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Seja bem-vindo (a) ao Sistema de Educagao a Distancia — TELELAB.
Os cursos foram elaborados dentro de uma abordagem que favorece a
aquisicdo de conhecimentos e o repensar da pratica profissional.

Para o sucesso da aprendizagem e a garantia de um excelente
aproveitamento, além de assistir ao video, leia este manual e releia as
informacdes sempre que tiver dividas em sua pratica didria.

Neste manual “Sifilis — Estratégias para Diagndstico no Brasil” sdo
apresentados aspectos historicos da sifilis e do seu diagndstico laboratorial,
a historia natural, seu agente etioldgico e os testes utilizados para o
diagnéstico laboratorial. Sdo descritos, ainda, os procedimentos e cuidados
para os testes mais comumente utilizados no Brasil e a interpretacao de
seus resultados.

Desejamos que este curso seja um incentivo para repensar e
aperfeicoar a sua pratica. Releia os contelidos deste manual e assista ao
video sempre que precisar.

Bons estudos!
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O sistema TELELAB de ensino a distancia foi criado em 1997,
e produziu, ao longo do tempo, 23 cursos com titulos dedicados ao
diagnostico laboratorial das DST, Aids, hepatites virais e das atividades
hemoterapicas.

A evolucdo tecnoldgica e as novas politicas para ampliacao do
acesso dos usuarios aos servicos de saude tornaram necessdria a
atualizacdo de seus conteudos.

Este novo curso Sifilis — Estratégias para Diagndstico no Brasil
da série TELELAB atualiza os conteudos do manual “Diagnéstico
laboratorial da sifilis” da primeira série e reconhece o trabalho dos
pioneiros que criaram e trabalharam na producao dos cursos que agora
estdo sendo revisados e reformulados.

Autores do manual “Diagnéstico laboratorial da sifilis” da primeira
série:

= Claudia Renata Fernandes Martins (in memorian)

= José Antonio Pinto Sa Ferreira

= Luiz Alberto Peregrino Ferreira

= Luiz Fernado de Gdes Siqueira (in memorian)

= Maria Luiza Bazzo

= Miriam Franchini

= Oscar Jorge Berro

= Silvio Valle

Consultoria pedagoégica da primeira série: Maria Lucia Ribinick e Maristela
Arantes Marteleto.
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Agora vocé faz parte do Sistema de Educacéo a Distancia — TELELAB -
para profissionais da saude envolvidos no diagnoéstico laboratorial das doencas
sexualmente transmissiveis, da infeccao pelo HIV/Aids e das hepatites virais.

O projeto TELELAB foi criado para levar até vocé informacgdes
indispensaveis para que o seu trabalho seja realizado nos padrdes de
qualidade estabelecidos pelo Ministério da Saude.

Guarde este Manual para consultar sempre que necessario.
Ele é seu, use-o!

Funcionamento do seu curso TELELAB:

Inscricao e pré-teste:

= Agoraque vocé jafezainscricdo e o pré-teste, pode comecar o seu
curso! Vocé tem um més para conclui-lo.

Video e manual:

= Assista ao video quantas vezes vocé precisar. No Manual estao todos
os conteldos para o seu estudo. Aproveite!

Pos-teste e avaliacao do curso:

= Faca o pés-teste para avaliar o quanto vocé aprendeu. Depois,
responda ao questionario de avaliacao do curso. Suas opinides nesse
questionario sdo fundamentais para a melhoria do TELELAB.

Certificado:

= Para obter o certificado, vocé devera acertar no minimo 80% do
pos-teste.
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Ao final do curso Sifilis - Estratégias para Diagnéstico no Brasil,
Vocé sera capaz de:
= Conhecera histéria da sifilis na sociedade ocidental e o desenvolvimento
dos testes laboratoriais.

= |dentificar o agente etioldgico da sifilis — Treponema pallidum — e a
histéria natural da doenca.

= Realizar os testes trepénemicos (FTA-abs, MHA-TP/TPHA/TPPA e
ELISA) e os ndo treponémicos quantitativos e qualitativos (VDRL
com amostra de soro e de liquor) disponiveis no pais, os testes
quantitativos e qualitativos, os testes rapidos e as etapas do
diagnostico da sifilis — a triagem e a etapa confirmatoria.

Para esclarecimento de ddvidas e sempre que precisar, comunique-se diretamente com:
TELELAB

Por telefone: 0800-61-2436
Por e-mail: telelab@aids.gov.br
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A sifilis € uma enfermidade sistémica, exclusiva do ser humano,
conhecida desde o século XV, e seu estudo ocupa todas as especialidades
médicas.

Tem como principal via de transmissdao o contato sexual, seguido
pela transmissdo vertical para o feto durante o periodo de gestacao de uma
mae com sifilis ndo tratada ou tratada inadequadamente. Também pode
ser transmitida por transfusao sanguinea.

A apresentacdo dos sinais e sintomas da doenca é muito variavel e
complexa. Quando nao tratada, evolui para formas mais graves, podendo
comprometer o sistema nervoso, o aparelho cardiovascular, o aparelho
respiratério e o aparelho gastrointestinal.

Embora o tratamento com penicilina seja muito eficaz nas fases
iniciais da doenca, métodos de prevencao devem ser implementados, pois
adquirir sifilis expde as pessoas a um risco aumentado para outras DST,
inclusive a Aids.

O numero de casos de sifilis vem aumentando no Brasil e, por
isso, todos os profissionais da drea da saude devem estar atentos as suas
manifestacoes.

Nesse contexto, o diagndéstico laboratorial desempenha papel
fundamental no combate a sifilis, por permitir a confirmacao do diagnéstico
e o monitoramento da resposta ao tratamento.

Finalmente, lembre-se que o resultado de todo exame laboratorial
deve ter qualidade e que isso s6 serd possivel se houver padronizacao
dos processos, controle da qualidade, desde a aquisicao dos insumos e
reagentes até a emissao do resultado, treinamento e comprometimento
dos profissionais envolvidos.
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Capitulo 1

Historia da sifilis e dos testes
para o diagndstico laboratorial







Neste capitulo vocé vai conhecer um pouco sobre a histdria da sifilis na sociedade ocidental e o
desenvolvimento dos testes laboratoriais.

O termo sffilis originou-se de um poema, com 1.300 versos, escrito
em 1530 pelo médico e poeta Girolamo Fracastoro em seu livro intitulado
Syphilis Sive Morbus Gallicus (“A sifilis ou mal gdlico”). Ele narra a histdria de
Syphilus, um pastor que amaldicoou o deus Apolo e foi punido com o que
seria a doenca sifilis.

Em 1546, o préprio Fracastoro levantou a hipotese de que a doenca
fosse transmitida na relacao sexual por pequenas sementes que chamou
de “seminaria contagionum”. Nessa época, essa ideia ndo foi levada em
consideracao e, apenas no final do século XIX, com Louis Pasteur, passou
a ter crédito.

“Todos nés herdamos no sangue lusitano uma boa dosagem de lirismo.
Além da sffilis, é claro.”
(alabar, Chico Buarque e Ruy Guerra

Atualmente, ha certo consenso quanto ao fato da sifilis ter sido
uma doenca desconhecida no Velho Mundo até o final do século XV,
porém sua origem geografica continua causando polémicas.
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Sabe-se que no ano de 1495, quando a cidade de Napoles foi
cercada por tropas francesas comandadas pelo Rei Carlos VIII, as tropas
espanholas foram enviadas a cidade para reforcar a sua defesa. Apos a
tomada da cidade pelos franceses, surgiu em suas tropas uma doenca,
causadora de muitas mortes e que, por intermédio de mercendrios,
rapidamente espalhou-se pela Europa.

Foi originalmente denominada “Mal de Napoles”, mas na Italia e na
Alemanha ficou conhecida como “Mal francés”; na Franca chamaram-na de
“Mal italiano”, na Pol6nia a denominaram de “Mal alemao” e na Russia de
“Mal polonés”.

Quando surgiram os testes laboratoriais da sifilis

Linha do tempo - desenvolvimento do diagnéstico laboratorial

da sifilis
5. Obtidos os
preparados
1.7° método: 3. Llange de antigenos 7.Deacon
reagdo de descobriua cardiolipina- descreveua
fixagdo de reacdo do ouro lecitina- reacao FTA
complemento coloidal para o colesterol (Anticorpo 9A.Teste
deWassermann, diagndstico da quimicamente Treponémico imunoenzimético 10. Testes de
Neisser e Briick. neurossffilis. purificados. Fluorescente). —ELISA. quimioluminescéncia.
1946 1957 1965 1970 1990 2000
2. Michaells 4, Pangbom 6. Técnica de 8. Rathiev 9B.ELISA no Brasil.
descreveu uma isolouo diagnéstico desenvolve
nova reagao componente VDRL. atémnicade
baseada no ativo de hemaglutinagao
fenomeno da natureza inidireta ou
floculagdo. fosfolipidica passiva.
(cardiolipina)
de extrato de
coragdo bovino.
1. O primeiro método para o diagnéstico laboratorial foi a reacao

de fixacdo de complemento de Wassermann, Neisser e Briick,
descrita em 1907, com a qual foi detectada a taxa de 80% de
positividade em 94 amostras estudadas.
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Ainda em 1907, Michaelis descreveu uma nova reacdo baseada
no fendmeno da floculacdo utilizando os mesmos antigenos
empregados na fixacdo do complemento. Uma série de reagdes
surgiu com essa descoberta: reacdes de Kahn, Kline e Meinicke.

Em 1912, Lange descobriu a reacdo do ouro coloidal para o
diagnostico da neurossifilis.

Em 1941, Pangborn isolou o componente ativo de natureza
fosfolipidica (cardiolipina) de extrato de coracdo bovino. A
cardiolipina, quando combinada com a lecitina e o colesterol,
forma antigeno sorologicamente ativo para deteccao de
anticorpos nao treponémicos nas amostras de pacientes com
sifilis.

Logo a seqguir, foram obtidos os preparados de antigenos
cardiolipina-lecitina-colesterol quimicamente purificados, que
quando empregados nos testes de floculacdo garantiram a
reprodutibilidade dos resultados obtidos.

Em 1946, com a padronizacdao desses novos antigenos
purificados, foi desenvolvida a técnica de diagnéstico VDRL
(Venereal Diseases Research Laboratory) que é usada até hoje.
O teste de imobilizacdo do Treponema pallidum (TPl) foi
desenvolvido como resultado da descoberta de que o soro de
paciente com a doencainibia a mobilidade dos treponemas. O TPI
foi o primeiro teste de deteccédo de anticorpos antitreponema.

Em 1957, Deacon descreveu areacao FTA (Anticorpo Treponémico
Fluorescente) baseada no principio da imunofluorescéncia.
A reacdo foi, posteriormente, modificada pelo teste FTA-200
(diluicdo do soro a 1/200) visando eliminar as reac¢des falso-
positivas. Mas s6 em 1964, se tornou uma rea¢ao mais especifica,
com o teste FTA-abs (Anticorpo Treponémico Fluorescente-
adsorvido) descrito por Hunter, Deacon e Meyer.

Jaatécnicade hemaglutinacdoindireta ou passivafoidesenvolvida
por Rathlev e seu trabalho foi divulgado na publicacdo da
Organizagcao Mundial da Satude, em 1965. Mais tarde, a equipe de
Tomizawa introduziu modificacdes na técnica para aumentar a
especificidade da reacéo.
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9. O teste imunoenzimatico — ELISA - foi desenvolvido na década
de 1970, e ELISA-Tp tornou-se disponivel no mercado brasileiro
nos anos de 1990.

