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RESUMO

Lemos EA. Industrializagdo e avaliagdo do método de Western blotting -
WB Tp-IgG - como confirmatério na sorologia da sfifilis [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2007. 134 p.

A sifilis adquirida e a congénita continuam aumentando e preocupando
as autoridades sanitarias do mundo, ao verem que as metas estabelecidas
para o seu controle estdo longe de serem atingidas. Apesar dos esforgos
feitos na descoberta de novas ferramentas para o diagnodstico e
monitoramento da sifilis, vemos um despreparo muito grande, principalmente
entre os laboratoristas, em processar corretamente os reagentes disponiveis
e melhor selecionar aqueles que apresentem qualidade para serem usados
na rotina do laboratério. O que constatamos neste estudo € um espelho da
realidade do diagnostico da sifilis e mostra a dificuldade que os clinicos
enfrentam ao receberem um laudo do laboratério. Trabalhando em
colaboragcdo com diferentes servicos e grupos de pesquisa, selecionamos
aqueles que trabalhavam com: gestantes atendidas no pré-natal, doadores
de sangue, pacientes infectados pelo HIV e pacientes de laboratério clinico e
fizemos um estudo critico da sorologia utilizada em cada servigo.
Verificamos discrepancia dos resultados obtidos nos testes nao-
treponémicos VDRL e RPR, principalmente entre os soros de baixa
reatividade, e nos treponémicos FTA-abs, TPHA e ELISA. Decidimos aplicar
o método de Western blotting e analisar o seu comportamento em todas as
amostras de soros ensaiadas. Para obteng¢ao de resultados reprodutiveis,
fizemos a industrializagdo do método e formatamos um reagente na forma
de um kit diagnostico, WB Tp-IgG, que pudesse ser facilmente utilizado e
interpretado. Os resultados obtidos mostraram que o WB Tp-IgG pode ser
utiizado como meétodo confirmatério da sifilis, substituindo o FTA-abs,
tradicionalmente recomendado para essa finalidade e que pudesse fazer
parte de uma proposta de algoritmo para o diagnostico soroldgico da sifilis.

Descritores: 1.Western blotting 2. Sifilis/diagndstico 3.Sorologia/métodos

4 .Biotecnologia 5.Algoritmos 6.Kit de reagentes para diagnostico



SUMMARY

Lemos EA. Industrialization and evaluation of Western blotting method -
WB Tp-IgG - as confirmatory for syphilis serology [thesis]. S&o Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2007. 134 p.

Acquired and congenital syphilis have been increased and worried the
worldwide health authorities, mainly because the WHO targets for syphilis
control are far from to be held. Much effort had been made for development
of new tools to be used in syphilis diagnosis and following up, however we
noticed a lack of ability of laboratory workers in the correctly choosing and
using the reagents in laboratory routine. In this study what we observed were
the reality of syphilis diagnosis and the difficulties that physicians have in
how to procedure when they received the results from the laboratory.
Working in collaboration with different settings and research groups we
choose some of them that attend pregnant women, blood donors, HIV
patients and patients from clinical laboratory. With these group individuals we
made a critical study of the serology methods used in each one. We verified
high level of discordant results between nontreponemal tests VDRL and
RPR, mainly in serum samples with low reactivity and between treponemal
tests FTA-abs, TPHA and ELISA, in all services. To obtain reproducibility of
the results we made the industrialization of the method and set up a reagent
as a kit diagnosis, easily to performer. Appling the western blotting method
we evaluated the performance of the test in all sera samples assayed. The
results showed that the WB Tp-IgG can be useful as confirmatory test for
syphilis, replacing FTA-abs, traditionally recommended for this and that could

be included in algorithm propose for serological diagnosis of syphilis.

Descriptors: 1.Western blotting 2. Syphilis/diagnosis 3.Serology/methods
4.Biotechnology 5.Algorithms 6.Reagent kits diagnostic



1. INTRODUGAO



Sifilis, doenca infecciosa crénica tem acometido o mundo durante
séculos constituindo-se ainda hoje um problema de saude publica, é
transmitida normalmente por contato sexual, de mae para filho e
ocasionalmente por transfusao de sangue e derivados.

Existem poucas explicagbes para a n&do erradicagao da patologia, uma
vez que testes sensiveis e baratos foram desenvolvidos para o diagnéstico e
monitoramento de casos, pouca ou nenhuma resisténcia ao antibidtico
convencional foi detectada e o patégeno é incapaz de se adaptar a
reservatorios animais.

Por ser uma doenca social, atinge principalmente grupos populacionais
marginalizados tendo na miséria e ignorancia seus maiores difusores.

Foi estimado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) que 12
milhdes de novos casos de sifilis ocorrem todo o ano, 90% dos quais em
paises em desenvolvimento (WHO/HIV AIDS/2001.02) e outras 50 milhdes
de pessoas necessitam de tratamento e acompanhamento.

A doencga tem duracgao prolongada, quando nao tratada, com pequena
proporcdo de mortes/ano, devido a complicagdbes neuroldgicas ou
cardiovasculares. Entretanto, a morbidade nao inclui somente o impacto da
doenga, mas é amplificada em consequéncia de sua transmissao vertical e
por contribuir sinergicamente para o risco de se adquirir a infec¢ao pelo virus
da imunodeficiéncia humana (Peeling e Hook, 2006).

A sifilis na adolescéncia tem aumentado significativamente nos paises
em desenvolvimento o que contribui na elevagdo dos indices da doenga

congénita. Criangas e adolescentes gravidas dificiimente tém acesso a rede



hospitalar o que limita o diagndstico e a prevencao de doengas sexualmente
transmissiveis (DSTSs).

Para paises em desenvolvimento a OMS possui um programa que tem
entre suas prioridades implementar a triagem e o tratamento da sifilis em
mulheres gravidas, com o intuito de minimizar a doenga congénita e suas
consequéncias. No entanto, entende-se que 0 sucesso desse programa
depende da descentralizagdo dos servigos de triagem em centros de saude
de atendimento primario, possibilitando a mulher, em uma unica visita,
receber avaliagao clinica e laboratorial e se necessario o tratamento. Um
modelo de descentralizacdo realizado com sucesso no Haiti, com
colaboragdo de organismos nao governamentais, reduziu em 75% a
incidéncia de doenca congénita, depois de dois anos (Fitzgerald, et al.,
2003). Uma das oito “Metas para o Desenvolvimento do Milénio” (Millennium
Development Goals) proposta para serem alcangadas até 2015, tem como
objetivo a reducdo em 2/3 de mortalidade infantil entre criangas menores de
cinco anos. Essa meta pode ser atingida se forem introduzidos ao programa
de triagem e tratamento da infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), servicos de prevencao de doencgas sexualmente transmissiveis, da
tuberculose e o planejamento familiar. Os custos dessa adicdo seriam
pequenos e os beneficios imensuraveis (Travis, et al., 2004).

O Ministério da Saude do Brasil (MS) é signatario de acordo
internacional que busca controlar e erradicar a sifilis, principalmente a
congénita. Para isso deve-se observar a correta forma de tratamento dos

pacientes, a plena integragao de atividades de controle e prevengado com



outros programas de saude, o desenvolvimento de sistemas de vigilancia
locais ativos e a interrupcdo da cadeia de transmissédo (diagnostico e
tratamento adequados). Outro ponto de vigilancia € o aconselhamento e
orientacdo de pacientes com DSTs, nesse sentido o MS vem implantando a
“abordagem sindrémica” aos pacientes, visando aumentar a sensibilidade no
diagnostico e tratamento dessas doengas, 0 que resultara em maior impacto
na reducao das mesmas (SVS/MS, 2005).

Estudos epidemiolégicos mostraram que a historia das doengas
sexualmente transmissiveis (DSTs) esta associada com o aumento de 3 a 5
vezes do risco de se contrair o virus do HIV, tanto entre homossexuais como
heterossexuais, o que pode ser atribuido aos habitos sexuais dessas
populagdes e principalmente a presenca de ulceras genitais e inflamacgdes
(Bolan, 1998). A interacao sifilis-HIV pode causar a aceleracdo da histéria
natural de cada infecgao. A sifilis no paciente HIV pode apresentar-se com
alteragdes de manifestacdes clinicas, laboratoriais, risco de complicacgoes,
diminuigao da resposta a terapia, necessidade de alteragbes de dosagem ou
duracao de tratamentos requeridos para a cura da doencga (Lynn e Lightman,

2004).

1.1. Aspectos epidemiologicos

Nos Estados Unidos, o programa nacional para controle e eliminagao

da sifilis, iniciado nos anos 90 reduziu os indices da infeccdo aos mais

baixos niveis, chegando-se a prevaléncia de cindo (5) individuos infectados



a cada 100.000 habitantes (CDC, 2002). No entanto, esse quadro tem
mudado, com recrudescimento da sifilis em paises desenvolvidos como
Irlanda, Alemanha e cidades americanas, de San Francisco e Los Angeles,
em grupos com comportamento de risco, como homens que fazem sexo com
homens (HSH) e profissionais do sexo (Hopkins, et al., 2004; Marcus, et al.,
2005, Dilley, et al., 2004). Nos EUA, em 2004 houve aumento de 11,2% dos
casos de sifilis primaria que passaram de 7.177 em 2003 para 7980 (CDC,
2004).

Em paises que passaram por fortes mudangas sociais, tais como a
Russia e o leste Europeu, o ressurgimento da sifilis alcangou proporcdes
epidémicas com niveis em 1996 que excederam os 900 casos para cada
100.000 habitantes, entre homens e mulheres com idade entre 20 e 29 anos,
contribuindo para o agravamento no desenvolvimento de epidemias de HIV
(Tichonova, et al.,, 1997). Na América do Norte e Oeste Europeu, a
epidemiologia da sifilis mudou, tornando-se desproporcionalmente comum
entre minorias populacionais, como homossexuais e usuarios de drogas
(Peeling e Hook, 2006). As razbes para essa mudancga de perfil sdo muito
complexas, mas podem ser destacadas: a migracdo de pessoas de paises
onde a doenga € mais prevalente, mistura populacional, mudanga nos
habitos de risco incluindo o uso da internet para conhecer parceiros, 0 uso
de drogas de recreacao e a redugado de praticas seguras de sexo entre
homens homossexuais (Lynn e Lightman, 2004).

Dos 12 milhdes de novos casos de sifilis que ocorrem anualmente no

mundo, quase dois tercos estdo distribuidos na Africa Subsaariana (em



paises como Quénia, Malawi, Africa do Sul, Zambia, Zimbabue,
Mogambique), sul e sudoeste da Asia. E cerca de 3 milhdes na América do
Sul e Central (WHO/HIV AIDS/2001.02).

Os dados de prevaléncia nos tropicos mostram que a sifilis, conforme a
regido € a segunda ou terceira causa de ulcera genital (outras s&o o cancro
mole e herpes genital) (Goh, 2005).

A sifilis congénita continua sendo a principal causa de morte perinatal e
neonatal em muitos paises em desenvolvimento, onde exame pré-natal e
tratamento ndo sdo realizados efetivamente (Schimid, 2004). Na Africa Sub-
Saariana foi identificado que 17% das mulheres possuem um teste positivo
para sifilis durante o pré-natal e que a porcentagem de co-infectadas com
HIV é bastante elevada. Verificou-se que o diagndstico da sifilis faz parte de
uma rotina em 17 desses 22 (73%) paises, mas a cobertura clinica e
laboratorial foi para apenas 38% das mulheres gravidas (Watson-Jones, et
al., 2002).

No Brasil, em 2003, estimaram-se 843.300 casos de sifilis. Ndo sendo
doenga de notificagdo compulséria, os estudos epidemiolégicos sao
realizados em servicos que atendem DSTs ou grupos selecionados como
gestantes, soldados, prisioneiros, etc. (Ministério da Saude, 2005; Codes, et
al., 2006; Szwarcwald, et al., 2005). A sifilis congénita é reflexo da incidéncia
de sifilis adquirida nos adultos. No Brasil, apenas a sifilis congénita é de
notificagdo compulséria (Portaria n° 542, 22/12/86, D.O.U. 24/12/86).
Trabalhos apontam média de 4% de positividade em teste ndo-treponémico

em gestantes atendidas em servigos publicos e prevaléncia de sifilis de 1,6%



em parturientes no Brasil em 2004 (Programa Nacional de DST/Aids, 2004).
No estado de Sao Paulo os dados preliminares de um estudo sentinela em
maternidades apontam para a prevaléncia de 1,6% (Boletim Epidemioldgico,
2005).

Os casos registrados de sifilis congénita entre 1998 e 2004 foram no

total de 24.448 (SVS/MS 1999; SVS/MS, 2005).

1.2. Agente etiologico

A sifilis € causada por Treponema pallidum subespécie pallidum. O
género  Treponema pertence a ordem Spirochaetales, familia
Spirochaetaceae onde se classificam bactérias patogénicas de formato
espiral. Desde o seu isolamento, em 1912, de liquido cefalorraquiano, T.
pallidum, cepa Nichols vem sendo mantido e propagado por passagens
seriadas em testiculos de coelhos.

E uma bactéria de formato helicoidal (com 10 a 20 voltas), medindo
cerca de 6 a 20um de comprimento e apenas 0,10 a 0,18um de didmetro. A
microscopia eletrénica, observa-se que possui um corpo procaridtico
envolvido por duas estruturas membranosas (membrana citoplasmatica e
membrana externa), entre as quais se enrola um filamento helicoidal de
estrutura fibrilar inserido em granulos citoplasmaticos nas extremidades do
microrganismo, denominado filamento axial (endoflagelo) responsavel por

sua locomocgéo (Norris, et al., 1993).



A pequena diferenca de densidade entre o corpo e a parede de T.
pallidum faz com que seja prejudicada sua visualizacdo a luz direta do
microscopio. Cora-se fracamente, dai o nome palido, do latim pallidum.
(Alvelleira e Bottino, 2006).

Sua natureza fastidiosa e lento crescimento indicaram haver limitagcoes
metabdlicas e exigéncias ainda nao identificaveis de produtos do hospedeiro
para seu desenvolvimento. Entre as dificuldades encontradas para estudar
essa bactéria temos: T. pallidum ndo pode ser mantido em cultura celular
continua com células epiteliais de coelho ‘“in vitro”, a microaerofilia,
temperatura controlada entre 33 — 35°C, longo tempo de multiplicagao (30 a
33 horas), baixo rendimento e pouca flexibilidade de manipulagdo. Dessa
forma, o estudo da patogenia fica restrito a poucas passagens ‘in vitro”
(Fieldsteel et al., 1982) e a estudos em modelo animal (coelho), onde se
verifica a interacdo do hospedeiro — patégeno. No entanto, apresenta como
dificuldade o fato do coelho, quando infectado, desenvolver apenas estagios
semelhantes a sifilis primaria e infeccdo disseminada. Os estagios tardios da
doenga nunca foram documentados em modelo animal (Stamm, 1999).
Apesar dessas enormes deficiéncias nas ferramentas de pesquisa, a
aplicagao de modernas técnicas moleculares e imunolégicas tem fornecido
informagdes sobre a biologia de T. pallidum e a imunopatogénese da sifilis
venérea (Salazar, et al., 2002).

Estudos para a identificagdo de polipeptideos de T. pallidum
comecgaram em 1975 e sua completa sequéncia genémica foi publicada em

1998. O genoma de T. pallidum &€ um cromossomo circular de 1.138.006 bp



pares de base (bp), contendo 1041 OFRs fases de leitura abertas (“opens
read frames - ORFs”) constituindo-se em um genoma bacteriano
relativamente pequeno. Esses dados reforcam a hipotese de que o T.
pallidum utiliza mecanismos de biossintense do hospedeiro para suprir suas
necessidades metabdlicas (Fraser, et al., 1998). Desses ORFs 55%
possuem sua funcdo bioldgica definida, 17% mostram homologia com
proteinas de bactérias de outras espécies e 28% ainda nao tiveram sua
funcao caracterizada. Presume-se que entre estas ultimas proteinas estejam
aquelas que sao responsaveis pela complexa estratégia de evasédo da
resposta imune do hospedeiro, grandes periodos de laténcia e a
caracteristica unica de ser neuro-invasor e propenso a infecgdo congénita
(Peeling e Hook, 2006).

O grande desenvolvimento nos estudos de identificagdo de
polipeptideos de T. pallidum, novas descobertas dos processos fisiologicos e
bioquimicos poderao facilitar aos pesquisadores a criagao e interpretagao de
novos modelos de diagnostico e possiveis alvos para vacinas, langando luz
sobre a patogénese e manifestacdes clinicas da sifilis (Norris e Weinstock,

2000).

1.21. Antigenos imunodominantes de Treponema pallidum

A nomenclatura atual definindo polipeptideos de T. pallidum foi
padronizada em 1985 na reunido “Treponemal Phatogenesis and Immunity”
realizada em Los Angeles. Assim, foi estabelecido o prefixo TpN (para T.

pallidum, cepa Nichols) seguido da Mr (massa molecular relativa baseada
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nos resultados de SDS-PAGE) e se necessario uma letra para distinguir

peptideos com Mrs similares (Norris, et al., 1987).

Ampla revisdo sobre os componentes antigénicos de T. pallidum e suas

propriedades foi relatada por Norris, et al., 1993. Os principais componentes

antigénicos utilizados no imunodiagndstico séo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Importantes peptideos no imunodiagndstico da sifilis, outras

designagdes e propriedades, adaptacao de Norris, et al., 1993.

Nome d O_utrasﬂ Propriedades
esignacgoes
rona7  ATKDaasKDa Py RO ica, atva cblilas
P 45kDa: 46kDa: TpS 9 pecirica,
endoteliais.
ToN44 5 TmpA; 42kDa; Lipoproteina de membrana; homologa ao T.
P ’ 44kDa phagedenis.
Flagelina com sinal de peptideo, associada com a
TpN37 FlaA bainha, apresenta sequiéncia semelhante ao T.
phagedenis.
Flagelina de classe B relacionada com TpN34,5 e
TpN33 33kDa, FlaB, TpN33, e flagelinas de outras bactérias localizada
no core flagelar.
ToN30 32kDa, FlaBs, Flagelina de classe B relacionada com TpN34,5 e
P 30kDa, 31,5kDa TpN33, e flagelinas de outras bactérias.
TpN17 Tpp17, 14kDa; 19G3 Lipoproteina de membrana.
ToN15 15,5kDa, 12kDa Lipoproteina de membrana; induz a resposta de

anticorpos durante a infecgao.

No estudo da resposta humoral em sifilis experimental, Hanff et al.,

1983, observaram reatividade muito precoce contra os antigenos TpN47 e

TpN37 do T. pallidum, no periodo de trés a seis dias apds a infeccéo,

seguida pela producédo de anticorpos anti-moléculas do “core” endoflagelar
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TpN33 e posteriormente, para outras duas lipoproteinas de baixo peso
molecular ToN15 e TpN17.

Alguns autores relataram a importancia do antigeno TpN47 como
marcador da sifilis ativa, confirmado pela presenca de anticorpos da classe
IgM em Western blotting com amostras de soros de pacientes com sifilis
congénita (Sanchez, et al., 1989; Lewis, et al.,1990, Lemos, 2002).
Anticorpos da classe IgG e IgM estao presentes durante a sifilis primaria e
secundaria. Anticorpo da classe IgM tem sua atividade diminuida durante os
estagios tardios da sifilis e com a instituicdo do tratamento.

Durante a fase sintomatica da sifilis primaria, a primeira resposta
identificada por Western blotting € contra proteinas de superficie de T.
pallidum TpN47 e de flagelo, incluindo as proteinas TpN37, TpN33 e TpN30
(Byrne, et al., 1992). Amostras de soros de pacientes com sifilis secundaria
e latente recente contém anticorpos dirigidos contra a maioria, senao todos,
os componentes de T. pallidum. A reatividade, em geral, diminui em soros de
pacientes nao tratados, na sifilis latente tardia e sifilis terciaria. As
imunoglobulinas da classe IgG permanecem reativas o que justifica a
positividade dos testes treponémicos por longos periodos quando
comparados com testes cardiolipinicos.

Anticorpos anti T. pallidum podem ser encontrados alguns dias apds o
inicio da sifilis primaria, atingindo altos titulos quando a infeccdo se
dissemina, durante o estagio secundario. Esses anticorpos permanecem
detectaveis durante todo o curso da infeccdo e monitoraram a resposta a

terapia, no seguimento do tratamento. Anticorpos da classe IgG e IgM estao
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presentes durante a sifilis primaria e secundaria. Anticorpo da classe IgM
tem sua atividade diminuida durante os estagios tardios da sifilis e com a

instituicao do tratamento (Backer-Zander, et al., 1985).

1.3. Patogenia

Apesar de T. pallidum ter sido identificado microscopicamente no inicio
do século XX, a dificuldade de cultivar essa bactéria tem limitado a pesquisa
sobre a patogenia da doenca.

Muito do que se conhece da histoéria natural da sifilis no homem foi o
resultado de trés grandes estudos, dois prospectivos e um retrospectivo. O
primeiro estudo prospectivo foi realizado em 1891 em Oslo e, acompanhou
1978 pacientes com sifilis recente por mais de 20 anos observando
mortalidade na sifilis ndo tratada de 8 a 14% dos infectados e foi possivel
concluir que aproximadamente 1/3 dos pacientes desenvolveram a sifilis
terciaria (com manifestagdes neuroldgicas, cardiacas e as lesbes gomosas,
um pouco mais benigna) (Clarck e Danbolt, 1964). O segundo realizado em
1932, por US Public Health Service, foi o controverso estudo Tuskegee, no
qual 412 homens afro-americanos com sifilis latente foram monitorados sem
receber tratamento por 40 anos. Nesse estudo, apdés 15 anos, 3/4 dos
homens infectados mostraram evidéncias de sifilis terciaria, sendo que em
50% as complica¢cdes foram cardiovasculares (Rockwell, et al., 1964).
Pesquisadores da Escola de Medicina da Universidade de Yale realizaram o

terceiro estudo, retrospectivo autopsiando 77 pacientes com sifilis nao
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tratada, desses 83% tiveram complicagdes cardiovasculares, 95 lesbes
gomosas ou esclerose delimitada a um 6rgao ou pequeno numero de 6rgaos
e 8% tiveram neurossifilis (Roahn, 1947). Pelos resultados desses estudos
foram delineadas as fases clinicas através do processo evolutivo da sifilis no
homem.

