible changes in the
reactivity of samples submitted to different storage temperatures and freezing and thawing
cycles for 90 days. Two different syphilis reagent bags and one non-reagent bag were used.
After treatment of this bags, the samples were separated into 4 groups (G): G1: Plasma
without sodium azide, G2: Serum without sodium azide, G3: Plasma with sodium azide, G4:
Serum with sodium azide. Aliquots of these four groups were distributed under five storage
conditions: 2-8°C, 30°C, -20°C (two aliquots) and -80°C. One of the aliquots stored at -20°C
was thawed in a warm bath (37 °C) for 30 minutes. The remainder was thawed at laboratory
room temperature (20 to 26 °C). From the storage of the aliquots in each condition, 12 cycles
of testing were performed, one every seven days, totaling 12 weeks. The samples were
evaluated with a rapid treponemal test (Bioeasy) and a non-treponemal test (RPR Wama), in
order to compare the treatments performed in the plasma bag and the effects of the different
conditions to which samples were exposed, by means of the comparison of the reactivity
results of these rates in the respective tests. This study demonstrated that despite storage time
and constant manipulation of aliquots, the results obtained in bag 1 (reagent) did not show any
difference between initial and final reactivity in the tests performed. However, the results
related to bag 2 (reagent) had differences in the non-treponemal tests, mainly in the aliquots
stored at 30°C, which also underwent alterations in the treponemal test, but the aliquots of this
bag stored at -20°C did not change this reactivity.

Keywords: Syphilis. Diagnosis. Serum. Plasma. Quality control.
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1 INTRODUCAO

A sifilis ¢ uma infeccdo sexualmente transmissivel (IST) causada pela bactéria
Treponema pallidum subs. pallidum, do género Treponema, familia Treponemataceae,
conhecida por ser uma doenga infecciosa cronica e sistémica, exclusiva da espécie humana,
relatada desde o século XV, e que apesar de ter tratamento eficiente e de baixo custo, se
mantém como problema de saude publica (AVELLEIRA; BOTTINO, 2006). A transmissdo
ocorre pela via sexual (sifilis adquirida) e vertical da mée para o feto (sifilis congénita).
Embora menos frequente, outras formas de transmissdo sdo conhecidas, como por exemplo
transfusdo de sangue (BRASIL, 2010). Devido & complexidade da doenca, é necessario que se
conhega 0 historico do paciente para que se faca um diagnostico correto (FERGUSON;
VARNADO, 2006).

A Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) estima 12 milhdes de novos casos de sifilis a
cada ano, e mais de 90% desses casos ocorram em paises em desenvolvimento (KAUR;
KAUR, 2015).

Os casos de sifilis vém aumentando no mundo, no Brasil e em Santa Catarina. A OMS
estima que 937 mil pessoas sdo infectadas a cada ano no pais. Em Santa Catarina, entre 0s
anos de 2010 e 2015, 15.797 pessoas foram diagnosticadas com sifilis adquirida. Foram
registrados 5.706 novos casos de sifilis adquirida apenas no periodo de 2015 ao inicio de
2016. Além desses, foram notificados 3.339 novos casos em gestantes no periodo de 2015 e
inicio de 2016. Os casos de sifilis congénita também tiveram incremento, em 2010 haviam
sido notificados 76 casos, entre 2014 e 2015 a sifilis congénita apresentou crescimento de
75%, com 475 novos casos notificados comparados aos 272 em 2014. Nesse sentido, foram
notificados 1.248 casos em criangas menores de um ano no periodo de 2010 a 2015,
resultando em 58 Obitos em decorréncia da sifilis (SANTA CATARINA, 2016).

A evolucdo da sifilis é lenta, e quando ndo tratada, alterna periodos sintomaticos e
assintomaticos, com caracteristicas clinicas distintas, que sdo divididas nas fases: sifilis
primaria, sifilis latente, sifilis secundaria e sifilis terciaria (AVELLEIRA; BOTTINO, 2006).

Apos a infeccdo, ocorre um periodo de incubagdo que varia entre 10 e 90 dias, na
sifilis priméria. O contato com as lesfes contagiantes pelos 6rgdos genitais é responsavel por
95% dos casos de sifilis. O primeiro sintoma é o aparecimento de uma lesdo, geralmente
Unica, no local de entrada do treponema, e pode cursar junto com enfartamento de linfonodos
regionais. A lesdo, caracterizada por ser indolor, tem a base endurecida, contém secrecdo

serosa com muitos treponemas, é chamada de cancro duro. Essa lesdo se cura
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espontaneamente, em aproximadamente duas semanas (AVELLEIRA; BOTTINO, 2006).
Quando a sifilis deixa de ser tratada na fase primaria, evolui para sifilis secundaria, e a partir
desse estagio, o treponema ja invadiu todos os 6rgaos e liquidos do corpo. Nesta fase, aparece
como manifestacdo clinica a linfadenopatia generalizada e o exantema cutadneo, com muitos
treponemas, frequentemente em regides Umidas do corpo, em palmas das maos e plantas dos
pés. As lesBes nessa fase, normalmente, curam-se espontaneamente entre duas e seis semanas.
Na auséncia de tratamento apds a sifilis secundaria, existem dois periodos de laténcia: um
recente, com menos de um ano, no qual a doenca € assintomatica, mas ainda é considerada
infecciosa, e outro de laténcia tardia, com mais de um ano, no qual as lesdes estdo ausentes, e
nesse caso, a doenca ndo é considerada infecciosa. As manifestagdes do estagio tardio de
sifilis ocorrem em aproximadamente um tergo dos casos ndo tratados, evoluindo para sifilis
terciaria, um terco das pessoas irdo progredir para cura espontanea e um terco irdo continuar
no estado de laténcia ao longo da vida. Existem trés formas comuns de manifestacfes de
sifilis tardia: goma sifilitica, sifilis cardiovascular e neurossifilis. Na maioria dos casos, 0s
sintomas do estagio tardio ocorrem entre 10 e 20 anos ap0és a infeccdo inicial (LARSEN et al.,
1998). A neurossifilis pode ocorrer em qualquer estagio, contudo, durante os primeiros
estagios, as regides mais comumente afetadas sdo as meninges, nervos craniais e olhos
(NYATSANZA; TIPPLE, 2016).

O resultado da disseminagdo do Treponema pallidum, da gestante infectada ndo
tratada ou tratada inadequadamente!, para o seu concepto, por via placentaria, caracteriza a
sifilis congénita. Sabe-se que a transmissdo vertical de T. pallidum pode ocorrer em qualquer
fase gestacional e os principais fatores que determinam a probabilidade de transmissao
vertical da bactéria sdo: o estdgio da sifilis na mée e o tempo de exposic¢do do feto no Utero,
além de existir a possibilidade de transmissdo direta de T. pallidum por meio do contato da
crianca pelo canal de parto, quando houver lesGes genitais maternas. A taxa de infeccdo da
transmissdo vertical de T. pallidum em mulheres ndo tratadas é de 70% a 100%, nas fases
primaria e secundaria da doenca, reduzindo para aproximadamente 30% nas fases tardias da
infeccdo materna (latente tardia e terciaria) (BRASIL, 2010).

! Na impossibilidade de realizar a dessensibilizagdo durante a gestagdo, a gestante deverd ser tratada com
ceftriaxona 1 g, IV ou IM, 1 vez ao dia, por 8 a 10 dias; entretanto, essa gestante ndo serd considerada
adequadamente tratada para fins de transmissdo fetal, sendo obrigatdria a investigagdo e o tratamento adequado
da crianca logo ap6s seu nascimento. Brasil, Ministério da Satde. Protocolo clinico e diretrizes terapéuticas para
prevencdo da transmissdo vertical de HIV, sifilis e hepatites virais, 2015.
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No Brasil, existem politicas de vigilancia relacionadas a sifilis congénita, que é uma
doenca de notificagdo compulsdria, com compromisso internacional de eliminagdo enquanto
problema de saude publica (BRASIL, 2005).