10. No inicio da década de 2000 foram desenvolvidos os testes
de quimioluminescéncia com antigenos recombinantes de
Treponema pallidum.

Existem muitos estudos sobre a padronizacdo de um conjunto
diagnéstico para deteccao molecular do Treponema pallidum, porém a
comercializacdo ainda nao estd disponivel e os testes moleculares tém sido
utilizados somente para fins de pesquisa.

Recentemente, foram desenvolvidos os testes rapidos, a maioria
deles baseados na técnica de imunocromatografia ou de fluxo lateral, que
permitem detectar rapidamente os anticorpos treponémicos e podem ser
utilizados mesmo em locais sem infraestrutura laboratorial. Foram também
desenvolvidos os conjuntos diagndésticos para amostras de sangue
coletadas em papel-filtro. Esse tipo de amostra é de facil coleta e pode ser
transportada sem refrigeracao.

16 TELELAB| Sifilis
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Capitulo 2

A histéria natural da sifilis: fases
evolutivas e o surgimento de anticorpos







Nesse capitulo vocé conhecerd o agente etioldgico da sifilis — Treponema pallidum — a histéria
natural da doenca com suas diferentes fases evolutivas e 0 aparecimento dos anticorpos em cada
uma delas.

Descoberta do agente etiolégico da sifilis

Treponema pallidum, o agente etiolégico da sifilis, foi descoberto
somente em 1905, pelo zoologista Fritz Schaudin e pelo dermatologista
Paul Erich Hoffman. Schaudin examinou o preparado a fresco, da amostra
coletada por Hoffmann de papula existente na vulva de uma mulher com
sifilis secunddria. Os dois observaram ao microscépio os microrganismos
espiralados, finos, que giravam em torno do seu maior comprimento e
que moviam-se para frente e para tras. Denominaram-os, inicialmente, de
Spirochaeta pallida e, um ano depois, mudaram o nome para Treponema
pallidum.

Treponema Pallidum

Figura 1 - Treponema pallidum
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Morfologicamente o Treponema pallidum é uma espiral fina com
espiras regulares e pontas afiladas. Possui cerca de 10 a 15 espiras e tem
cerca de 8 micrémetros de comprimento, podendo apresentar variacdes no
comprimento e no numero de espiras.

O pouco conhecimento sobre a biologia do T. pallidum se deve a
impossibilidade do seu cultivo em meios artificiais. O treponema tem baixa
resisténcia ao meio ambiente, ressecando-se rapidamente. E também muito
sensivel a acdo do sabao e de outros desinfetantes, podendo sobreviver por
até 10 horas em objetos umidos.

A historia natural da doenca

A sifilis ¢ uma doenca de evolucao lenta.

Quando nao tratada, alterna periodos sintomaticos e assintomaticos,
com caracteristicas clinicas, imunolégicas e histopatoldgicas distintas,
divididas em trés fases: sifilis primaria, sifilis secundaria e sifilis terciaria.

Nao havendo tratamento apos a sifilis secundaria, existem dois
periodos de laténcia: um recente, com menos de um ano, e outro de
laténcia tardia, com mais de um ano de doenca.

A infeccdo pelo Treponema pallidum ndo confere imunidade
permanente, por isso, é necessario diferenciar entre a persisténcia de
exames reagentes (cicatriz soroldgica) e a reinfeccao pelo T. pallidum.

Sifilis primaria

Descrigdo:

Apbds a infecgao, ocorre um periodo de incubacéo entre 10 e 90 dias. O
primeiro sintoma é o aparecimento de uma lesdo Unica no local de entrada da
bactéria. A lesdo denominada cancro duro ou protossifiloma é indolor, tem a
base endurecida, contém secre¢ao serosae muitos treponemas. Alesao primaria
se cura espontaneamente, num periodo aproximado de duas semanas.

As lesdes sifiliticas facilitam a entrada do virus da imunodeficiéncia

humana - HIV. As analises de pacientes com infeccdo simultanea por
HIV e T. pallidum indicam alteracées tanto na resposta imune humoral?
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do paciente quanto na resposta a terapia para sifilis. Além disso, a sifilis
acelera a evolucéo para Aids e a infeccdo pelo HIV altera a histdria natural
de sifilis.

Diagnéstico laboratorial:

Na sifilis primdria, o diagnostico laboratorial pode ser feito pela
pesquisa direta do Treponema pallidum por microscopia de campo escuro,
pela coloracdo de Fontana-Tribondeau, que utiliza sais de prata, e pela
imunofluorescéncia direta. Os anticorpos comec¢am a surgir na corrente
sanguinea cerca de 7 a 10 dias apds o surgimento do cancro duro, por isso
nessa fase os testes soroldgicos sao ndo-reagentes.

O primeiro teste a se tornar reagente em torno de 10 dias da evolucao
do cancro duro é o FTA-abs, seguido dos outros testes treponémicos e ndo
treponémicos.

Quanto mais precocemente a sifilis primaria for tratada maior sera
a possibilidade dos exames sorolégicos tornarem nao-reagentes. Porém,
mesmo apos a cura, os testes treponémicos podem permanecer reagentes
por toda a vida.

Sifilis secundaria

Descrigdo:

Quando a sifilis ndo é tratada na fase primaria, evolui para sifilis
secunddria, periodo em que o treponema ja invadiu todos os érgaos
e liquidos do corpo. Nesta fase, aparece como manifestacdo clinica o
exantema (erupgdo) cutaneo, rico em treponemas e se apresenta na forma
demaculas, papulasoudegrandes placaseritematosas branco-acinzentadas
denominadas condiloma lata, que podem aparecer em regides Umidas do
corpo.

Diagnastico laboratorial:

Na sifilis secundaria, todos os testes soroldgicos sao reagentes e os
testes quantitativos tendem a apresentar titulos altos. Apés o tratamento
nessa fase, os testes treponémicos permanecem reagentes por toda
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a vida do usuario, enquanto os testes ndo treponémicos podem ter
comportamento varidvel. Em alguns individuos ficam nao reagentes e em
outros permanecem indefinidamente reagentes em baixos titulos.

Sifilis latente

Descrigdo:

Se nao houver tratamento, ap6s o desaparecimento dos sinais
e sintomas da sifilis secundaria, a infeccdo entra no periodo latente,
considerado recente no primeiro ano e tardio apods esse periodo. A sifilis
latente ndo apresenta qualquer manifestacao clinica.

Diagndstico Laboratorial:

Nessa fase todos os testes sorolégicos permanecem reagentes e
observa-se uma diminuicao dos titulos nos testes quantitativos.

Para diferenciar esta fase da infeccdo primaria deve-se pesquisar no
liquor a presenca de anticorpos, utilizando-se o VDRL. Evidencia-se sifilis
latente quando o VDRL é reagente no liquor, acompanhado de baixos
titulos no soro.

Sifilis terciaria

Descri¢do:
A sifilis tercidria pode levar dez, vinte ou mais anos para se manifestar.
A sifilis tercidria se manifesta na forma de inflamacdo e destruicao de
tecidos e 0ssos. E caracterizada por formacao de gomas sifiliticas, tumoracdes
amolecidas vistas na pele e nas membranas mucosas, que também podem
acometer qualquer parte do corpo, inclusive no esqueleto ésseo. As
manifestacdes mais graves incluem a sifilis cardiovascular e a neurossifilis.

Diagnastico Laboratorial:

Nesta fase os testes sorolégicos habitualmente sdo reagentes e os
titulos dos testes nao treponémicos tendem a ser baixos, porém podem
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ocorrer resultados ndo reagentes. Em usudrios que apresentam sintomas
neurais, o exame do liquor — LCR é indicado, porém nenhum teste
isoladamente é seguro para o diagndstico da neurossifilis. Recomenda-
se que o diagndstico seja feito pela combinacdo da positividade do teste
sorologico, aumento da células e de proteinas no LCR.

Para testagem do LCR, o VDRL é o exame recomendado, porém
tem baixa sensibilidade (30 - 47% de resultados falso-negativos) e alta
especificidade.

A infeccao pelo Treponema pallidum nao confere imunidade
permanente, por isso, é necessario diferenciar entre a persisténcia de exames
reagentes (cicatriz soroldgica) e a reinfeccao pelo T. pallidum.

Trata-se da infeccdo do feto em decorréncia da passagem do
treponema pela placenta.

E mais grave quanto mais recente for a infeccdo materna. Segundo
estudo realizado em 2004, estima-se que a taxa de prevaléncia de
mulheres portadoras de sifilis no momento do parto seja de 1,6%, o que
corresponde a aproximadamente 49 mil parturientes infectadas e 12
mil nascidos vivos com sifilis, considerando-se uma taxa de transmissao
de 25%, de acordo com estimativa da OMS (www.aids.gov.br). Na
gestacao, a sifilis congénita se manifesta com abortamento, nascimentos
prematuros ou nascimentos seguidos de morte. Ao nascer, a crianga com
sifilis congénita pode apresentar lesdes bolhosas, ricas em treponemas,
na palma das maos, planta dos pés, ao redor da boca e do anus.

Mesmo quando nao se manifesta com essas caracteristicas, a
infeccdo congénita pode permanecer latente, vindo a se expressar
durante a infancia ou mesmo na vida adulta.

A definicao da sifilis congénita deve ser feita pelo médico
levando em consideracdo a comparacao dos resultados dos testes
nao treponémicos da mae e da crianca, os resultados dos exames de
imagem e dos sinais clinicos presentes na crianca.
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Atencgao

Sempre que suspeitar de sifilis congénita deve-se fazer VDRL no
liquor da crianca.

O diagnostico laboratorial da sifilis

O diagnéstico laboratorial da sifilis depende da associagao entre:
= a histéria do usuario;
= os dados clinicos; e

= a deteccdo de antigenos ou anticorpos por meio de testes
laboratoriais.

Por isso, é importante conhecer a evolu¢ao da doenga, as diferentes
fases da infeccao e o que cada teste laboratorial é capaz de detectar para
utiliza-los adequadamente.

Atencao

Quando nao se pode estabelecer clinicamente a fase da sifilis
deve-se fazer um teste treponémico e um nao treponémico.

Note ainda que o diagndstico laboratorial da sifilis por meio de
exames soroldgicos sempre é realizado em duas etapas:

= triageme;
= confirmatoria.

Neste manual vocé conhecerd os procedimentos indicados para a
combinacado dos testes das duas etapas.

24 TELELAB| Sfilis




@1?\2\.1\ “ﬁg I )

Capitulo 3

Testes para o diagnostico
laboratorial da sifilis







Para o diagnéstico laboratorial da sifilis pode-se utilizar os testes treponémicos e os nao
treponémicos. Neste capitulo vocé conhecerd mais sobre cada um deles e sua importancia no
diagndstico das diferentes fases de evolugdo da sffilis.

Sdo testes que empregam como antigeno Treponema pallidum, e
detectam anticorpos antitreponémicos. Esses testes sao feitos apenas
qualitativamente.

Sdo testes que detectam anticorpos nao treponémicos, anterior-
mente chamados de anticardiolipinicos, reaginicos ou lipoidicos ©.

Esses anticorpos ndo sdo especificos para Treponema pallidum, porém
estdo presentes na sifilis.

Os testes nao treponémicos podem ser:

= Qualitativos: rotineiramente séo utilizados como testes de triagem
para determinar se uma amostra é reagente ou nao.

= Quantitativos: sao utilizados para determinar o titulo dos anticorpos
presentes nas amostras que tiveram resultado reagente no teste
qualitativo e também para o monitoramento da resposta ao
tratamento.