Apenas um ter¢co dos individuos que tiverem contato com T. pallidum
irdo desenvolver a doencga, o periodo de incubagdo desde a inoculagéo do
organismo com T. pallidum até o aparecimento do protosifloma depende do
tamanho do in6culo, ou seja, com um in6culo de 107 organismos, 0 cancro
aparece em 5 a 7 dias (dados obtidos com inoculagdes experimentais em
animais e em humanos, Singh e Romanowisk, 1999). Ocorrem grandes
alteragdes vasculares ricas em infiltrados celulares com predominio de
macrofagos e linfécitos TCD4+. Semanas apés o inicio da infec¢gdo, uma
resposta local e sistémica € provocada tanto no homem como em animais de
laboratério, observando-se significante diminuicio do numero de
espiroquetas no local da inoculagdo, as variagcdes vasculares apresentam
predominio de linfécitos TCD8+. A resposta imune celular é responsavel
pela resolucdo da sifilis primaria e secundaria, tanto nos modelos animais
quanto no homem, levando a doenga ao seu estagio de laténcia. Nas lesdes
de sifilis primaria e secundaria observam-se aumento na expressdo de
citocinas Th1 (IL-2 e IFN-gama) em humanos e em modelos animais. A
transferéncia adotiva em estudos com coelhos, hamsters e cobaias indica
que ambas as células T ou B sido capazes de conferir resisténcia, no

entanto, a resposta imune do hospedeiro ndo resulta em completa
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erradicacao da infecgao. Seis meses apods a infecgdo o hospedeiro adquire a
chamada imunidade do cancro, isto €, ndo desenvolve lesdo quando
reinfectado com T. pallidum (Norris, 1988). Somente um tergco dos pacientes
nao tratados para sifilis evoluem para “cura” espontanea, definida como
perda das manifestagdes clinicas e diminuigdo da reatividade soroldgica, os
outros irdo desenvolver as formas tardias da sifilis. A importancia da
resposta imune celular na contencao da doenca, e em sua patogenia reflete-
se também na fase mais avangada, quando eventualmente ocorre a
formagao de gomas, com carater necrosante, no local da infecgao (Norris et
al., 1993; Singh e Romanowski, 1999; Salazar, et al., 2002; Peeling e Hook,
2006).

Apesar de todos esses estudos, ainda ndo estdo completamente
esclarecidos o papel da resposta imune celular e humoral e quais antigenos
de T. pallidum sao os responsaveis pela imunidade protetora observada em
humanos e coelhos (Peeling e Hook, 2006).

Pouco se conhece sobre a composi¢cao protéica da membrana externa
da bactéria. Sabe-se que € composta por lipideos e tém poucas proteinas
transmembranicas expostas em sua superficie que expressem
determinantes antigénicos virulentos, permitindo a bactéria a evasédo do
sistema imune do hospedeiro (Norris, et al., 1993, Peeling e Hook, 2006).

T. pallidum nao contém lipopolissacarides, mas as lipoproteinas
presentes sob a membrana externa sao fortemente imunogénicas e tém-se
mostrado capazes de ativar a resposta inflamatéria inata via receptor “Toll-

like-receptor” (TLR4). Essas proteinas sao apresentadas por macréfagos
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apos a lise do microrganismo pelo vacuolo fagolisossomal (Salazar, et al.,
2002).

O mecanismo de infecgao latente e por longos periodos ainda nao esta
bem elucidado, mas algumas possibilidades seriam: localizacdo do
organismo em “nichos protegidos”; baixa antigenicidade da membrana
externa de T. pallidum como resultado da baixa variabilidade protéica dessas
membranas; mascaramento das proteinas de superficie do treponema por
proteinas do hospedeiro ou glicosaminoglicanas e localizag&o intracelular do

microrganismo (Norris, et al., 1993, Peeling e Hook, 2006).

A patogénese do T.pallidum na mulher gravida esta relacionada a
habilidade dessa bactéria em atravessar a barreira placentaria e causar a
morte fetal ou as manifestacbes de sifilis congénita recente ou tardia no
recém-nascido. Nessa situagao o parasita ira encontrar o hospedeiro com
seu organismo alterado, favorecendo a ontogénese do desenvolvimento
fetal. Ocorre gradual diminuicdo da intensidade da resposta imune inata e
mediada por células, em favor da manutengdao e do crescimento fetal,
podendo resultar na “limpeza” incompleta de T. pallidum da lesao, permitindo
o desenvolvimento de doenca cronica. Existem evidéncias de estudos da
infeccdo humana e animal que sugerem que uma resposta Th1 é iniciada na
sifilis primaria e entdo ocorre uma mudancga gradual para uma resposta Th2
na medida em que a doenga progride para o estagio secundario. O aumento
na produgao de citocinas inflamatérias IL-2, IFN-y, TNF-a e prostaglandinas

induzidas pela infecgdo fetal junto com a intensa resposta inflamatéria
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associada a ativacdo de macréfagos por lipoproteinas do treponema, podem
ser responsaveis pela morte fetal ou nascimento de criangas nos estagios da

sifilis precoce ou tardia (Peeling e Hook, 2006).

1.4. Fases clinicas da sifilis

A sifilis é classificada em multiplos estagios ou fases em sifilis
primaria, secundaria, latente (recente e tardia) e terciaria (Centers for
Disease Control, 1991; Norris e Larsen, 1995; Singh e Romanowski, 1999,

Lautenschlager, 2006).

Sifilis primaria

Depois do contato inicial e de um periodo de incubagao que varia de
10 a 30 dias, os treponemas se disseminam através da corrente circulatoria,
mas, a multiplicacdo preferencial ocorre no local de entrada do
microrganismo. Essa multiplicacdo acelerada provoca uma proliferacdo e
infiltracdo celular produzindo a lesdo inicial: o cancro primario ou
protosifiloma. A lesdo, normalmente indolor caminha para a cura
espontanea ou segue para a fase de sifilis secundaria, quando o paciente
nao recebe tratamento adequado. Aproximadamente 70% dos pacientes
com sifilis primaria possuem linfonodos infartados na regido préxima ao
protosifiloma.

O diagnéstico da sifilis primaria é dificil de estabelecer, pois existe

grande variedade dos sintomas e sinais, variagao do periodo de incubagéao
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que dependente do indculo de T. pallidum e da resposta imunolégica do
hospedeiro e a possibilidade de ndo se notar o protosifloma (Singh e
Romanowisk, 1999; Lautenschlager, 2006). Os pacientes nem sempre
relacionam seus sintomas com um contato sexual recente. Dessa forma, o
diagndstico definitivo, normalmente € dado por um teste sorolégico em uma
fase mais avancgada da sifilis. O diagnéstico definitivo de sifilis primaria
requer a identificagdo de T. pallidum em material de lesdo, aspirado de

linfonodo ou bidpsia (Larsen, et al., 1995).

Sifilis secundaria

O organismo ¢ invadido em todos os 6rgaos e fluidos corporais por T.
pallidum e manifestacdes clinicas sao observadas principalmente na pele e
mucosas, apos quatro a seis semanas do desaparecimento do protosifiloma
ou seis meses do inicio da infeccdo. Sintomas e sinais ndo especificos
como febre, dor de cabecga, dor de garganta, linfoadenopatia generalizada,
por vezes reagcbes nas meninges e anorexia podem estar presentes.
Aparece também “rush” cutaneo que pode ser generalizado, semelhante a
outras dermatoses, ou preferencialmente nas palmas das méaos e plantas
dos pés. Essas manifestacdes sistémicas sdo espontaneamente curadas,
podendo recorrer durante o primeiro ano da infeccdo em pacientes nao
tratados. Normalmente, no estagio secundario da doenga os niveis de
anticorpos sao elevados, determinando uma sensibilidade de 100% em

todos os testes soroldgicos.
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Sifilis latente (recente e tardia)

Refere-se ao periodo onde desaparecem os sinais e sintomas clinicos
da sifilis secundaria e a doenga progride de uma manifestagao de infecgao
aguda para cronica. O termo latente ndo significa que a doenca nao esteja
progredindo ou que o paciente ndo possa infectar outras pessoas,
principalmente a mée o seu concepto.

A sifilis latente pode ser dividida arbitrariamente por critérios
epidemiologicos em duas fases: latente recente e latente tardia. As
infeccbes com menos de dois anos de duragcdo sao denominadas como
sifilis latente recente. Nessa fase o paciente pode sofrer recaidas para um
estagio de sifilis secundaria, com recorréncia de lesées cutaneas, mucosas,
oculares e ocasionalmente a neurossifilis observada principalmente em
pacientes co-infectados por HIV, mesmo quando tratados segundo
esquemas terapéuticos considerados eficientes (Larsen, et al.,, 1995).
Segue-se a fase de sifilis latente tardia que dura de 5 a 20 anos ou mais da

infeccao inicial, podendo dar lugar a sifilis terciaria.

Sifilis terciaria ou tardia

A patogénese da sifilis terciaria ou tardia ainda nao esta
completamente estudada. Frequentemente os sintomas ocorrem de 10 a 20
anos depois da infecgao inicial. As lesdes observadas na sifilis terciaria séo
destrutivas e incluem neurossifilis em aproximadamente 8% dos individuos,
doengas cardiovasculares em 10 a 15% dos pacientes e lesbes da pele,

0Ss0s ou visceras. Estudos da era pré-antibiética mostraram que 15 — 40%



19

de individuos infectados e nao tratados ou incorretamente tratados

desenvolveram complicagées tardias (Singh e Romanowski, 1999).

Neurossifilis

T. pallidum pode ocasionar lesbes do sistema nervoso central,
principalmente apés a sifilis tardia, atingindo estruturas ectodérmicas,
resultando em psicoses, deméncia e tabes dorsalis.

O tratamento inadequado da sifilis recente pode seguir-se no curto
espaco de tempo de 6 meses a 1 ano, o aparecimento da neurossifilis
recente. Esta atinge principalmente tecidos de origem mesodérmica,
causando lesbes nos nervos cranianos, acidentes vasculares cerebrais e
meningites agudas. A neurossifilis recente € hoje observada em pacientes
infectados pelo HIV, pela freqiente concomitancia das duas infecgbes
(Musher e Baughn, 1994; Eijk, et al., 1987).

A sifilis no sistema nervoso é assintomatica ou sintomatica com as
seguintes formas: meningo-vascular, meningite aguda, goma do cérebro ou
da medula, crise epileptiforme, atrofia do nervo 6ptico, lesdo do sétimo par,

paralisia geral e tabes dorsalis.

1.5. Sifilis congénita

E o resultado da disseminacdo hematogénica do T. pallidum, da

gestante infectada nao tratada ou inadequadamente tratada para seu
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concepto, via transplacentaria. A transmissao vertical pode ocorrer em
qualquer fase gestacional ou estagio clinico da doengca materna.

Existe marcada diferenca no risco de contaminagao do feto de acordo
com a fase de contaminagcdo da mae. A probabilidade de transmissao
placentaria na sifilis primaria e secundaria nao tratadas ou insuficientemente
tratadas pode ser de 30 a 50% durante a gravidez, resultando em morte fetal
intra-uterina, natimorto ou morte imediatamente apdés o nascimento. A
proporcao de infecgao fetal relatada foi de 50% quando a mae estava com
sifilis na fase primaria, 67% na sifilis secundaria e 83% na sifilis latente
recente. Quanto maior o tempo que a mae tenha sido infectada antes da
gravidez, maiores sao as chances de sobrevivéncia fetal, com porcentagens
de infeccdo diminuindo progressivamente até 10% na sifilis latente tardia
(Ramos, et al., 1991). A contaminacédo do feto pode ocorrer em qualquer
momento da gestagdo por passagem do microrganismo através da placenta
ou no momento do parto, quando a lesao genital ativa pode contaminar o
recém-nascido (Singh e Romanowski, 1999).

Nao temos o estagio de sifilis primaria na doenga congénita, pois o
microrganismo infecta diretamente a corrente sanguinea da circulagao fetal.
Treponemas ou os seus efeitos patogénicos podem ser observados em

todos os tecidos da crianga (Larsen, et al., 1995).

Podem ser definidas duas fases na sifilis congénita, a precoce, quando
ocorre do nascimento até dois anos de idade e a tardia, apds dois anos de

idade.
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Sifilis congénita precoce: é aquela em que ha manifestagdes clinicas
logo apds o nascimento ou, pelo menos, durante os primeiros dois anos. Na
maioria dos casos, estdo presentes ja nos primeiros anos de vida. Assume
diversos graus de gravidade, sendo sua forma mais grave a sepse macica
com anemia intensa, ictericia e hemorragia. Apresenta lesdes
cutdneomucosas, como placas mucosas, lesbes palmo-plantares, fissuras
radiadas periorficiais e condilomas planos anogenitais, lesbes O6sseas,
manifestas por periostite e osteocondrite, lesdes do sistema nervoso central
e lesdes do aparelho respiratério, hepatoesplenomegalia, rinites
sanguinolentas, pseudoparalisia de Parrot (paralisia dos membros),
pancreatite e nefrite.

Sifilis congénita tardia: € a denominagcido reservada para a sifilis
apresentada apds o segundo ano de vida. Corresponde em linhas gerais, a
sifilis terciaria do adulto, por se caracterizar por lesbes gomosas ou de
esclerose delimitada a um 6rgdo ou a pequeno numero de 6rgaos: fronte
olimpica, mandibula curva, arco palatino elevado, triade de Hutchinson
(dentes de Hutchinson + cenatite intersticial + lesdo do VIII par de nervo
craniano), nariz em sela e tibia em lamina de sabre (Zanini e Andrade,

1982).

A definicdo de caso de sifilis congénita vem passando por diferentes
modificacdes nas ultimas duas décadas em todo o mundo. No Brasil, a
sifilis congénita passou a ser uma doenga de notificagdo compulséria a

partir de 1986 (Portaria n°. 542, 22/12/86, D.O.U. 24/12/86). Desde entao
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houve trés revisbes da definicdo de caso de sifilis congénita, a ultima
ocorrendo em 2003, apds reunides dos Comités Assessores de
Epidemiologia e de Doengas Sexualmente Transmissiveis do Programa
Nacional de DST/AIDS. Os critérios para se estabelecer se uma crianga é

portadora de sifilis congénita sdo encontrados no Anexo A.

1.6. Diagnéstico de laboratério da sifilis

O diagnostico de laboratério baseia-se na evidenciagcao de treponemas
nas lesdes ou, mais freqiuentemente, na deteccdo e quantificacdo de
anticorpos suscitados pela infecgdo. Cada fase clinica da sifilis apresenta um
método diagndstico mais adequado (Camargo, 2001).

Desde o desenvolvimento do primeiro teste soroldgico para sifilis, reagéo
de fixagdo do complemento, em 1906, a padronizagdo de novos testes tem
sido uma das maiores preocupacgdes, sempre objetivando elevados indices de
sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade na obtencdo de resultados
confiaveis que assegurem ao clinico o valor preditivo bem préximo ao
verdadeiro estado de saude do paciente.

Os métodos de laboratério sdo classificados em diretos e indiretos.

Métodos diretos
Na sifilis recente, os treponemas podem ser evidenciados no material

do protosifiloma, nas lesdes cutdneas ou de mucosas da sifilis secundaria e
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congénita precoce, por observacao direta em campo escuro, coloragao pela
prata, Leishman ou Giemsa, ou imunofluorescéncia direta (IFD).

A microscopia de campo escuro € o método mais empregado nos
laboratdrios de analises clinicas. A colheita do material nas lesdes deve ser
feita apds cuidadosa assepsia local e escarificagbes. O liquido seroso é
colocado entre lamina e laminula e observado ao microscépio com aumento
de 400 vezes. Quando a microscopia é feita por pessoal técnico
devidamente treinado, a sensibilidade do método chega a 80% (Daniels et
al., 1977; Romanowski, et al., 1987).

O teste de infectividade em testiculos de coelhos (Rabbit Infectivity
Test — RIT, 1907), € um dos mais sensiveis na pesquisa do microrganismo,
no entanto é muito dispendioso possui alto risco de contaminagao
requerendo trés a seis meses para sua execucdo (Larsen, et al. 1995). E
utilizado como padrdao ouro apenas por laboratérios de pesquisa na
avaliacao da sensibilidade de novos métodos, como a “Polymerase Chain
Reaction - PCR” (Zoelchiling, et al., 1997), que ainda hoje n&o esta disponivel
para uso em rotina laboratorial, nem se mostrou tdo sensivel quanto RIT
(Singh e Romanowski, 1999). Estudos de sensibilidade e especificidade
mostraram indices de 80% e 90%, respectivamente (Sanchez e Wendel, 1997;
Salazar, et al., 2000).

A imunofluorescéncia direta para pesquisa de T. pallidum (IFD-Tp)
descrita por Kellogg, em 1969, utiliza anticorpos especificos conjugados a
fluoresceina. Quando anticorpos monoclonais s&o utilizados, o método é

significativamente mais sensivel que a microscopia de campo escuro, 92% e
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80%, respectivamente (Cummings, et al., 1996). A sensibilidade desse
método pode chegar a 100% quando material de lesdes recentes é
examinado (Larsen, et al., 1995). O Centro de Controle de Doencas (Center
for Disease Control - CDC) recomenda que sejam realizadas bidpsia de
tecido e IFD-Tp quando os achados clinicos sdo sugestivos de sifilis e os
testes soroldgicos negativos (Young, 1998).

Um resultado negativo no exame direto do n&o exclui o diagndstico de
sifilis e deve ser repetido (Young, 1998). A identificacdo de T. pallidum em

material de lesdes suspeitas € o diagndstico de certeza.

Métodos indiretos
Os métodos indiretos de diagndstico da sifilis sdo classificados em

cardiolipinicos, lipoidicos ou nao treponémicos e treponémicos.

O teste cardiolipinico de Wasserman et al., 1906, reacao de fixacao de
complemento, abriu fronteiras para a sorologia e até os anos 40 era
considerado eficaz para a detecgao da doenga. Os pesquisadores utilizaram
cardiolipina extraida de figado de um natimorto de mae com sifilis e
conseguiram evidenciar anticorpos em inumeros pacientes suspeitos da
patologia. Durante muitos anos a técnica foi usada como referéncia para o
diagndstico da sifilis. Pela sua complexidade foi sendo substituida na rotina

laboratorial por testes mais praticos e reprodutiveis.
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O VDRL - Venereal Disease Research Laboratories descrito por Harris,
et al., 1948 é ainda hoje o teste sorolégico mais utilizado no mundo. E um
teste de microfloculagdo, onde suspensdes de cristais de colesterol como
suporte da cardiolipina extraida de coragdo de boi, em meio aquoso
contendo lecitina reagem com anticorpos presentes no soro de pacientes
com sifilis. A sensibilidade do método varia de acordo com a técnica de
preparagao do reagente e com a fase clinica da doenga. Sao variaveis
técnicas dos testes cardiolipinicos o Carbotest e 0 “Rapid Plasma Reagin”
(RPR) os quais foram padronizados para facilitar a leitura e interpretacao
dos resultados.

Os testes nao-treponémicos sao sensiveis, baratos e permitem a
avaliagao pos-terapéutica pela queda de titulos de anticorpos presentes na
circulagao dos pacientes. Apresentam como desvantagens significativas a
dificuldade de realizacdo, automacao e interpretacdo de resultados que
precisam ser transcritos tornando-se possiveis fontes de erros. Também
limitam sua utilizacdo a baixa sensibilidade na sifilis primaria e tardia, a
possibilidade de efeito pro-zona e resultados falsos positivos bioldgicos.

Os resultados falsos positivos biolégicos (FPB) tém sido relacionados
com processos virais agudos (virus Epstein-Barr, hepatites, mononucleose
infecciosa, pneumonia virais), malaria, imunizagbes e gravidez. E também
podem estar associados a doengas cronicas do tecido conectivo, como lupus
eritematoso sistémico, ou doengas associadas com anomalias de

imunoglobulinas (Larsen, et al., 1995).
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Resultados falsos negativos podem ocorrer por fendmeno de pro-zona,
que consiste na inibicdo da aglutinagdo, por saturagcdo dos sitios
antigénicos por excesso de anticorpos. O fendmeno de pré-zona pode

ocorrer em 1 a 10% dos pacientes com sifilis secundaria (Young, 1998).

Os testes treponémicos se baseiam na deteccao de anticorpos contra

componentes de T. pallidum utilizados como antigeno.

O primeiro teste treponémico descrito foi o de imobilizacdo de
treponemas (TPl — Treponema pallidum Immobilization), Nelson & Meyer em
1949, que apresenta dificuldades técnicas e de aplicagao, por trabalhar com

treponemas vivos.

O teste de imunofluorescéncia indireta, conhecido como Fluorescent
Treponemal Antibody-Absorption (FTA-abs), descrito por Deacon, et al.,
1957 é realizado apdés “absorg¢ao” ou bloqueio de anticorpos nao especificos
eventualmente presentes no soro, com extrato de cultura de Treponema
phagedenis, biotipo Reiter (sorbent). Possui elevada sensibilidade e
especificidade quando comparado com testes nao-treponémicos e €
recomendado como teste de referéncia e confirmatério para sifilis. Pode ser
utilizado para a pesquisa de anticorpos da classe IgG e IgM (Hunter, et al.,
1964, Larsen, et al., 1986).

Outro teste treponémico muito utilizado na triagem e no diagndéstico da

sifilis € a hemaglutinagéo indireta para Treponema pallidum HATP, descrito
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por Rathley, 1967. Essa técnica foi aperfeicoada com a introducdo do
sorbent na solugao estabilizadora e utiliza hemacias nucleadas de aves
recobertas por componentes antigénicos de T. pallidum, que pela rapida
sedimentacdo, permitem resultados apdés uma hora de reagdo. A
sensibilidade e especificidade sao comparaveis com o teste de FTA-abs,
tendo como vantagens o custo reduzido e a praticidade técnica (Camargo, et
al., 1987; Ferreira, et al., 1997). Em alguns paises do mundo o reagente de
micro hemaglutinagdo para pesquisa de anticorpos anti 7. pallidum (MHA-
TP) fabricado por Fujirebio Tokyo, € usado como referéncia para o

diagndstico da sifilis (Egglestone e Turner, 2000; Castro, et al., 2003).

O teste imunoenzimatico — ELISA para o diagndstico sorologico da
sifilis foi padronizado por Veldkamp e Visser, em 1975, com antigenos
protéicos de T. pallidum para a pesquisa de anticorpos da classe IgG.
Atualmente existem diferentes variedades técnicas dos testes
imunoenzimaticos com antigenos recombinantes ou peptideos sintéticos,
visando maior sensibilidade e especificidade na pesquisa de anticorpos IgG
ou IgM anti T. pallidum. A sensibilidade reportada em diferentes trabalhos foi
de 48,5%, quando avaliado com amostras de sifilis primaria no inicio da
infeccdo, a 100% nas outras fases da doenga (Larsen, et al., 1995; Schimidt,
et al., 2000; Rodriguez, et al., 2002). Quando bem padronizado, o método
atinge elevados niveis de sensibilidade e especificidade, superando em
algumas situagdes clinicas o tradicional FTA-abs (Young, et al., 1998). Os

testes imunoenzimaticos foram projetados para grandes rotinas, pela
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possibilidade de automacido de seu procedimento. Por esse motivo, em
muitos paises o teste de VDRL foi substituido por testes imunoenzimaticos
na triagem de doadores de sangue. No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) facultou aos bancos de sangue a decisdo do
procedimento a ser adotado (RDC 343, 2002).

Os testes imunoenzimaticos que usam antigenos totais de T. pallidum
tém sido substituidos pelo uso de proteinas recombinantes. Sao argumentos
para a substituicdo: (i) fonte de antigenos ser constante e padronizada (ii)
resultados com superior ou igual sensibilidade e especificidade (iii) robustez.