O diagnostico da sifilis € baseado nas manifestacdes clinicas, pesquisa direta do agente
infeccioso e em testes soroldgicos. No caso da sifilis priméaria o diagnéstico é direto, e a partir
da terceira ou quarta semana ap0s o aparecimento do cancro podem ser realizados testes
sorologicos, pois 0s anticorpos ja sdo passiveis de deteccdo (AVELLEIRA; BOTTINO,
2006). A microscopia de campo escuro e testes para detectar T. pallidum diretamente na leséo
do tecido sdo métodos definitivos para diagnosticar sifilis priméaria. Apesar de ndo existirem
testes de deteccdo de T. pallidum comercialmente disponiveis, alguns laborat6rios
desenvolveram e validaram testes moleculares para a deteccdo do DNA de T. pallidum
(UNITED STATES OF AMERICA, 2015).

O diagndstico soroldgico requer a deteccdo de dois tipos de anticorpos distintos,
anticorpos nao-treponémicos (IgG e IgM) contra lipideos que estdo presentes no soro do
hospedeiro, 0s quais foram produzidos devido ao dano & membrana de suas mitocéndrias e
contra os lipideos de membrana de Treponema pallidum; e anticorpos treponémicos
produzidos contra determinantes antigénicos de T. pallidum (ROTTA, 2005).

Os testes ndo-treponémicos (NT) como o RPR (do inglés Rapid plasma reagin), USR
(do inglés Unheated serum reagin) e TRUST (do inglés Toluidine red unheated serum test) e
VDRL (do inglés Veneral disease research laboratory), baseiam-se na deteccdo dos
anticorpos ndo-treponémicos que se ligam a cardiolipina (determinante antigénico) presente
nas micelas da suspensdo antigénica (Figura 1), composta por uma solucdo alcodlica contendo
cardiolipina, colesterol e lecitina. As vérias ligacdes dos anticorpos a cardiolipina das micelas,
resulta em uma floculacdo, que é visualizada em microscépio Optico no caso do VDRL e
USR, mas que nos outros testes ndo-treponémicos citados pode ser visualizada a olho nu,
devido a presenca de carvdo na suspensdo antigénica no RPR e do corante vermelho de
toluidina no TRUST (BRASIL, 2015).

Os testes ndo-treponémicos sdo utilizados para triagem da sifilis, onde a amostra é
utilizada pura e diluida 1:8, a fim de evitar resultados falso-negativos devido ao fendmeno
prozona?. Amostras reagentes na triagem devem ser tituladas para acompanhamento da

doenca. Esses testes sdo utilizados para o monitoramento da resposta ao tratamento e seu

2 O fendmeno de prozona decorre da relagio desproporcional entre as quantidades de antigenos e anticorpos
presentes na reacdo ndo-treponémica, podendo gerar resultados falso-negativos. Ocorre nas amostras puras de
pessoas com sifilis, em virtude da elevada quantidade de anticorpos. Brasil, Ministério da Satde. Manual técnico
para diagndstico de Sifilis, 2016.
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sucesso € indicado pela queda do titulo. Pessoas que apresentam titulos baixos em testes nao-
treponémicos, ndo possuem registro de tratamento e sem data de infeccdo conhecida,
considera-se como portadoras de sifilis latente tardia. Caso a infec¢do seja detectada nas fases
tardias da doenga, titulos baixos podem se manter por meses ou anos, sendo necessario o
conhecimento do histérico do paciente (BRASIL, 2015).

Figura 1 - Representacao do antigeno na forma de micela utilizado nos testes nao-treponémicos
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Fonte: BRASIL, 2015.

As metodologias empregadas nos testes para a deteccdo dos anticorpos treponémicos
sdo: imunoflorescéncia indireta (FTA-Abs, do inglés Fluorescent Treponemal Antibody
Absorption), hemaglutinacdo e aglutinacdo passiva (TP-PA/TPHA, do inglés T. pallidum
passive particle agglutination e T. pallidum haemagglutination test), quimiluminescéncia
(CMIA,do inglés Chemiluminescent Magnetic Immunoassay), imunoenzimético (ELISA, do
inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), Western blot e testes imunocromatograficos
(testes rapidos (TR) ou Point of care (POC)), os quais sdo usados como testes confirmatorios,
guando adotado o fluxograma 1 (teste inicial ndo-treponémico confirmado por teste
treponémico) indicado pelo Ministério da Salde para o diagnostico de sifilis para servigos que
dispbem de infraestrutura laboratorial com capacidade de liberagdo rédpida dos resultados
(BRASIL, 2010).

Embora pouco realizada em laboratérios brasileiros, a pesquisa direta de T. pallidum é
desejavel e deveria ser mais frequente no diagndstico da sifilis. Na pesquisa direta por
microscopia de campo escuro — a pesquisa do T. pallidum em material coletado de lesédo
cutaneomucosa, por exemplo, é um procedimento que apresenta sensibilidade de 70% a 80%.

A observagdo em campo escuro permite visualizar os treponemas moveis. Nos casos em que a
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observacdo do material ndo pode ser realizada logo apds a coleta, a imunofluorescéncia direta
é indicada (BRASIL, 2005).

A sensibilidade dos testes ndo-treponémicos (VDRL e RPR) na fase priméaria é de
78%, na secundaria 100% e na latente cerca de 96%. A partir do inicio do tratamento, o titulo
do teste ndo-treponémico diminui progressivamente, podendo ser reagente por longos
periodos com baixos titulos (1:1; 1:2), mesmo apds a cura da infeccdo, o que configura a
cicatriz soroldgica. Ressalta-se, entretanto, que nos casos de sifilis ndo tratada (latente)
também sdo encontrados baixos titulos de anticorpos ndo-treponémicos, fato que demostra
que nem sempre baixos titulos sdo sindbnimos de cicatriz sorologica (BRASIL, 2005).

O teste rapido (TR) é um teste treponémico utilizado no diagndéstico da sifilis, nos
quais a execucgdo, leitura e interpretacdo do resultado ocorrem em até 30 minutos, sem a
necessidade de estrutura laboratorial, 0 que permite um amplo acesso do teste a lugares sem a
estrutura demandada pelos demais testes sorologicos. O teste rapido, geralmente, utiliza a
metodologia de imunocromatografia de fluxo lateral ou de imunocromatografia em
plataforma de duplo percurso — DPP do inglés Dual Path Platform (BRASIL, 2015).

Recém-nascidos (RN) de mdes com sifilis, mesmo os ndo infectados, podem
apresentar anticorpos 1IgG treponémicos e nado-treponémicos maternos transferidos
passivamente pela placenta. Nesses casos, em geral, o teste normalmente é reagente. A coleta
de sangue periférico do RN é necessaria caso a mae apresente resultado reagente no momento
do parto. A sorologia treponémica composta por FTA-Abs e ELISA que detectam IgM sdo
testes Gteis para confirmacdo do diagndstico em RN, porém sua sensibilidade € baixa (<50%),
dessa forma, quando utilizados, deve-se ter em mente que um resultado negativo ndo exclui o
diagndstico de sifilis congénita, sendo recomendado que seja feita a andlise clinica e
epidemiologica do caso (BRASIL, 2016). A partir dos 18 meses, um resultado reagente no
teste treponémico confirma a infeccdo. Recomenda-se realizar a analise do liquor (LCR) em
todos os RN que se enquadrem na definicdo de caso de sifilis congénita. A presenga de
leucocitose e o elevado contetdo proteico no LCR de um RN, suspeito de ser portador de
sifilis congénita, devem ser considerados para o diagnostico como evidéncias adicionais. Uma
crianca com VDRL positivo no LCR deve ser diagnosticada como portadora de neurossifilis,
independentemente de alteracdes na celularidade ou presenca de proteinas, no entanto, um
resultado negativo ndo define a auséncia da doenga do sistema nervoso central. Outra
metodologia utilizada é o Raio X, pois o0 achado de anormalidades em radiografias de 0ssos
longos é comum na sifilis congénita sintomatica em cerca de 70% a 90% (BRASIL, 2005).



18

Para que todos os testes realizados no diagnéstico da sifilis possuam confiabilidade no
seu resultado, é necessario que os laboratérios e as redes que realizam o diagnostico
participem de programas de controle da qualidade, dessa forma, a unidade de saude ou
laboratério deve garantir que no processo analitico os resultados produzidos atendam um
nivel de qualidade desejado. No processo de diagndstico, o exame laboratorial tem a
finalidade de confirmar, complementar ou excluir um diagndéstico clinico. Os testes integram
importante etapa do processo, do diagndstico e do monitoramento do tratamento (OLIVEIRA;
MENDES, 2011).