O titulo no teste nao treponémico

O titulo é indicado pela ultima diluicao da amostra que ainda
apresenta reatividade ou floculagao visivel.
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O fené6meno de prozona

E a auséncia de reatividade em uma amostra que, embora contenha
anticorpos nao treponémicos, quando testada sem diluir, ou mesmo em
baixas diluicdes, apresenta resultado nao reagente.

Esse fendmeno decorre darelacdo desproporcional entre quantidade
dos antigenos e dos anticorpos presentes na reacdo ndo treponémica,
gerando resultados falso-negativos.

Ocorre nas amostras de doentes com sifilis, em virtude da elevada
quantidade de anticorpos presentes. Esse fendmeno nao é observado nos
testes treponémicos.

E observado principalmente na sifilis secundaria, fase em que ha
producao de grande quantidade de anticorpos.

Diferencas entre os testes nao treponémicos e os
treponémicos

A diferenca principal é que os testes ndo treponémicos detectam
anticorpos que nao sdo especificos contra Treponema pallidum e os testes
treponémicos detectam anticorpos especificos para antigenos de T.
pallidum.

Resultados falso-positivos nos testes

Podem ocorrer em diferentes situagdes e tendem a apresentar
titulos baixos nos testes nao treponémicos.

Resultados falso-positivos podem ser permanentes:

= em portadores de lupus eritematoso sistémico;

= na sindrome antifosfolipidica e em outras colagenoses;
= na hepatite cronica;

= em usudrios de drogas ilicitas injetaveis;

= na hanseniase;

= na maldria.
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Resultados falso-positivos podem também ocorrer transitoriamente:
= em algumas infeccoes;

= apods vacinagoes;

= uso concomitante de medicamentos;

m apos transfusdes de hemoderivados;

= nagravidez e em idosos.

Os testes nao treponémicos apresentam mais resultados falso-
positivos. Cerca de 1% da populacao apresenta reatividade nos testes
treponémicos sem ter a infeccao.

No exame FTA-abs, as reacdes falso-positivas habitualmente
apresentam os treponemas com um padrao atipico de fluorescéncia
em forma de contas (como de rosario). Isso ocorre, por exemplo,
na borreliose de Lyme. Nesse caso, o FTA-abs é reagente e o VDRL
geralmente é nao reagente.

Técnicas utlizadas nos testes para o diagnodstico da
sifilis

Nos testes nao treponémicos:

Técnica Testes

VDRL (Venereal Disease Laboratory)
RPR (Rapid Test Reagin)

Floculacdo USR (Unheated Serum Reagin)

TRUST (Toluidine Red Unheated Serum Test)
Aglutinacdo Testes Répidos — TR
Imunoenzimaticos (ELISA) ELISA (Enzyme - linked immunossorbent assay)
Imunocromatograficos Testes Rapidos - TR
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Nos testes treponémicos:

Técnica Testes

Imunofluorescéncia indireta = FTA-abs (Fluorescent treponemal antibody absorption)

Hemaglutinagéo MHA-TP (microhemaglutinagdo para Treponema pallidum)
Aglutinacédo de particulas TPPA (Treponema pallidum particle agglutination assay)
Imunoenzimaticos e suas ELISA (Enzyme-linked immunossorbent assay), CMIA
variacoes (Ensaio imunolégico quimioluminescente magnético)

Imunocromatografia e fluxo

Testes rapidos
lateral P

Testes moleculares PCR

Os exames laboratoriais para o diagndstico da
sifilis primaria
Sao de dois tipos:

= Exame direto realizado com amostra coletada diretamente da
lesdo: séo exames de microscopia que permitem a identificacdo
de Treponema pallidum. A microscopia pode ser realizada para a

pesquisa do treponema em campo escuro, apds a coloracao pelo
método de Fontana-Tribondeaux ou pela imunofluorescéncia %
direta.

= Exames sorolégicos: embora o tempo para o surgimento dos C
anticorpos possa variar em diferentes pessoas, a partir de 10 dias 5

da evolucédo do cancro duro, pode-se obter reatividade nos testes
sorolégicos. O FTA-abs é o primeiro teste a se tornar reagente na
sifilis.

30 TELELAB| Sifilis




@1?\2\.1\ “ﬁg I )

Capitulo 4

Teste nao treponémico de
floculacao e seus procedimentos







Neste capitulo vocé vai conhecer detalhes das metodologias dos testes nao treponémicos
disponiveis no pais, seu funcionamento, suas indicacdes de uso e os cuidados que se deve ter
para obter resultados precisos e confidveis.

Os testes de floculacao

Principio metodoldgico dos testes de floculacao

Os testes de floculagcdo baseiam-se em uma suspensdo antigénica que
contém cardiolipina, colesterol elecitina. No preparo da suspensao antigénica,
a ligacdo desses componentes ocorre ao acaso e resulta na formacao de
estruturas arredondadas denominadas de micelas. Veja na figura abaixo.
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Figura 2 - Representacao esquematica do antigeno dos
testes nao treponémicos, na forma de micelas.

Os anticorpos nao treponémicos presentes na amostra ligam-se as
cardiolipinas das micelas. A ligacdo de anticorpos em varias micelas resulta
na floculacao, que pode ser observada ao microscopio. Veja a seguir a
figura que representa a ligacao de varias micelas, por meio dos anticorpos.
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Figura 3 - Representacdo esquematica de uma reacédo de floculagdo na qual os anticorpos
nao treponémicos se ligam simultaneamente em varias micelas.

Observacao da floculacao

Essaligacéo é vistanaformadeflocos ougrumos, grandes ou pequenos,
que podem ser visualizados a olho nu em alguns testes e em outros com
auxilio de microscopio. Veja na Figura 4 algumas fotos da reacdo de VDRL
feitas em microscopio éptico comum em aumento de 100 vezes.
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Presenca de floculacéo Auséncia de floculagdo

Figura 4 - Observacao de floculacdo e da auséncia de floculagdo na reacao de VDRL.
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Testes de floculacao e sua composicao antigénica

VDRL

(Venereal Disease Laboratory)

RPR

Teste Composicao antigénica

cardiolipina (0,03%);
colesterol (0,9%); e
lecitina (0,21+/-0,1%).

cardiolipina;

colesterol;

lecitina;

cloreto de colina para eliminar a necessidade de

(Rapid Plasma Reagin) inativacao da amostra;

USR

(Unheated Serum Reagin)

TRUST

(Toluidine Red Unheated Serum Test)

B EDTA para aumentar a estabilidade da suspensao
antigénica; e
carvao para permitir a leitura da reacdo a olho nu.

cardiolipina;
colesterol;

lecitina;

cloreto de colina; e
EDTA.

cardiolipina;

colesterol;

lecitina;

cloreto de colina;

EDTA;

corante vermelho de toluidina para permitir a
leitura da reacdo a olho nu.

Principais caracteristicas dos testes de floculacao

O,

Atencdo

Verifique a validade da suspensado antigénica e dos outros
insumos em cada conjunto diagnéstico. Siga rigorosamente as
instrucdes de cada fabricante.
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Veja no quadro abaixo as caracteristicas e exigéncias de cada teste.

Caracteristicas Testes

Tipo de amostra que pode ser utilizada VDRL RPR USR TRUST
Liquor Sim Nao Nao Nao
Plasma Néao Sim Néao Sim
Soro Sim Sim Sim Sim
O teste requer inativacdo da amostra Sim Nao Nao Nao
Antigeno ja esta pronto para uso Nao Sim Sim Sim
Leitura em microscopio Sim Nao Sim Nao
Leitura a olho nu Néo Sim Néao Sim
Teste qualitativo e quantitativo Sim Sim Sim Sim
Estabilidade da suspensao 8 horas Meses Meses Meses

Escolha do teste de floculacao para diagndstico da
sifilis
A escolha do teste nao treponémico vai depender das caracteristicas
do seu servico, tais como:
= Otipo de amostra a ser testada (liquor, soro ou plasma);
= Equipamentos disponiveis (banho-maria, microscépio); e %
= Tamanho da rotina.

Outro fatoraser considerado na hora de escolher é a qualidade do teste.
Antes de adquirir o conjunto diagnéstico para sifilis, certifique-se da qualidade C
do produto, solicitando ao fornecedor um kit para avaliar o desempenho. )
Veja no capitulo 10 como fazer o controle de qualidade dos testes
nao treponémicos.

Atencao

O VDRL é o Unico teste de floculacdo que pode ser utilizado para
pesquisa de anticorpos ndo treponémicos no liquor.
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Capitulo 5

A reacao de VDRL
com amostra de soro







OVDRL é um dos testes nao treponémicos muito utilizado no Brasil. Neste capitulo vocé conhecera
em detalhes a reacao do VDRL feita com a suspensao antigénica preparada a partir do antigeno
concentrado para o teste em amostras de soro.

Antes de iniciar seu trabalho vocé deve consultar os protocolos
de Procedimentos Operacionais Padrao - POP. Eles descrevem
detalhadamente:

= os procedimentos que devem ser realizados para cada conjunto
diagnéstico;

= asinstrucoes de uso e os cuidados a serem adotados em cada
equipamento que sera utilizado;

= O passo a passo de acOes para cada atividade.

Veja a seguir a sequéncia de acdes recomendadas para vocé fazer um
teste VDRL.

AGAO 1 - Organizar os AGAO 2 - Preparar os AGAO 3 — Preparar a
materiais necessarios protocolos de trabalho suspensao antigénica
ACAO 6jVaI|Qarq ACAO 5 - Utilizar soros — AGAO 4  Calibrar a aguiha
suspensdo antigénica controle

AGAO 7 - Realizar reacéo de AGAO 8 — Realizar reacio de ACA0 9 — Anotar os resultados
VDRL qualitativa VDRL quantitativa eliberar os resultados

Nos préximos tépicos, conheca o detalhamento das acbes de 1a 9:
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Acao 1 - Organizacao dos materiais necessarios
para o teste de VDRL

Os materiais necessarios para realizacao do teste sao:

Conjunto diagnéstico (kit) para VDRL;

Solucao salina (NaCl 0,9%);

Soros controles: reagente com titulo conhecido e ndo reagente;
Seringa de vidro de Tml ou 2ml;

Agulha calibrada para gotejar 17ul ou pipeta para volume de
17ul;

Erlenmeyer de 25ml com tampa de vidro esmerilhado;

Laminas de vidro planas, demarcadas com 12 circulos com 14mm
de diametro cada (laminas de VDRL);

Agitador orbital, tipo Kline, ajustado para 180+ 2 rpm;
Microscépio éptico comum (objetiva 10X e ocular 10X);
Banho-maria a 56°C;

Tubos de ensaio 12 X 75mm, para as diluicdes em tubo;
Pipetas de volume ajustével entre 50pl e 200pl;

Ponteiras descartdveis para volumes entre 50ul e 200ul;
Pipetas de vidro de Tml e 5mi;

Péra ou macrocontrolador de pipetagem para pipetas de vidro;
Recipiente para descarte de ponteiras;

Recipiente de vidro para descontaminacdo de produtos biolégicos,
contendo solucdo aquosa de hipoclorito de sédio (uma parte de
4gua sanitaria comercial mais quatro partes de agua);

Recipiente com agua e sabdo neutro para colocar as pipetas de
vidro utilizadas;

Recipiente com alcool 70% (peso a peso — p/p) para colocar as
laminas de VDRL utilizadas;

Cronbmetro;
Caneta para escrever em vidro;
Protocolo de trabalho.
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@ Atencgao

Verifique sempre o nivel de dgua do banho-maria e se a
temperatura esta em 56°C.
Acao 2 - Preparar os protocolos de trabalho

Modelo de Protocolo de trabalho
[Cabecalho com dados do servico]

Kit:

Nome:

Lote:

Data de validade: Nome do responsavel pelo teste:
Fabricante: Data de realizacdo:

Modelo da lamina e resultado
encontrado Posicdo de cada amostra ou da dilui¢do na placa

O1 Oz O3 O4 1 2 3 4
Os Os O7 Os 5 6 7 8
O9 Olo OH Ou 9 10 11 12

Resultado encontrado em cada circulo
R (reagente) ou NR (ndo reagente).