Para comparar a qualidade das muitas preparagdes de antigenos
recombinantes de T. pallidum e avaliar seus desempenhos diagndsticos,
utiliza-se principalmente a técnica de ELISA (ljsselmuiden, et al., 1989;
Fujimura, et al., 1997; Gerber, et al., 1997; Sato, et al., 1999; Ebel, et al.,
2000). A sensibilidade e especificidade observadas tém sido comparadas as

obtidas em testes de TPHA, FTA-abs ou ELISA com antigenos totais.

Recentemente a empresa de biotecnologia Abbott Diagnostic
padronizou e esta comercializando um teste rapido (imunodot), para triagem
de individuos suspeitos de contato com pessoas portadoras de sifilis,
registrado com o nome Determine. A vantagem desse teste que utiliza
antigenos treponémicos recombinantes é sua simplicidade de execugao,
dispensando o uso de equipamentos de laboratério, podendo ser realizado
no campo. Licenciado pela ANVISA tem sido aplicado em postos avancados

da guarda territorial e em pequenos bancos de sangue. A sensibilidade e
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especificidade sao comparaveis com o FTA-abs. Fator limitante para seu uso

€ o custo, ainda elevado para nossos padrdes.

O Western blotting (WB) foi avaliado para o diagndstico sorolégico da
sifilis por HENSEL et al., 1985. Os elevados niveis de especificidade (100%)
e sensibilidade (93,8% a 98,5%) foram confirmados em trabalhos posteriores
(Dettori, et al., 1989, Byrne, et al., 1992, Young, et al., 1994, Sambri, et al.,
2001). O WB usando conjugado anti-lgG humana demonstrou ser tao sensivel
quanto o teste de FTA-abs, sendo sugerido como teste confirmatério para
sifilis, por sua maior objetividade de leitura (Byrne, et al., 1992). O
desempenho desse teste na sifilis € semelhante ao do WB confirmatério
para HIV (Larsen et al., 1995).

Embora ndao existam muitos trabalhos de aplicagdo do método,
verificamos unanimidade dos pesquisadores na definicdo dos componentes
imunodominantes de T. pallidum, que possam apresentar significado clinico
quando interagem com soros de pacientes com sifilis. Componentes
protéicos de TpN15 a TpN47 sao antigenos imunodominantes de T.
pallidum reconhecidos por soros de pacientes em diferentes fases clinicas
da doencga (Sanchez, et al., 1989; Lewis, et al., 1990; Meyer, et al., 1994).

Os resultados do trabalho de mestrado desenvolvido por Lemos em
2002 e publicado em 2007, abriram perspectivas quanto a possibilidade de
se utilizar o método de Western blotting (WB) como confirmatério da sifilis.
O WB foi padronizado para a pesquisa de anticorpos IgG anti T. pallidum

em amostras de soros de pacientes com sifilis adquirida, bem
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caracterizadas clinica e laboratorialmente em diferentes fases da doenca,
consideradas como verdadeiras positivas; amostras de soros de pacientes
com outras patologias e de doadores de banco de sangue. Foi utilizado
como antigeno o extrato antigénico de T. pallidum obtido a partir de
extracdo com detergente anfétero Zwitergent® (Alderete, et al.,1985). Esse
antigeno forneceu a melhor definicdo das proteinas TpN47, TpN17 e
TpN15, imunodominantes de T. pallidum e com importante papel na
sorologia da sifilis. Utilizando 122 amostras de soros de pacientes com
sifilis obtivemos sensibilidade de 100% para o WB, maior que a obtida para
a hemaglutinacédo (TPHA) 97.5% e o FTA-abs 94.3%. Os resultados obtidos
para o teste de VDRL concordam com os dados da literatura, com menor
sensibilidade nas fases primaria e terciaria da sifilis ficando em média com
sensibilidade de 73.8%. A especificidade do método de WB analisado com
385 amostras de soros procedentes de doadores de sangue foi de 99.6% e
com 135 amostras de soros de pacientes com outras infecgdes foi de
99.2%. A especificidade geral obtida com todas as amostras de soros
ensaiadas foi para os diferentes testes de 99.5% para o WB, 99.2% para
TPHA e 98% para o FTA-abs.

Outro ponto relevante do teste padronizado foi a auséncia de reagoes
cruzadas com amostras de soros de pacientes que apresentam patologias
que podem ser interferentes no diagnostico de banco de sangue como
pacientes soropositivos para HIV, Hepatites (B ou C), HTLV-1; doenga de
Chagas e malaria; ou patologias que podem ser interferentes em laboratorio

de analises clinicas e estdo relacionadas a gravidez como citomegalia,
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mononucleose e toxoplasmose ou podem oferecer reagdes cruzadas com a
sifilis, toxocariase, hanseniase e doenga auto imune como IlUpus
eritematoso sistémico ativo (LES).

Esses dados abriram a possibilidade de utilizar o método de WB como
confirmatdrio e correlacionar o perfil de reatividade obtido com as fases
clinicas da doenca. Os resultados do estudo nao diferem dos resultados

obtidos por Bryne, et al., 1992 e Backhouse, 2001.

1.7. Justificativa

Em projeto de pesquisa realizado no periodo de 2001 - 2002 (FAPESP
— n°® 99/035-94-0) padronizamos o método de Western blotting (WB) com
antigenos protéicos de T. pallidum para ser utilizado no diagnéstico da sifilis.
Além dos elevados indices de sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade obtidos, verificamos que soros de pacientes em diferentes
fases clinicas da sifilis apresentavam padrao de reatividade especifico
contra proteinas de massa molecular variando de TpN15 a TpN47. Pela
exceléncia dos resultados obtidos, passamos a ser consultados por
diferentes segmentos da patologia clinica, para auxiliar e orientar
laboratérios que apresentavam resultados inconclusivos nos testes
comerciais disponiveis, fornecendo o reagente, para confirmagao das

analises realizadas.
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Baseados em experiéncia anterior, decidimos proceder a
industrializagdo do WB para obtengao de um produto robusto, que pudesse
ser usado em diferentes locais sem perda da qualidade dos resultados.

A experiéncia adquirida em Cambridge — USA, junto a Cambridge
Biotech Corporate, empresa de propriedade do grupo francés bioMérieux,
especializada na produgcdo do WB confirmatério para HIV e HTLV foi
fundamental para o desenvolvimento de um produto robusto e pratico.

Fazer o “scaling up” e controlar todas as etapas da industrializacdo do
WB, nao é tarefa facil e requer cuidados excessivos para diminuir a perda de
reagentes sem que a qualidade final seja prejudicada.

Além de padronizar todas as etapas da industrializacdo do WB,
descrevemos também os critérios para o controle de qualidade (CQ), dentro
de um programa de “Boas Praticas de Fabricacao” exigidas pela ANVISA.

Nosso intuito neste trabalho foi mostrar que, para grandes volumes, a
reprodutibilidade dos resultados s6 € alcangcada quando temos produtos
industrializados que passaram por rigoroso CQ, podendo ser armazenados
por longos periodos em condigdes apropriadas.

Com o produto desenvolvido, pudemos analisar o seu desempenho em
diferentes servigos, ndo apenas como mais um método treponémico
diagndstico, mas como confirmatério de casos inconclusivos ou reagentes
pela sorologia convencional.

Os resultados obtidos e as observagoes feitas durante a sua aplicagao
credenciaram o WB a fazer parte do algoritmo para o diagnéstico da sifilis

como método confirmatério.



2. OBJETIVOS
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Objetivo geral

Industrializar as etapas da produgdo do WB Tp-IgG, analisar o0 seu

desempenho diagndstico e propor sua utilizagdo como confirmatério em

algoritmo para o diagnéstico soroldgico da sifilis.

Objetivos especificos

1. Definir critérios para a producgao industrial do WB Tp-IgG.

2. Desenvolver o reagente WB Tp-IgG para pesquisa de

anticorpos IgG anti Treponema pallidum.

3. Aplicar e analisar o comportamento do WB Tp-IgG em

diferentes servicos.

4. Propor um novo algoritmo para o diagnéstico laboratorial da

sifilis tendo o WB Tp-IgG como método confirmatorio.



3. METODOS
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3.1. Casuistica

Grupo 1: Soros controle positivo e negativo N = 12,

Foram selecionadas oito (8) amostras de soros padrbes positivos e
quatro (4) amostras de soros padrdes negativos, definidos por critérios
clinicos, laboratoriais e epidemioldgicos pertencentes ao painel de soros de
sifilis da soroteca do laboratério de Soroepidemiologia e Imunobiologia do
Instituto de Medicina Tropical da Universidade de Sao Paulo (IMT-SP).
Essas amostras foram utilizadas nas diferentes etapas do Controle de

Qualidade (CQ) do reagente WB Tp-IgG.

Grupo 2: Soros de gestantes atendidas durante o pré-natal no
Hospital Universitario Gaffree e Guinle (UNI-RIO) e na Maternidade Pro
Matre (SUS), da cidade do Rio de Janeiro N = 175.

As amostras de soros foram selecionadas pelo método de VDRL a
partir da diluigao de 1:1.

As gestantes apresentaram idades que variaram de 12 a 48 anos
sendo que a média foi de 22 anos.

As amostras de soros das gestantes foram obtidas da primeira consulta
do pré-natal. O teste de VDRL foi realizado em duplicata e, em seguida, os

soros submetidos a provas especificas (ELISA, TPHA e WB Tp-lgG).
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Grupo 3: Soros de pacientes recém infectados com o virus da
imunodeficiéncia humana (N = 156)

As amostras de soros pertencem a uma coorte de 156 pacientes recém
infectados com virus da imunodeficiéncia humana (HIV) da Universidade
Federal de Sdo Paulo — Divisdo de Doencas Infecciosas da Escola Paulista
de Medicina (Kallas, et al., 2004) e foram submetidas a testes sorolégicos
para sifilis para verificar a co-infecgao.

As 156 amostras de soros de pacientes recém infectados com o HIV
apresentaram idades que variaram de 18 a 70 anos sendo que a média foi
de 32 anos. Dessas amostras 143 (91,7%) eram de pacientes do sexo
masculino e 13 (8,3%) feminino. Todas as mulheres eram heterossexuais e
entre os homens 14 (9,8%) eram heterossexuais e 129 (90,2%)
homossexuais.

Todas as amostras de soros foram avaliadas por VDRL, TPHA, FTA-

abs e como teste confirmatdrio foi utilizado o WB Tp-IgG.

Grupo 4: Soros de banco de sangue com resultados reagentes ou
inconclusivos N = 52.

Foram selecionadas 52 amostras de soros com resultados reagentes
ou inconclusivos provenientes de triagem soroldgica de doadores de sangue
de um Laboratério de Hemocentro de Sdo Paulo. Essas amostras foram
procedentes da triagem sorolégica de 2.990 amostras de soro pelo teste

treponémico ELISA.
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Grupo 5: Soros de laboratério clinico com resultados reagentes ou
inconclusivos N = 67.

Foram selecionadas 67 amostras de soros com resultados regentes ou
inconclusivos pelo teste treponémico ELISA, segundo a rotina do laboratério

clinico.

Grupo 6: Soros controle da especificidade do WB Tp-igG N = 60.

Para avaliagdo da especificidade do WB Tp-IgG foram selecionadas 60
amostras de soros, pertencentes a diferentes servigcos. Esse grupo de soros
foi utilizado como amostras negativas em calculos de especificidade e

valores preditivos, junto as amostras reagentes dos grupos G2 e G5.

3.2. Caracterizagao sorolégica das amostras de soros

Algumas amostras de soros dos grupos estudados foram ensaiadas
por testes de hemaglutinagao (TPHA), imunoflorescéncia (FTA-abs) e VDRL,
segundo as especificagdes da bula. Alguns reagentes foram fornecidos por
bioMérieux—Brasil.

O teste de ELISA anti-imunoglobulinas totais foi realizado utilizando a
diluicdo de amostra 1/4.

Os testes foram realizados de acordo com as instrucdes do fabricante.

Para a reacdao de FTA-abs as amostras de soros foram consideradas
reagentes com dilui¢ao inicial de 1/5 em sorbent. Amostra de soro padrao de

reatividade limiar fornecida pelo Center of Diseases Control (CDC), soro
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padrdo positivo e negativo foram ensaiados como controle da reagao de
FTA-abs. Nas reagdes de hemaglutinagao, a diluicdo inicial das amostras de
soros foi 1/80 e soros controle positivo e negativo foram ensaiados para
validacdo da reacdo. No teste de VDRL, as amostras de soros foram
ensaiadas nas diluigdes de 1/1 e 1/10 em solugéo fisiolégica (NaCl 0,85%)
para evitar o fendmeno de pré-zona e falsos resultados negativos (FRN) e
eventualmente as amostras foram tituladas. A leitura foi realizada
imediatamente, em microscépio com objetiva 40X, iniciando sempre pelos
controles negativo e positivo.

Amostras de soros que apresentaram resultados conflitantes ou
inconclusivos em alguma técnica foram ensaiadas em duplicata e o novo
resultado encontrado foi considerado como verdadeiro.

Resumidamente, a reagdao como kit WB Tp-IgG foi realizada diluindo-
se a amostra de soro padrao positivo a 1/100, incubada com as fitas de
nitrocelulose sensibilizadas numeradas, por 18 horas a temperatura
ambiente, sob agitagcdo constante. Apds a incubacao as fitas foram lavadas
por cinco vezes com PBS-Tw por 5 minutos cada vez, a reagdo antigeno-
anticorpo foi evidenciada por conjugado enzimatico anti-lgG humana-
peroxidase, seguindo-se de incubagdo por duas horas. Apés novo ciclo de
lavagens, enzimatica foi revelada pela adigdo de solugdo cromogénica de 4-
cloro a-naftol (4CN). A reacdo foi interrompida pela lavagem com agua
destilada e as fitas foram deixadas entre folhas de papel de filtro para secarem
e coladas no protocolo de controle de qualidade correspondente. O

WB Tp-IgG foi considerado reagente quando ao menos uma banda de massa
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molecular especifica de T. pallidum correspondente a TpN15, TpN17 e/ou
TpN47 foi positiva. Auséncia de reatividade na regido de proteinas
correspondente as massas moleculares de TpN 47 a TpN15 (bandas
reagentes) foi considerado como resultado nao reagente. Amostras de soros
controle negativo e positivo foram ensaiadas em paralelo para a validagao e

comparacgao de perfil de reatividade.

3.3. Aspectos éticos da pesquisa

O projeto foi aprovado pela Comissado de Etica para Analise de Projetos
de Pesquisa — CAPPesq da Diretoria do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP) em
15.08.2006, segundo o protocolo de pesquisa n° 170/04, apresentado pela
Area de Fisiopatologia Experimental.

As amostras de soros pertencentes aos diferentes servicos e utilizadas
no projeto tiveram aprovacéo por Comissdes de Etica locais. As aprovacdes
das Comissdes de Eticas envolvidas na tese de doutorado estéo

apresentadas no Anexo B.
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3.4. Industrializacao das etapas do processo de fabricagao do
Western blotting (WB) com antigenos de Treponema pallidum (Tp)
utilizado na pesquisa de imunoglobulinas da classe G (IgG) - WB Tp-

IgG.

Para a industrializagao do WB Tp-IgG foram seguidas as boas praticas
de fabricacdo conforme exigéncia da ANVISA (Portaria 686) transformando o
reagente em kit diagndstico, para ser utilizado em diferentes servigos, no
diagndstico e confirmagao sorolégica da sifilis.

Foram exigéncias desse processo: (i) reprodutibilidade na produgao de
diferentes lotes; (ii) qualidade do processo da fabricacao e do produto obtido;
(iii) custos exequiveis (iv) obtengdo de um produto final robusto e de facil
manipulacéo.

Para a industrializagdo foi definido como volume do lote, sub-lotes de
36 géis, preparados com as mesmas solug¢des, durante uma mesma semana
de trabalho. O volume dos sub-lotes depende do limite dos equipamentos
disponiveis no laboratério. No laboratério, o limite para a fabricagdo de um sub-
lote foi definido para o preparo de 36 géis o que corresponde a 36 membranas
dando origem a 1296 fitas.

As etapas do processo de fabricagdo industrial do WB Tp-lgG,
compreendem: (i) definicgdo de protocolos de fabricagao, (ii) formulacéo e
preparo de solugdes, (iii) validagcdo dos equipamentos, (iv) obtencédo e
manutencdo de Treponema pallidum, (v) obtencdo de componentes

antigénicos de T. pallidum, (vi) controle de qualidade do extrato antigenico
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preparado, (vii) industrializacdo de SDS-PAGE e Western blotting, (viii)
controle de qualidade, preparo e formatacdo dos reativos complementares,
(ix) desenvolvimento do reagente WB Tp-lgG na forma de um Kkit
diagndstico, (xi) controle global do reagente preparado.

No Anexo C foi descrito o fluxograma de industrializagdo do

WB Tp-IgG.

3.4.1. Obtengao e manutengao de Treponema pallidum

Os coelhos utilizados na producdo de antigenos de T. pallidum foram
tratados atendendo-se as exigéncias do Nacional Research Council (NCR,
1977), com livre acesso a agua e alimentacdo. Posteriormente, foram
sacrificados de acordo com as normas estabelecidas pelo Conselho de Etica
em Experimentacdo Animal e para minimizar a dor e o desconforto, foram
sedados com acepromazina (Acepran 0,2% - Univet S.A. — Sao Paulo — SP).

A obtencéo de T. pallidum em volume suficiente para uma produgao
industrial ocorreu apos a adequacgao do biotério a manipulagéo dos animais.

T. pallidum, cepa Nichols, foi mantida por passagens seriadas em
testiculos de coelhos. Foram selecionados, para cada producgéo, 20 coelhos
de oito meses de idade, das ragas, Nova Zelandia, Cross, Califérnia ou
Chinchila, apresentando bom aspecto, que n&o receberam medicacao
durante as duas ultimas semanas. Esses coelhos foram mantidos em
ambiente de confinamento, a 18 °C, recebendo racdo sem antibidticos e
coccidiostaticos, por 10 dias antes da inoculagao.

Os 20 animais selecionados receberam em cada testiculo 1,0 mL de
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suspensao rica em treponemas (80 a 100 treponemas mdveis e viaveis por
campo microscopico) e uma dose intramuscular de 0,2 mL de
imunossupressor (Depo®Medrol — Acetato de metilprednisolona — The Upjohn
Co., K., Michigam, EUA).

Apds 10 dias da inoculagdo, os animais foram sacrificados e os testiculos
retirados em condicbes assépticas, em capela de fluxo laminar, utilizando
material cirurgico estéril. Os testiculos foram separados de suas capsulas,
lavados com solucéo fisiolégica e cortados em pedagos menores, colocados
em solugao salina tamponada com fosfatos 0,01 M, pH 7,2 (PBS), contendo
10% de soro normal de coelho (SNC), por 30 minutos, a 37 °C, para a
liberacdo dos treponemas. Apds esse periodo, a solucdo foi examinada
entre lamina e laminula em microscopia de campo escuro, com aumento de
400 vezes. Testiculos que apresentavam rendimento de 80 a 100
treponemas viaveis por campo microscopico foram reunidos em “pool” e os
que apresentavam rendimento inferior, descartados.

As solugbes de treponemas, reunidas em “pool”, foram centrifugadas
inicialmente a 2.800 rpm, por 10 minutos, a 4 °C, para retirada de “debris”
celulares e a 10.000 rpm, por 30 minutos, a 4 °C. O sedimento foi lavado 2
vezes com PBS 0,01 M, pH 7,2 e apds a ultima centrifugagcdo armazenado
em freezer -80 °C, até o momento do uso.

A manutengdo de T. pallidum em testiculos de coelhos ocorreu
ininterruptamente, por passagens seriadas.

Apos a obtencdo de sedimentos de treponemas provenientes de 50

coelhos foi iniciada a preparagéo do extrato antigénico.
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3.4.2. Obtengcao de componentes antigénicos de Treponema
pallidum

Para o preparo do extrato antigénico de T. pallidum foi utilizado o
detergente anfétero Zwittergent® (Zw) - Calbiochem Co, La Jolla, CA-USA,
(Alderete et al., 1985).

Tubos contendo sedimentos de treponemas, provenientes de 100
testiculos de coelhos, foram ressuspensos, cuidadosamente, com 3,0 mL de
PBS 0,01 M, pH 7,2, acrescido de inibidor de proteases fluoreto de
fenilmetilsulfonila a 1 mM (PMSF - phenyl-metil-sulfonil-fluoreto - Sigma
Chemical CO, St Louis, MO, USA). A suspens&o foi acrescentado 300,0 ul
de PBS 0,01M, pH 7,2 contendo Zw a 10% (PBS/Zw 10%), cuidadosamente
homogeneizada, acrescida de 5,5 mL de PBS 0,01 M, pH 7,2, acrescido de
PMSF 1 mM. Esse procedimento foi repetido por mais quatro vezes. A
solucado foi observada entre lamina e laminula a microscopia de campo
escuro, para verificar a auséncia de grumos ou treponemas integros,
submetida a centrifugag¢ao, 18.000 rpm, 30 minutos, a 4 °C. O sobrenadante
foi dialisado em membrana benzoilatada (D-7884, Sigma Chemical CO, St
Louis, MO, USA 2000) por 24 horas, com trés trocas de solugdo PBS 0,01M,
pH 7,2. O volume final obtido, aproximadamente 30 mL, foi aliquotado em
tubos tipo Nalgen, contendo 5,0 mL cada e congelados em freezer -80 °C.
Uma aliquota de 2,0 mL foi separada para o controle de qualidade do
antigeno. O extrato produzido foi denominado extrato de T. pallidum,

Zwittergente (extrato Tp-Zw), e foi identificado pelo numero de lote.
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O extrato Tp-Zw obtido foi controlado por dosagem protéica, gel de
SDS-PAGE corado pelo método da prata e por Western blotting com soro
padrao positivo.

A sequUéncia de fabricagcdo do extrato Tp-Zw foi descrita em um

fluxograma, Anexo D.

3.4.3. Controle de qualidade do extrato antigénico de Treponema

pallidum

Dosagem protéica

A dosagem protéica do extrato Tp-Zw obtido foi realizada utilizando o
método “Bio-Rad Dc Protein Assay Reagent” (Bio-Rad Laboratories, 2000
Alfred Nobel Drive, Hercules, CA, USA), fundamentado em metodologia
descrita por Lowry et al., 1951. Como padrao foi utilizado albumina bovina

(Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA).

Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio
- SDS-PAGE

A qualidade do extrato antigénico de T. pallidum foi avaliada utilizando
o método de eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE), como descrito por LaemLi, 1970 em aparelho
Mini Protean Il (Bio-Rad®). Foram preparados géis de SDS-PAGE, que
foram corados pelo método da prata e outros foram utilizados na reacéo de

WB apds serem transferidos para membranas de nitrocelulose.
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Resumidamente, extrato antigénico de T. pallidum foi diluido em
tampao de amostra 5X concentrado (Tris-HCI 0,5 M pH6,8; SDS 1%, glicerol
10%; 2-mercaptoetanol 14,4 mM e azul de bromofenol 0,01% como
indicador final de corrida) e fervido a 100°C por 5 minutos, imediatamente
antes da aplicagao no gel.