Segundo Ribeiro (2006), a necessidade de sistemas que garantam a qualidade de
servicos relacionados a saude, como laboratérios, € uma grande preocupagdo do setor
terapéutico, portanto, é indispensavel que seja feita uma andlise da qualidade desses servicos,
além de garantir a seguranca do diagnostico correto.

Em um laboratério de analises clinicas, é necessaria a adesdo aos programas de
qualidade e boas préticas laboratoriais. A garantia da qualidade pode ser alcangada quando se
obtém absoluto controle sobre todas as etapas do processo, que compreende (1) a fase pré-
analitica, que inclui a obtencdo da amostra para realizacdo do diagndstico, (2) analitica,
correspondente ao processamento da amostra, e (3) pds-analitica, conferéncia e liberagdo do
resultado (CONTROL LAB, 2011).

A RDC 302/05 da ANVISA dispbe que os laboratorios de analises clinicas devem
participar de programas de controle da qualidade interno e externo. O controle da qualidade
interno deve monitorar o registro dos resultados obtidos e andlise de dados, além de ser
realizada uma definicéo de critérios de aceitacdo dos resultados por tipo de analito e de acordo
com a metodologia utilizada. J& no controle da qualidade externo, o laboratorio deve
participar de ensaios de proficiéncia para todos os exames realizados. A Avaliacdo Externa da
Qualidade (AEQ) € uma avaliacdo interlaboratorial, por meio de testes de proficiéncia, cuja
adesdo é voluntéaria, sendo garantida a imparcialidade, a independéncia e a confidencialidade
quanto a identificagdo dos participantes, seus procedimentos e resultados. As amostras
provenientes desses ensaios devem ser analisadas como se fossem amostras de rotina. Os
participantes, por sua vez, recebem relatérios de desempenho individuais e globais e podem
avaliar sua propria pratica (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2005).

O material utilizado no controle externo da qualidade deve permitir comparagdes
interlaboratoriais, e pode ser derivado totalmente ou parcialmente de fontes humanas
(SANDLE, 2005).
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Os painéis soroldgicos sdo uma forma de realizar a avaliagdo externa da qualidade dos
laboratorios ou servigos que realizam testes soroldgicos para o diagnostico de sifilis. Para a
producdo desses painéis, o material ideal a ser utilizado € o soro, porém, quando ndo
disponivel, deve ser realizada a desfibrinacdo do plasma de bolsas de sifilis rejeitadas pelos
servicos de hemoterapia. Essa metodologia é sugerida, pois o plasma é menos estavel e possui
problemas relacionados a coagulacéo, especialmente depois de congelar e descongelar (WHO,
1996).

Os desafios encontrados para produzir painéis de controle da qualidade comecam com
a obtencdo de bolsa de plasma, devido a triagem priméria nos servicos de hemoterapia, que
exclui possiveis portadores de IST’s e outras doencas. Outro fator importante € o material
utilizado na sorologia para sifilis, na qual muitos fabricantes de testes recomendam apenas a
utilizacdo do soro, descartando a utilizacdo do plasma, portanto, os produtores de painéis
sorolégicos precisam adequar as amostras e transformar o plasma em soro para atender as
especificidades dos testes, além de otimizar a utilizacdo do plasma, visto que o nimero de
bolsas de plasma descartadas tende a ser baixo.

O Laboratério de Biologia Molecular, Microbiologia e Sorologia (LBMMS) possui
uma parceria com o Departamento de IST, AIDS e Hepatites Virais do Ministério da Saude,
na qual o LBMMS é produtor de painéis de avaliacdo externa da qualidade de testes rapidos.
A partir dessa parceria, foram pensados o0s objetivos desse estudo. Dessa forma, para garantir
a qualidade e eficiéncia dos painéis, é necessario conhecer as variagdes que as amostras de
plasma e soro podem sofrer no laboratorio, o quanto elas sdo resistentes a ciclos de
descongelamento e congelamento, além das temperaturas e condicBes 6timas para seu

armazenamento e validade.
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OBJETIVOS

.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o comportamento de amostras de plasma reativas para sifilis armazenadas em

diferentes condi¢des de temperatura ap6s desfibrinacdo e adicdo de azida de sddio.

.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar os efeitos do congelamento e descongelamento do soro (resultante da desfibrinagao
do plasma) sobre os titulos em testes ndo-treponémicos e manutencdo da reatividade em
testes treponémicos;

Analisar os efeitos do descongelamento abrupto em banho-maria 37°C sobre o titulo do
plasma e do soro nos testes ndo-treponémicos e sobre a manutengdo da reatividade em testes
treponémicos;

Testar a reatividade das amostras de plasma e de soro resultante da desfibrina¢éo do plasma
apos a adicdo de azida de sodio;

Verificar a possivel precipitacdo de cristais nas amostras de soro resultante da desfibrinacdo
do plasma;

Verificar os efeitos da estocagem em diferentes condi¢Ges de temperatura e manipulagéo das
amostras em periodo de até 90 dias.
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3 DESENVOLVIMENTO

3.1 METODOLOGIA

3.1.1 Amostragem

No presente trabalho foram utilizadas trés bolsas de plasma congelado de doadores,
duas com sorologia reagente para sifilis e uma com sorologia ndo reagente para 0s seguintes
marcadores: HIV 1/ll, Hepatites B e C, Doenca de Chagas, Sifilis, HTLV I/Il, Malaria e
Citomegalovirus. Essas bolsas foram rejeitadas pelo HEMOSC e doadas para o Laboratério
de Biologia Molecular, Microbiologia e Sorologia (LBMMS) da UFSC. As trés bolsas de
plasma continham o anticoagulante e conservante CPDA-1 (citrato de sodio, fosfato, dextrose,
adenina). A utilizacdo das amostras estd de acordo com os principios éticos e o estudo foi
aprovado pelo CEPSH/UFSC parecer 1.850.547 (CAAE: 57429016.0.0000.0121).

3.1.2 Caracterizacao

As trés bolsas escolhidas foram caracterizadas para identificacdo dos titulos das bolsas
e reatividade com as metodologias de quimiluminescéncia, teste rapido, FTA-Abs, RPR e
VDRL.

3.1.3 Desfibrinagéo e Conservacao

A desfibrinacéo consiste em transformar o plasma das bolsas de doadores em soro, por
meio do tratamento das amostras com trombina e célcio. Essas bolsas foram caracterizadas
para definicdo da reatividade em testes treponémicos e do titulo do anticorpo em testes nao-
treponémicos. As duas bolsas reagentes escolhidas possuem titulos de anticorpo néo-
treponémico distintos.

O processo de desfibrinagdo foi realizado de acordo com a metodologia de Castro e
colaboradores (2002), com modificagdes: duas aliquotas de 40 ml de cada bolsa de plasma
reagente para sifilis foram separadas em dois tubos do tipo Falcon® (BD®) de 50 ml (Figura
2-A; B). Essas aliquotas foram incubadas em banho maria 37°C por 30 minutos. A cada
aliquota foram adicionados 400 pl de solucdo de Trombina de plasma humano (Sigma
Aldrich®) na concentracdo de 100 U/ml em 1M de cloreto de célcio. Apds homogeneizagéo,
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as aliquotas foram incubadas por mais 10 minutos e depois deixadas a temperatura ambiente
(20-26°C) por uma hora para a formacdo do codgulo (Figura 3). Depois da formacdo do
codgulo, as amostras foram congeladas a temperatura de - 20°C por 4 horas. ApOs esse
processo, as aliquotas foram descongeladas a temperatura ambiente e submetidas novamente
ao congelamento (-20°C) por quatro horas. Apds o segundo descongelamento, cada aliquota
recebeu a adicdo de quatro gramas de Kaolin (Sigma®) (agente purificante), previamente
hidratado com &gua destilada e secado em estufa de 37°C. Depois, a suspensdo foi misturada
continuamente por quatro horas a temperatura ambiente, utilizando-se uma mesa agitadora
(Figura 4). As amostras foram incubadas novamente, a temperatura de 2-8°C overnight, em
constante agitacdo de aproximadamente 27 movimentos por minuto, em um agitador do tipo
“basculante”. Apés essa incubacdo, as amostras foram centrifugadas em 1955 x g por 45
minutos, e em seguida, uma segunda centrifugacdo na rotagdo 7197 x g por 10 minutos
(Figura 5). Apos a retirada do sobrenadante, o plasma tratado foi filtrado em uma membrana
de poro 0.22mm. Na Figura 6 € possivel observar o sedimento composto do residuo de Kaolin
e do coégulo retirado da amostra de plasma. O mesmo procedimento foi realizado com a bolsa
ndo reagente para sifilis, mas utilizando-se uma aliquota de 25 ml. Apds esse processo, uma
aliquota de cada bolsa (40 ml) foi tratada com azida de s6dio 1M para concentracédo final de
0,1%. Na Figura 7 € possivel observar a diferenga entre o aspecto das amostras antes da
desfibrinacdo (turva) e depois da desfibrinacdo (translucida).