Dicas importantes:

= Mantenha os POP atualizados, fazendo as alteracbes sempre que
o fabricante fizer modificagdes na bula.

= Observe se houve alteracdao dos procedimentos recomendados
pelo fabricante para testes de diferentes lotes.

= Observe se os procedimentos variam quando o conjunto diagndstico
é utilizado com amostras diferentes como, por exemplo, VDRL no
soro ou no liquor.
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= Leia sempre as bulas e mantenha-as disponiveis para consulta.

= Antes de iniciar seu trabalho diério, reveja o conteldo dos POP e
compare se esta de acordo com as bulas.

O preparo da suspensdo antigénica a partir do antigeno concentrado
deve seguir as instrucées do fabricante, que habitualmente segue as
recomendacdes internacionais.

No quadro a seguir vocé encontrara a descricao dos procedimentos,
de acordo com a padronizacao internacional.

1. Pipete 0,4ml da salina tamponada pH 6,0 (que acompanha o kit)
no fundo do Erlenmeyer. Use uma pipeta de vidro para volume até
Tml;

2. Retire 0,5ml do frasco do antigeno com uma pipeta de vidro para
volume até 1ml. Tampe o frasco para evitar evaporagao;

3. Posicione a pipeta com o antigeno na porcao superior do
Erlenmeyer;

4. Adicione 0,5ml do antigeno, gota a gota, diretamente sobre a salina;

5. Faca movimentos circulares, continuos e suaves com o Erlenmeyer
apoiado na bancada. Para obter a velocidade ideal de rotacao, vocé
deve, a cada segundo, dar 3 voltas com o Erlenmeyer, formando um
circulo de aproximadamente 5cm de diametro;

6. Certifique-se que, ao final de 6 segundos, todo o antigeno esteja
gotejado (inclusive a ultima gota);

7. Continue fazendo movimentos circulares por mais 10 segundos;
Adicioneao Erlenmeyer 4,1ml da salinatamponada com uma pipeta
de vidro para volume até 5ml;

9. Tampe o Erlenmeyer e homogeneize a suspensao fazendo
movimentos suaves de inversao aproximadamente 30 vezes;

10. Identifique a suspensdo antigénica, escrevendo no Erlenmeyer:
Suspensao para VDRL, a data e a hora do preparo.
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Atencdo

Oantigeno concentrado estadissolvidoemdlcool.Se ofrascoficar
aberto vai ocorrer sua evaporagdo e mudanca na concentragao
do antigeno.

Dicas importantes:

Prepare sempre o volume de 5,0ml de suspensao antigénica,
seguindo o procedimento descrito no quadro “INSTRUCOES
PARA PREPARO DA SUSPENSAO ANTIGENICA”, mesmo que a
quantidade de amostras a ser analisada seja pequena.

Se houver um grande nimero de amostras na sua rotina laboratorial,
prepare duas, trés ou mais suspensdes antigénicas com o volume
total de 5ml cada.

Nao prepare volumes superiores a 5 ml em um mesmo Erlenmeyer.

Nunca altere os volumes da salina tamponada e do antigeno
recomendados pelo fabricante;

Jamais utilize tampas de borracha no Erlenmeyer porque ocorre a
desestabilizacao das micelas;

Evite pipetas de plastico para a preparacdo da suspensao antigénica
porque o antigeno pode se aderir ao plastico;

A qualidade da reacao de VDRL depende do preparo da suspensao
antigénica.

Acao 4 - Calibrar a agulha

Veja, a seguir, como calibrar a agulha que sera usada na seringa para
adicionar a suspensao antigénica na reacao de VDRL:

1.

Corte o bisel de uma agulha de calibre 18G (gauge), de tal
maneira que a estrutura metalica da agulha nao fique amassada
ou inadequada para uso;

Faca a calibracdao da agulha executando os passos descritos a
seguir:
a) Coloque a agulha em uma seringa de vidro de 1ml ou 2ml;
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Aspire a suspensdo antigénica até o volume acima da marca
de 1ml na seringa;

Retire 0 émbolo e segure a seringa como se fosse uma pipeta;
Posicione a seringa verticalmente sobre o Erlenmeyer vazio;

Deixe as gotas da suspensao antigénica fluirem no Erlenmeyer
até atingir a marca de Tml;

Comece a contar cada gota;

Pare a contagem quando a suspensao atingir a marca de
0,5ml na seringa;

O resultado esperado é de 30 (+£1) gotas para cada 0,5ml da
suspensdo antigénica. Esse volume corresponde a cerca de
17ul por gota.

-_—

Figura 5 - Agulha calibrada, agulha com bisel, lima e
alicate utilizados para calibrar a agulha.

Como proceder se a calibracao nao corresponder ao niumero de
gotas esperado

1. Se o numero de gotas for maior que 31, a agulha é fina demais e o
volume de antigeno menor que o indicado para cada gota. Neste
caso vocé deve substitui-la.

2. Se o numero de gotas for menor que 29, vocé pode tentar ajustar
a agulha, pressionando levemente sua ponta com um alicate. Em
seguida, repita o teste de calibracdo da agulha, até encontrar o
volume indicado.
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Acao 5 - Utilizar soros controle

Os soros controle sao amostras que foram previamente caracterizadas
como nao reagentes (soros controle negativo) ou reagentes (soros controle
positivo). Seu uso na rotina didria permite ao profissional assegurar-se da
qualidade do antigeno e dos testes que realiza.

Veja a seguir como utilizar soros controle para validar a suspensdo
antigénica. Aprenda mais sobre este tema no capitulo 7 - Controle de
qualidade dos testes de floculacao, deste manual.

@ Atencgao

Mantenha os soros controles congelados a -20°C.

Acao 6 - Validar a suspensao antigénica

Inicie o seutrabalho testando a qualidade da suspensao antigénica
para poder valida-la. Para essa tarefa, vocé devera dispor de soros controle
positivos com titulos previamente estabelecidos e negativos,
selecionados das amostras da rotina de seu laboratério.

@ Atencdo

Jamais teste as amostras dos usuarios sem ter validado a
suspensao antigénica.

Veja a seguir o passo a passo dessa tarefa, utilizando soros controle
positivo com titulo 16 ou diluicdo 1/16 com a execucao das diluicdes
diretamente na lamina de VDRL:

1. Faca seu protocolo de trabalho marcando a posicao do controle
negativo e das diluicdes do controle positivo;
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[Cabecalho com dados do servico]

Kit:

Nome:

Lote:

Data de validade: Nome do responsavel pelo teste:
Fabricante: Data de realizacao:

Validacdo da suspensao
antigénica Posicao dos soros controle na lamina

O1 OZ O3 O4 1 Neg 2Pospuro 3 Pos1/2 4Pos 1/4
OS Os O7 OS 5Pos 1/8 6Pos1/16 7 Pos 1/32 8
O9 O1O OH O]Z 9 10 1 12

Legenda:
Neg = controle negativo; Pos puro = controle positivo puro

2. Descongele os soros controle e, posteriormente, faca a inativacao

em banho-maria a 56°C por 30 minutos.

Utilize a suspensao antigénica preparada na acao 3;

4, Faca diluicbes seriadas do soro controle positivo: 1/2, 1/4, 1/8,
1/16, 1/32, diretamente na lamina, conforme apresentado a
seguir. Para isso:

a) Pipete 50ul de solucdo salina nos circulos de nimeros 3 a 7;

b) Em seguida pipete no 2° circulo 50 ul de soro controle positivo;

¢) Pipete50uldesorocontrolepositivono3°circulo,homogeneize
0 soro com a solucao salina e transfira 50ul dessa mistura para
0 4° circulo;

d) Homogeneize o contetdo do 4° circulo e transfira 50ul dessa
mistura para o 5° circulo;

e) Homogeneize e transfira-o sucessivamente, até o 7° circulo;

f) Homogeneize a mistura no 7° circulo, retire 50pl e despreze-a
em recipiente proprio para descarte de produto biolégico;

w
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Negativo

Positivo puro

Figura 6 - Diluicdo da amostra em lamina.

5. Pipete no 1° circulo 50ul do soro controle negativo;

6. Homogeneize a suspensdo antigénica, cuidadosamente, por
inversao;

7. Aspireasuspensao antigénica até encheraseringa, retire 0 émbolo,
deixe cair algumas gotas para eliminar bolhas de ar e dispense
exatamente uma gota em cada um dos circulosde 1a 7;

8. Coloque alamina no agitador orbital e deixe agitar por 4 minutos
a 180 rpm;

9. Faca a leitura da reacao em microscépio 6ptico com objetiva de
10X e ocular de 10X, imediatamente ap6s o término da agitacao;

10. A suspensao antigénica estara validada se o controle negativo
nao apresentar floculacdo e se o controle positivo apresentar o
titulo esperado, neste caso de 1/16.

Atencdo

Caso a suspensdo antigénica nao tenha produzido o resultado
esperado ela nao serd validada. Nesse caso, prepare outra
suspensado antigénica e repita o procedimento de validacao com
os controles positivo e negativo. Nao utilize suspensoes que
nao passaram no teste de validacao.

Dicas importantes:

= N&do misture a suspensdo antigénica fazendo-a passar pela
seringa e agulha, pois pode haver quebra das micelas e perda da
reatividade;
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= Soros controle inativados a mais de 4 horas devem ser reinativados
a 56°C por 10 minutos;

= Vocé deve validar cada suspensao antigénica ja preparada antes de utiliza-
la na sua rotina e todas as vezes que preparar nova suspensao;

= Asuspensdo antigénica do VDRL é estavel por até 8 horas;

= Caso vocé faca RPR, USR ou THRUST valide também a suspenséo
antigénica pronta para uso antes de iniciar sua rotina.

Com asuspensao antigénica validada vocé pode testar suas amostras,

iniciando com o VDRL qualitativo.

Acao 7 - Realizar reacao de VDRL qualitativa

Antes de iniciar a reacdo, faca um protocolo para definir em que
circulos da lamina serao colocados os soros controle e as amostras em
andlise. Nesse caso, os soros controle sao usados para estabelecer o
parametro para a leitura da floculacdao e podem ser usados puros, uma vez
que possuem reatividade conhecida.

Modelo de Protocolo de trabalho
[Cabecalho com dados do servico]

Kit:
Nome:
Lote:
Data de validade: Nome do responsavel pelo teste:
Fabricante: Data de realizacao:
VDRL - qualitativo Posicdo dos controles e das amostras na lamina
O O O O 1 Neg 2Pospuro 3Amostra 4 Amostra
1 2 3 4 usuario 1 usuario 1
pura 1/8
O O O O 5Amostra 6 Amostra 7 Amostra 8 Amostra
5 6 7 8 o L L 2
usuario 2 usuario 2 usuario 3 usuario 3
O OO G| B2 F a2 of
9 10 11 12 9 10 11 12
Legenda:

Neg = controle negativo; Pos puro = controle positivo puro.
Usuarios 1, 2 e 3 = identificagdo da amostra de cada usuario.
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O teste qualitativo é realizado com as amostras de soro puro (1/1) e
diluido a 1/8.Vocé deve fazer as dilui¢oes a 1/8 em tubos antes de iniciar
o teste. Para isso:

1.
2.