O volume de proteina do extrato Tp-Zw utilizado em cada gel de SDS-
PAGE foi expresso em ug/mm de gel. Utilizamos pente preparatério de 80
mm de largura por 0,7 mm de espessura e o extrato antigénico foi titulado
nas concentragdes de 1, 2 e 3 ug/mm de gel.

O gel de poliacrilamida de separacao foi preparado com acrilamida/
bisacrilamida na concentragao final de 12%, Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 e 0 gel de
empilhamento com acrilamida/bisacrilamida na concentragdo final de 4%,
Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, ambos contendo 0,1% de SDS. A eletroforese foi
realizada com tampao de corrida (solugado de Tris 25 mM, glicina 192 mM e
SDS 0,1%), utilizando fonte Power PAC 200 (Biorad) inicialmente a 60 Volts
até o empilhamento das amostras no inicio do gel de separacgédo, por
aproximadamente 30 minutos, quando entdo a voltagem foi aumentada e
mantida em 120 Volts até o final da corrida.

O marcador de Massa molecular (MM) utilizado foi o padrao Full Range

Rainbow™ (Amersham Life Science, England HP7 9NA).

Western blotting
As fragdes protéicas separadas em SDS-PAGE foram transferidas

eletroforeticamente para membranas de nitrocelulose de 0,2 u (PROTAN ®
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BA83 - Schleicher & Schuell), segundo técnica descrita por Towbin, et al.,
1979.

A transferéncia umida foi realizada, por 18 horas, em aparelho Mini
Protean Trans-Blot Transfer® (Bio-Rad).

Apods a transferéncia as membranas foram bloqueadas por 15 minutos,
a temperatura ambiente, com solucéo de leite desnatado 5% em PBS 0,01 M
pH 7,2 acrescido de Tween 20 a 0,05% (PBS-Tw). Em seguida, colocadas
para secar, entre folhas de papel toalha, em estufa 37 °C, com ventilagao,
por 4 horas, carimbadas para identificagdo. Posteriormente, foram cortadas
em fitas de 3 mm, transferidas para tubos de vidro e armazenadas em
geladeira a 4 °C, até o momento do uso.

A atividade imunolégica do extrato Tp-Zw foi avaliada por Western
blotting com amostra de soro padrdo positivo, pertencente ao painel de

controle de qualidade de sifilis (painel CQ - Sifilis).

3.4.4. Industrializagao do SDS-PAGE e Western blotting

SDS-PAGE

A produgéo de um lote de SDS-PAGE envolve as seguintes etapas: (i)
preparo das solugbes de trabalho; (ii) montagem do equipamento gel
formador; (iii) preparo do gel de SDS-PAGE de separagdo a 12%; (iv)
desmontagem do equipamento gel formador; (v) separagao dos conjuntos de
géis e controle de qualidade; (vi) montagem de 2 conjuntos de géis no

suporte para modelagem inferior; (vii) preparo do gel de empilhamento a 4%,
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(viii) montagem da camara para tampao de corrida superior com 2 conjuntos
de géis; (ix) verificagdo de vazamentos; (x) preparo da amostra a ser
aplicada e (xi) corrida eletroforética.

Durante as fases da produgdo uma sequéncia de trabalho foi adotada.
O equipamento gel formador recebeu uma marcagado que acompanhou o gel
em todas as etapas do processo. O equipamento foi marcado com a letra A
e todos os géis fabricados receberam essa letra, do inicio ao final da
fabricagdo. Quando trabalhamos com trés equipamentos de gel formador
esses foram marcados com a letra A, B e C.

Durante o preparo das solugcbes e suas formulagdes verificou-se o
volume e o estoque de sais necessarios a essas fabricagbes, o pH, a
pesagem dos sais, 0 uso de equipamento de seguranga, procedimentos de
planejamento foram executados para garantir a qualidade do produto a ser
obtido.

As solugdes estoque necessarias a produgdo foram preparadas na
semana anterior a fabricacao.

Foram preparados 12 litros de tampao de corrida (Tris 25 mM, glicina
192 mM), solugdo mae concentrada, pH 8,5 + 0,2, com validade de 2 meses.
Solugéo de acrilamida 30% e bis-acrilamida 0,9%, 750 mL, validade de 1 més,
como a solugdo é neurotdxica sua manipulagdo foi rapida com o uso de
equipamento de protecao individual tipo mascara para gases e poeira, luvas e
processada em capela. 270,0 mL de dodecil sulfato de sodio a 10% (SDS),
com validade de 2 meses. Glicerol a 20%, 2160 mL, com validade de 3 meses.

360 mL de Tris 3 M, pH 8,8 £ 0,1, validade de 1 més. 120 mL de Tris 0,5 M, pH
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6,8 + 0,1, com validade de 1 més. Tampao carbonato-bicarbonato, pH 9,6 +
0,1, 450 mL de solucdo mae 10 vezes concentrada, com validade de 1 més.
60 mL de tampéao de amostra (Tris-HCI 0,5 M pH 6,8; SDS 1%, glicerol 10%;
2-mercaptoetanol 14,4 mM e azul de bromofenol 0,01% como indicador final
de corrida), solugdo méae 5 vezes concentrada, com validade de 2 semanas,
o reagente 2-mercaptoetanol foi adicionado a mistura apenas no momento
do uso. Em frasco adequado pesou-se 1,2 g de persulfato de aménio, que foi
hidratado somente no momento do uso.

As outras solugbes foram preparadas apenas no momento do uso, 860
mL de solucdo de gel de poliacrilamida de separagdo contendo
acrilamida/bisacrilamida na concentracdo de 12%, Tris-HCI 3,0 M pH 8,8 e
SDS a 0,1%. Solugao de gel de poliacrilamida de empilhamento contendo
acrilamida, bisacrilamida na concentracdo de 4%, Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 e
SDS a 0,1%, num volume de 160 mL. Seis litros de tampao de corrida
superior (Tris 25 mM, glicina 192 mM e SDS 0,1%) e 30 litros de tamp&o de
corrida inferior Tris 25 mM, glicina 192 mM, essas solugbes podem ser
usadas no prazo de 2 semanas, podendo ser reaproveitadas no maximo
para 3 corridas etetroforéticas.

Para a montagem de 36 géis de SDS-PAGE foi utilizado o equipamento
formador de gel multiplo (Cambridge Biotech Corporate), que comporta 54
placas de vidro. Sdo dois os tipos de placas utilizadas uma denominada placa
inteira (pi) e outra a placa de divisdo (pd) que é entalhada ou cortada, ambas
medem 18 cm de comprimento e diferem em 2 cm na altura. Os espagadores

(esp) utilizados medem 2,0 cm de largura por 16,0 cm de comprimento por 2,0
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mm espessura. A sequéncia de montagem seguida foi esp-pi-esp-pc-esp-pi-
esp. Cada sequiéncia contém 2 géis ou um conjunto. No total, foram montadas
18 sequéncias, que utilizaram 18 pc e 36 pi.

Para cada 36 géis foi utilizado 860 mL de solucdo de gel de
poliacrilamida de separagéo a 12%, suficiente para formar géis de 16 cm de
largura por 7 cm de comprimento e 2,0 mm de espessura.

Apos a formacgao dos 36 géis de separagao procedemos a desmontagem
dos 18 conjuntos (com 2 géis cada), estes foram transferidos para um
equipamento denominado suporte de modelagem inferior (Hoefer SE 600, cod.
80-6175-00). Esse suporte comporta dois conjuntos de géis, um de cada lado.
Foram preparados 160,0 mL de solucdo de gel de poliacrilamida de
empilhamento a 4% e 5,0 mL dessa solugao foi adicionada a cada gel.

Respeitando as fases da fabricagao e a sequéncia de trabalho, para
cada gel um numero serial foi adotado. Esse numero foi sequencial do 1 ao
36, do 37 ao 72 e do 73 ao 108 e acompanhou o processo de transferéncia
para a membrana de nitrocelulose e as etapas de controle de qualidade.

Apos a formacdo do gel de empilhamento dois conjuntos foram
montados no equipamento denominado camara para tampao de corrida
superior (Hoefer SE 600, céd. 80-617636). Seis litros de tampao de corrida
superior contendo SDS 0,1% foram preparados e adicionados a cada camara.
Trés camaras para tampao de corrida superior foram montadas com conjuntos
de géis de poliacrilamida e posicionadas no equipamento denominado cuba de
corrida eletroforética (desenvolvido por Cambridge Biotech Corporate). Cada

cuba de corrida eletroforética foi completada com 10 litros de tempao de
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corrida inferior e processou a corrida eletroforética de 12 géis.

Foram aplicados 2,50 pg por milimetro de gel ou 400 pg por gel de
extrato Tp-Zw. Para os 36 géis preparados, foram utilizados 14,4 mg ou 3,7
mL de extrato Tp-Zw. O extrato foi diluido em tampdo de amostra 5X
concentrado, fervido a 100 °C por 5 minutos e 500 pl foi aplicado a cada gel,
com o auxilio de uma seringa e agulha sem ponta.

A corrida eletroforética foi estabelecida em voltagem constante de 240
Volts, fornecida por uma fonte EPS1001 (Amersham Pharmacia Biotech), o
tempo total envolvido de 3 horas. Faltando 1 cm para que o indicador de

corrida do tampéao de amostra saisse do gel, a eletroforese foi interrompida.

Western blotting

A preparagcao do Western blotting envolve as seguintes etapas: (i)
preparo de solugdes; (ii) corte de membranas de nitrocelulose; (iii) equilibrio
das membranas em tampao de transferéncia; (iv) desmontagem de conjunto
de gel de SDS-PAGE; (v) montagem de sanduiche de transferéncia de
proteinas do gel para membrana de nitrocelulose; (vi) bloqueio das
membranas de nitrocelulose; (vii) secagem em estufa 37°C; (viii)
identificacdo e corte das membranas produzidas e (ix) quarentena das fitas
em tubos para controle de qualidade.

As solugdes estoque necessarias a produgdo foram preparadas na
semana de uso e apresentam validade de duas semanas. Foram preparados
35 litros de solucdo tampao de transferéncia de proteinas (Tris 25 mM,

glicina 192 mM, metanol a 20%). Solugéo de bloqueio PBS 0,01 M, pH 7,2,
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contendo leite desnatado 5% e Bronidox 1,0% (Carechemicals), em volume
de 1,2 litros.

As membranas de nitrocelulose de 0,2 u (Protan® BA83) e papel de
filtro (Protan® GB 002) foram adquiridos do mesmo fornecedor Schleicher &
Schuell. Foi utilizado espuma Schotch Brite (espuma SB) para formar o
“sanduiche” de gel (Rolos de Schotch Brite — Tipo F).

Foi preparada a solucdo tampao de transferéncia de proteinas. As
membranas de nitrocelulose S&S foram cortadas, com auxilio de guilhotina,
nas dimensdes de 13,0 cm de largura por 6,6 cm de comprimento e deixadas
submersas em tampao de transferéncia por um periodo de uma hora para
equilibrio das forgas ibnicas do tampao com as membranas. Esse mesmo
procedimento foi adotado para as folhas de papel de filtro e espuma SB que
foram utilizadas no cassete de montagem.

Apos o fracionamento das proteinas em gel de poliacrilamida nas cubas
de corridas, as camaras para tampao de corrida superior montadas com
conjuntos de géis foram retiradas. Estas foram delicadamente desmontadas e
separaram-se os conjuntos de géis de poliacrilamida do vidro com o auxilio de
uma espatula. O gel de empilhamento foi cortado e descartado e o gel de
separagao cuidadosamente manipulado e colocado sobre a membrana de
nitrocelulose nos cassetes de montagem para a transferéncia das proteinas. A
ligacdo das proteinas a membrana de nitrocelulose ocorre devido a forgas
hidrofdbicas e a corrente eletroforética aplicada. Essa transferéncia ocorreu em
tanque de transferéncia (ISS Megadalt, USA), onde foram colocados 6

cassetes de montagem formados por “sanduiches” de espuma SB, papel de
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filtro (S&S), membrana de nitrocelulose (S&S), gel de poliacrilamida de
separacgao, papel de filtro, espuma SB. Cada cassete de montagem continha 6
géis e 6 membranas de nitrocelulose. Esse “sanduiche” foi posicionado
segundo os polos especificos do tanque de transferéncia, sendo que o lado do
conjunto contendo o gel de separacao ficou em diregdo ao pdlo negativo
(catodo) e o lado contendo a membrana de nitrocelulose em diregdo ao pdlo
positivo (anodo). O sistema foi completado com tampao de transferéncia de
proteinas e colocado em ambiente com temperatura controlada em 22-25 °C.
Durante o processo de transferéncia foi utilizada uma Fonte EPS 1001
(Amersham Pharmacia Biotech) que forneceu uma corrente programada de
20 Volts por 18 horas. Apds a transferéncia eletroforética as membranas de
nitrocelulose forneceram réplicas fieis da resolugdo da separagdo das
proteinas obtidas no gel de poliacrilamida a 12%.

Ao final das 18 horas de transferéncia, os conjuntos foram desmontados,
as membranas de nitrocelulose bloqueadas por 15 minutos a temperatura
ambiente, sob agitagdo. Em seguida, foram lavadas com PBS-Tw, por 1
minuto e colocadas para secar, entre folhas de papel toalha, em estufa 37 °C
com ventilagao, por 4 horas.

Cada membrana identificada com seu numero de fabricagdo foi
carimbada utilizando um carimbo e tinta, com numeros em uma sequéncia
de 1 a 30 e esses numeros foram intercalados com letras. Essas letras se
posicionam em 5 pontos, de 6 em 6 numeros, ou a cada 1,8 cm, entre o
inicio e o final da membrana de nitrocelulose. Cada membrana foi cortada

em fitas de 3 mm, com aparelho apropriado (Cambridge Biotech Corporate).
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A numeragao seguiu o modelo:
A123456B789101112C 131415161718 D192021 222324 E252627282930F

Apds o corte, as fitas numeradas de 1 a 30, foram transferidas para
frasco de vidro com tampa e as marcadas por letras (A, B, C, D, E e F) para
outro frasco. Todos os frascos foram identificados com o numero do gel de
corrida e armazenados em quarentena em geladeira 5 + 2 °C, até a
realizacdo do controle de qualidade (CQ) do lote. Quando ocorreram
problemas no corte das fitas, estas também foram transferidas para tubos
identificados e encaminhados ao controle de qualidade para reavaliagao e
registro de perdas.

Frascos do inicio, meio e fim da fabricacdo de cada sublote,
correspondendo as membranas de numero 1A, 18A e 36A e os frascos com

as letras foram separados e encaminhados para realizagao de testes no CQ.

Controle de qualidade das fitas de nitrocelulose sensibilizadas
com extrato antigénico de Treponema pallidum.

Para o CQ do primeiro lote utilizamos reagentes preparados e
validados durante tese de mestrado de Lemos, 2002. As amostras de soros
do grupo 1 foram utilizadas nas etapas de CQ do reagente.

Para o preparo do reagente WB Tp-IgG foi realizado o CQ imunoldgico
das fitas de nitrocelulose marcadas com letras (A, B, C, D, E e F), verificando-
se a homogeneidade do lote produzido e a qualidade da transferéncia do gel
para a membrana de nitrocelulose, com amostra de soro padrao positivo,

pertencente ao painel de controle de qualidade de sifilis (painel CQ — Sifilis).
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Essa amostragem (6 fitas) garante a homogeneidade da corrida eletroforética
em toda a membrana de nitrocelulose.

De cada frasco encaminhado para o CQ (frasco 1A, 18A e 36A) foram
retiradas trés fitas. Estas foram ensaiadas com amostra do soro controle
positivo, negativo e amostra de soro com perfil de baixa reatividade
pertencente ao painel de CQ - Sifilis, diluidas a 1/100. A reacao foi validada
com o kit referéncia. Essa amostragem representa o inicio, meio e final da

fabricacao e garante a homogeneidade do lote obtido.

3.4.5. Preparo dos reativos complementares para composi¢ao do

reagente WB Tp-IgG.

Os reativos do reagente WB Tp-IgG foram preparados em funcao do
numero de fitas aprovadas apds a transferéncia. As fitas aprovadas pelo CQ
constituem o reativo R1, todos os outros reativos foram considerados como

complementares, pois auxiliam na realizacdo da reagao de WB.

Conjugado imunoenzimatico — Reativo R2

No preparo do Reativo R2, pronto para uso, foi utilizado conjugado
enzimatico anti-lgG humana marcado com peroxidase, diluente de conjugado
e Bronidox L5 0,1%.

Assim, a cada novo lote de membranas produzidas, o conjugado foi

titulado a 1/300, 1/500 e 1/1000 utilizando trés amostras de soros padrao
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positivo € um negativo, pertencentes ao grupo 1. Conjugado referéncia foi
ensaiado em paralelo para validar a reacéao.

O conjugado foi preparado no titulo definido e foi ensaiado por
WB Tp-lgG, para se verificar o perfil de reatividade com as amostras de

soros padrao.

Diluente de amostras de soros — Reativo R3

Para o preparo do diluente de amostras de soros, inicialmente, foi
titulado o sorbent, que corresponde a um decocto de cultura de Treponema
phagedenis, biotipo Reiter, ndo-patogénico em meio rico em peptideos e
soro animal. Cada novo lote deve ser centrifugado a 10.000 rpm por 30
minutos, filtrado em algodao e acrescido de azida sédica 0,1% e ser titulado
a 1/0,5, 1/1, 1/2 e 1/3, com amostras de soros que apresentaram reagao
inespecifica quando ensaiadas pela reacdo de FTA sem sorbent.

Apos a definicado do titulo de uso, o sorbent foi incorporado ao diluente
conforme determinado na padronizagao: a 500 mL de tampao PBS 0,01 M,
pH 7,2 contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-Tw), leite desnatado a 2,0%, foi
adicionado 500 mL de sorbent. Ao volume final foi adicionado Bronidox L5 a
0,1%.

O diluente de amostras de soro preparado foi ensaiado por
WB Tp-IgG, para se verificar o perfil de reatividade encontrado apés a
fabricagdo, com quatro amostras de soros padrdo positivo e um negativo.

Diluente referéncia foi ensaiado em paralelo para validar a reagdo. Também
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foi realizada a dosagem de proteinas pelo método Bio-Rad Dc em duplicata

e teste de esterilidade.

Soros controle negativo e positivo - Reativos R4 e RS5.

As amostras de soros selecionadas para constituirem o controle de
qualidade do kit devem respeitar os seguintes critérios: volume, perfil de
reatividade para sifilis € doengas infecto-contagiosas.

No preparo de amostras de soros controle, o volume a ser produzido foi
uma das primeiras preocupac¢des. Na formatacdo do kit WB Tp-IgG foi
utilizado 0,5 mL para cada controle negativo e positivo. Em um lote com 36
kits esse volume foi de 20 mL, no lote composto por 108 kits esse volume foi
de no minimo 60 mL, para cada amostra de soro selecionada.

As amostras de soros sao processadas a partir de bolsas de sangue de
doadores de sangue que foram recusadas para a selegao por serem
reagentes para anticorpos anti T. pallidum e foram doadas ao laboratdrio.
Essas bolsas de sangue foram recalcificadas com Cloreto de Calcio (CaCl2)
a 2,77% e dializadas contra PBS 0,01 M pH 7,2 e acrescidas do conservante
glicerina a 50%, Bronidox 0,1% e azida sddica 0,1%. As amostras devem ser
obrigatoriamente nao reagentes para anticorpos anti HIV-1 e HIV-2, anti
HCV (hepatite C) e antigeno HBs (hepatite B). Foi realizado teste de
esterilidade em caldo TSB.

Foi selecionado como controle positivo, soro reagente para os testes
de TPHA e FTA-abs, com perfil de reatividade de sifilis secundaria por

WB Tp-IlgG e, como controle negativo, soro ndo reagente para testes
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treponémicos e nao treponémicos.

Solugcao cromogénica — Reativos R6 e R7

Para o preparo do reativo R6, foi pesado 1,05 g do sal 4-cloro-a-naftol
(4CN - Sigma Chemical Co, St Luois, MO, USA), transferido para becker de
500 mL, que foi solubilizado com 350 mL de metano (Merck), o becker foi
coberto com parafilme e a solugéo foi deixada sob agitagdo por 15 minutos.
Posteriormente, foi transferida para frasco tipo Schott de 500 mL, envolto em
papel aluminio para evitar a incidéncia da luz e conservado em quarentena
na geladeira 5 + 2 °C até ser avaliado pelo CQ.

Para o preparo do diluente de 4-cloro-a-naftol, a 1996 mL do tampéo
PBS 0,01M, pH 7,2, foi adicionado 2,0 mL de Peridrol 30 V (Merck) e 2,0 mL
de Bronidox L5 1,0%. A solugao foi deixada sob agitagdo por 15 minutos, foi
conferido o pH da solugao. Esta foi transferida para frasco tipo Shott de 2000
mL, envolto em papel aluminio para evitar a incidéncia da luz e conservado
em quarentena na geladeira 5 + 2 °C até ser avaliado pelo CQ.

Os reativos foram ensaiados com duas amostras de soro padrao
positivo e um negativo, com membrana de nitrocelulose e solugao

cromogénica referéncia foi avaliada em paralelo.

Solucao de lavagem — Reativo R8.
A solucao de lavagem foi preparada 20 vezes concentrada, constitui

uma solugao de PBS 0,2 M pH 7,2. Foi preparado 2 litros de PBS, pesando-
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se 350,4 g de cloreto de sédio, 43,16 g de fosfato dissédico e 13,25 g de
dihidrogenofosfato de sédio em beckers até completar o volume para 2 litros.

Foi controlado o pH da solugdo pronta para uso. E o perfil de
reatividade com duas amostras de soros padrao positivo e um negativo,
diluidas a 1/100 em fitas de nitrocelulose foram comparadas com reativo R8

referéncia.

3.5. Desenvolvimento do reagente WB Tp-IgG na forma de um

kit diagnéstico.

Para o desenvolvimento de um reagente de diagndstico, € preciso que
todos os reagentes necessarios a sua execugao tenham sido aprovados pelo
CQ e estejam disponiveis em volumes suficientes ao numero de testes
propostos. A instrugcdo para uso do reagente deve ser objetiva e simples de ser
executada, incluindo leitura e interpretagao dos resultados.

Todos os reativos que fazem parte do WB Tp-IgG, foram avaliados pelo
controle de qualidade e apresentaram padrao de reatividade semelhante ao
reagente referéncia.

No modelo proposto para o WB Tp-IgG, os reativos que compdem o
reagente estdo descritos segundo sua composi¢ao, apresentagao e volume ou
quantidade fornecidos.

Reativo R1 - 30 fitas de nitrocelulose contendo proteinas do antigeno
TpZw de T. pallidum separadas imunoeletroforeticamente de acordo com

sua massa molecular e transferidas para membrana de nitrocelulose. Pronto
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para o uso.