Figura 2 - Alig uotas das bolsas

Legenda: A: Aliquotas da Bolsa 1, B: Aliquotas da Bolsa 2.
Fonte: Acervo pessoal, 2017.



Figura 3 - Aliquota apéds adi¢ao da solugdo de trombina e célcio

Fonte: Acervo pessoal, 2017.

Figura 4 - Amostras em agitador orbital apés adicao de kaolin

Fonte: Acervo pessoal, 2017.
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Figura 5 - Amostra de plasma desfibrinado apés centrifugacao

Fonte: Acervo pessoal, 2017.

Figura 6 - Sedimento resultante da centrifugacéo

Legenda: Sedimento composto de codgulo e Kaolin. Fonte: Acervo pessoal, 2017.
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Figura 7 - Comparativo Bolsa 1

- p
Legenda: Aliquotas da bolsa 1. Amostra antes (turva) e depois da desfibrinagdo (transldcida). Fonte: Acervo
pessoal, 2017.

3.1.4 Recaracterizagdo

3.1.4.1 VDRL

Para o teste VDRL o antigeno foi preparado momentos antes da testagem. Foram
utilizadas laminas de vidro planas, demarcadas com 12 circulos com 14 mm de didmetro cada
(laminas de VDRL).

Para preparar o antigeno do teste VDRL ASI™ Antigen Test foi necessario:

e Adicionar 0,4 ml da salina (do kit) em um Erlenmeyer com tampa;

e Pipetar 0,5 ml do antigeno de forma gradual, com rotagéo continua. Esse deve
ser adicionado gota a gota em aproximadamente 6 segundos;

e Realizar rotacdo no Erlenmeyer durante 10 segundos;

e Adicionar 4,1 ml de salina;

e Fechar o Erlenmeyer e agitar por inversédo 30 vezes em 10 segundos.

ApoOs a preparacdo do antigeno, sua qualidade foi verificada com a testagem de uma
amostra reagente com titulo conhecido (VDRL quantitativo) e de uma amostra ndo reagente.
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A confirmagdo da qualidade da suspensdo antigénica permitiu a testagem das amostras de
soro e plasma.

As reagdes de VDRL foram realizadas utilizando-se uma placa por amostra onde foram
adicionados:

e 50 pl de soro no primeiro circulo da lamina de VDRL (amostra pura);

e 50 pl de salina nos 7 circulos seguintes;

e No segundo circulo foram adicionados 50 pl de soro para dar inicio a dilui¢do seriada

na propria ldmina até a diluicdo 1:128;

e Uma gota de antigeno em cada circulo.

As laminas foram colocadas em mesa agitadora na rotacdo de 180 rpm durante 4 minutos

e a leitura do teste foi realizada em microscopio 6ptico em aumento de 100x.
Ao interpretar o teste observou-se a formacdo de grumos e particulas aglutinadas nos
circulos, o que configura um resultado reagente. Quando essa floculagdo ndo aconteceu, o

resultado foi considerado nédo reagente (Figura 8).

Figura 8 - Resultado de VDRL visualizado em microscépio optico.
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Legenda: A. Preéenga de floculagdo, B. Auséncia de floculacéo. Fonte: Brasil, 2015.

3.1.4.2 RPR

O teste RPR possui 0 mesmo principio da floculacdo do VDRL, porém, esse teste
apresenta carvao na sua composicdo, o que permite que o resultado seja visualizado a olho nu
e cloreto de colina que dispensa a inativagdo da amostra. O teste RPR Wama® ¢ realizado em
placas de plastico reutilizaveis. O RPR foi realizado da seguinte forma, utilizando-se um
cartao-teste para cada amostra:

e Adicionou-se 25 ul de amostra pura no primeiro circulo;

e Adicionou-se 25 pl de salina nos cinco circulos seguintes do cartdo-teste
proveniente do kit;

e Iniciou-se a dilui¢do seriada, pipetando-se 25 pl de amostra no segundo circulo

até o ultimo e descartando-se o volume final da ponteira.
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Os cartdes-teste foram colocados em mesa agitadora na rotagcdo de 100 rpm durante 8
minutos e os resultados foram observados a olho nu e fotografados.

A interpretacdo do teste consistiu na observacdo da formacgdo de grumos e particulas
aglutinadas nos circulos, o que configura um resultado reagente. Quando essa floculacdo néo
aconteceu, o resultado foi considerado ndo reagente.

Ao final do processo de desfibrinacdo, uma aliquota de todas as amostras (com e sem
azida de sddio) foi testada com dois testes ndo-treponémicos, um de referéncia ASI™ VDRL
Antigen Test e um teste convencional RPR Wama®. Esse processo de testagem foi realizado
para verificar se ha variacdo do titulo em uma metodologia de referéncia, na qual o antigeno
utilizado é preparado momentos antes da execucdo do teste, em comparagdo com um teste

comum na rotina dos laboratérios do Brasil, no qual o antigeno ja esta pronto para o uso.

Figura 9 - Visualizacédo do resultado 1:8 em teste de RPR
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Fonte: Acervo pessoal, 2017.

3.1.5 Armazenamento

Apos a verificacdo dos titulos de anticorpo, as amostras de soro e plasma das duas
bolsas reagentes foram separadas de acordo com seu grupo e armazenadas em triplicatas,
totalizando 60 aliquotas de 2ml da bolsa 1 (B1) e 60 aliquotas da bolsa 2 (B2). A bolsa 3 (ndo
reagente) foi armazenada em aliquota Unica, totalizando 20 aliquotas. Desta forma, as
amostras foram distribuidas em cinco caixas de armazenamento. Para a sequéncia do estudo,
0s grupos foram denominados da seguinte maneira: o grupo 1 (G1) composto por amostras de
plasma sem o conservante azida de sodio; grupo 2 (G2) por amostras de soro sem azida de
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sodio; grupo 3 (G3) por amostras de plasma com azida de sédio e o grupo 4 (G4) por
amostras de soro com azida de sodio (Figura 10). As amostras bioldgicas das trés bolsas
utilizadas no estudo possuem aliquotas dos quatro grupos, porém, apenas a B3 (ndo reagente)
ndo possui as aliquotas em triplicatas, conforme Figura 11.

Todas as aliquotas (140) foram armazenadas durante 90 dias em diferentes condigdes
de temperatura, a saber: 80°C negativos (-80°C), -20°C, -20°C (para descongelamento em
banho maria 37°C), 2-8°C, 30°C.

Foram utilizadas cinco caixas com a mesma distribuicdo de aliquotas da caixa
representada na Figura 11, uma para cada condicdo de temperatura avaliada. As aliquotas
contidas na caixa com as amostras armazenadas nas temperaturas de -80°C e uma das caixas
da temperatura de -20°C foram descongeladas a temperatura ambiente (20-26°C) durante 1
hora e 30 minutos. A segunda caixa proveniente do freezer -20°C, foi descongelada em banho
maria 37°C, em um periodo 30 minutos e as amostras armazenadas em 30°C e 2-8°C, ja

estavam prontas para 0 uso.