© N oW

11.

Identifique um tubo para cada amostra;

Pipete 350pl de solucao salina em cada tubo previamente
identificado;

Homogeneize a amostra e pipete 50ul no tubo correspondente.
Com esses volumes vocé vai obter a diluicao de 1/8.

ll‘ ! 50ul soro
5 350ul solugao salina

Figura 7 - Tubo indicando o volume de 350pl
de solucéo salina e 50ul soro.

Pipete 50ul do soro controle negativo no 1° circulo da lamina de
VDRL;

Pipete 50ul do soro controle positivo no 2° circulo;
Pipete 50ul da amostra do usuario 1 pura (1/1) no 3° circulo;
Pipete 50ul da amostra do usuario 1 diluida a 1/8 no 4° circulo;

Repita o procedimento pipetando 50ul de cada amostra pura
e diluida das amostras em andlise, tendo o cuidado de sequir a
ordem que vocé estabeleceu no protocolo de trabalho;

Homogeneize delicadamente a suspensao antigénica;

. Aspire a suspensao antigénica até encher a seringa, retire o

émbolo e deixe pingar, no préprio Erlenmeyer, algumas gotas
para eliminar bolhas de ar;

Dispense exatamente uma gota em cada circulo da lamina que
contenha amostra;
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12. Coloque a lamina no agitador orbital e deixe-a por 4 minutos sob
agitacdo de 180 rpm;

13. Facaaleitura dareacdo em microscopio éptico, imediatamente apos
o término da agitacdo. Utilize objetiva de 10X e ocular de 10X;

14. Compare o resultado do controle negativo com o resultado das
amostras testadas, para determinar o padrao de auséncia de
reatividade:

a) Se a amostra estiver igual ao controle negativo, o resultado
do VDRL sera nao reagente

b) Casosejaobservadareatividade naamostrapurae/oudiluida
a 1/8, devera ser feito o VDRL quantitativo para determinar
o titulo da amostra.

@ Atencdo

Se a amostra de soro puro nao apresentar reatividade, mas a
amostra diluida a 1/8 apresentar, tera ocorrido o fenébmeno de
prozona.

Acao 8 — Realizar reacao de VDRL quantitativa

Veja agora o exemplo de um VDRL quantitativo com diluicbes
realizadas diretamente na [amina.

Prepare antes seu protocolo de trabalho e defina os circulos nos
quais serdo pipetadas as amostras, as diluicdes que serao testadas e os
soros controle.

1. Facaseu protocolo de trabalho marcando a posi¢ao dos controles
e das diluicdes da amostra;

2. Facadiluicdes seriadas da amostra de 1/2 a 1/32.Vocé pode fazer
adiluicao emtubo e transferir 50 ul de cada diluicdo paraalamina,
conforme previsto no protocolo ou fazer a diluicao diretamente
na lamina. Para isso:

a) Pipete 50pl de solucdo salina em cada um dos circulos de
numeros 4 a 8;
b) Em sequida, pipete no 3° circulo 50ul da amostra 1;
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c) Pipete 50ul da amostra 1 no 4° circulo, homogeneize o soro e a
solucdo salina e transfira 50ul dessa mistura para o 5° circulo;
d) Homogeneize o conteddo do 5° circulo e transfira 50l dessa

mistura para o 6° circulo;

e) Homogeneize e transfira, sucessivamente, até o 8° circulo;
f) Homogeneize a mistura no 8° circulo, retire 50ul e despreze
em recipiente préprio para descarte de produto bioldgico;

( )
Modelo de Protocolo de trabalho
[Cabecalho com dados do servico]
Kit:
Nome:
Lote:
Data de validade: Nome do responsavel pelo teste:
Fabricante: Data de realizacdo:
VDRL - qualitativo Posicéo dos soros controle e das diluicdes da amostra
1 Neg 2Pospuro 3 Amostra 4 Amostra
01 OZ 03 O 4 usudrio 1 usudrio 1
pura 1/2
O 5 Oﬁ O7 OS 5Amostra 6 Amostra 7 Amostra 8 Amostra
usuario 1 usuario 1 usuario 1 usuario 1
O O O O 1/4 1/8 116 1/32
9 10 11 12 9 10 11 12
Legenda:
Neg = controle negativo; Pos puro = controle positivo puro.
\Usuérios 1,2 e 3 =identificacdo da amostra de cada usudrio. )

Amostra do paciente

Negativo  Positivo puro

Despreze
50 pl

Figura 8a - Diluicdo da amostra em lamina.

Figura 8b - Diluicdo da amostra em tubos.
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3. Pipete no 2° circulo 50ul do soro controle positivo;
Homogeneize a suspensdo antigénica cuidadosamente, por
inversao;

5. Aspire a suspensdo antigénica até encher a seringa, retire o
émbolo, deixe cair algumas gotas para eliminar bolhas de ar e
dispense exatamente uma gota em cada um dos circulos - do 1
ao §;

6. Coloque alaminano agitador orbital e deixe agitar por 4 minutos
a 180 rpm;

7. Faca a leitura da reacao em microscépio 6ptico, imediatamente
apos o término da agitagao. Utilize objetiva de 10X e ocular de
10X;

a) Utilize o resultado do controle negativo para determinar o
padrao de auséncia de reatividade;

b) O titulo da amostra serd definido pela ultima diluicdo que
apresentar reatividade.

Acao 9 - Registrar e liberar os resultados do teste
de VDRL

Ao finalizar a reacdo vocé deverd transferir os resultados anotados
no protocolo para o laudo. As amostras reagentes devem ter o titulo
reportado no laudo.

O laudo devera:

= ser legivel, sem rasuras na sua transcri¢ao;

= ser escrito em lingua portuguesa;

= ser datado e assinado por profissional habilitado.

@ Atencgao

O laudo deverd estar de acordo com o disposto na Resolucao
RDC n° 302/ANVISA, de 13 de outubro de 2005, suas alteracoes,
ou outro instrumento legal que venha a substitui-la.
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Capitulo 6

A reacao de VDRL
em amostras de liquor







A realizacao do VDRL em amostras de liquor é uma ferramenta fundamental para o diagndstico
da sifilis congénita ou da neurossifilis.

Para analisar amostras de liquor o preparo do antigeno sofre algumas modifica¢des, conforme
VOCé verd a sequir.

= Somente o VDRL pode ser utilizado para testar amostras de
liquor.

= Nao teste amostras de liquor com conjuntos diagndsticos que
nao tenham sido padronizados para utilizacao nesse tipo de
amostra.

= Antes de realizar o teste, certifique-se de que o kit que vocé
dispoe permite testar amostras de liquor.

= Leia as instrucdes do fabricante do produto antes de iniciar o
teste.

= Aamostra de liquor deve ser centrifugada para sedimentar e remover
hemadcias ou contaminagao bacteriana que podem estar presentes
e causar interferéncia no teste.

= A amostrade liquor nao precisa ser inativada para a realizacao
do VDRL.
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Amostras de liquor turvas apés a centrifugagdo ou com hemolise
nao sdo adequadas para o teste VDRL. Nesses casos, solicite uma
nova amostra.

Se ndo for possivel obter nova amostra e, se houver concordancia
do médico que estiver assistindo o usudrio, pode-se fazer um
teste treponémico. No entanto, se esse teste for reagente, deve-
se obrigatoriamente fazer o VDRL para o acompanhamento do
tratamento.

Passo a passo do VDRL em amostras de liquor

1. Preparo da SUSPENSAO ANTIGENICA MODIFICADA para uso
em amostras de liquor

Materiais necessdrios:

Suspensdo antigénica de VDRL preparada conforme detalhado na
acao 3 e validada de acordo com a acao 6, no capitulo 5;

Solucédo de NaCl 10% (10g de NaCl em 100ml de agua destilada);
Erlenmeyer de 25ml com tampa de vidro esmerilhado;

Pipetas de volume ajustavel entre 1,0ml e 5,0 ml ou pipetas de
vidro de 2ml;

Péra ou macrocontrolador de pipetagem para pipetas de vidro;

Recipiente para descarte de ponteiras ou recipiente com agua e
sabao neutro para colocar as pipetas de vidro utilizadas;

Cronbmetro;
Caneta para escrever em vidro;
Protocolo de trabalho.

Como fazer

Execute os seguintes passos:
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1. Misture, em um Erlenmeyer, uma parte de solucdo de NaCl 10%
com uma parte da suspensao antigénica do VDRL previamente
preparada e validada para utilizacdo com amostras de soro.

2. Para testar entre 1 e 5 amostras de liquor misture 1,5ml de NaCl
10% com 1,5ml da suspensao antigénica.

3. Homogeneize a solucdo de NaCl 10% e a suspensao antigénica por
meio de suaves movimentos de rotagao do Erlenmeyer.

4. |dentifique o Erlenmeyer, anotando “Suspensao antigénica para
VDRL em Liquor”, o horario e a data do preparo.

5. Deixe a mistura descansar por pelo menos 5 minutos antes do
uso.

6. Utilize a suspensdo antigénica modificada em até 2 horas apds o
preparo. Depois desse periodo descarte-a e, se houver necessidade
de testar outras amostras de liquor, prepare uma nova suspensao
modificada.

7. O teste de VDRL qualitativo em amostras de liquor

Materiais necessdrios:
= Suspensdo antigénica modificada;
= Solucdo salina (NaCl 0,9%);

= Seringa de vidro de Tml com agulha de calibre 22 G calibrada para
50 gotas com 0,5ml da suspensao antigénica ou pipeta de 10pl;

= Lamina de vidro escavada com circulos concavos de 14mm de
diametro e 1,75mm de profundidade (laminas de Kline);

= Agitador orbital, tipo Kline, ajustado para 180+ 2rpm;

= Microscépio éptico comum (objetiva 10X e ocular 10X);
= Pipetas de volume ajustavel entre 50ul e 200ul;

= Ponteiras descartdveis para volumes entre 50ul e 200ul;
= (Caixa para descarte de ponteiras;
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Recipiente de vidro para descontaminacdo de produtos biolégicos,
contendo solucdo aquosa de hipoclorito de sédio: (uma parte de
agua sanitaria comercial mais quatro partes de 4gua) ou contendo
alcool 70% (peso a peso - p/p);

Caneta para escrever em vidro;

Cronbmetro;

Protocolo de trabalho.

Para calibrar a agulha utilizada para pipetar a suspensao
antigénica do VDRL no liquor vocé deve seguir os mesmos
procedimentos detalhados anteriormente na acao 4 para o VDRL,
no capitulo 5. Observe ainda que:

= O calibre da agulha é de 22G.

= Aagulhaestard calibrada se vocé contar 50 gotas (+1) para cada
0,5ml de suspensao antigénica modificada, correspondente a
10pl por gota.

Como fazer

1.
2.

Organize seu protocolo de trabalho;

Pipete 50ul do liquor em uma demarcacao da lamina escavada
de Kline;

Homogeneize cuidadosamente a suspensao antigénica
modificada;

Pipete 10ul da suspensao antigénica modificada na demarcacao
da lamina que contém o liquor;

Coloque a lamina no agitador orbital durante 8 minutos, com
agitacao de 180 rpm;

Faca a leitura da reagcao em microscépio éptico com objetiva de 10X
e ocular de 10X, imediatamente ap6s o término da agitacao:

58 TELELAB | Sffilis



a) Se ndo for observada floculagdo na amostra, a reacdo é
negativa e o laudo pode ser emitido.

b) Caso haja floculacdo na amostra de liquor puro, a reacao
é positiva. E necessario fazer a reacido quantitativa por
meio da diluicao seriada do liquor em solucdo salina, para
determinacao do titulo.