Reativo R2 — 34 mL de conjugado enzimatico anti-lgG humana
peroxidase, aliquotado em dois frascos de 17 mL. Pronto para uso.

Reativo R3 — 34 mL de solugao diluente de soros. Pronto para uso.

Reativo R4 — 0,5 mL de soro controle negativo. Diluir & 1/100 na hora do
uso.

Reativo R5 — 0,5 mL de soro controle positivo. Diluir a 1/100 na hora do
uso.

Reativo R6 — 6,0 mL de cromégeno aliquotado em dois frascos contendo
3,0 mL cada. Preparar no momento do uso, conforme instrugdes da bula.

Reativo R7 — 34 mL de diluente de 4-cloro-a-naphtol. Preparar no
momento do uso, conforme instrugdes da bula.

Reativo R8 — 34 mL de solugéo de lavagem 20 vezes concentrada que
deve ser diluida em agua antes de ser utilizada. Preparar no momento do

uso, conforme instrugdes da bula.

3.5.1. Instrugdes para o uso e interpretacao dos resultados do

WB-TplgG

As instrucdes para a realizacdo dos procedimentos de execucéo do teste
de WB-TplgG foram descritas em forma de bula e fazem parte do reagente,
Anexo E. As determinagdes da ANVISA da RDC 206 e 210 foram utilizadas

como referéncia na redacao da bula.
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3.5.2. Preparo do kit WB Tp-IgG

Foram separados os reagentes que compdem um kit e desses, dois
foram destinados ao controle de qualidade. Um dos quais foi colocado em
estufa a 37 °C para a realizacdo do controle da estabilidade acelerada por 7
e 15 dias. E o outro foi conservado em geladeira 5 + 2 °C para realizagao

dos testes em paralelo com o reagente em estufa e um reagente referéncia.

3.5.3. Controle global do kit WB Tp IgG.

No controle global, foram ensaiadas fitas de nitrocelulose WB Tp-IgG
com cinco amostras de soro padrao positivo, uma amostra negativa
pertencentes ao painel de CQ - Sifilis e os soros controles negativo R4 e
positivo R5, com todos os reagentes que compde o produto em comparagao
a um reagente referéncia. Foi considerado aprovado o lote fabricado que

apresentou perfil de reatividade semelhante ao reagente referéncia.

3.5.4. Controle de estabilidade do kit WB Tp IgG.

No controle de estabilidade, 8 amostras de soros padrao positivos e 4
negativos pertencentes ao painel de CQ - Sifilis, do grupo G1, foram
avaliadas com o reagente colocado em estufa a 37 °C, por 7 dias e 15 dias
em paralelo com reagente referéncia. A analise é feita individualmente para
cada fita.

Quando o reagente conservado em estufa a 37 °C por 7 dias apresenta
o mesmo perfil de reatividade que reagente conservado em geladeira, foi

possivel estabelecer validade tedrica de 6 meses. E, quando nao se observa
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alteracao do perfil de reatividade para o reagente conservado em estufa a 37
°C por 15 dias, foi possivel estabelecer validade tedrica de 12 meses.

No entanto, € aconselhavel que a validade também seja acompanhada
em tempo real no tempo zero, apds 6 meses, 12 meses, 18 meses e 24
meses.

No decorrer do processo pudemos acompanhar a validade em tempo

real para o reagente WB Tp-IgG preparado por 24 meses.

3.6. Analise estatistica

Os parametros de sensibilidade, especificidade e eficiéncia serao
calculados de acordo com procedimentos descritos por Galen & Galbino,
1975 e o intervalo de confianga de acordo com o método descrito por

Rothman & Boice, 1982.



4. RESULTADOS
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4.1 Industrializagdo do WB Tp-IgG

41.1. Controle de qualidade do extrato antigénico de Treponema

pallidum

A concentracao de proteinas do extrato antigénico de T. pallidum, obtido
a partir de 100 testiculos de 50 coelhos, previamente selecionados pela
quantidade de treponemas viaveis foi de 3,86 mg/ml (BioRad Dc Protein Assay
Reagent). O volume final de 30,0 ml, forneceu uma concentragao protéica total
de 115,8 mg de extrato antigénico de T. pallidum, quantidade suficiente para a
fabricacao de oito (8) sublotes do reagente WB Tp-IgG. A validade do extrato
antigénico, determinada em tempo real foi definida em 5 anos, quando mantido

a -80°C.

A avaliagdo da qualidade do extrato antigénico de Tp-Zw foi feita por

SDS-PAGE com coloragao pelo método da prata e por Western blotting (WB)

usando um soro padrao positivo e conjugado enzimatico anti-lgG humana.

Nas Figuras 1 e 2 apresentamos os resultados obtidos.
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Figura 1 — Padrdo de corrida eletroforética do extrato antigénico de T.pallidum apés
extragdo com detergente Zwittergent (Tp-ZW). Tp-ZW a - extrato em controle de
qualidade, Tp-ZW b — extrato referéncia e Pd MM - Padrao de Massa Molecular (Full
range rainbow, Amershan).
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Figura 2 — Perfil de reatividade do extrato antigénico de T.pallidum (TP-ZW) por
WB na presencga de amostra de soro padrao positivo para sifilis e Pd MM - Padrao
de Massa Molecular (Full range rainbow, Amershan).

Como podemos observar o perfil de reatividade obtido mostra as regides
protéicas correspondentes a regidao de TpN 47 a TpN 15 conservadas e bem

definidas.
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41.2. Controle de qualidade das fases de industrializacao do SDS-

PAGE e Western blotting

Todo o processo de industrializacdo de SDS-PAGE e Western blotting foi
rigorosamente controlado. Os protocolos de trabalho criados foram
cuidadosamente preenchidos com as referéncias, lote e validade de cada sal
utilizado. Todas as solugdes preparadas foram controladas e seus valores
registrados quanto ao pH, temperatura e data de validade. Apds a
identificacéo, as solugdes foram armazenadas em ambientes apropriados para
utilizacao.

O controle do SDS-PAGE foi feito visualmente para a verificacdo de
bolhas e uniformidade de distribuicdo nas placas de vidro. Géis com bolhas,
ondas ou retracao nas laterais proximas ao espacgador foram recusados.

A primeira etapa de controle de qualidade das fitas de nitrocelulose foi
visual e realizada apos o corte das fitas. Foram consideradas aprovadas as
fitas que apresentavam identificagcbes (numeragcdo) bem definidas, sem
enrugamento ou quebra.

O controle imunolégico do WB realizado pelo controle das fitas A, B, C,
D, E, F com amostra de soro padrao positivo, diluido a 1/100, mostrou
homogeneidade na corrida eletroforética e qualidade na transferéncia das
proteinas, sem bolhas que pudessem interferir nos resultados e intensidade de
reagcao semelhante ao kit de referéncia, ensaiado em paralelo. Os resultados
das leituras foram registrados em fichas apropriadas.

Esse controle realizado em todas as membranas mostrou um rendimento
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de 78% e 90% durante o processo de industrializagéo, conforme demonstrado
na Tabela 2.

Para avaliacdo da intensidade da reacdo das diferentes regides
protéicas, foram utilizados soros com diferentes perfis soroldgicos que
reagiram com as fitas selecionadas dos tubos 1A, 18A e 36A, representativos
de todo o procedimento de industrializacdo. Os resultados das leituras foram
registrados em fichas apropriadas.

Nas figuras 3 apresentamos a homogeneidade e o perfil de reatividade

das diferentes fitas avaliadas.

Membrana 1A Membrana 18A Membrana 36A
1

——— | ——— gy S —

g | |

~ - L

'F

Figura 3: Homogeneidade da membrana com fitas A, B, C, D, E e F, avaliadas com
soro padrao positivo diluido a 1/100 e membrana referéncia.
Quando as fitas avaliadas apresentaram o mesmo padrao de reatividade
observado com o kit referéncia. O sublote fabricado foi considerado aprovado

e destinado a fabricacao dos kits.
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Apbs aprovacao do numero de fitas, foi definido o numero de Kkits
produzidos. As fitas constituem o reativo R1 do kit WB Tp-IgG.

Na Tabela 2, apresentamos o numero total de reagentes produzidos na
industrializacdo do WB Tp-IgG e as porcentagens de rendimento do

processo.

Tabela 2: Etapas da fabricagao do reagente WB Tp IgG.

N° produzido Reagentes
Géis Membranas % de Fitas N° teste
Sub- ; ; * : Para :
Lotes preparados obtidas rendimento* obtidas Obtidos obtidos
lotes
1° lote 1 36 28 78 840 28 4 720
2° |ote 2 72 65 90 1950 65 7 1740
Total 3 108 93 - 2790 93 - 2460

o - % de Rendimento = (n° de géis preparados/n® de membranas obtidas) x 100

41.3. Controle de qualidade dos reativos complementares para

composicao do reagente WB Tp-IgG.

Conjugado imunoenzimatico — Reativo R2

Apés a titulagdo do conjugado imunoenzimatico anti-IgG humana-
peroxidase, foi definida a diluicao de uso de 1/500.

Nessa diluicdo, as fitas de nitrocelulose ensaiadas com amostras de
soros padrao apresentaram o mesmo perfil de reatividade observado com
conjugado referéncia, Figura 4.

Os resultados das leituras foram registrados em fichas apropriadas.
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Titulacdo do coniuaado enzimatico anti-laG humana marcado com
1/300 1/500 1/1000
- -

- .
re e R*2q RR =2g

Figura 4: Titulacdo do conjugado enzimatico anti-lgG humana marcada com
peroxidase, para definicdo do titulo de uso com amostras de soros padrao
reagentes e nao reagentes por Wb Tp-IgG.

Diluente de amostras de soros — Reativo R3

Apos a definicdo do titulo do sorbent, este foi utilizado volume a volume
no diluente de amostras, conforme determinado na padronizagao.

O diluente de amostras de soro foi aprovado quando fitas de
nitrocelulose ensaiadas com amostras de soros padrao apresentaram o
mesmo padrao de reatividade observado com diluente referéncia.

A concentracdo protéica foi de 5,0 mg/ml, dentro dos valores normais
definidos. O controle de esterilidade demonstrou auséncia de crescimento
em meio de cultura, TSB. Os resultados foram registrados em fichas

apropriadas.
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Soros controle negativo e positivo - Reativos R4 e RS5.

O soro controle positivo reagente para os testes de TPHA e FTA-abs
apresentou forte reatividade reconhecendo os antigenos correspondentes as
proteinas correspondentes as bandas de TpN 47, 17 e 15 do extrato Tp-Zw,
constituindo o Reativo R4.

O soro controle negativo ndo reagente para testes treponémicos e nao
treponémicos apresentou auséncia de bandas quando reagiu com fitas de
nitrocelulose do WB Tp-IgG.

O controle de esterilidade demonstrou auséncia de crescimento em
meio de cultura TSB. Os resultados foram registrados em fichas apropriadas,

Figura 5.

Soro controle Soro controle
negativo — R4 positivo — RS

iR
 J

i
_

Figura 5: Perfil de reatividade de amostras de soros controle negativo R4 e
positivo R5, preparados para o kit WB Tp-IgG, ensaiado com fita referéncia e
teste.
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Solugcao cromogénica — Reativos R6 e R7

As duas solugbes foram preparadas isoladamente e, no momento do
uso, foi realizado o preparo da solugdo cromogénica misturando 2 ml de
reativo R6 (4-cloro-a-naftol em solugédo) com 10 ml de R7 (solugéo diluente
de 4-cloro-a-naftol).

A solugao cromogénica foi considerada aprovada quando fitas de
nitrocelulose ensaiadas com amostras de soros padréao apresentaram o
mesmo perfil de reatividade observado com solugao referéncia.

Os resultados foram registrados em fichas apropriadas.

Solucao de lavagem — Reativo R8

No controle de qualidade do Reativo R8, a solugao preparada foi
diluida 20 vezes com agua destilada.

Foi realizada a avaliacdo do pH da solugéo, que forneceu valores de
7,2 £ 0,05.

A solucdo de lavagem foi considerada aprovada quando fitas de
nitrocelulose ensaiadas com amostras de soros padrao apresentaram perfil
de reatividade semelhante ao observado com solugdo de lavagem
referéncia.

Os resultados foram registrados em fichas apropriadas.
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No Quadro 1 e Figura 6 apresentamos o prot6tipo da composi¢cao do

reagente WB Tp-IgG, composto por oito (8) reativos. Acompanha o reagente

bula com as instrugcdes de manipulacédo e interpretacdo dos resultados e

quatro (4) barquinhas de oito canaletas cada, para a realizagao dos ensaios.

Quadro 1: Composig¢ao do reagente WB Tp-IgG.

Reativo | Descricao do reativo Apresentacio Quantidade ou
volumes fornecidos

R1 Fitas contendo proteinas do antigeno Tp-ZW de T. pallidum | Pronto para uso. 30 fitas
separadas imunoeletroforeticamente de acordo com sua massa
molecular, transferidas para membrana de nitrocelulose,
bloqueadas e conservadas com 0,1% de bronidox L5. As fitas
sdo numeradas sequencialmente.

R2 Conjugado enzimatico anti-IgG humana-peroxidase em tampao | Pronto para uso 2x 17 ml
PBS 10mM pH7,2, contendo proteinas estabilizadoras, 0,2% de
fenol e 0,001% de mercurothiolate de s6dio como conservantes.

R3 Solugdo diluente de amostras. Tampdo PBS 10mM pH 7,2, | Pronto para uso. 34 ml
tween 200,05%, leite desnatado 1,0% sorbent 50%, contendo
0,1% de bronidox L5 como conservante.

R4 Soro controle negativo. Soro humano negativo para anticorpos | Diluir no 0,5 ml
anti 7. pallidum, contendo 0,1% de bronidox L5 e glicerina | momento do
vol/vol como conservantes. teste.

RS5 Soro controle positivo. Soro humano positivo para anticorpos | Diluir no 0,5 ml
anti T. pallidum, contendo 0,1% de bronidox L5 e glicerina | momento do
vol/vol como conservantes. teste.

R6 Cromogeno: solugdo 3,36mM de 4-cloro-a-naphtol em solugdo | Preparar no 2x3,0ml
alcodlica. Ndo contém conservantes. momento do uso

R7 Diluente de 4-cloro-a-naphtol: tampdo PBS 10mM pH 7,2, | Preparar no 34 ml
contendo 0,03% de peroxido de hidrogénio e 0,1% de bronidox | momento do uso
L5 como conservante.

RS Solugdo de lavagem. Quando diluida ¢ constituida de tampao | 20 vezes 30 ml
PBS 10mM pH 7,2, Tween 20 0,05%. Nao contém | concentrada.
conservantes. Preparar no

momento do uso

* * Soros humanos ndo reagentes para anticorpos anti HIV-1 e HIV-2, anti HCV (hepatite C) e antigeno HB
Conservar a 2-8 °C até a data do vencimento indicada na etiqueta da caixa.
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Apresentamos na Figura 6 o protétipo do formato do reagente

WB Tp-IgG

Figura 6: Protétipo do reagente WB Tp-IgG formatado para ser utilizado em
avaliagbes internas e externas.

Controle global do kit WB Tp-IgG

No controle global do reagente foram ensaiadas fitas de nitrocelulose
WB Tp-lgG com cinco amostras de soros padrao positivos € uma amostra
negativa pertencentes ao painel de CQ - Sifilis e os soros controles negativo
R4 e positivo R5. O reagente em controle apresentou perfil de reatividade
semelhante ao referéncia, ensaiado em paralelo e registrados em fichas

apropriadas.

Controle da estabilidade do kit WB Tp-IgG.
A estabilidade foi avaliada com reagente em estufa a 37°C, por 7 dias e

15 dias mostrou igual reatividade quando comparado com referéncia. Nestas
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condigdes a estabilidade foi estimada em 12 meses, quando conservado a

4°C * 2°C., resultados observados na Figura 7.

Geladeira Estufa T=7 dias
_ .-'_ - s .=- -
- -
—
- (2]
Referéncia Estufa T = 15 dias
1
e v—
- -__ .
= -
==
—
ez 32 = - -ty OO~ ©
]
I

Figura 7: Resultados da estabilidade quando se avaliou o reagente por 7 e 15 dias
em Estufa 37°C em comparagéo ao produto conservado em geladeira e um reagente
referéncia.

Como podemos observar o perfil de reatividade do reagente preparado
apos ser conservado por 7 e 15 dias em estufa a 37°C nao mostrou
alteragdo, mesmo com amostras de soros de baixa reatividade.

No decorrer do processo acompanhamos a validade do reagente em

tempo real. No tempo igual a zero, apds 6 meses, 12 meses, 18 meses e 24
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meses da data de fabricacdo. Nao observamos variacdo na reatividade das
amostras de soros ensaiadas no decorrer do processo, estabelecendo a

validade em tempo real para o produto em 24 meses.

4.2.Aplicagao do WB Tp-IgG

Soros de gestantes atendidas durante o pré-natal no Hospital
Universitario Gaffree e Guinle (UNI-RIO) e na Maternidade Pro-Matre
(SUS), da cidade do Rio de Janeiro.

As 175 amostras de soros foram obtidas de gestantes na primeira
consulta do exame pré-natal e submetidas a triagem para sifilis pelo VDRL.
Na Tabela 3 apresentamos os resultados obtidos em titulacdo seriada dos

SOros.

Tabela 3: Titulagdo seriada das 175 amostras de soros de gestantes,
por VDRL.

VDRL quantitativo ﬂ:ggeesn"tgs (%)
11 44 25,1

1:2 40 22,9

1:4 40 22,9

>1:8 51 29,1

TOTAL 175 100,0
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A titulagdo seriada dos soros mostra que 70,9% das amostras
apresentam baixos titulos (1:1, 1:2 e 1:4) e 29,1% altos titulos = 1:8 para o
VDRL.

Apos a triagem inicial das gestantes pelo VDRL, para avaliar o valor
clinico dos resultados obtidos, todos os soros foram processados pelos
testes treponémicos de hemaglutinagao e ELISA, qualitativos.

Na Tabela 4, apresentamos os resultados obtidos, considerando a
diluicdo de 1/80 dos soros para o teste de hemaglutinacdo e a amostra
diluida a 1/4 no ensaio ELISA associados com os resultados do VDRL

quantitativo.

Tabela 4: Resultados dos testes de TPHA, ELISA e a distribuicdo dos
titulos por VDRL, em 175 amostras de soros de gestantes.

Testes treponémicos VDRL Quantitativo Relativo
Total .
TPHA ELISA 111 172 14 2118 (%)
R R 36 34 35 46 151 86,29
NR NR 6 5 4 5 20 11,43
NR R 2 1 1 0 4 2,29

Os resultados da Tabela 4 mostraram discrepancia entre os resultados
dos testes treponémicos (2,29%) e entre os testes treponémicos e o VDRL
(11,43%), representando 13,72% dos soros avaliados.

Para a confirmagdo dos resultados utilizamos o WB Tp-IgG, com as
amostras de soros diluidas a 1/100. Na Tabela 5, apresentamos os

resultados obtidos.
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Tabela 5: Resultados dos testes de TPHA, ELISA, WB Tp-IgG e a
distribuicdo dos titulos por VDRL, com 175 amostras de soros de gestantes.

Testes treponémicos VDRL Quantitativo Total Relativo
TPHA EIA WBTp-lgG 11 1/2 1/4 21/8 (%)
R R R 36 34 35 46 151 86,29
NR NR NR 6 5 4 5 20 11,43
NR R R 2 1 0 0 3 1,71
NR R NR 0 0 1 0 1 0,57

Usando o WB Tp-IgG como método referéncia, obtivemos indices de
sensibilidade de 100% e 98,05% e especificidade de 98,77% e 100% para
os testes treponémicos ELISA e hemaglutinacéo.

Os resultados da Tabela 5 mostraram que 21 amostras de soros
selecionadas por VDRL (12,0%) apresentaram resultados falsos positivos
biolégicos (FPB), 15 entre as amostras de soros com baixos titulos, 5 entre
as com altos titulos e uma amostra apresentou resultado reagente por EIA e
titulo no VDRL de 1:4. Trés amostras apresentaram resultados falsos
negativos para o teste de hemaglutinagcdo TPHA, sendo confirmadas como
sifilis por WB Tp-IgG. A medida que a reatividade do VDRL aumenta a

concordancia entre esses testes passa a ser de 100%.
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Soros de pacientes recém infectados com o virus da

imunodeficiéncia humana

Foi investigada a presenca de anticorpos anti T. pallidum por testes
treponémicos de FTA-abs, TPHA e ELISA e anticorpos anti-cardiolipinicos
por testes n&o-treponémicos de VDRL qualitativo, nos soros de 156
pacientes recém-infectados pelo HIV.

Os resultados estao expressos na Tabela 6.

Tabela 6: Resultados das 156 amostras de soros de pacientes recém
infectados com HIV, para os testes de VDRL, TPHA, FTA-abs:

Teste nao-treponémico Teste treponémico
Resultados N (%) N (%)
VDRL ELISA TPHA FTA-abs
Reagente 20 (12,8) 35 (22,4) 36 (23,1) 27 (17,3)
Duvidoso 10 (6,4) 1(0,6) 0 5(3,2)
Nao reagente 126 (80,8) 120 (76,9) 120 (76,9) 124 (79,5)

Os resultados da Tabela 6 mostram discrepancias acentuadas entre os
testes treponémicos e cardiolipinicos e entre os testes treponémicos; o que
dificultou a definigdo sorolégica dos casos.

Para confirmar os resultados dos testes treponémicos foi utilizado o
WB Tp-lgG. Na Tabela 7 apresentamos o comportamento das 156 amostras

em relacao aos testes realizados.
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Tabela 7: Resultados das 156 amostras de soros de pacientes recém
infectados com HIV, para os testes de VDRL, TPHA, FTA-abs e WB Tp-IgG:

Teste nao- P o
Resultados  treponémico (%) Teste treponémico N (%)
VDRL ELISA TPHA FTA-abs WB Tp-lgG
Reagente 20 (12,8) 35(22.4) 36(231) 27 (17.3) 37 (23.7)
Duvidoso 10 (6,4) 1(0,6) 0 5(3,2) 1(0,6)
N30 reagente 126 (80,8) 120 (76.9) 120 (76,9) 124 (79.5) 118 (75.6)

Os resultados mostram proximidade de reatividade entre os testes

ELISA, TPHA e WB Tp-IgG, mas deixam duvida na interpretagao.

Para estudarmos o comportamento individual dos testes nas amostras
de soros, combinamos os resultados obtidos e verificamos a reatividade. Os
soros com resultados duvidosos foram agrupados como reagentes para a
analise. O WB Tp-IgG foi utilizado como confirmatorio para os demais

testes. Na Tabela 8 apresentamos os resultados obtidos.
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Tabela 8: Resultados das 156 amostras de soro nos testes soroldgicos
de VDRL, ELISA, TPHA, FTA-abs e WB Tp-IgG.