Quadro 1 - Fluxo do processamento das amostras

|

, . Grupo 1 (G1)
\ Plasma sem azida de
Bolsa 1 Reagente [~ P sédio
L. -y
( ) T haida I e
T 1 ru
(01%) 1+ po
Bolsa2 Reagente | P Lo AQ L% + | Plasma com asida de
~ ~ sadio
s N\ .
Bolsa 3 fmmmmm—m \
N3o Reagente | Desfibrinagdo |
% vy e e = = F]
Grupo 2 (G2)
4 + | Sorosem azida de sédio
| Taida M 1
Lo (0A%) T Grupo 4 (G4)
Soro com azida de sadio

Fonte: Acervo pessoal, 2017
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Tabela 1 - Quantitativo das aliquotas
Conservacdo por até 90 dias (n° aliguotas)

Amostra Tratamento -80°C 20°C 2-8°C 30°C Tgtal de
Aliguotas
G1 Plasma sem azida 6 12 6 6 30
G2 Soro sem azida 6 12 6 6 30
G3 Plasma com azida 6 12 6 6 30
G4 Soro com azida 6 12 6 6 30
N&o reagente 4 8 4 4 20
Total 28 56 28 28 140

Fonte: Acervo pessoal, 2017.

Foram realizados 12 ciclos de testagem em um periodo de 90 dias, sendo uma
testagem a cada sete dias para as aliquotas das Bolsas 1 e 2 grupos 1, 2, 3 e 4, 0 que totalizou
80 aliquotas testadas, e uma testagem inicial e uma final no primeiro e décimo segundo ciclo
de testagem para a bolsa 3 (NR) de todos os grupos, totalizando 20 aliquotas testadas. Apds a
finalizacdo dos testes em cada semana, as amostras voltaram a ser armazenadas em sua

respectiva condigdo, aguardando o préximo ciclo.

Tabela 2 - Testes realizados por ciclo

Ciclo Amostras Testes

80 Aliquotas R RPR, TR, FTA-Abs, CMIA

1°0e 12° .
20 Aliquotas NR

TR

2° até 11° 80 Aliguotas R RPRe TR
Fonte: Acervo pessoal, 2017.
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Figura 10 - Exemplo da distribuicio das aliquotas nas cinco caixas de armazenamento em cada temperatura

Legenda: | G1: Plasma sem azida
Bl: Bolsa 1 (reagente.) G2: Soro sem azida
B2: Bolsa 2 (reagente) G3: Plasma com azida

B3: Bolsa 3 (nao reagente) G4: Soro com azida

Fonte: Acervo pessoal, 2017.

3.1.6 Testes

No primeiro dia ap6s o acondicionamento das amostras em diferentes temperaturas,
foi realizado o primeiro ciclo de testagem, compreendendo quatro metodologias para as
amostras reagentes: FTA-Abs (Wama®), Quimiluminescéncia (IMMULITE Siemens®), RPR
(Wama®) e Teste Rapido (Alere®). Essas quatro metodologias também foram utilizadas no
décimo segundo ciclo de testagem. No caso das amostras NR, foi realizada apenas uma
metodologia: Teste Réapido, e apenas no 1° e 12° ciclos. A partir do segundo ciclo de testagem
até o décimo primeiro, para as bolsas reagentes, foram realizados o RPR e o Teste Rapido
(Tabela 2).
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3.1.6.1 FTA-Abs

A reacdo de FTA-Abs é uma técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI). Essa técnica
utiliza Treponema pallidum (da cepa Nichols) fixado em &reas demarcadas de laminas de
vidro em que sdo feitas as reagdes. A execucdo do teste aconteceu da seguinte maneira: 1.
Adsorgdo do soro em cultura de treponema Reiter: Foram misturadas uma parte de soro
inativado e quatro partes de sorbent (solugdo absorvente), a qual é composta por extrato de
cultura de treponema Reiter — ndo patogénico. Esse processo € utilizado para promover a
remocdo de anticorpos treponémicos que sdo comuns a maioria dos treponemas ndo
patogénicos que podem estar presentes na amostra de soro; 2. Foram pipetados 30 pl do soro
adsorvido sobre a area demarcada da lamina. Este processo foi realizado para todas as
amostras, controles positivos e negativos; 3. As laminas foram incubadas em camara Umida,
durante 30 minutos; 4. Foi realizada a lavagem das laminas (3 vezes) com tampéo PBS, para
remocao de anticorpos e outros componentes da amostra que ndo se ligaram a reagdo; 5. Foi
adicionado, em cada demarcagdo das ldminas o conjugado fluorescente, que é soro
antigamaglobulina humana conjugado ao isotiocianato de fluoresceina; 6. As laminas foram
incubadas novamente em camara Umida, no escuro, durante 30 minutos; 7. Foi realizada a
lavagem das laminas (3 vezes) com tampédo PBS, para remog¢do do conjugado ndo ligado.
Finalmente, foram adicionadas algumas gotas de glicerina para cobrir a lamina com a
laminula e a leitura foi realizada com microscopio de fluorescéncia.

Nas amostras reagentes foi possivel visualizar em microscopia de fluorescéncia, a

emissao de luz verde-maca dos treponemas, exemplificado na Figura 11.

Figura 11 - Microscopia de fluorescéncia.

Legenda: Treponemas em laminas de FTA-Abs, resultado reagente. Fonte: Acervo pessoal, 2017.



32

3.1.6.2 Teste Rapido

Os testes rapidos utilizados no diagnostico da infeccdo pelo Treponema pallidum
baseiam-se na tecnologia de imunocromatografia de fluxo lateral, que permite a deteccdo dos
anticorpos especificos anti-T. pallidum no soro ou sangue total.

O Alere Sifilis contém uma membrana pré revestida com antigeno recombinante de
Treponema pallidum na regido teste (T). A mistura antigeno recombinante de Treponema
pallidum acrescida do conjugado com ouro coloidal, amostra do paciente e solugdo diluente,
migram cromatograficamente ao longo da membrana até a regido de teste (T) resultando no
surgimento de uma linha visivel decorrente da formacdo do complexo antigeno-anticorpo-
antigeno-ouro coloidal. A formacdo de uma linha visivel na regido de teste T indica a
presenca de anticorpos especificos (IgA, IgM e 1gG) na amostra do paciente, conforme Figura
12. Quando os anticorpos especificos contra o Treponema pallidum (IgA, IgM e IgG) estéo
ausentes na amostra, ndo aparece a linha na regiéo de teste (T).

Figura 12 - Dispositivos do Teste Rapido Alere Sifilis com resultado reagente

Fonte: Acervo pessoal, 2017.

A leitura dos testes rapidos foi realizada utilizando-se o seguinte pardmetro de
intensidade da linha Teste (T).
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Figura 13 - Parametros utilizados para avaliar a intensidade da linha teste (T)

Feagente Faagents  Feagante
Fraco  Muito Fraco Iac Feapente

Legenda: Reagente (3), Reagente fraco (2), Reagente muito fraco (1), Ndo Reagente (0). Fonte: Imagem
adaptada de Rudolf de Oliveira, R., 2017.

3.1.6.3 Quimiluminescéncia

O autoanalisador IMMULITE® Siemens 2000 é um equipamento de imunoensaio
destinado & determinacdo de analitos usando a técnica de quimiluminescéncia, ilustrada na
Figura 14. O equipamento utiliza uma fase solida que é composta, no caso do teste para sifilis,
por uma esfera de poliestireno revestida com uma camada de antigenos recombinantes
purificados de T. pallidum, e uma fase liquida. A esfera é dispensada hum tubo que funciona
como reservatorio da reagdo, local onde ocorre a lavagem, a incubacéo e a emissao de sinal de
leitura da reacdo. A esfera revestida com antigeno € incubada com a amostra contendo o
anticorpo que sera pesquisado. Apos a primeira lavagem é adicionado um antigeno especifico
marcado com fosfatase alcalina, formando-se um complexo em fase sdlida antigeno-
anticorpo-antigeno-enzima. Apos o periodo de incubacdo, a esfera é lavada vérias vezes por
rotacdo rapida sobre o seu eixo vertical, provocando a dispersdo do liquido pelas paredes do
tubo e deixando-a totalmente seca. O liquido é recolhido numa cAmara contida na unidade de
teste, para que ndo haja contato com a esfera. ApOs essa etapa, obtém-se uma separacao
eficiente da fase liquida e da fase sélida. Finalmente, adiciona-se & fase sdlida um substrato
quimiluminescente, que na presenca da fosfatase alcalina é transformado em produto cuja
concentracdo é proporcional & concentra¢do do anticorpo presente na amostra (PISCALHO,
2014).
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Figura 14 - llustracéo da reacéo de quimiluminescéncia

Fonte: Adaptado de Brasil, 2014.