Reacao de VDRL quantitativa no liquor

Faca diluicoes seriadas do liquor seguindo os mesmos procedimentos
apresentados no item 2 da acdo 8 deste manual.

Utilize a suspensdo antigénica modificada para fazer o VDRL
quantitativo em liquor.

A reacao estara finalizada quando for possivel estabelecer a ultima
diluicao do liquor que ainda apresentar reatividade. Essa correspondera ao
titulo que sera reportado como o resultado final do teste.

@ Atencdo
= Utilize 10ul de suspensao antigénica modificada;
= Areacdo devera ser agitada a 180rpm por 8 minutos.

Diferencas entre VDRL no soro e VDRL no liquor

VDRL no soro VDRL no liquor
Modificacdo da suspensao antigénica Nao Sim
Estabilidade da suspensao antigénica 8 horas 2 horas
Volume da suspensdo antigénica 17ul 10ul
Tempo de agitacdo da reacdo 4 minutos 8 minutos
Tipo de lamina Plana Escavada
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Atencdo

Os testes de floculagdo s6 devem ser realizados em ambientes
com temperatura ambiente entre 23°C e 29°C. Temperaturas fora
dessa faixa desestabilizam a reacao, o que pode gerar resultados
falso-positivos ou falso-negativos.
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Capitulo 7

Controle de qualidade
dos testes de floculacao







Como bom profissional, vocé sabe que a qualidade dos resultados é fundamental na prética
laboratorial. Para ter a garantia de que o seu trabalho foi executado corretamente, é importante
adotar medidas de controle de qualidade que permitam avaliar a execucdo de cada etapa do
trabalho realizado.

Neste capitulo vocé vera procedimentos que devem ser adotados para que os resultados
produzidos sejam confidveis e possam ser reproduzidos.

Soros controle utilizados

Vocé devera utilizar soros controle produzidos no seu laboratério ou
adquiridos de fonte idonea, e ndo somente os soros controle dos conjuntos
diagnésticos (kit), pois:

= Nem todos os conjuntos diagndsticos vém com controles positivos

e negativos.

= Os controles que acompanham os kits nem sempre tém volume
suficiente para vocé realizar o teste quantitativo todas as vezes em
que prepara a suspensao antigénica e testa suas amostras.

= Um laboratério dedicado as Boas Praticas sempre inclui soros controle
produzidos no préprio estabelecimento. E importante que vocé
registre, diariamente, os resultados obtidos com os seus controles.
Desse modo, podera observar qualquer alteragao na qualidade do
reagente que esta utilizando ou problemas que ocorram na reacao,
tendo, assim, a possibilidade de tomar as providéncias cabiveis
para corrigir o erro.
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Quando nao ha soros controle no kit

Nesses casos vocé devera utilizar os soros controle preparados no
préprio laboratério ou adquiridos de fonte idonea.

Se vocé estiver iniciando o diagnéstico da sifilis em seu laboratério
e ainda nao dispuser desse tipo de amostra, solicite a algum laboratério
tecnicamente reconhecido que os envie.

= Os soros controle positivos que vocé deve utilizar em sua rotina
devem ter pelo menos trés titulos distintos: um baixo (até 1/4),
um médio (1/8 a 1/16) e outro alto (acima de 1/32).

= Armazene amostras reagentes obtidas da sua rotina;
Para confirmar o titulo das amostras da sua rotina teste-as
em paralelo a amostras com titulos conhecidos.

Se os soros com reatividade conhecida reproduzirem o titulo
esperado, os titulos das suas amostras serdao considerados
verdadeiros e elas poderao ser utilizadas como soros
controle.

Prepare aliquotas desses soros com titulos conhecidos sem
dilui-los, tendo o cuidado de identifica-los com: data, titulo
e o numero de aliquotas armazenadas. Utilize uma planilha
prépria para registrar e controlar a utilizacao e o estoque
desses soros.

m  Faca também aliquotas de amostras nao reagentes.

m Lembre-se de preparar aliquotas dos controles em volume
suficiente para apenas uma reagao.

= Estoque-as em freezer a menos 20°C.

= Descongele diariamente apenas a aliquota necessaria, que nao
devera ser novamente congelada.

= Ao descongelar os controles ndo esqueca de homogeneiza-los
antes de fazer a inativacdo ou a reinativacao;

= Nado misture amostras de soros positivos.
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@ Atencdo

O procedimento de congelar e descongelar varias vezes um soro
faz com que o titulo diminua.

Cuidados com os soros controle

1. Determine o titulo do soro controle positivo antes de iniciar
uma rotina com testes de floculacao

A obtencao do titulo esperado para o soro controle é o que garante que:
= asuspensdo antigénica foi corretamente preparada;

®  0sequipamentos e os insumos utilizados apresentam a qualidade
desejada.

= Nos casos das suspensodes antigénicas prontas para uso, a titulacao
garante que estao estaveis e adequadas para uso.

2. Quando o titulo dos soros controle nao corresponde ao
esperado

Sevocéndoobtiverostitulos previamente definidos para os controles,
e ja tiver descartado a possibilidade de que o problema seja na qualidade
da suspensao antigénica, verifique se:

= avelocidade de agitacao da reacao estava em 180 +2 rpm;

= o tempo de agitacdo da reacdo foi o preconizado pelo fabricante
do kit;

= a calibracdo da agulha ou da pipeta utilizada para dispensar a
suspensao antigénica estava correta;

= a leitura foi feita imediatamente apds o término da agitacao;

®  0s procedimentos de lavagem do material empregado para fazer

a reacao foram adequados, pois residuos de sabdes e detergentes
podem alterar os resultados da reacao.
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3. Teste do controle negativo em cada rotina com testes de
floculacao

Ao testar o soro controle negativo certifique-se de que a suspensao
antigénica nao apresenta flocos (grumos) grosseiros, que podem ser
confundidos com reatividade da amostra no teste.

Observe primeiro o controle negativo para estabelecer o parametro
de negatividade da reacdo antes de fazer a leitura dos resultados das
amostras da sua rotina.

Instrucoes para lavagem dos materiais utilizados nos testes nao
treponémicos como o VDRL

Apbs a leitura do teste de VDRL, as laminas devem ser colocadas
em solucdo de alcool a 70% (p/p) ou hipoclorito de sédio a 1/5 (uma
parte de hipoclorito de sédio comercial e quatro partes de agua), para
descontaminacao.

Lembre-se que a suspensao antigénica é composta por lipideos
(cardiolipina, colesterol e lecitina), por isso a lavagem das laminas do
VDRL, da seringa calibrada e do Erlenmeyer deve seguir os procedimentos
descritos a sequir:

= Lave as vidrarias com agua e sabao neutro, utilizando uma
escova;

= Enxague pelo menos 10X com agua corrente;

m  Enxague de 5 a 10X com 4dgua destilada;

= Enxdgue 1X com alcool absoluto; e

= Enxague 1X com acetona;

= Deixe secar até que nao haja qualquer residuo de acetona;

= Guarde o material em local adequado para evitar poeira e
arranhaduras nas laminas de vidro.
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Recomendacoes para o teste RPR

A padronizacgdo deste teste DETERMINA que este seja realizado em
cartdes descartaveis, de uso unico, com circulos de 18cm de diametro.

Infelizmente, existem fabricantes que ndo incluem esses cartdes em
quantidade suficiente para realizacao dos testes qualitativos e quantitativos
e, por isso, alguns laboratérios os reutilizam. Esse procedimento é
inadequado e contraria as Boas Praticas laboratoriais. Materiais descartaveis
devem ser descartados.

Assim sendo, exija que o fornecedor do kit entregue ao seu laboratério
os cartdesem quantidade suficiente parafazer o nimero de testes que foram
adquiridos pelo seu laboratério. Se houver recusa, denuncie o fornecedor a
Vigilancia Sanitaria do seu estado.

@ Atencdo

As recomendacdes acima valem também para o teste TRUST.

Outras dicas para garantir a qualidade dos testes:
= Nao use reagentes fora do prazo de validade estabelecido pelo
fabricante;
= Nao use testes sem registro na ANVISA - Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria;
= Faca o protocolo de trabalho com atencao;
= Anote a data e a hora dos ensaios;

= Siga rigorosamente as instrucdes do fabricante e nunca altere
os volumes estabelecidos;

= Use sempre soros controle positivos e negativos;

= Monitore diariamente a temperatura ambiente e registre-a em
formulario préprio;

= Monitore diariamente a temperatura do banho-maria e registre-a
em formulario préprio;
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m Providencie as manutengdes preventivas e corretivas dos seus
equipamentos. Aprenda mais sobre esse tema fazendo o Curso:
Equipamentos - utilizacdo e monitoramento em unidades
hemoterapicas e laboratérios de saude publica da série
TELELAB;

= Participe de um programa de Avaliacao Externa da Qualidade,
conforme estabelecido na RDC N° 302, de 13 de outubro de
2005.
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Capitulo 8
Testes treponémicos







Neste capitulo vocé conhecerd os testes treponémicos mais utilizados, suas indicagdes de uso e as
limitacdes dessas metodologias. Os testes treponémicos — FTA-abs, MHA-TP/TPHA/TPPA e ELISA
— foram desenvolvidos inicialmente para confirmar resultados positivos obtidos previamente
com testes nao treponémicos.

Atualmente, os ELISA e suas variacoes, por permitirem automagdo, também sdo utilizados como
testes de triagem em laboratdrios ou em hemocentros que possuem grande rotina.

Caracteristicas gerais dos testes treponémicos

Como dificilmente esses testes treponémicos tornam-se nao
reagentes, é necessario que o médico investigue a histdria clinica do usuario
e associe o resultado do teste treponémico com o resultado do teste nao
treponémico.

Sao testes qualitativos. Sua reatividade indica que o usuario
teve contato com Treponema pallidum em alguma época de sua vida e
desenvolveu anticorpos especificos. Sdo indicados para confirmacdo do
diagnostico, quando a triagem é feita com um teste nao treponémico.

TELELAB | Sifilis 71



Testes treponémicos mais utilizados no Brasil

Teste treponémico

FTA-abs (Fluorescent
treponemal antibody
absorption)

Testes de hemaglutinacéo
ou aglutinacao indireta ou
passiva

Imunoenzimaticos
- ELISA, incluindo os
quimioluminescentes

Testes Rapidos - TR

Porque é utilizado

E considerado o teste de referéncia ou padrdo ouro dentre
os testes treponémicos.

Pode ser feito com amostras de soro ou plasma.

E o primeiro teste a se tornar reagente ap6s a infeccao,
tendo bom desempenho no diagndstico da sifilis primaria
em usudrios que apresentam o cancro duro com mais de
10 dias de evolucao.

Eimportante também para o esclarecimento do diagnéstico
de usuarios com evidéncia clinica desifilis que apresentaram
resultados ndo reagentes nos testes nao treponémicos,
situacdo que pode ocorrer em amostras de pacientes
com sifilis primaria, latente recente ou tardia.

Séo de execucao simples.

Podem ser feitos em amostras de soro ou plasma.

Nao necessitam equipamentos para sua realizacdo ou
para a leitura dos resultados.

Sao ensaios que podem ser automatizados e empregados
em laboratérios que tém grande rotina.

Podem ser feitos em amostras de soro ou plasma. Existem,
ainda, kits padronizados para testar amostras de sangue
seco em papel-filtro.

A leitura dos resultados é feita por espectrofotometria?

ou outros métodos automatizados.
Nao necessitam de estrutura laboratorial para serem
executados.

Podem ser feitos em amostras de sangue total, soro ou
plasma.