VDRL ELISA TPHA FTA-abs WB Tp-lgG Total Relativo (%)

NR NR NR NR NR 114 73,1
R R R R R 25 16,0
NR R R R R 6 3,8
R NR NR NR NR 2 1,3
NR R R NR R 2 1,3
R R NR R R 1 0,6
NR R NR NR NR 2 1,3
R NR R NR R 2 1,3
NR NR R NR R 1 0,6
NR NR NR NR R 1 0,6
TOTAL 156 100,0

Analisando os dados da Tabela 8, 114 (73,1%) amostras de soros
foram nao reagentes e 25 foram reagentes em todos os testes treponémicos
e nao treponémicos realizados. O teste VDRL foi ndo reagente em seis (6)
amostras de soros reagentes em todos os testes treponémicos, outras duas
(2) amostras foram FPB para o VDRL, resultado confirmado por todos os
testes treponémicos.

Nove (9) amostras apresentaram resultados discrepantes entre os
testes treponémicos. Os testes de FTA-abs e TPHA apresentaram
resultados falsos negativos para duas (2) e uma (1) amostras de soros
respectivamente. Uma (1) amostra de soro foi falso negativo para os testes

de ELISA e FTA-abs.
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Uma (1) amostra de soro apresentou reatividade apenas para o
WB Tp-IgG.

Utilizando o WB Tp-IgG como confirmatério, 38 (24,6%) amostras
foram consideradas como verdadeiros positivos, valor que se aproxima do
critério de dois testes treponémicos reagentes (23,7%) a excegao foi para
uma (1) amostra de soro que apresentou resultado reagente apenas no
WB Tp-IlgG.

Os testes de hemaglutinagdo (TPHA), imunofluorescéncia (FTA-abs) e
ELISA apresentaram sensibilidade de 97,3%, 86,5% e 91,89% e

especificidade de 100%, 100% e 98,9%, respectivamente.

Soros de banco de sangue com resultados reagentes ou

inconclusivos na sorologia convencional para sifilis

Fizemos um estudo conjunto com o grupo da PANEL para avaliar o
comportamento do WB Tp-IgG em amostras de soros provenientes da rotina
de banco de sangue.

Durante o periodo do estudo, 2990 doadores selecionados por critérios
clinicos e epidemiolégicos foram triados para sifilis por VDRL qualitativo e

ELISA. Os resultados estao expressos na Tabela 9.
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Tabela 9: Resultados da triagem de doadores de sangue por ELISA; e
VDRL.

Resultado VDRL N (%) ELISA; N (%)
Reagente 20 (0,67) 52 (1,74)
N&o Reagente 2970 (99,33) 2938 (98,26)
Total 2990 2990

A elevada discordancia de resultados obtidos nos testes de triagem foi
analisada por outros testes treponémicos, incluindo um novo ELISA;, nas 52
amostras reagentes pelo ELISAs, tendo o WB Tp-IgG como método
confirmatorio. Nas Tabelas 10 e 11 apresentamos os resultados obtidos na

analise total e individual das amostras de soros.

Tabela 10: Resultados dos testes de VDRL, ELISA1¢2, FTA-abs, TPHA
e WB Tp-lIgG, em 52 amostras de soros selecionadas como reagentes para

sorologia da sifilis em banco de sangue.

Resultado VDRL ELISA, ELISA, FTA-abs TPHA WB Tp-IgG

Reagente 20 52 42 25 33 33

Nao reagente 32 0 10 27 19 19
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Tabela 11: Analise combinada das 2990 amostras de soros nos testes
sorologicos de VDRL, TPHA, ELISA; e WB Tp-IgG.

VDRL ELISA, FTA-abs TPHA WB Tp-igG Total Re(L:«/xti)vo
o
Néo Néo Nao

NR NR realizado realizado realizado 2936 98,19
R R R R R 7 0,23
R R NR R R 1 0,03
NR R R R R 18 0,60
NR R NR R R 7 0,23
NR R NR NR NR 9 0,30
R NR NR NR NR 12 0,40

Total 2990 100,00

R = Reagente NR = N&o reagente

A reatividade observada nos testes nao-treponémicos em 20 (0,67%)
das 2.990 amostras analisadas foi confirmada para apenas 8 (0,27%)
amostras, sendo que 12 (0,40%) foram consideradas como FPB.

O ELISA; apresentou resultado reagente em 52 (1,74%) das 2.990
amostras analisadas, o que diferiu dos resultados obtidos com o ELISA;
onde 42 (1,40 %) amostras foram reagentes.

As 42 amostras reagente pelo ELISA, foram submetidas aos testes
FTA-abs, TPHA e WB Tp-IgG sendo que 9 (21,40%) foram negativas para
os trés testes, 8 (19,10%) foram positivas para o WB e TPHA e negativas
para o FTA-abs e 25 (59,50%) foram positivas para os trés testes.

Considerando o WB Tp-IgG como teste de referéncia, obtivemos

indices de sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivos e
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negativos para os testes treponémicos. Foram considerados para o calculo

os resultados obtidos na repeticdo com o ELISA,, Tabela 12.

Tabela 12: Parametros sorolégicos de sensibilidade, especificidade,
valores preditivos positivos (VP+) e negativos (VP-), ao se avaliar 2990
amostras de soros nos testes de ELISA,, FTA-abs e TPHA, utilizando o

WB Tp-IgG como referéncia.

Parametros EIA FTA-abs TPHA
(%) (%) (%)
Sensibilidade 100 75,8 100
Especificidade 99,7 100 100
VP (+) 78,6 100 100
VP (-) 100 99,7 100

Soros de laboratério clinico com resultados reagentes ou

inconclusivos nos testes de RPR e ELISA

Em laboratérios de grande porte, a rotina para a sorologia da sifilis é
feita por ELISA. Normalmente, os soros reagentes sdo processados por
testes ndo-treponémicos, para confirmagao da atividade da doenca.

Na Tabela 13 apresentamos os resultados obtidos junto ao laboratoério
em 67 amostras de soros reagentes por ELISA e introduzimos o WB Tp-IgG

para confirmacao dos resultados.
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Tabela 13: Resultados obtidos ELISA em 67 amostras de soros
reagentes para sorologia da sifilis em laboratério de analises clinicas e

avaliadas por RPR.

Resultados RPR ELISA WB Tp-lgG
Reagente 17 67 64
Nao reagente 50 0 3

Os resultados apresentados na Tabela 13 mostraram elevada
positividade no ELISA, confirmados posteriormente pelo WB Tp-IgG em 64
amostras de soros.

A analise da reatividade individual esta apresentada na Tabela 14.

Tabela 14: Resultados dos testes de ELISA, RPR e WB Tp-igG
avaliados com 67 amostras de soros de pacientes encaminhados para

sorologia da sifilis.

ELISA RPR WB Tp-IlgG  Total Relativo (%)
R R R 17 25,37
R NR R 47 70,15
R NR NR 3* 4,48
Total 67 100
R = Reagente NR = Nao Reagente

* 2 amostras apresentam relagdo D.O./cut-off = fracamente reagente

Os resultados obtidos mostram sensibilidade de 100% para o ELISA

com valor preditivo positivo de 95,52%, em decorréncia de trés (3) amostras
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que foram consideradas como falsos positivos no ELISA. Para o calculo do
valor preditivo foram utilizadas as amostras de soros do grupo G6 nao
reagentes.

Como conduta do laboratério, os resultados obtidos pelo ELISA sao
classificados em reagentes quando a relagao densidade optica dividida pelo
cut-off da reacao (D.O./cut-off) > 2,0; ndo reagentes D.O./cut-off < 1,0 e
fracamente reagentes D.O./cut-off 21,0 e < 2,0. Como para o clinico nao sao
fornecidos os valores das densidades Opticas, essa classificagao, tém como
objetivo fornecer uma idéia da reatividade apresentada pelas amostras de
soros reagentes. Considerando essa classificagdo temos que 13 amostras
de soros foram fracamente reagentes no teste imunoenzimatico, destas 10

(76,9%) foram reagentes por WB Tp-IgG.

4.3. Proposicao de algoritmo para o diagnéstico sorolégico da

sifilis.

Apos analisarmos os resultados obtidos na triagem soroldgica de
pacientes dos diferentes grupos, por testes nao-treponémicos (grupos 2, 3 e
4) ou treponémicos (grupos 3, 4 e 5) propomos a utilizagcdo do reagente
WB Tp-lgG, como método confirmatério em algoritmo para o diagnostico

soroldgico da sifilis, Figuras 8 e 9.
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| Teste Treponémico |

Reagente N&o Reagente
Realizar WB Tp-IgG Reportar: Nao reagente
VVP =0,98% e VPN = 1,0 para anticorpos treponémicos
N&o Reagente | Reagente |
Reportar: Nap reagente Reportar: Reagente para Afastar o doador por um
para anticorpos - P . o
P anticorpos treponémicos periodo minimo de 12 meses
treponémicos

Realizar teste

Reintegra o doador ~ o
nao-treponémico

| I
N&o Reagente |
I

Reportar: Consistente com infecgao treponémica Reportar: Consistente com infecgao treponémica
em algum periodo, aconselhar recente ou ativa, aconselhar a repetigéo do teste
a repeticéo do teste, apds 2 semanas apos 2 semanas. Encaminhar para tratamento

Figura 8: Proposicao de algoritmo para o diagndstico sorologico da sifilis — Utilizando teste
treponémico como modelo para a triagem inicial das amostras de soros.
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| Teste Nao-treponémico

VVP =0,98% e VPN =1,0

| N&o Reagente

Realizar WB Tp-lgG

Reportar: Nao reagente para anticorpos
nao-treponémicos,
mas advertir do risco de infecgdo recente

N&o Reagente

| | Reagente |

FPB
(Falso Positivo
bioldgico)

Reportar: Consistente com infecgédo | |
treponémica recente ou ativa.

Afastar o doador por um periodo
minimo de 12 meses.
Encaminhar para tratamento.

Reintegra o doador

Figura 9: Proposicao de algoritmo para o diagndstico sorologico da sifilis — Utilizando teste
ndo-treponémico como modelo para a triagem inicial das amostras de soros.




5. DISCUSSAO
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A conduta na utilizagdo de testes sorologicos para o diagnostico da
sifilis pode variar em fungdo da populagdo a ser estudada, principalmente
entre doadores de sangue, gestantes e individuos pertencentes a grupos de
risco.

No mundo, aproximadamente 80 milhdes de doagdes de sangue sao
triadas anualmente para sifilis, 210 milhdes de mulheres engravidam e um
numero nao controlado de individuos de grupos de risco requerem a
execucgao de testes para sifilis. A conduta tradicional € a triagem inicial por
teste nao-treponémico, geralmente o VDRL e, a confirmagdao dos casos
positivos ou duvidosos com testes treponémicos (Peeling, 2004).

Nos Estados Unidos e alguns paises da Europa os procedimentos
epidemioldgicos sdo baseados na identificagao de individuos com a doencga
em atividade. Mesmo limitados em sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade os testes nao-treponémicos sao recomendados.

Dos testes treponémicos a reacao de imunofluorescéncia indireta, FTA-
abs, tem sido recomendada como referéncia e confirmatéria na sorologia da
sifilis (Larsen, 1995). A dificuldade de leitura e interpretacdo dos resultados e
a baixa qualidade dos reagentes comerciais disponiveis, fez com que outros
testes treponémicos fossem utilizados como referéncia na sorologia da sifilis
por apresentarem maiores indices de sensibilidade, sem a subjetividade da
leitura do FTA-abs (Young, 1998; Schimit, 2000).

Atualmente com o aperfeicoamento da qualidade dos testes

treponémicos, principalmente pela utilizagcdo de antigenos sintéticos e
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recombinantes, existe uma mudanga global na conduta da triagem
sorologica da sifilis.

Testes treponémicos imunoenzimaticos, automatizados, estdo sendo
usados na rotina dos bancos de sangue para triagem de doadores. Nos
grandes servigcos esse procedimento esta adaptado para a automacao
simultdnea de outros marcadores sorologicos para selecdo de doadores,
evitando o risco transfusional para hepatites, infeccbes pelo HIV e pelo
HTLV e em alguns paises para a doenga de Chagas. Nos casos positivos
nos testes treponémicos recomenda-se 0 uso do VDRL ou RPR quantitativos
para avaliar a atividade da doenca (Young, 1997).

No Brasil o MS, faculta aos servigos de triagem a escolha do método
treponémico ou n&o-treponémico que melhor se adapte as suas condigdes.
A maioria dos servigos esta utilizando ELISA, com antigenos recombinantes
para triagem.

A elevada sensibilidade do ELISA tem ocasionada uma maior retengao
de bolsas nos bancos de sangue. Embora esse fato seja indesejavel, para a
maioria dos servigos, a seguranca dos resultados em selecionar populagao
de risco, tém sido responsavel pela melhor qualidade do sangue
transfundido.

Segundo muitos autores, baseados na opinido de clinicos e
laboratoristas, a necessidade atual é a de um teste que possa confirmar os
resultados da triagem pelo ELISA, que fosse pratico, de custo acessivel e de

facil manipulagéao.
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Foi nesse sentido que industrializamos o Western blotting para ser
usado como confirmatdrio na sorologia da sifilis.

A industrializagao das etapas de uma pesquisa € um processo dificil de
ser executado dentro das normas estabelecidas pelas agéncias reguladoras
dos paises.

As empresas de biotecnologia, produtoras de reagentes para
laboratérios, tém que seguir rigorosos critérios internos que vao desde a
concepgao do produto até a sua producao e externos referentes as normas
vigentes para registros e comercializagao.

Cabe a pesquisa estabelecer, apds exaustivos estudos, todos os
parametros exigidos para o produto, sensibilidade, especificidade,
reprodutibilidade e estabilidade com amostras de soros bem definidas para
que possa ser competitivo em nivel internacional.

Cabe ainda a pesquisa procurar tornar o produto passivel de
industrializagado, isto é, que todos os seus componentes sejam de facil
aquisicao e manipulagao.

Com os parametros bem definidos pela pesquisa inicia-se a fase de
industrializacdo ou “scaling up” que significa a producdo de lotes piloto,
geralmente correspondendo a 20% do lote industrial. Nesta etapa todas as
variaveis possiveis sao controladas e o produto ja na formatagdo de um
reagente ou kit estara pronto para ser avaliado em estudos multicéntricos.

Claro esta que os custos de producédo estardo sendo avaliados para
definicdo do custo/teste que devera estar dentro das expectativas do

marketing e em consonancia com as exigéncias do mercado.
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Definida a pesquisa e a industrializacdo o reagente € encaminhado
para a producdao. Se as etapas anteriores foram bem estudadas e
padronizadas a produg¢ao sera um sucesso, garantindo sua comercializagao
por periodo previamente projetado e estimado pelo marketing da empresa.

O nosso desafio neste trabalho foi mostrar que fitas de nitrocelulose
contendo antigenos protéicos de T. pallidum obtidas pelo método de SDS-
PAGE e Western blotting (WB), podem ser produzidas em escala maior,
para obtencdo de resultados reprodutiveis e confiaveis. Isto significa trazer
para a universidade os conhecimentos da industrializagdo ou scaling up.

Para atingirmos nosso objetivo fizemos um detalhamento da
industrializagdo de todo o processo, baseados na padronizagao do WB feita
durante o ano de 2001-2002 e no aprendizado adquirido junto a empresa de
biotecnologia.

Assim, foi definido o numero de coelhos necessarios para a obtengao
de quantidade suficiente de treponemas que pudessem ser usados para a
producdo de pelo menos cinco lotes industriais. A qualidade do antigeno é
um fator critico na preparacao do reagente.

Para garantir a qualidade do extrato antigénico selecionamos testiculos
que apresentavam de 80 a 100 treponemas por campo microscépico e que
tivessem boa mobilidade. No comego do processo de preparagdo em larga
escala, observamos baixo rendimento na obten¢cdo dos treponemas, com
perdas significativas por morte de coelhos, baixo numero de treponemas
viaveis ou contaminagdes secundarias. O rendimento do processo de

obtencao de treponemas vai aumentando com o dominio da tecnologia de
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inoculagao e retirada de treponemas. Uma perda de 20% no numero total de
coelhos foi definida como aceitavel e dentro dos custos previstos. Apds a
selecdo dos treponemas foi produzido o extrato antigéncio, utilizando o
Zwittergent®, como detergente. De todos os agentes extratores estudados a
qualidade de preparagdao com o Zw, detergente anfétero, que protege
grupamentos quimicos importantes das proteinas, foi a que melhores
resultados apresentou (Lemos, 2002). Para garantir reprodutibilidade na
preparagao de fitas de nitrocelulose foi produzido uma quantidade de extrato
antigénico que garantisse a producdo de pelo menos cinco sublotes do
reagente WB Tp-IgG.

A qualidade do extrato antigénico Tp-Zw foi rigorosamente avaliada por
SDS-PAGE e WB, com soros, bem caracterizados, reagentes para as
fracdes protéicas de 47kDa a 15kDa, regido definida no nosso trabalho de
grande importancia na sorologia da sifilis (Lemos, et al., 2007).

Definido o antigeno foi feita a industrializacdo do SDS-PAGE e do WB.
Essa é a etapa mais dificil da industrializacdo, que somente foi possivel pela
associacdo de conhecimentos da pesquisa com as necessidades de uma
produgao industrial.

Desenhar e dominar o processo, dispor de equipamentos necessarios
e matérias-primas de qualidade e trabalhar com protocolos escritos e bem
definidos, séo fatores que devem ser minuciosamente estudados e avaliados
antes do inicio do processo. Normalmente as grandes empresas de
biotecnologia possuem certificado de qualidade e boas praticas de

fabricacao.
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Um ponto importante principalmente para matérias-primas importadas
€ dispor de solugdes alternativas para eventuais interrupcdées no
fornecimento, por falhas técnicas ou greves alfandegarias, etc. Nesse
sentido sempre devemos ter matérias-primas alternativas e validadas,
garantindo a continuidade e a qualidade da produgdo. Sem esse cuidado o
risco de ter um produto final recusado pelo controle de qualidade chega a
90%.

Como descrito na metodologia e apresentado nos resultados
conseguimos melhorar o rendimento da industrializacdo, apds a fabricagao
do primeiro lote. Pontos criticos do processo industrial foram controlados,
como o0 manuseio dos formadores de géis e camaras de corrida
eletroforética, onde a possibilidade de vazamentos sdo maiores e o tempo
de corrida eletroforética, importante para as fragcoes protéicas de baixo peso
molecular.

O rendimento por nés obtido pode ser considerado muito bom. Em
Cambridge, na preparacao de Western blotting para a confirmacado das
infeccoes por HIV e HTLV a porcentagem de perdas, nessa fase, costuma
ser superior a 40%, o que interfere diretamente no custo final do produto.

Produzido e controlado o reagente R1, fizemos os reativos
complementares para a formatagao de um reagente que pudesse ser usado,
com facilidade em diferentes servigos.

Para isso foram preparados e controlados os demais reativos.
Procuramos adequar os reativos para que fossem de facil manipulacéo,

evitando riscos de erros, principalmente de diluicbes. Assim, como pode ser
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visto no quadro 1, a maioria dos reativos esta pronta para ser utilizada por
diferentes operadores, seguindo uma bula escrita de maneira clara e
objetiva.

Nesse sentido ao prepararmos a bula, tivemos o cuidado de seguir
normas internacionais e de orientar sobre a interpretagéo dos resultados e
possiveis causas de erros na execugao dos testes.

O protétipo do reagente chamado de WB Tp-IgG, composto por oito
reativos, esta completo para ser utilizado em qualquer servigo, contendo
inclusive canaletas plasticas para colocacao das fitas.

As informagbes dos usuarios do produto, conseguidas por
preenchimento de questionario de utilizacdo do reagente, foram as mais
elogiosas possiveis. Entre os pontos fortes do produto que foram
mencionados, destacamos a robustez do reagente, facilidade de
manipulacéo e leitura das reacgoes.

Com o reagente WB Tp-IgG desenvolvido pudemos aplica-lo nos
diferentes grupos selecionados para o estudo. Analisando os resultados
obtidos nos diferentes servigos constatamos a dificuldade que os clinicos e
os laboratoristas enfrentam em sua interpretagao utilizando os reagentes
comerciais disponiveis.

Nas amostras de soros de gestantes, a triagem pelo VDRL mostrou
sérios problemas de especificidade que poderiam comprometer a atuagéo do
clinico junto a paciente e o feto. O elevado numero de falsos resultados

positivos em diferentes diluicbes do soro precisa ser cuidadosamente
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analisado para a definicdo do valor clinico de um resultado positivo nos
testes n&do-treponémicos.

Quando utilizamos testes treponémicos, mesmo de diferentes
principios observamos melhor uniformidade de resultados, porém com
resultados inconclusivos que poderiam orientar o clinico na sua conduta,
mas deixariam duvidas sobre a necessidade de instituicdo de tratamento
adequado.

Partindo do principio que o método de WB, pelos elevados niveis de
sensibilidade e especificidade, ja observados anteriormente por Lemos em
2002, poderia ser utilizado como método confirmatério laboratorial da sifilis,
fizemos sua aplicacao e analisamos os resultados.

Das 175 amostras de soros reagentes no VDRL quantitativo 155 foram
reagentes no ELISA e 151 no TPHA. No WB a reatividade foi observada em
154 amostras de soros.

Uma importante observacdo € que a maioria dos resultados falsos
positivos no VDRL esta concentrada nas diluicbes de 1/2 e 1/4 e nas
amostras de soros nao diluidas. Essa informacado além das implicacoes
clinicas tem importancia epidemiologica, pois estariam sendo somados como
casos de sifilis, no pré-natal, resultados incorretos.

A principal causa referida para esses falsos resultados é a dificuldade
de leitura do VDRL para amostras de soros nao diluidas. Outro ponto
importante € que a grande maioria dos casos de sifilis, sorologicamente
definidos eram de gestantes assintomaticas. Apenas 9% das gestantes,

apresentavam sinais percebidos pelos clinicos.
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Com o monitoramento das gestantes durante a gravidez e no pds-parto
e com as informacdes epidemioldgicas e clinicas obtidas dos prontuarios das
pacientes, tivemos a definicdo dos casos, comprovando a utilizacédo do WB,
como método confirmatério da sorologia convencional no grupo de gestantes
estudadas.

Esses resultados tiveram ampla divulgacdo no meio cientifico, e a partir
desse momento fomos procurados por muitos servigos para colaborar na
investigacao laboratorial de casos sorologicamente inconclusivos, reagentes
ou de dificil interpretacao.

Como ja tinhamos industrializado o WB Tp-IgG e dispunhamos do
reagente para fazer grande rotina de amostras de soros aceitamos o desafio
para comprovar a utilidade do reagente, como definido por nods
anteriormente.