3.1.7 Quantitativo de testes

Para este estudo foram utilizados kits comerciais de RPR, Teste rapido, FTA-Abs e

Quimiluminescéncia, o quantitativo esta descrito na Tabela 3.

Tabela 3 - Quantitativo de testes utilizados para andlise das amostras durante os 90 dias do estudo

Kit N° aliquotas Ciclos Diluicbes Total

RPR Wama 80R 12 6 5.760
TR Alere Sifilis 80 R 12 0 960
TR Alere Sifilis 20 NR 2 0 40
FTA-Abs Wama 80R 2 0 160
Immulite Syphilis 40R 2 0 80

Total 7.000

Fonte: Acervo pessoal, 2017.
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4 RESULTADOS

4.1 RESULTADOS OBTIDOS NA CARACTERIZAGCAO E RECARACTERIZAGCAO
DAS BOLSAS DE PLASMA

Tabela 4 - Resultados obtidos na caracterizacdo

Teste rapido R

FTA-Abs R

Bolsa 1 Quimiluminescéncia R
RPR 1/32
VDRL 1/16

Teste rapido R

FTA-Abs R

Bolsa 2 Quimiluminescéncia R
RPR 1/16
VDRL 1/8
Testerapido NR
FTA-Abs NR
Bolsa 3 Quimiluminescéncia NR
RPR NR
VDRL NR

Foi realizado o teste de VDRL para a amostra ndo reagente ap0s o0 processo de

desfibrinagdo, a qual permaneceu sem a presenga de cristais e manteve seu resultado ndo

reagente.



w
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Tabela 5 - Resultados obtidos na recaracterizacdo

VDRL 1/16 1/32 Teste Rapido R
“ VDRL 1/16 RPR 1/32 Teste Rapido R
m VDRL 1/16 RPR 1/32 Teste Rapido R
“ VDRL 1/16 RPR 1/32 Teste Rapido R
_ VDRL 1/8 RPR 1/16 Teste Rapido R
_ VDRL 1/8 RPR 1/16 Teste Rapido R
_ VDRL 1/8 RPR 1/16 Teste Rapido R
_ VDRL 1/8 RPR 1/16 Teste Rapido R
_ VDRL NR RPR NR Teste Rapido NR
_ VDRL NR RPR NR Teste Rapido NR
_ VDRL NR RPR NR Teste Rapido NR
_ VDRL NR RPR NR Teste Répido NR

4.2 RESULTADOS OBTIDOS EM ATE 90 DIAS EM DIFERENTES CONDICOES DE
ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

SN

2.1 FTA-Abs

O FTA-ADbs foi realizado durante dois ciclos do estudo, na primeira semana e
na décima segunda, para todas as amostras reagentes. Observou-se reatividade em
todas as amostras (Figura 15).

Figura 15 - Reatividade das aliquotas de todos os grupos no teste FTA-ABS

FTA-Abs
3
fo
Q
C
<@
b
a
52 —
E
(-
(1]
e
(O]
1
T
w
C
g
<
0
2-8 30 -20 20 BM -80
Temperatura de armazenamento

Legenda: A diferenca entre as cores das colunas indica, respectivamente, a primeira semana de testagem (cor
clara) e décima segunda semana de testagem (cor escura). Fonte: Acervo pessoal, 2017.
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Teste R4pido

Os testes réapidos foram realizados nos 12 ciclos de testagem do estudo.
Observou-se a manutencdo da reatividade em todas as amostras da bolsa 1 (Figura 16).
Nas amostras da bolsa 2, foi observado o decaimento da reatividade apenas nas
amostras acondicionadas na temperatura de 30°C no udltimo ciclo de testagem (Figura

17). A bolsa 3 manteve-se ndo reagente (Figura 17).

Figura 16 - Reatividade das amostras da Bolsa 1 no Teste Rapido

TR - Bolsa 1

Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

M2a8 W30 m-20 m-20BM m-80

Fonte: Acervo pessoal, 2017.



38

Figura 17 - Reatividade das amostras da Bolsa 2 no Teste Rapido

TR - Bolsa 2
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Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
H2a8 W30 m-20 m-20BM m-80
Fonte: Acervo pessoal, 2017.
Figura 18 - Reatividade das amostras da Bolsa Nao Reagente no Teste Rapido
TR - Bolsa 3
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Legenda: A diferenca entre as cores das colunas indica, respectivamente, a primeira semana de testagem (cor
clara) e décima segunda semana de testagem (cor escura). Fonte: Acervo pessoal, 2017.

4.2.3 Quimiluminescéncia

Foram admitidos os seguintes valores para interpretagdo dos resultados do teste
automatizado Sifilis IMMULITE Siemens: N&o reagente index <0,9; indeterminado index
entre 0,9-1,1; Reagente index >1,1.



Tabela 6 - Resultados qualitativos obtidos na Quimiluminescéncia para Sifilis
Semana Semana

Temperatura Amostra

1 12

BM -20° B1 PSA R R
BM -20° B1 SSA R R
BM -20° B1 PCA R R
BM -20° B1 SCA R R
BM -20° B2 PSA R R
BM -20° B2 SSA R R
BM -20° B2 PCA R R
BM -20° B2 SCA R R
2-8°C B1 PSA R R
2-8°C B1 SSA R R
2-8°C B1 PCA R R
2-8°C B1 SCA R R
2-8°C B2 PSA R R
2-8°C B2 SSA R R
2-8°C B2 PCA R R
2-8°C B2 SCA R R
30°C B1 PSA R R
30°C B1 SSA R R
30°C B1 PCA R R
30°C B1 SCA R R
30°C B2 PSA R R
30°C B2 SSA R R
30°C B2 PCA R R
30°C B2 SCA R R
80°C B1 PSA R R
80°C B1 SSA R R
80°C B1 PCA R R
80°C B1 SCA R R
80°C B2 PSA R R
80°C B2 SSA R R
80°C B2 PCA R R
80°C B2 SCA R R
-20 B1 PSA R R
-20 B1 SSA R R
-20 B1 PCA R R
-20 B1 SCA R R
-20 B2 PSA R R
-20 B2 SSA R R
-20 B2 PCA R R
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-20 B2 SCA R R
Legenda Tabela 6. B1: Bolsa 1, B2: Bolsa 2, PSA: Plasma sem azida; SSA: Soro sem azida; PCA: Plasma com
azida; SCA: Soro com azida, R: Reagente. Fonte: Acervo pessoal, 2017.

424 RPR

Na recaracterizacdo realizada apds o processo de desfibrinaco, os titulos no teste de
RPR das amostras permaneceram iguais aos da caracterizacdo das bolsas (B1 — 1:32 e B2 —
1:16) e foram adotados como referéncia para avaliar o desempenho das aliquotas desafiadas
em diferentes temperaturas. A seguir estdo apresentados os resultados das aliquotas testadas
no teste RPR apds conservacdo em -80°C (Figuras 19 e 20), -20°C (Figuras 21 e 22), -20°C
Descongeladas em banho maria 37°C (Figuras 23 e 24), 2-8°C (Figuras 25 e 26) e 30°C
(Figuras 27 e 28) durante os 12 ciclos de testagem.
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Tabela 7 - Resultados iniciais e finais dos titulos do RPR por grupo e temperatura
Bl B2 Bl B2 B120°C B220°C Bl2- B22- Bl B2

80°C 80°C 20°C 20°C BM BM 8°C  8°C 30°C 30°C
Gl 32/32 16/4 32/32 16/8 32/32 16/8 32/32  16/4 32/16  8/2
G2 64/32 8/4 32/32 8/8 32/64 16/8 32/32  16/4 32/32  8/4
G3 16/32 8/4 64/32 8/8 32/64 16/16  32/32  8/4  32/16  4/2
G4 32/32 8/4 64/64 16/32 32/64 16/32 32/32  8/4 16/16  4/2

Legenda: Valor inicial RPR/Valor final RPR. Fonte: Acervo Pessoal, 2017.