Entre a coleta da amostra e a emissao do resultado
decorrem cerca de 30 minutos.
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TESTE FTA-abs (Fluorescent treponemal antibody -
absorption)

Principio Metodolégico da Reacao de FTA-abs

A reacao de FTA-abs é uma técnica de imunofluorescéncia indireta
(IF1). Utiliza Treponema pallidum fixado em areas demarcadas de laminas de
vidro em que sao feitas as reacoes.

Veja na Figura 9 a representacao do seu principio metodolégico.

@
%D

Anticorpo
treponémico da Conjugado Fluorescente
amostra

Figura 9 — Representacao esquematica de uma reacdo de imunofluorescéncia indireta.

A reacao de FTA-abs

1. No FTA-abs, o antigeno utilizado é Treponema pallidum subsp
pallidum (cepa Nichols), que é fixado nas demarca¢des de uma
ldmina de vidro.

2. A amostra de soro utilizada deve ser inativada a 56°C por 30
minutos.
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3. As dilui¢des sao feitas em tubo, (a amostra é diluida a 1/5
misturando-se 1 parte de soro e 4 partes de solucao absorvente
ou sorbent - extrato de cultura de treponema Reiter nao
patogénico). Essa diluicdo é feita para remover anticorpos
treponémicos comuns a maioria dos treponemas nédo
patogénicos que podem estar presentes no soro.

4, A amostra diluida é colocada sobre a demarcacao da lamina. Se
a amostra contiver anticorpos antitreponema pallidum, esses se
ligardo aos treponemas fixados na lamina.

5. Apos a incubacao da reacao e lavagem da lamina para remover
anticorpos e outros componentes da amostra que nao se
ligaram a reacao, é adicionado o conjugado fluorescente (soro
anti-imunoglobulina humana conjugado ao isotiocianato de
fluoresceina);

6. Sehouveranticorpos naamostra ligados aos treponemas fixados
na lamina, o conjugado se ligard aos anticorpos, tornando os
treponemas fluorescentes. Esses poderdo, entao, ser vistos em
microscopia de fluorescéncia, emitindo luz verde maca.

9

Utilize sempre um controle positivo e um controle negativo em
toda a lamina de FTA-abs.

Leitura e Interpretacao da Reacao de FTA-abs

Os resultados possiveis sao:

= REAGENTE: quando os treponemas ficam fluorescentes (emitem
cor de maca verde) sob microscopia de imunofluorescéncia;

= NAO-REAGENTE: quando os treponemas apresentam uma coloracao
avermelhada ou cor verde palida, sem sinal de fluorescéncia;

= INCONCLUSIVA: quando ha presenca de treponemas com baixa
intensidade de fluorescéncia, quando sao observadas reacdes
com pontos de fluorescéncia nos treponemas, ou ainda quando se
observam, no mesmo campo, treponemas fracamente fluorescentes
e treponemas com coloracao avermelhada.
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Dicas para resolver o problema dos resultados inconclusivos

1. Se os padrdes de reatividade dos controles nao estiverem de
acordo com os esperados, recomenda-se verificar:

= O tempo e a temperatura utilizados para inativar a amostra.
Nesses casos teste novamente a amostra apos a correcao do
problema;

= Se a amostra foi congelada e descongelada varias vezes, o que
pode ter causado diminuicao ou perda de reatividade. Nesse caso,
solicite uma nova amostra.

2. Se os padroes de reatividade dos controles ndao estiverem de
acordo com os esperados, recomenda-se verificar se:
= Oantigeno contém muitos restos celulares e/ou outros contaminantes
biolégicos;
= Os conjugados fluorescentes podem ter perdido a marcacdo com
a fluoresceina ou apresenta contaminagdo bacteriana ou fungica.
Nesses dois casos se observa intensa fluorescéncia inespecifica;
= O tempo e a temperatura de incubacdo da reacdo foram os
recomendados pelo fabricante;
m  As condi¢cdes do microscopio e da lampada de fluorescéncia;
® O pH da salina tamponada com fosfato utilizada para a lavagem
das amostras estd em 7,2+0,2.

Se houver constatagao de que ha problemas com o antigeno de
T. pallidum ou com o conjugado fluorescente:

= Primeiro, descarte os problemas de ma conservacao e de prazo
de validade vencido dos reagentes.

= Caso tudo esteja correto, entre em contato com o fornecedor
e solicite a troca do reagente problema.

Seapdsaadocao dessas medidas o resultado permanecer inconclusivo,
sugere-se o uso de outra metodologia e, se possivel, a coleta de uma nova
amostra.
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Reagentes e insumos para o FTA-abs

Atualmente, os testes sdao apresentados na forma de conjuntos
diagnésticos (kits), que geralmente incluem:

laminas contendo os antigenos ja fixados, embaladas
individualmente;

conjugado fluorescente com o titulo pré-determinado;
solucdo adsorvente? ou sorbent;
0s soros controle positivos e negativos; e

solucdo concentrada de salina tamponada com fosfato (PBS)
para a lavagem das laminas.

Esses reagentes e insumos podem ser adquiridos separadamente.
Nesse caso, se o antigeno for liofilizado, esse deve ser reconstituido
e fixado nas laminas. O conjugado adquirido deve ser titulado para
determinar a diluicao ideal e a solucao salina tamponada deve ser
preparada no laboratério.

Lembre-se que vocé deve produzir soros controle a partir das
amostras da sua rotina e utiliza-los em todas as laminas ao fazer o teste
das amostras dos usuarios.

@ Atencdo

Utilize ponteiras estéreis na preparacdo do conjugado para evitar
sua contaminacgao.

Testes MHA-TP (Micro-hemaglutinacao para
Treponema pallidum) e da aglutinacao indireta

Principio metodolégico da reacao de MHA-TP

O teste de hemaglutinacdo indireta ou passiva baseia-se na ligacao
dos anticorpos treponémicos presentes no soro com hemacias que contém,
na sua superficie, antigenos de Treponema pallidum (cepa Nichols).
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Os anticorpos presentes no soro ligam-se aos antigenos que estdo na
superficie das hemdcias, resultando na hemaglutinacgéo.

Na reacdo de aglutinacdo indireta, os antigenos de Treponema
pallidum sdo adsorvidos a superficie de particulas de gelatina. Os anticorpos
presentes no soro ligam-se aos antigenos de varias particulas de gelatina,
resultando na aglutinacao.

Antes de iniciar a reacdo, leia atentamente as recomendacdes do
fabricante do kit quanto a necessidade de:
® inativar o soro;
m  diluir a amostra com solucao adsorvente ou sorbent;
= utilizar 2 - mercaptoetanol para adsorver fator reumatdide ou
outros interferentes da reacao;
= utilizar controles com hemacias ou particulas de gelatina sem
antigenos na sua superficie.
Além disso:

= retire a eletricidade estatica da placa de reacdo, passando uma
gaze umida embaixo desta antes de iniciar a incubacao, para
evitar resultados falso-positivos;

= incube areacdo em local onde nao haja vibracdo, para evitar
que ligacao dos anticorpos as hemacias ou as particulas
de gelatina seja desfeita, o que causa resultados falso-
negativos.
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@ Atencdo

Lembre-se que vocé nao pode reutilizar as placas de

microtitulacao para fazer esta reacdo. Placas usadas devem ser
descartadas.

Leitura e interpretacao da reacao de hemaglutinacao ou de
aglutinacao

Os resultados possiveis sdo:

= REAGENTE: quando ha hemaglutinacdo (ou aglutinacdo) se forma
uma rede ou “tapete” de hemicias (ou de particulas de gelatina)

unidas aos anticorpos e que se espalha por toda a superficie do
poco da placa em que foi realizada a reacéo.

e
Figura 10 - Hemaglutinacdo reagente.
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= NAOREAGENTE: quando nio ha hemaglutinacéo, as hemacias (ou as
particulas de gelatina) se depositam e formam um botao compacto,
no fundo do poco da placa em que foi realizada a reacdo.

Figura 11 - Hemaglutinacdo nédo reagente.

= INCONCLUSIVO: neste caso, ndao ha formacao completa da
hemaglutinacdo, nem do botao, por isso se observa um misto dos
dois, nao sendo possivel definir se a amostra é reagente ou nao
reagente. Quando isso ocorre o teste deve ser repetido.

e .
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Figura 12 - Hemaglutinagdo inconclusiva.
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Teste treponémico imunoenzimatico ELISA ou de
quimioluminescéncia

Os testes imunoenzimaticos e suas variagdes como, por exemplo, o
método de quimioluminescéncia, sdo testes treponémicos que utilizam
antigenos recombinantes? de Treponema pallidum fixados em uma fase
sélida. A esses antigenos se ligardao os anticorpos presentes na amostra do
usuario.

As reacOes devem ser feitas sempre de acordo com as instrucdes dos
fabricantes porque existem variacdes na forma de revelar os anticorpos das
amostras que se ligaram aos antigenos fixados.

Essas reacdes sao semi ou totalmente automatizadas e necessitam
de equipamentos especificos.

Saiba mais

Para conhecer o principio metodoldgico dos testes ELISA e de
Quimioluminescéncia faca o curso da Série TELELAB - HIV -
Estratégias para diagnéstico no Brasil.
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Capitulo 9
Testes rapidos para sifilis







Pela simplicidade de execucdo, facilidade e rapidez na leitura, os TR para sfilis fazem parte das
estratégias do Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais para ampliar a cobertura diagnéstica
da sfilis.

Testesrapidossaotodosostestescujaexecucao, leituraeinterpretacao
do resultado sao feitas em, no maximo, 30 minutos, sem a necessidade de
estrutura laboratorial. A leitura dos resultados é feita a olho nu.

Dependendo do fabricante, os testes rapidos para diagnostico da
sifilis podem ser feitos com amostras de sangue total, soro ou plasma.

Recentemente, os testes rapidos treponémicos tornaram-se
disponiveis no mercado brasileiro e apresentam valores de sensibilidade e
de especificidade adequados para o diagndstico laboratorial da sifilis.

Por serem de facil execucdao podem ser utilizados para ampliar o
acesso ao diagnostico em:

= populacdes que residem em locais de dificil acesso.

= |ocalidades nas quais os servigos de saide nao possuem adequada
estrutura laboratorial.

= situagdes emergenciais como, por exemplo, em maternidades,
no atendimento de parturientes que nao fizeram o seguimento
pré-natal.

Nos Centros de Testagem e Aconselhamento (CTAs) a utilizacdo de TR
para o diagnostico da sifilis possibilita a liberacdo do resultado do teste logo
apods a coleta da amostra, permitindo que as orientacdes e o tratamento
especifico sejam instaurados imediatamente.
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Saiba mais

Acompanhe no site do Departamento de DST, Aids e Hepatites
virais — www.aids.gov.br - a legislacao vigente para a utilizacao
dos testes rapidos.

Principios metodologicos dos testes rapidos - TR -
para diagnéstico da sifilis

Os testes rapidos comercializados no Brasil e registrados na ANVISA
utilizam o principio metodolégico de imunocromatografia ou fluxo lateral,
para a deteccao de anticorpos treponémicos.

Dentro do mesmo principio metodolégico pode haver variagdes, e os
resultados podem ser visualizados na forma de um ponto ou de uma linha.