A importancia da co-infeccao sifilis-HIV ndo pode ser desprezada. O
clinico deve buscar evidéncias confirmatérias para a doenga em qualquer
fonte disponivel, incluindo a histéria do paciente, achados clinicos, exame
direto de lesdes e testes soroldgicos, pois complicagdes como a neurossifilis
podem ocorrer durante qualquer estagio da doenga e essa associagao pode
conduzir a uma evolugdo agressiva e, por vezes, fulminante, das duas
moléstias, trazendo grande preocupacdo a comunidade médica. O clinico
deve estar sempre atento a possibilidade de re-infecgao, reativagao ou falha
no tratamento anterior, critérios dificeis de serem estabelecidos em um
paciente com HIV (Bolan, 1998). A proporc¢ao de co-infeccéo sifilis-HIV, varia

dependendo da prevaléncia das infecgbes nas comunidades ou grupos
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populacionais que serdo estudados. Blocker, et al em 2000, fazendo uma
meta analise, de estudos realizados em grupos populacionais dos EUA,
detectaram soroprevaléncia de HIV em 15,7% dos pacientes infectados pelo
T. pallidum, com maior predominio entre os homens.

Lautenschlager, em 2006, relatou que o aumento significativo de sifilis
entre homens heterossexuais esta relacionado com o novo aumento da
infecgao pelo HIV em 20% ocorrido entre 1995 e 2000.

No Brasil, Rodrigues e Abatte em 2000, fazendo um estudo em
Pernambuco relataram que a sifilis € a doenga sexualmente transmissivel
mais prevalente nas infecgbes por HIV, 8,8% dos casos.

Hoje existe uma recomendacao das autoridades de diferentes paises
para que todos os pacientes com sifilis sejam avaliados para a pesquisa do
HIV e que todos os pacientes com HIV sejam avaliados para a pesquisa de
anticorpos anti T. pallidum (Bolan, 1998, Ministério da Saude, 2005 ).

Ao aplicarmos o reagente em uma coorte de pacientes recém
infectados pelo HIV, que estdo sendo cuidadosamente monitorados clinica e
laboratorialmente, obtivemos reatividade em 24,3% das amostras de soros,
concordando em 19,8% com os outros testes treponémicos. Dos 38
pacientes com WB Tp-IgG reagente, 36 eram do sexo masculino e duas (2)
do sexo feminino, com idade média de 36 anos. Dos pacientes com sexo
masculino 32 eram homossexuais e 4 heterossexuais. As duas pacientes do
sexo feminino apresentavam comportamento heterossexual.

Nesse grupo de pacientes o desempenho de WB Tp-IgG nao esta

sendo analisado apenas pela porcentagem de positividade, mas também
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pelo perfil de reatividade das bandas de proteinas correspondendo as
regides de TpN47, TpN17 e TpN15, conforme definido em trabalho publicado
por Lemos et al., 2007. Essa possibilidade do WB pode ajudar na definicao
da época em que os pacientes adquiriram sifilis, 0 que tem significado
epidemioldgico especial.

Em nosso estudo uma das melhores aplicagdes do WB Tp-IgG, como
confirmatorio dos resultados obtidos em outros testes treponémicos ou nao,
foi no grupo de doadores de sangue.

Em colaboragcdo com PANEL — Assessoria e Controle de Qualidade,
empresa especializada na avaliagao de reagentes comerciais € nos servigos
de laboratérios dos bancos de sangues do Brasil e América Latina,
estudamos o comportamento do WB Tp-IgG em amostras de soros
inconclusivas selecionadas de 2990 doadores de sangue que se
apresentaram no servigo.

Dados nao apresentados em nosso trabalho mostraram a intensa
discrepancia de resultados na avaliacdo de reagentes para a pesquisa de
anticorpos néao-treponémicos. A triagem inicial pelo VDRL mostrou
reatividade em 0,35% das amostras de soros com titulos variando de 1/1 até
1/32. Quando outros testes ndo-treponémicos foram usados na triagem,
observou-se intensa discordancia de resultados variando de 4 a 20 o numero
de soros reagentes. Essa discordancia deve-se fundamentalmente a
qualidade, a apresentacdo do reagente e a dificuldade de discriminar o
resultado positivo do negativo, principalmente nas amostras com baixos

titulos no VDRL. Reagentes prontos para uso mostraram maior uniformidade
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nos resultados do que os reagentes que foram preparados no laboratdrio,
antes do inicio da rotina.

O ELISA recombinante também utilizado para triagem apresentou
inicialmente positividade em 52 amostras, correspondente a uma retengao
de 1,74% das bolsas de sangue. Um fator interessante na triagem nessa
populacao foi a repeticdo do ELISA com reagentes de outro fabricante. Das
52 amostras, inicialmente reagentes, 42 foram repetidamente reagentes.

Nessas amostras repetidamente reagentes, aplicamos os testes
treponémicos TPHA, FTA-abs e WB Tp-IgG. Das 42 amostras de soros
reagentes, nove (9) ndao foram reagentes em nenhum dos trés testes,
sugerindo que sejam falsos positivos. As outras 33 amostras foram
confirmadas pelo WB e TPHA. O FTA-abs foi reagente em apenas 25
amostras de soros, o0 que limita a sua utilizagdo como método confirmatério
para sifilis embora seja recomendado pelo CDC (Larsen, et al., 1995;
Schmidt, et al., 2000).

Neste estudo ficou claro que tanto o TPHA como o WB poderiam ser
utilizados como confirmatérios, porém pelas qualidades ja definidas o WB

apresenta maior potencial para ser escolhido.

Completando a avaliagédo do WB Tp-IgG estudamos sua aplicagdo em
laboratério clinico de grande porte, onde a rotina da sorologia para sifilis é
feita pelo ELISA. Normalmente todos os resultados positivos pelo ELISA séo
processados por testes nao-treponémicos para verificacdo da atividade da

doenca e a resposta ao tratamento instituido.
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O que nos chamou a atengao foi o elevado numero de amostras de
soros reagentes no WB Tp-IgG que concordaram com os resultados do
ELISA. Das 67 amostras reagentes no ELISA, 64 foram reagentes no WB e
apenas 17 reagentes no RPR. Dizer que todas as 47 amostras de soros nao
reagentes no RPR e reagentes no WB e ELISA sao simplesmente cicatriz
sorolégica € um risco que tem que ser avaliado e devidamente equacionado.
Provavelmente nessa populagdo, que comparece nos laboratérios para
repeticdo ou seguimento da doenga, o estudo do perfil de proteinas seria de

grande valor para orientar o clinico na sua conduta.

Tendo como base os resultados apresentados neste estudo, as
informacdes dos usuarios com relagdo ao reagente WB Tp-IgG e o dominio
das etapas de industrializagdo, ndo temos duvida em propor que 0 método
de seja incluido no algoritmo de laboratério da sifilis, em substituicdo ao
FTA-abs. Ja foram numeradas algumas limitagdes do FTA-abs, mas a
principal € que a fabricagdo desse produto, estda sendo descontinuada na
maioria das empresas, por entenderem que se trata de um produto manual,

cuja vida meédia de utilizagao ja atingiu o seu limite.



6. CONCLUSAO
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1. Foi industrializado o método de Western blotting com antigenos
protéicos de T. pallidum, para obtengdo de um reagente para ser utilizado na

sorologia da sifilis.

2. A utilizacdo do WB Tp-IgG como confirmatério da sifilis mostrou que
existe uma intensa discrepancia de resultados entre testes nao-
treponémicos e entre testes treponémicos, que deve ser cuidadosamente

analisada e corrigida.

3. A proposta de um algoritmo tendo o WB Tp-IgG como método
confirmatdério da sorologia da sifilis, substituindo o FTA-abs, trara maior

seguranga na avaliagao do valor clinico dos resultados obtidos.



7. ANEXOS
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Anexo A: Critérios para definicao de sifilis congénita

Portaria n°. 542, 22/12/86, D.O.U. 24/12/86, com revisao dos Comités
Assessores de Epidemiologia e de Doengas Sexualmente Transmissiveis do
Programa Nacional de DST/AIDS, 2003.

A sifilis congénita e a sifilis na gestacdo sao doencas de notificagao
compulséria e investigagao obrigatéria. A sifilis adquirida deve ser notificada
de acordo com as normas estaduais e/ou municipais.

A vigilancia epidemioldgica na sifilis tem como objetivo a detecgao
ativa e precoce dos casos de sifilis congénita para tratamento adequado
das maes e criangas e adocdo de medidas de controle visando sua
eliminacgao; interromper a cadeia de transmissao da sifilis adquirida, com
deteccgao e tratamento precoces dos casos e parceiros.

Apds a revisdo a principal modificagdo foi o agrupamento dos
critérios da definicdo anterior em um unico bloco, ndo mais utilizando a
classificagao final de confirmado, presumivel ou suspeito. Assim todos os
casos nos quais a definicdo se aplica serao notificados como casos de sifilis
congénita. Portanto, para fins de Vvigilancia epidemiolégica, sera
considerado caso de sifilis congénita e assim devera ser notificado:

1° Critério — Toda crianga, aborto, ou natimorto de mae com
evidéncia clinica de sifilis e/ou com sorologia nao-treponémica reagente
para sifilis com qualquer titulagdo, na auséncia de teste confirmatorio
treponémico realizado no pré-natal ou no momento do parto ou curetagem,

que nao tenha sido tratada ou tenha recebido tratamento inadequado.
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2° Critério — Todo individuo com 13 anos de idade com as seguintes
evidéncias soroldgicas: titulagdes ascendentes (testes nao-treponémicos);
e/ou testes nao-treponémicos reagentes apos seis meses de idade (exceto
em situagdes de seguimento terapéutico); e/ou testes treponémicos
reagentes apds 18 meses de idade; e/ou titulos de anticorpos em teste nao-
treponémico maiores do que os da mé&e. Em todos os casos acima
descritos, deve ser afastada a possibilidade de sifilis adquirida.

3° Critério — Todo individuo com menos de 13 anos, com teste néo-
treponémico reagente e evidéncia clinica ou liquérica ou radiolégica de
sifilis congénita.

4° Critério — Toda situagao de evidéncia de infec¢ao por T. pallidum
na placenta ou no corddo umbilical e/ou em amostras da lesao, bidpsia ou
necropsia de crianga, produto de aborto ou natimorto, por meio de exames

microbiologicos.
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Anexo B - Comissoes de éticas em pesquisa
Fr!"
b
APROVACAO

O Presidente da Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e

da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo em 15.08.06,
APROVOV, ad-referendum, o Protocolo de Pesquisa n° 170/04, intitulado

"Desenvolvimento de métodos imunoldgicos para o diagnéstico confirmatério
da sifilis em suas diferentes fases clinicas’, apresentado pela AREA DE

FISIOPATOLOGIA EXPERIMENTAL.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a CAPPesq, os
relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho Nacional de

Satide n°® 196, de 10.10.1996, inciso IX.2, letra "c").

Pesquisador(a) Responsdvel: PROF. DR. ANTONIO WALTER FERREIRA
Pesquisador(a) Executante: DRA. ELAINE ANTUNES DE LEMOS

CAPPesq, 15 de Agosto de 2006.

N
PROF. DR. EUCUM&VR%Q& CASTILHO

Presidente da Comissdo Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos. 225, 5° andar - CEP 05403 010 - Séo Paulo - SP
Fone: 011 - 30696442 fax : 011 - 3069 6492 - e-mail : cappesq@hcnet.uspbr / secretariacappesq2@hcnet.usp.br
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UNIVERSIDADE DO RIO DE JANEIRO
HOSPITAL UNIVERSITARIO GAFFREE E GUINLE

MEMO CEP / N° 06/2004

Rio de Janeiro, 02 de abril de 2004

Ilmo.
Prof. Carlos Alberto Moraes e Sa
Disciplina de Clinica Médica

Conforme determinagio da Comissio de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Gaffree e Guinle, durante a reuniio ordinaria de 25 de margo de 2004, o
projeto “Avaliaciio e aplicagiio de técnicas diagnésticas confirmatérias treponémicas —
WB ( Western blotting ), ELISA ( Enzyme linked immunosorbent assay ) e TPHA
( Treponema pallidum hemaglutination ), no diagnéstico da sifilis em gestantes no
periodo pré-natal, com VDRL de baixa reatividade . “ foi aprovado do sob o ponto de
vista da ética na pesquisa, conforme normas da Resolugdo 196 do Ministério da Saude.

Atenciosamente

A e k,/-U

Marcus Vasconcellos )
Coordenador da Comissio de Etica em Pesquisa do HUGG

Clc
Pro-Reitoria de Pés-Graduagio Pesquisa e Extensio
Arquivo da CEP
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Unwersidade Federal de S3o Pavle ] Comité de Etice em Pesquisa
Escola Pauksia de Medicina . Hospral S0 Pauk

Sao Paulo, 29 de junho de 2005.
CEP 0919/01
CONEP

limo(a). Sr{a)

Pesquisador(a) ESPER GEORGE KALLAS

Disciplina/Departamento: Doengas Infecciosas e Parasitanas/iMedicina da
Universidade Federal de S3o Paulo/Hospilal S3o Paulo

Ref Projeto de pesquisa intitulado: “Avaliagdo da resposta imunolégica em pacientes recentemente infectado
pelo HIV-1, identificados pela técnica sorolagica de ensaio com estratégia de testagem dupla (detuned)
(Versao de 31/Ago/2001)".

Prezado(a) Pesquisador(a),

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S3o Paulo/Hospital Sdo Paulo ANALISOU e APROVOU
0(s) a(s) Nova versao do protocolo, datada de 23/mar/2005 ao (do) projeto de pesquisa acima referenciado.

Alenciosamente,

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sao0 Paulo/ Hospital Sdo Paulo

QBS' Informamos que, de acordo com a carla Circular n® 003-CONEP/CNS de 14 de fevereiro de 2001 ndo ha necessidade do parecer da CONEFP
para emendas a0s protocolos, salve quando o CEP sobcltar. Nos projelos de Grupo | e I o pesquisador ou patrocinador deve envid-las a ANVISA
junto com o parecer aprobatdnio do CEPIUNIFESP,

"Ressallamos que & de essencial importincia que seja verificado, antes da divuigacao dos processos efou resultades oblidios nesta pesquisa, se
0% $30 menle p 'S ou passivers de outras formas de prefegdo intelectualiindusinal. A prolecdo por meio do depdsito de
patente, ou de outras formas de protecdo da propriedade intelectual, evita a acdio indevida de ferceiros e confere maior seguranga quando da
publicacio dos resultados da pesquisa ™

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP D4023-062 - S0 Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539 7162



Prefeitura do Municipio de Sao Paulo
Secretaria Municipal da Saide
Coordenagdo de Desenvolvimento da Gestao Descentralizada — COGest
Comité de Etica em Pesquisa

Sio Paulo, 27 de abril de 20035.
PARECER N°037/2005 - CEPSMS

Prezado (a) Senhor (a),

Pelo presente, informo que ¢ Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de Saude
de Sdo Paulo analisou, e APROVOU. de acordo com a Resolugdo CNS 196/96, Nova Versdo, de
23 de margo de 2005 do protocolo de pesquisa “Avaliagio da resposta imunologica do paciente
recentementc infectado pelo HIV-1, identificado pela técnica soroldgica de ensaio imunoenzimatico
com estratégia duple  (detuned).” — Registro N°148/2003-CEP/SMS, de autoria do(a)
pesquisador(a) Esper Georges Kallas.

Como procedimenio adotado por este Comité de Etica em Pesquisa, solicitamos a inclusdo, no Termo de

Cotlsn.numcmo Livre e Esclarecido do seguinte: lquer stdo, divi sclareci I 3
sguisa, [avor entrar em contato co omite i i S

Mupiei p&l dg "aauﬁg de S_ag_[;’g lo — Rua Q-QM(I:nl 36-2° :lndj!r Telefone: ﬂlﬂ%ﬁ—g-mal}_
smscep(a;prefeitura.sp.gov.br..
Lembramos que este parecer nio basta para que seu estudo possa se realizar dentro da

unidade, ¢ necessiaria também a permissio administrativa da autoridade sanitaria.

Salientamos os seguintes aspectos a serem considerados pelo pesquisador:

s O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento
em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma ou sem prejuizo ao seu cuidado (Res.
CNS 196/96 - item IV.11) ¢ deve receber uma copia do Termo de Consentimento livre ¢
esclarecido. na integra, por ele assinado (item IV.2.d)

e O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado.
Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara
¢ sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. O relatério
final deve ser apresentado ao CEP, logo que o estudo estiver concluido.

Atenciosamente.

— v ) 00
= 7 ;‘.Jhrl?‘-*‘“—w,.ar-ﬂ--

ELIANA DE AQUINO BONILHA
Vice-Coordenadora do
Comité de Etica em Pesquisa da
Secretdria Municipal da Safide - CEPSMS

limo(a). Sr{a).
Esper Georges Kallas
Nesta

R |.:Gn-r-r..lhr.larn 36 -2°am‘T.n Vn[.! Bu:rque S&ol’wlo SP- ('EP 01123-0!(‘1 1ck-t'an= \||I3"i34ﬂ43
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Prefeitura do Municipio de Sio Paulo
Secretania Municipal da Saude
Coordenagio de Desenvolvimento da Gestao Descentralizada - COGest
Comité de Etica em Pesquisa

Séio Panlo, 04 de Dezembro de 2003
Oficio N7 162720083 — CEPSMS
Prezade Senhor,

Pelo preseme, infiormo que o Comiité de Erica cm Pospmss 4z Sceraana Municipal de Sarde de
540 Pauio analisou, ¢ APROVOU, de acordo coma Resolugdio 196/96, 0 protocolo de pesquisa ' Avaliagdo
da resposia imunologica dos pacientes recentemente inflectados pelo HIV-1, denlificados pela técnica sojologica de
ensalo imunoernzimaice com estratégia de lestagem dupla (detuned) (versio de 31/08/2001) " de autoria do
pesquisador Esper Georges Kallas.

Como procedimento adotado por este Consilé de Etica e Pesquisa, solicitamos a inclusio. a0
Termo de Consentunento Livre ¢ Esclarecido do sx.gume qua _MMM@
nx:hnugﬂjo mm: Cos d.ssa pesquisi, ar em

1 LJ_!'_m. 2184043 :S_%_EBME.ELAEM_M
Lembrames que este parceer ndo basta para que scu estudo possa se realizar dentro da unidade, ¢
negessaria lambem p permissiio admimstrativa da autoddade saniticia,

Salicntamos 0s seguinies aspeatos a serem considerados pdo pesquisador

¢ O snjeito da pesquisa tem a hberdade de recusar-se 2 participar on de refirar seu consentimento em
qualquer fase d pesquisa, sem penalizacio alguma on sem projuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196496
- item V. 1f) ¢ deve receber nma copia do Termo de Consentimento livre ¢ esclarecido. na imegra. por
cle assinado (ilem [V.2.d)

¢ O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinpar
0 estudo somente apos andihse das mazdes de descontinsidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS licm
1115 7), aguardando sey parecer, exceto quando constar a superionidade de regime oferecido a wm dos
grupos da pesquisa (stem V.3) que requeiram agio imediata

¢ O CEP deve ser informado de todos os efeitos advarsos ou fales relevanies que alicrem o curso
normal do estudo (Res. 196/96 CNS e V. 4). E papel do pesquisador asscgurar medidas imediaas
adeguadas (renie a evento adverso grave ocomdo (mesme que tenha sido em outro centro) ¢ enviar
nobificagio ao CEP ¢ &4 Agéncia Nacional de Vigiinga Sanitiria - ANVISA - junie com seu
poOSICIOnAIENLD.

+ FEvealuas modiicxoes ou cmendas a0 protocelo devem ser sprsentadas ao CEP de forma clam ¢
sucinta, ideatificando a parte do protocolo a ser, modificads e suas justificativas, O relatorio final deve
ser apresentado ao CEP, logo que o estudo estiver conclusido.

Alenciosamenic,

ELIANA DE AQUINO BONILHA
Vice-Coordenadora do
Comité de Ftica cm Pesquisa da
Secretdnia Municipal da Saude — CEPSMS

Iimo, Sr

Esper Georges Kallas
Universidade Fedaal de Sio Paulo
Nesta.

Rw(mwalhrdut.}s lum Viler Bumaque - Shhuh.hi“ L'Eé' ‘Um-ﬂl} Tdrfme'lll)ﬂ]mj
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' Universidade Federal de Sao Paulo

Comité de Elica em Pesguisa
Escola Paubsta de Medicina - ¥4

Urerermiade Federal de Sho Paulo/Hosptal Slo Paulo

Sao Paulo. 7 de maio de 2003
CEPN®  919/01
CONEP Ne:

limo(a) Sr.(a)
Pesquisador(a): ESPER GEORGE KALLAS
Disciplina/Departamento. Doencas Infecciosas e Parasitarias/Medicina

Ref.: Projeto de Pesquisa:

Avaliacao da resposta imunologica em pacientes recentemente infectado pelo HIV-1,
identificados pela técnica sorolagica de ensaio com estratégia de testagem dupla
(detuned) (Versao de 31/Ago/2001)

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S&o Paulo/Hospital Sao
Paulo ANALISOU e APROVOU a(s) o(s):

Nova versao de protocolo (Versao de 02/dez/2002)

do projeto de pesquisa acima citado.

Atenciosamente,

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Federal de Sdo Paulo/Hospital Sao Paulo

08S: informamos que, de acordo com a carta Circular n® 003-CONEP/CNS de 14 de fevereiro de 2001 ndo ha
necessidade do parecer da CONEP para emendas aos protocolos, salvo quando o CEP solicitar. Nos
projetos de Grupo | e I, o pesquisador ou patrocinador deve envialas 3 ANVISA junto com o parecer
aprobatario do CEP/UNIFESP.

TR Ru-aBol-ﬁéetu_srz-1oanaif-CEPM023-052-saoPauo'Busu
Tel.. (11) 5571.1062 TelFax 539 71R?
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UNIFESP

-
A Universudade Federal de Sao Paubb
~ Escola Paulsta de Medicina
¥ /

lImo(a) Sr.{a)
Pesquisador(a): ESPER GEORGE KALLAS
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Gomité de Etica em Pesquisa
Lirmversimin Froers e S Sauniopes Sdo Proo

Sao0 Paulo, 1 de margo de 2002

CEPN® 919/01
CONEP N°:

Disciplina/Departamento:  Doencas Infecciosas e Parasitarias/Medicina

Ref.: Projeto de Pesquisa:

Avaliagao da resposta imunologica em pacientes recentemente infectado pelo HIV-1,
identificados pela técnica soroldgica de ensaio com estratégia de testagem dupla

(detuned) (Versao de 31/Ago/2001)

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sao F'aulo!Hospital Sao

Paulo ANALISOU g APROVOU a{s) o(s};

Nova versac de protocolo (Verséio de 15/Jan/2001)

do projeto de pesquisa acima citado.

Atenciosamente,

\?erz—f:f

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sao Paulo

OBS: Informamos que, de acordo com a carta Circular n® 003-CONEP/CNS de 14 de fevereiro de 2001 ndo ha
necessidade do parecer da CONEP para emendas aos protocolos, salvo quando o CEP solicitar. Nos
projetos de Grupo 1 e li, o pesquisador ou patrocinador deve envid4as & ANVISA junto com o parecer

aprobaténo do CEPAUNIFESP.