4.3 ALTERACOES DAS ALIQUOTAS

No decorrer do estudo foram observadas alteragdes em algumas aliquotas, como o
aparecimento de fungos, codgulos e grumos.

Figura 19 - Presenca de fungos nas amostras de soro decorrente das condicfes de armazenamento

Legenda: Presenca de fungos nas amostras de soro sem azida de sddio acondicionadas em 30°C. Fonte: Acervo
pessoal, 2017.

Figura 20 - Presenca de coagulo na amostra de plasma

Legenda: Coagulo nas amostras de plasma com azida de sodio da condigdo 2-8C°, ap6s 6 semanas de incubagéo
Fonte: Acervo pessoal, 2017.
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Nas aliquotas de plasma armazenadas em -20°C e -80°C (com e sem azida de s6dio)
foi observada a presenca de pequenos grumos no final do estudo;
As aliquotas armazenadas em -20°C e descongeladas em banho maria 37°C ndo

apresentaram grumos ou coagulos.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo foi analisada a presenca de anticorpos nas amostras selecionadas, sendo
esses utilizados para fins de diagndstico e monitoramento do tratamento da sifilis. Embora
tenhamos poucas informacdes clinicas das amostras utilizadas, sabe-se que se trata de sifilis
secundaria, e por isso, admite-se que 0s anticorpos sejam majoritariamente da classe 1gG. Os
anticorpos lgG sdo moléculas compostas por dois diferentes tipos de cadeias polipeptidicas e
possuem peso molecular de aproximadamente 150 kDa. Cada uma das moléculas de IgG é
constituida por duas cadeias pesadas e duas cadeias leves. Uma das cadeias possui
aproximadamente 50 kDa (denominada cadeia pesada), e outra de 25 kDa (cadeia leve). As
cadeias pesadas sdo ligadas umas as outras por ligacGes dissulfidicas, e cada cadeia pesada
também ¢é ligada a uma cadeia leve por ligacdes dissulfidicas. Na molécula de
imunoglobulina, as duas cadeias pesadas e as duas cadeias leves sdo iguais, 0 que confere a
molécula de anticorpo dois sitios idénticos de ligacdo ao antigeno, proporcionando a
capacidade de ligar-se simultaneamente a duas estruturas idénticas (MURPHY; TRAVERS,;
WALPORT, 2010).

Os anticorpos podem ser desnaturados em varias condi¢Ges. Essas condi¢Bes incluem
mudancas de temperatura e diferentes estagios de processamento. O presente estudo teve em
seus objetivos, avaliar a possivel desnaturacdo dos anticorpos anti-Treponema pallidum e
anticorpos ndo-treponémicos (anticardiolipinicos) pesquisados nos testes para diagnéstico da
sifilis. Segundo Wang e colaboradores (2007), em compara¢do com outras proteinas, 0s
anticorpos parecem ser mais resistentes ao estresse térmico, porém, podem ocorrer agregados
de anticorpos, os quais sdo a manifestacdo mais comum de instabilidade fisica. Os agregados
podem se formar facilmente no estado liquido e solido sob diferentes condi¢des. Os agregados
sdo, frequentemente, consequéncias de intera¢fes proteina-proteina, um processo influenciado
pela taxa de difusdo e restricbes geométricas nos sitios de interacdo. Temperatura, pH,
viscosidade, forca idnica, mudanca na concentracdo de proteinas, ciclos de congelamento e
descongelamento, agitacdo, longo tempo de armazenamento, entre outros fatores influenciam
significantemente a taxa de agregacao.

Alguns autores acreditam que baixas temperaturas reduzem a interagdo hidrofébica, a
qual é a maior forca no dobramento proteico. Em baixas temperaturas, as regibes dos
anticorpos tornam-se mais expostas ao solvente e levam ao aumento da interagdo hidrofébica

intermolecular, causando agregagdo. Em estreita relagdo com o efeito de baixa temperatura,
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processos de congelamento e descongelamento frequentemente induzem agregacdo de
proteinas, mas esse processo € reversivel (WANG et al., 2007). Esse fato pode explicar a
oscilagdo nos titulos encontrados nos testes de RPR, observada durante o estudo, conforme
Figuras 19 a 28.

Embora os testes ndo-treponémicos apresentem semelhancas em sua especificidade e
sensibilidade, esses testes podem apresentar reatividade diferente em relagdo a uma mesma
amostra (é admitida variacdo de mais ou menos um titulo), pois suas diferentes suspensdes
antigénicas sdo constituidas por micelas decorrentes de arranjo aleatério dos componentes do
antigeno (cardiolipina, colesterol e lecitina) (BRASIL, 2015). A estrutura micelar € mantida
por forcas i0nicas relativamente fracas, o que pode ser explicado pelo pequeno tempo de
duracdo do antigeno classico de VDRL que ndo utiliza conservante. A degradacdo das micelas
é sentida pela diminuicdo da reatividade de amostras com titulos conhecidos. No caso dos
antigenos prontos para uso, como 0 RPR, hd adicdo de conservante (estabilizante das
micelas), porém da mesma forma, pode-se observar diminuicdo da reatividade se um antigeno
é submetido a procedimentos de oscilacdo de temperatura (armazenamento em geladeira,
aquecimento a temperatura ambiente para os testes). Este tipo de variagdo ndo foi motivo de
observacdo no presente estudo, porém uma mesma suspensdo antigénica pode ter sido
utilizada totalmente em um dia de testes enquanto outra (embora do mesmo lote) pode ter sido
utilizada por varias semanas e influido na variacéo da reatividade. A leitura dos resultados dos
testes n@o-treponémicos deste estudo foram realizados apenas pela autora, e nos casos de
davida por mais dois observadores, neste caso acredita-se em pouca interferéncia
subjetividade da leitura desses testes para explicar a variabilidade de titulos em algumas
amostras.

E possivel visualizar na Tabela 7 os valores iniciais e finais dos titulos dos anticorpos
ndo-treponémicos observados no teste RPR. Adotando o critério de aceitabilidade de uma
dilui¢do do titulo para mais e uma diluigdo do titulo para menos, nas amostras da B1 (titulo da
caracterizacdo 1:32), aceitou-se a variacdo entre os titulos de 1:16 e 1:64, para a B2 (titulo da
caracterizacdo 1:16) aceitou-se a variagdo entre 1:8 e 1:32. Dessa forma, todos os titulos
observados na bolsa 1 estdo de acordo com o critério de aceitabilidade adotado, portanto, ndo
demonstraram alteracgdes significativas no final do estudo.

Brey e colaboradores (1994) realizaram um estudo para verificar a imunorreatividade
dos anticorpos anticardiolipinicos apo6s ciclos de congelamento e descongelamento e no
estudo foi observado que os niveis de IgG e IgM comecaram a cair no terceiro ciclo de

congelamento e descongelamento, mas foi observada uma maior significancia estatistica no
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decaimento da reatividade apenas para 0s anticorpos anticardiolipinicos 1gG. Por outro lado,
estudo realizado por Castro e Jost (2013) avaliou os efeitos de 10 ciclos consecutivos de
congelamento e descongelamento em oito amostras, utilizando um teste treponémico (ELISA)
e um teste ndo-treponémico (RPR). Seis das oito amostras de soro demonstraram reducgéo de
uma dilui¢do no titulo do anticorpo no RPR, e duas amostras mantiveram o titulo original.
Todas as amostras continuaram reagentes até o final do estudo. Isso demonstra que o
armazenamento de soro reagente para sifilis pode resistir a multiplos ciclos de congelamento e
descongelamento sem afetar o seu uso como um marcador soroldgico confidvel. Soro
congelado é uma importante fonte de material biol6gico para avaliagdo de ensaios soroldgicos
e na maioria dos casos, amostras congeladas sdo abundantes e disponiveis, mas comumente
armazenadas sem planejamento para seu uso futuro. Alguns pesquisadores fazem aliquotas
das amostras com o propdsito de prevenir ciclos repetidos de congelamento e
descongelamento e preservar a estabilidade do anticorpo. No entanto, em muitos laboratérios,
essa préatica ndo é realizada pela falta de espacos suficientes em freezer.