Rua Botucaty, 572 - 10 aru:lat - CEP 04023062 - 530 Paulo/Brasil

Tal - (111 EST1 1NET TallCaw BR300 7187
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Comité de Etica em Pesquisa
Unnemidade Faderal de 5o PaunMasptal Sho Pauka

S3o Paulo, 19 de outubro de 2001
CEPN°® 919/01

limo(a). Sr(a).
Pesquisador(a): ESPER GEORGE KALLAS

Disciplina/Departamemo: Doengas Infecciosas e Parasitarias/Medicina
Ref.: Projeto de Pesquisa

Avaliagdo da resposta imunolégica em pacientes recentemente infectado peio HIV-
1, identificados pela técnica sorolégica de ensaio com estratégia de testagem dupla
(detuned) (Versado de 31/Ago/2001)

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S3o Paulo/Hospital Sdo
Paulo ANALISOU e APROVOQU o projeto acima.

Conforme resolu¢io 196/96 do Conselho Nacional de Salde sdo deveres do
pesquisador:

1. Comunicar toda e qualquer alteragdo do projeto e do termo de consentimento.
Nestas circunstancias a inclusfo de pacientes deve ser temporariamente
interrompida até a resposta do Comité, apds analise das mudancas propostas.
2. Comunicar imediatamente ac Comité qualquer evento adverso ocorrido
durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em
local seguro por 5 anos para possivel auditonia dos 6rgdos competentes.

4. Apresentar primeiro relatério parcial em 47/04/02

Atenciosamente,

Medina Pestana
& de Etica em Pesquisa da
ral de SSo Paulo/Hospital Séo Paulo

Rua Botucatu, 572 - 1o andar - CEP 04023-062 - Sao Paulo/Brasil
Tal A1y 8571 10R? TeliFax G539 T162



116

Anexo C - Fluxograma de Industrializagdo e CQ do WB Tp Ig

Producao de antigeno
T. pallidum

Armazenar -80°C

v

CQ do antigeno de
T. pallidum

A 4

Producao de fitas
sensibilizadas com T.
pallidum R1 WB Tp IgG

l

CQR1-WB Tp IgG

l

Produgéo de reativos
Complementares
R2 aR8

CQ GLOBAL
WB Tp IgG

TECNICAS:

Manutengéo de T. pallidum em testiculos de coelhos.
Fabricacao de extrato antigénico.

Técnicas de congelamento e reativacao

EQUIPAMENTOS:

Biotério climatizado para manutengao de coelhos (infectados
e saos)

Fluxo Laminar

Cepa Nichols de Treponema pallidum

Armazenamento em N2

Material de manipulagéo estéril

TECNICAS:
Produgao de gel de SDS-PAGE e WB
Controle de Qualidade

EQUIPAMENTOS (BIORAD):

Corrida eletroforética Mini-Gel
Transferéncia para nitrocelulose

Fonte de eletroforese (POWER PAC 200)
TECNICAS DE FABRICACAO:

R1 — Fitas de Nitrocelulose

EQUIPAMENTOS especificados ou equivalentes:

Gel Caster: Hoeffer Two Place Gel Casting Stand SE6015
3 Tanque de eletroforese: Hoeffer Electrophoresis Tank
(12 géis) SE700

Fonte de Eletroforese: Amersham Pharmacia Biotech
EPS1001

Tanque de Transferéncia: ISS Megadalt Tank

Estufa com ventilagédo

Cortador de tiras de nitrocelulose 3,5mm

TECNICAS DE CONTROLE DE QUALIDADE :
R1 a R8 e Controle Global

TECNICA DE FABRICACAO

R2 — Conjugado Enzimatico

R3 — Diluente de Amostra

R4 — Soro Controle Negativo

R5 — Soro controle Positivo

R6 — Cromégeno (4Cloro o Naphtol)

R7 — Solugao Diluente de 4Cloro o Naphtol
R8 — Solugéo de Lavagem 20X concentrada

TECNICAS DE CONTROLE DE QUALIDADE

Dos reativos complementares R1 a R8 e Controle Global
do reagente, incluindo estabilidade.



Anexo D: Esquema de obtencao do extrato antigénico de T.pallidum,
Zwittergent (Tp-Zw).

Material inicial: 100 testiculos de coelhos selecionados*
(lote padrao de trabalho)

*(com rendimento de 80 a 100 treponemas por campo microscopico).

Extrato TpZW*

Ressuspender os sedimentos de T. pallidum com 3,0ml PBS + 1mM PMSF
U1
Acrescentar 300ul PBS Zw 10%
U
Adicionar 5,5ml PBS + 1mM PMSF
12
Repetir o procedimento de ' a ? por mais quatro vezes

J

Observar ao microscépio, campo escuro, auséncia de grumos e treponemas integros.

U
Centrifugar a 18.000rpm, por30min, a 4°C
U

Recuperar delicadamente o sobrenadante, desprezando o sedimento.

U
Dialisar o sobrenadante durante 24hs contra PBS (3 trocas)
U
Volume final = 30,0mi
U
Aliquotar em tubos Nalgem (5,0ml cada), bem identificados e congelar a -80°C
U

Realizar controle de qualidade (CQ) do extrato obtido.
Se liberado pelo CQ, estabelecer validade 5 anos a - 80°C.

2Extrato TpZW = Extrato T. pallidum Zwittergent®
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Anexo E: Procedimento para realizagao do teste “BULA”
WB Tp IgG

PRINCIPIO DO TESTE:

Fitas de nitrocelulose contendo antigeno semipurificado de 7. pallidum obtidos pela manutencdo da bactéria em
repiques sucessivos em testiculos de coelhos foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenca de SDS-PAGE seguido de transferéncia eletroforética para membrana de nitocelulose, como descrito
por LAEMMLI, 1970 e TOWBIM et al, 1978.

As fitas sdo incubadas com soros de pacientes com suspeita de sifilis. A reagdo antigeno anticorpo ¢ evidenciada
por conjugado enzimatico anti-IgG humano peroxidase e solugdo cromdgena 4-cloro-oi-naphtol. A positividade
do teste ¢ verificada visualmente pela presenga de bandas de proteinas do 7. pallidum na regido de TpN47,
TpN17 e/ou TpN15. A reatividade pode ser para apenas uma dessas proteinas ou para a combina¢do das mesmas
e deve ser comparada com padrdo de reatividade fornecido por amostra de soro reagente para sifilis.

COMPOSICAO DO KIT:

Reativo Descrigdo Apresentacdo | Quantidade
ou volumes
fornecidos

R1 Fitas contendo proteinas do antigeno 7. pallidum, separadas | Pronto para | 30 fitas
eletroforeticamente de acordo com sua massa molecular, transferidas | uso.
para membranas de nitrocelulose, bloqueadas e conservadas com 0,1%
de bronidox L5. As fitas sdo numeradas sequencialmente.

R2 Conjugado enzimatico anti-IgG humana-peroxidase em tampdo PBS | Pronto para | 2x 17 ml
10mM pH 7,2, contendo proteinas estabilizadoras, 0,2% de fenol e | uso.

0,0001% de mercurothiolate de sédio como conservantes.

R3 Solucdo diluente de amostras. Tampdo PBS 10mM pH 7,2, tween 20 | Pronto para | 34 ml
0,05%, leite desnatado 1,0%, sorbent 50%, contendo 0,1% de bronidox | uso.

L5 como conservante.

R4 Soro controle negativo. Soro humano negativo para anticorpos anti 7. | Diluir no | 0,5ml
pallidum, contendo 0,1% de bronidox L5 e glicerina vol/vol como | momento do
conservantes. teste.

RS Soro controle positivo. Soro humano positivo para anticorpos anti 7. | Diluir no | 0,5ml
pallidum, contendo 0,1% de bronidox L5 e glicerina vol/vol como | momento do
conservantes. teste.

R 6 Cromogeno: solugdo 3,36mM de 4-cloro-a-naphtol em solugdo | Preparar no | 2x 3,0ml
alcoodlica. Nao contém conservantes. momento do

uso.

R7 Diluente de 4-cloro-o-naphtol: tampdo PBS 10mM pH 7,2, contendo | Preparar no | 34 ml
0,03% de Peroxido de hidrogénio e 0,1% de bronidox L5 como | momento do
conservante uso.

RS Solucdo de lavagem. Quando diluida ¢ constituida de tampdo PBS 10mM | 20 vezes | 34 ml
pH 7,2, tween 20 0,05%. Nao contém conservantes. concentrado.

Preparar no
momento do
uso.

* Soros humanos ndo reagentes para anticorpos anti HIV-1 e HIV-2, anti HCV (hepatite C) e antigeno HBs.
Conservar a 2-8 °C até a data do vencimento indicada na etiqueta da caixa. Esta data indica o limite para utilizagdo
dos componentes.
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PROTOCOLO DE TESTES:

PREPARAGAO DOS REATIVOS (Os reativos devem estar a temperatura ambiente (20-25°C) no
momento do uso)

Solucdo cromdégena (PREPARAR NO MOMENTO DO USO)

Misture 1 parte da solugdo R6 com 5 partes da solugdo R7.

Por exemplo: 1ml de R6 + 5Sml de R7.

Solugdo de lavagem (R)

Aquecer o frasco em banho-maria a 37°C por 15 minutos, agitando ocasionalmente para completa dissolugio de
cristais eventualmente formados. Diluir 20x com agua destilada.

Por exemplo: 25ml de solugdo de lavagem 20x concentrada + 475ml de agua destilada).

A solugdo diluida pode ser armazenada em geladeira (4°C) por 4 semanas.

PROCEDIMENTO (Seguir rigorosamente o protocolo indicado. O teste é processado a
temperatura ambiente 20-25°C):

PREPARAGAO DAS TIRAS PARA REAGAO:
Verificar o nimero de amostras a serem testadas para a execucdo dos testes.
OBSERVACAO: Incluir os soros controle positivo (R4) e negativo (R5), que devem ser diluidos a 1/100 como as
amostras a serem ensaiadas.
Estabelecer o plano de distribuicao e identificacdo das amostras e dos soros controle (R4 e RS).
Acrescentar 1ml do diluente de amostras (R3) a cada canal onde realizard a reagéo.
Colocar as tiras de nitrocelulose individualmente em cada canal, utilizando pinga, com o nimero da tira para
cima.
Incubar por 1 minuto até que as tiras estejam completamente umedecidas, em agitador de gangorra.

ADIGAO DA AMOSTRA:

1) Acrescentar 10ul da amostra a ser testada ou Soro Controle (R4 e R5) ao canal
apropriado.

2) Incubar por 18 horas, em agitador tipo gangorra
3) Aspirar o conteudo de cada canal.

4) Adicionar 1ml do tampdo de lavagem (R8) e lavar por 5 minutos sob agitacao,
aspirando novamente. *

5) Repetir esse passo por mais 4 vezes.

* Para evitar contaminacdo entre os canais, ndo deixe que o tampdo de lavagem
transbordem.

ADIGAO DO CONJUGADO:

6) Acrescentar 1ml do conjugado anti IgG humano peroxidase (R2 - pronto para uso) a
cada canal pré-estabelecido.

7) Incubar por 2 horas, em agitador tipo gangorra
8) Aspirar o conteudo de cada canal.

9) Lavar como descrito nos itens 9 e 10.

ADICAO DO SUBSTRATO:

1) Acrescentar 1ml da solugdo cromégena (previamente preparada conforme descrito no
item 1 do Preparo de Reativos) a cada canal. Usar de preferéncia um repipetador
automatico para comecar a reagao ao mesmo tempo em todos os canais.

2) Incubar por exatamente 15 minutos, em agitador tipo gangorra.
3) Aspirar o conteudo de cada canal.

4) Rinsar os canais com 2 breves lavagens com agua destilada para interromper o
desenvolvimento de cor.

5) Transferir as tiras, usando pinga, com o numero voltado para cima, para um papel
toalha ou papel de filtro e deixar secar ao ar livre. N&o faca interpretacéo de resultados
até que as tiras estejam totalmente secas.
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INTERPRETAGCAO DE RESULTADOS:

VALIDAGAO DO TESTE:
Comparar o resultado obtido com o soro controle positivo e a fita referéncia da planilha
de resultados, o soro controle negativo ndo apresenta bandas reagentes na regido
indicada.
Colar as fitas de nitrocelulose na planilha de resultados. Posicionando-as para que os
numero finais figuem alinhados a direita com a fita referéncia.
Comparar as bandas de proteinas das fitas com a fita referéncia.
Verificar a presenga de bandas anti T. pallidum na regido TpN47, TpN17 e TpN15.

CRITERIOS DE INTERPRETAGAO:

REAGAO POSITIVA: Presenca de bandas para qualquer uma das proteinas na regido de
Massa Molecular TpN47, ToN17 e TpN15.

REAGCAO NEGATIVA: Auséncia de bandas na regido de Massa Molecular TpN47, TpN17
e TpN15.



Anexo F: Etapas do processo de producao do kit WB Tp-IgG

1) PREPARO DO REATIVO R1:
Fitas de nitrocelulose com antigeno T. pallidum

Preparo das solucdes de trabalho

Preparo do gel para SDS-page

Corrida eletroforética SDS-page

Transferéncia para membrana de nitrocelulose

Identificacdo e controle de qualidade das
produzidas

2) PREPARO DOS REATIVOS COMPLEMENTARES:

Reativo R2

Reativo R3

Reativo R4

Reativo R5

Reativo R6

Reativo R7

Reativo R8

Conjugado enzimatico

Diluente de amostras

Soro controle nao reagente

Soro controle reagente

Cromdégeno 4-cloro-1-naphtol

Diluente do cromdgeno

Solugdo de lavagem

121
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Anexo G: Amostras de soros do grupo G3 — Soros de pacientes recém infectados
com o virus HIV, com resultados positivos ou duvidosos nos testes treponémicos e
nao-treponémicos.

Positivos e duvidosos

Numero Sifilis (ELISA) wWB VDRL( Puro e 1/10) FTA-abs TPHA
8 POS POS POS POS POS
13 POS POS POS POS POS
14 POS POS POS POS POS
15 POS POS POS 1+ (duvidoso) POS
16 POS POS POS POS POS
22 POS POS POS POS POS
24 POS POS POS POS POS
25 POS POS POS POS POS
26 POS POS NEG 1+ (duvidoso) POS
30 POS POS NEG 1+ (duvidoso) POS
43 NEG NEG POS NEG NEG
45 POS POS NEG POS POS
53 POS POS NEG POS POS
57 POS POS POS POS POS
61 POS POS 2+ (duvidoso) POS POS
62 POS POS 2+ (duvidoso) POS POS
68 POS POS POS POS NEG
70 POS POS POS POS POS
74 POS NEG NEG NEG NEG
76 POS POS POS POS POS
78 POS POS NEG POS POS
81 NEG POS 2+ (duvidoso) NEG POS
82 NEG POS 2+ (duvidoso) NEG POS
93 POS POS POS POS POS
95 NEG NEG POS NEG NEG
96 POS POS POS POS POS
100 POS POS 2+ (duvidoso) POS POS
101 POS POS 2+ (duvidoso) POS POS
102 POS POS 2+ (duvidoso) POS POS
105 POS POS NEG NEG POS
107 inc NEG NEG NEG NEG
111 POS POS 2+ (duvidoso) 1+ (duvidoso) POS
116 NEG POS NEG NEG POS
119 POS POS NEG NEG POS
122 POS POS POS POS POS
127 POS POS NEG 1+ (duvidoso) POS
128 POS POS 2+ (duvidoso) POS POS
135 POS POS POS POS POS
149 NEG 2+ (duvidoso) NEG NEG NEG
153 POS POS 2+ (duvidoso) POS POS
155 POS POS POS POS POS
156 POS POS POS POS POS
Numero Sifilis (ELISA) wB VDRL( Puro e 1/10) FTA-abs TPHA
Positivo 35 37 20 27 36
Inconclusivo 1 1 10 5 0
Negativo 6 4 12 10 6

Total 42 42 42 42 42
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9. APENDICE



Tabelas de contingéncia

Grupo 2: Soros de gestantes atendidas durante o pré-natal no Hospital
Universitario Gaffrée e Guinle (UNI-RIO) e na Maternidade Pro-Matre (SUS),
da cidade do Rio de Janeiro N = 175.

Testes nao-treponémicos

Testes treponémicos

TPHA ELISA WB Tp-lgG

VDRL TOTAL N (%) P9
quantltatlvo R NR R NR R NR

G 7: Grupo de
amostras néo 60 25,5 0 60 0 60 0 60
reagentes

1/1 44 18,7 36 8 38 6 38 6

1/2 40 17 34 6 35 5 35 5

1/4 40 17 35 5 36 4 35 5
21/8 51 21,7 46 5 46 5 46 5
Total 235 100 151 84 155 80 154 81

R = Reagente NR = Nao Reagente

Tabelas de contingéncia

Considerando o grupo G7

Diagnéstico
sorologico da sifilis

Amostras de soros

Testes de validade* (%)

Positivas em

treponémicos

2 testes

Negativas Total (n)

S E VP+  VP-

Positivo 151 0 151

TPHA Negativo 3 81 84 98,05 100 100 96,43
Total (n) 154 81 235
Positivo 154 1 155

EIA Negativo 0 80 80 100 98,77 99,35 100
Total (n) 154 81 235
Positivo 154 0 154

WB Tp-IgG Negativo 0 81 81 100 100 100 100
Total (n) 154 81 235

Testes de validade: S (Sensibilidade), E (Especificidade), VP+ (Valor preditivo positivo), VP- (Valor

preditivo negativo).



Considerando o grupo G7

Diagndstico Amostras de soros Testes de validade* (%)
sorolégicoda  WB Tp-igG .
sifilis reagente Negativas Total (n) S E VP+ VP-

Positivo 151 0 151

TPHA Negativo 3 81 84 98,05 100 100 96,43
Total (n) 154 81 235
Positivo 154 1 155

ELISA Negativo 0 80 80 100 98,77 99,35 100
Total (n) 154 81 235

Testes de validade: S (Sensibilidade), E (Especificidade), VP+ (Valor preditivo positivo), VP- (Valor
preditivo negativo).



Grupo 3: Soros de pacientes recém infectados com o virus da

imunodeficiéncia humana (N = 156)

Amostras de soros

Testes de validade* (%)

Positivas em

Di'agn()stico’“ 2 testes Negativa Total s E VP+  VP-
sorolégico da sifilis trepondmicos s (n)
Positivo 34 2 36

ELISA Negativo 3 117 120 91,89 98,32 94,44 97,50
Total (n) 37 119 156
Positivo 32 0 32

FTA-abs Negativo 5 119 124 86,49 100 100 95,97
Total (n) 37 119 156
Positivo 36 0 36

TPHA Negativo 1 119 120 97,30 100 100 99,17
Total (n) 37 119 156
Positivo 37 1 38

WB Tp-lgG Negativo 0 118 118 100 99,16 97,37 100
Total (n) 37 119 156

Testes de validade: S (Sensibilidade), E (Especificidade), VP+ (Valor preditivo positivo), VP- (Valor

preditivo negativo).

Amostras de soros

Testes de validade* (%)

Diagnéstico WB Tp-igG
sorolégico da como Negativas Total(n) S E VP+  VP-
sifilis confirmatério
Positivo 34 2 36
ELISA Negativo 4 116 120 89,47 98,31 94,44 96,67
Total (n) 38 118 156
Positivo 32 0 32
FTA-abs Negativo 6 118 124 84,21 100,00 100,00 95,16
Total (n) 38 118 156
Positivo 36 0 36
TPHA  Negativo 2 118 120 94,74 100,00 100,00 98,33
Total (n) 38 118 156

Testes de validade: S (Sensibilidade), E (Especificidade), VP+ (Valor preditivo positivo), VP- (Valor

preditivo negativo).



Grupo 4: Soros de banco de sangue com resultados reagentes ou

inconclusivos N = 54.

Analisando as 54 amostras de soros

Amostras de soros Testes de validade* (%)
. e Positivas em 2
Diagnéstico .
sorolégico da sifilis trept::e‘tzer::icos Negativas Total (n) S E VP+ VP-
Positivo 33 9 42
ELISA Negativo 0 12 12 100 57,14 78,57 100
Total (n) 33 21 54
Positivo 25 0 25
FTA-abs Negativo 8 21 29 75,76 100 100 72,41
Total (n) 33 21 54
Positivo 33 0 33
TPHA Negativo 0 21 21 100 100 100 100
Total (n) 33 21 54
Positivo 33 0 33
WB Tp-lgG Negativo 0 21 21 100 100 100 100
Total (n) 33 21 54

Analisando com as 2990 amostras de soros

Amostras de soros Testes de validade* (%)
. e Positivas em 2
Diagnostico testes  Negativas o2 (" s E  ve+ vp-

soroldégico da sifilis

treponémicos
Positivo 33 9 42
EIA Negativo 0 2948 2948 100 99,70 78,57 100
Total (n) 33 2957 2990
Positivo 25 0 25
FTA-abs  Negativo 8 2957 2965 75,76 100 100 99,73
Total (n) 33 2957 2990
Positivo 33 0 33
TPHA Negativo 0 2957 2957 100 100 100 100
Total (n) 33 2957 2990
Positivo 33 0 33
WB Tp-lgG Negativo 0 2957 2957 100 100 100 100

Total (n) 33 2957 2990




Analisando com as 2990 amostras de soros

Amostras de soros Testes de validade* (%)
. A WB Tp-igG
Dl’agnostlco’” como Negativas Total(n) S E VP+ VP-
sorolégico da sifilis confirmatério
Positivo 33 9 42
EIA Negativo 0 2948 2948 100 99,70 78,57 100
Total (n) 33 2957 2990
Positivo 25 0 25
FTA-abs Negativo 8 2957 2965 75,76 100 100 99,73
Total (n) 33 2957 2990
Positivo 33 0 33
TPHA Negativo 0 2957 2957 100 100 100 100

Total (n) 33 2957 2990




Grupo 5: Soros de laboratério clinico com resultados reagentes ou
inconclusivos N = 67.

Considerando o grupo G7

Amostras de soros reagente

Testes de validade* (%
Diagnéstico por WB Tp-IgG estes de validade” (%)

sorolégico da sifilis

Positivas Negativas Total (n) S E VP+ VP-
ELISA Positivo 64 3 67
recombinante Negativo 0 60 60 100,00 95,24 95,52 100,00

Total (n) 64 63




Apéndice — Marcador de Massa Molecular

1 - O marcador de massa molecular (MM) utilizado foi o padrdo FULL
RANGE RAINBOW™ (Amersham Life Science, England HP7 9NA) onde
mistura de proteinas recombinantes coloridas produzem bandas com
coloragao de igual intensidade e mesma localizagdo quando separadas em gel
de poliacrilamida como descrito por LAEMMLI, 1970, SCHAGGER & von
JAGOW, 1987, SWANK & MUNKRES, 1971, WEBER & OSBORN, 1969. As
massas moleculares e respectivas cores foram definidas pelo fabricante: Azul
(250kDa), Vermelho (160kDa), Verde (105kDa), Amarelo (75kDa), Rosa
(50kDa), Azul (35kDa), Laranja (30kDa), Verde (25kDa), Azul (15kDa),
Vermelho (10kDa).
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