Os resultados dos titulos observados na bolsa 2, apresentaram oscilagdo maior do que
um titulo para mais ou para menos, demonstrando que a variabilidade no titulo pode ser
ocasionada por algum fator intrinseco da amostra, pois essas alteraces foram observadas nos
quatro grupos do estudo e ndo foram observadas na bolsa 1. Para a bolsa 2 apenas as aliquotas
armazenadas em -20°C, descongeladas em temperatura ambiente e descongeladas em banho
maria, apresentaram os titulos dentro do critério de aceitabilidade, sugerindo uma condicdo
6tima de armazenamento das amostras, a qual provavelmente desfavorece a agregacédo dos
anticorpos. Dessa forma, houve um declinio na reatividade dos anticorpos anticardiolipinicos
apos repetidos ciclos de congelamento e descongelamento.

Para verificar possivel interferéncia de outros fatores que pudessem justificar a
diferenca de comportamento entre as amostras das bolsas 1 e 2, foi realizada a dosagem de
triglicerideos nas amostras. Os resultados apontaram os valores de 48mg/dL para a B1 no
plasma e valor abaixo do limite de detec¢do no soro. J& para a B2, foram dosados 176 mg/dL
no plasma e 40 mg/dL no soro. A presenca de triglicerideos elevados pode ter influenciado a
obtencéo de titulos fora da variagdo admitida na bolsa 2, visto que os testes ndo-treponémicos
de RPR detectam anticorpos anticardiolipinicos.

No teste rapido (treponémico) foi observada a manutencdo da reatividade de todas as
amostras tratadas da B1, durante todo o periodo do estudo. No caso da B2, na 122 semana de
testagem e apenas na temperatura de 30°C, observou-se o decaimento da reatividade das
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aliquotas. Supbe-se que esse comportamento se deva a influéncia da temperatura alta, a qual
ndo € recomendada para a conservacdo de amostras biolégicas pois é adotada como
temperatura Otima para reacdes enzimaticas e crescimento microbiano. No caso da bolsa 1,
esse comportamento ndo foi observado no periodo de estudo.

Os resultados obtidos no teste treponémico FTA-Abs, demonstraram que as amostras
se mantiveram reativas até o final do estudo, conforme a figura 15. Isso demonstra a
estabilidade dos anticorpos anti-T. pallidum, que mesmo sob diferentes condi¢fes de
temperatura e de tratamento das amostras, se mantiveram reativos até 90 dias apds o inicio da
manipulagdo da aliquota. Diferente do observado para os testes rapidos, ndo foram observadas
reducdes na reatividade do teste FTA-Abs em nenhuma das temperaturas de armazenamento
das amostras. Por motivos econémicos, o teste de quimiluminescéncia foi realizado apenas
duas vezes (inicio e fim do periodo do estudo), e na décima segunda semana manteve a
mesma reatividade da primeira semana.

De acordo com Abcam (2017), para prevenir contaminagdo microbiana em solucdes
contendo anticorpos para utilizacdo in vitro, a azida de sddio pode ser adicionada em
concentragdes de 0,02%-0,05%. Em bulas provenientes de kits para sorologia, como a bula do
RPR Wama, a concentracdo de azida de sddio utilizada nos controles é de 0,095%. No
presente estudo foi adotada concentracdo de 0,1% de azida de sddio 1M, com a finalidade de
evitar possiveis erros de pesagem devido ao pequeno volume utilizado.

Na Figura 29 podemos observar o aparecimento de fungos nas amostras de soro sem
azida de sodio acondicionadas na temperatura de 30°C; esse fenbmeno ocorreu nas duas
bolsas e comecou a ser detectado a partir da quinta semana do estudo, porém, ndo foi
observado nas amostras de soro com azida de sodio. Isso confirma a utilidade da azida de
sodio como conservante de soro e plasma sem alteragdo do padréo de reatividade da amostra,
visto que a temperatura de 30°C é propicia para o crescimento de microrganismos. Foi
observado a auséncia de fungos nas amostras de plasma das bolsas 1 e 2 sem azida de sodio.
SupBe-se que isso pode ter ocorrido devido a presenca prévia de conservantes no plasma
(CPDA-1), e que podem ter evitado o crescimento de fungos e bactérias nessa amostra. O
processo de desfibrinacdo envolve muitas etapas com sedimentagdo e precipitacdo que
removem diversos componentes da amostra, como observado na diferenca da dosagem de
triglicerideos no plasma e no soro. Na desfibrinacdo os conservantes oriundos do plasma
podem ter sido retirados.

Na figura 30 é possivel verificar a presenga de um coagulo nos tubos contendo plasma

das duas bolsas utilizadas, esse fendmeno ocorreu nas amostras acondicionadas nas
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temperaturas de 2-8°C e de -20°C descongeladas em temperatura ambiente, e foi observado a
partir da sexta semana de testagem. Esses pequenos “coagulos” podem ser depdsitos de
fibrinas e sdo observados em plasma congelado e descongelado.

A ja relatada influéncia da precipitacdo de fibrina em amostras de plasma congeladas
as torna ndo recomendadas para a utilizagcdo em painéis de controle de qualidade. Além disso,
no caso do diagnostico soroldgico da sifilis alguns métodos ndo admitem plasma como
amostra. Essas limitagdes implicam grandemente em programas de garantia da qualidade de
testes diagnosticos, uma vez que o plasma (proveniente de bolsas de sangue doadas) é o modo
mais facil obtencdo de amostras reativas em grandes volumes. Neste estudo foi demonstrado
que o processo de desfibrinacdo de plasma com trombina e cloreto de célcio € totalmente
eficiente resultando em completa coagulacdo da amostra, apresentado na Figura 3. Com a
pequena modificacdo ao protocolo de Castro e colaboradores (2002) de adigdo de uma etapa
extra de centrifugacdo ao final do processo, ndo ha presenca de cristais provenientes de
residuos de Kaolin nas amostras, que poderiam interferir na leitura dos resultados dos testes
ndo-treponémicos.

Dessa forma, recomenda-se a realizacdo da desfibrinagdo, visto que no estudo néo
foram observadas diferencas nos resultados entre as amostras de plasma e soro apos esse
processo. A adicdo da azida de sodio é necessaria para evitar o crescimento microbiano nas

amostras.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho teve como um dos objetivos induzir diferentes condi¢bes que
podem existir em uma rotina de laboratério sobre amostras de plasma e amostras de plasma
desfibrinado (soro) reagentes e ndo reagentes para sifilis, manipulando uma mesma aliquota
durante 90 dias, retirando-a de uma determinada condicéo, utilizando-a, e devolvendo-a para
seu local de armazenamento, totalizando 12 ciclos, um a cada semana. Foi possivel observar
que todas as amostras que mantiveram suas caracteristicas originais foram armazenadas em
temperatura de -20°C, mesmo sendo manipuladas diversas vezes e sofrendo ciclos de
congelamento e descongelamento, além de ndo terem sido observadas diferencas importantes
entre os grupos (G1, G2, G3 e G4) das amostras.

A adig8o de azida de s6dio como conservante nas amostras ndo resultou em diferengas
nos resultados dos testes realizados, no entanto, sua utilizagdo foi de extrema importancia na
prevencdo do crescimento microbiano em amostras desfibrinadas, além disso, apds o processo
de desfibrinagéo, ndo foram observados cristais precipitados nas amostras.

O descongelamento em banho maria 37°C se enquadra como uma solugéo rapida para
descongelar amostras, visto que nesse estudo ndo foram observadas diferencas entre essa
forma de descongelar as aliquotas em comparacdo com o descongelamento em temperatura
ambiente (20-26°C).

O comportamento dos anticorpos treponémicos e nao-treponémicos apresentou-se
diferente, no qual os anticorpos treponémicos mantiveram se reativos até o final do estudo e
0s anticorpos ndo-treponémicos apresentaram variaces nos titulos, demostrando
instabilidade. Dessa forma, deve-se estudar as caracteristicas das bolsas de plasma antes de
seleciona-las para producgdo de painéis de controle da qualidade, pois neste estudo observamos
possivel interferéncia de caracteristicas intrinsecas das amostras na variabilidade dos titulos
nos testes ndo-treponémicos. Os dados deste estudo somados a uma caracterizagéo eficiente
das amostras selecionadas dao suporte para a producdo de painéis de controle da qualidade

confidveis e estaveis.
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