Veja a seguir um exemplo de um teste, com o resultado em linha:

1. Afase sélida é uma tira de nitrocelulose.

2. Atira contém:

= Um local para colocar a amostra e a solu¢ao tampao, chamada de

areaA;

= Umadreaintermedidria contendo conjugado composto de antigenos

recombinantes de Treponema pallidum ligados ao corante selenium
coloidal;

= Uma outra drea que contém antigenos de treponema imobilizados,

para leitura do resultado chamada de areaT;

= Uma terceira drea que contém um conjugado de anti-imunoglobulina

(IgG) e ouro coloidal ou de antiproteina A recombinante e ouro
coloidal para controle da reacéo e para validacdo do testes, chamada
de area C.

e Controle Area C

"N

=

Teste Area T

Amostra Area A

Figura 13 - Dispositivo para TR por imunocromatografia
ou fluxo lateral.
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3. A amostra é colocada na area A e, em seguida, é adicionada a
solucao tampao;

4, Os anticorpos da amostra fluem lateralmente pela fita de teste
e ligam-se ao conjugado. Os anticorpos ligados ao conjugado
continuam fluindo pela fita até a area T e ligam-se nos antigenos
imobilizados, resultando no aparecimento de uma linha
colorida;

5. O fluxo continua e fragdes do conjugado que ndo se ligaram
na area T vao ser revelados na area C, produzindo uma linha
vermelha. Essa linha é o controle da reagao, sempre deve estar
presente e indica que houve perfeita migracao da amostra na tira
de reacao.

Leitura do teste rapido para sifilis

Faca a leitura do seguinte modo:

1. Observe se houve a formacdo de uma linha colorida na area C.
A presenca desta linha valida o teste e indica que nao houve
problema com a reacao.

2. Em sequida, faca a leitura do resultado da amostra observando
se houve ou nado a formacao de uma linha colorida na area T.

Os resultados possiveis sdo:

REAGENTE: quando ha formacéo de uma
linha colorida na érea T e outra na éarea C.
Um resultado positivo indica que ha
anticorpos antitreponema detectaveis na
amostra do individuo.

Figura 14a - Exemplo de TR Reagente para Sifilis.
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NAO REAGENTE: quando ha formacéo
de linha colorida apenas na area C. Um
resultado negativo indica que nado ha
anticorpos antitreponema detectdveis na
amostra do individuo.

Figura 14b - Exemplo de TR Ndo Reagente para Sifilis.

@ Atencdo

Se nao houver formacdo de linha colorida na area C o teste é
INVALIDO, independentemente do resultado obtido na area .
Nesse caso o teste deve ser repetido.

Como proceder se o resultado do teste for invalido:
= Repita o teste. Caso o resultado continue invalido, faca o teste com
um kit de outro lote ou de outra marca; ou
= Considere que:

a) amostras coaguladas ou lipémicas podem interferir nos
resultados;

b) que os volumes da amostra e do tampado estavam incorretos;

c) que os tempos de todas as etapas ndo foram rigorosamente
respeitados.

= Faga um teste treponémico como o FTA-abs, hemaglutinacao ou
imunoenzimatico;

= Verifique as condi¢cdes de estocagem do kit e o prazo de validade;

= Informe prontamente ao fornecedor caso haja persisténcia de
resultados invalidos, pois esses sugerem problemas no kit.
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@ Atencdo

= Nao utilize kits com prazo de validade vencido.

= Lembre-se que os componentes do kit podem ter prazos de
validade diferentes. Todos os itens devem ser verificados antes
de sua utilizacao.

= Ndo misture componentes provenientes de kits ou caixas de
lotes diferentes.

= Utilize os volumes corretos da amostra e dos outros
reagentes.

A escolha do teste rapido

Antes de decidir, faca contato com varios fabricantes de testes que
estejam registrados na ANVISA e solicite a bula de cada produto. Estes
testes estao disponiveis comercialmente em variados formatos para
analisar amostras de sangue total, de plasma e de soro. Verifique quais os
tipos de amostras definidas pelo fabricante do conjunto diagnéstico que
vocé pretende utilizar antes de fazer sua escolha.

Saiba mais

Para saber quais kits estao registrados:
= acesse o site www.anvisa.gov.br.

= Clique em PRODUTOS PARA SAUDE.

Além disso, para a escolha considere também:

= Qual amostra pode ser utilizada no teste e se a sua estrutura de
coleta é adequada;

® A quantidade diaria de testes que vocé ira realizar;

= Condiges para estocar as amostras coletadas por pun¢éo venosa,
caso vocé pretenda utilizar este tipo de amostra;
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= Local adequado e pessoal treinado para coletar a amostra.

Atencdo

As amostras obtidas por puncdo digital podem ser colhidas
em qualquer local, desde que respeitadas as normas de

biosseguranca: uso de EPI, antissepsia das maos e do local da
puncao, entre outros.
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Capitulo 10

Interpretacao dos resultados
dos testes de sifilis







Os testes laboratoriais para o diagndstico da sfilis devem ser feitos em duas etapas, uma de
triagem e outra confirmatdria.

Independentemente da sistemética de trabalho adotada em seu servico para a triagem das
amostras é fundamental que toda amostra reagente seja submetida a um teste nao treponémico
quantitativo e a um teste treponémico.

Embora os resultados dos testes laboratoriais sejam interpretados
pelo médico, em associagao com os dados da histéria clinica do usuario e
com os dados epidemiolégicos, é importante saber:

= Teste ndao treponémico reagente e teste treponémico reagente
— podem significar sifilis ativa, sifilis latente ou sifilis tratada.

O QUE FAZER: para esclarecer o caso, deve-se analisar a histéria
do usudrio (dados clinicos e epidemioldgicos);

= Teste ndao treponémico reagente (geralmente em titulos baixos) e
Teste treponémico nao reagente — Improvavel que seja sifilis.

O QUE FAZER: neste caso se deve investigar doengas autoimunes,
cronicas ou outras doencas infecciosas agudas e ainda outras
situacdes fisiologicas e bioldgicas que o médico considerar
pertinentes para explicar a positividade do teste nao treponémico;

= Teste ndao treponémico nao reagente e Teste treponémico
reagente — pode significar sifilis primaria (com possivel presenca
do cancro) ou sifilis tratada.

O QUE FAZER: o médico deve examinar o usuario buscando a
lesdo primaria e verificar a histéria clinica e epidemioldgica.

= Teste nao treponémicos e teste treponémico nao reagentes
— provavelmente o usudrio ndo tem sifilis ou a infeccdo é muito
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recente e os anticorpos ainda ndo sao detectaveis pelos testes
utilizados.

O QUE FAZER: caso persista a suspeita clinica os testes devem ser
repetidos apds cerca de 20 a 30 dias.

Cicatriz soroldgica e baixos titulos

Cicatriz sorolégica é o termo utilizado para as situacdes nas quais o
usuario, comprovadamente tratado, ainda apresenta reatividade nos testes.
Nestes casos, 0s testes treponémicos sao geralmente reagentes e os testes
nao treponémicos quantitativos apresentam baixos titulos.

E um erro considerar titulos baixos apenas como cicatriz sorolégica
ou como reacao falsamente positiva. S6 é possivel determinar que se trata
de cicatriz soroldgica quando for comprovado que o usuario teve sifilis e
realizou tratamento adequado.

@ Atencdo

Titulos baixos também sdo encontrados:

= na sifilis primaria, quando os anticorpos estdo circulando em
baixas concentracdes.

= na sifilis latente nao tratada.

Como avaliar a resposta ao tratamento da sifilis

Somente os testes nao treponémicos quantitativos sao indicados
para avaliar a eficacia do tratamento da sffilis.

Recomenda-se sua realizacdo a cada seis meses, até o final do
segundo ano apds o tratamento.

Negativacao dos testes nao treponémicos

= Quanto mais precoce for o tratamento apos a infeccdo, mais
rapidamente havera desaparecimento dos anticorpos circulantes,
com a consequente negativacdo dos testes nao treponémicos ou
ainda sua estabilizacado em titulos baixos.
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= Para a maioria dos usudrios tratados, espera-se que haja reversdo
dos resultados, e que os testes tornem-se ndo reagentes entre 6 e
30 meses apos o tratamento.

= Entretanto, na sifilis tratada tardiamente os testes podem nunca
se negativar, persistindo a deteccao de anticorpos em titulos
baixos. A sorologia quando se apresenta repetidamente reagente
em titulos baixos em usuarios corretamente tratados ndo tem
significado clinico.

= Segundo aliteratura, os titulos diminuem cerca de quatro vezes apds
trés meses e oito vezes aos seis meses apds o tratamento. Outros
autores relataram que o teste permaneceu reagente nas seguintes
percentagens, de acordo com o tempo de tratamento:

Percentual de reatividade nos testes nao treponémicos no monitoramento do
tratamento da sifilis.

Tempo 6 meses 12 meses 30 meses
Pacientes tratados com sifilis primdria 16,5% 11,4% 6,6%
Pacientes tratados com sifilis secundaria 27,6% 17,0% 8,4%

= Durante o monitoramento do tratamento, o aumento de dois ou mais
titulos no teste sugere reinfeccdo ou tratamento inadequado.

@ Atencdo

A infeccao pelo Treponema pallidum nao confere imunidade,
por isso um individuo pode contrair sifilis tantas vezes quantas
for exposto ao agente etioldgico.

Limitacoes dos testes treponémicos

= Nao podem ser utilizados no monitoramento de tratamento.
Cerca de 85% de amostras de individuos adequadamente tratados
permanecem positivas nos testes treponémicos durante muitos
anos e, em alguns casos, durante toda a vida.

= Aproximadamente 1% da populacdo em geral apresenta reacoes
falsamente positivas nos testes treponémicos.
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Outros cuidados necessarios

Lembre-se sempre da sua seguranca. Utilize os equipamentos de
protecao individual quando for colher amostras de sangue ou realizar os

testes:

Avental ou jaleco de comprimento abaixo dos joelhos, com mangas
longas, sistema de fechamento nos punhos por eldstico ou sanfona
e fechamento até a altura do pescoco;

Protetor facial ou 6culos de protecao e mascara;
Luvas descartaveis;

Sapatos fechados;

Calgas compridas.

Para que vocé possa trabalhar observando todos os cuidados de
biosseguranca faga o curso do Sistema TELELAB: Biossegurancga e aprenda
mais sobre este tema.

O,

Atencdo

Nado descuide de sua prépria seguranca. Lembre-se que vocé
vai lidar com material potencialmente infectante.

Figura 15 - Equipamentos de protecdo individual.
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Adsorvente: fixacdo de moléculas a uma superficie sélida.

Antigenos recombinantes: sao produtos antigénicos obtidos por
meio de tecnologia de DNA recombinante.

Cardiolipinas: é um lipidio encontrado em baixas concentragoes
em tecidos de mamiferos. A cardiolipina sddica obtida de coracao
de boi é utilizada no preparo do antigeno VDRL.

Conjugado: é um reagente formado por duas moléculas ligadas,
como por exemplo, o fluorocromo - isotiocianato de fluoresceina
ligado a molécula de imunoglobulina utilizada na reacdo de FTA-
abs.

Espectrofotometria: ¢ um método 6ptico de leitura de reacdes que
utiliza diferentes filtros para determinar a presenca e/ou a quantidade
de um analito. O equipamento utilizado é o espectrofotometro.

Inativacao: é o procedimento de aquecer as amostras bioldgicas
(por ex. soro) a 56° C durante 30 minutos para destruir ou tornar
inativo os componentes termossensiveis do sistema complemento,
para que este constituinte presente no sangue nao interfira no
desempenho da reagao antigeno-anticorpo in vitro (nos testes
sorolégicos).

Liofilizacdo: é um processo de desidratacao usado para preservar
alimentos pereciveis, principios ativos, bactérias etc. Sdo congelados
e a dgua é retirada por sublimacao, sem que passem pelo estado
liquido.

Resposta imune humoral: refere-se a producao de anticorpos
pelo sistema imune em resposta a um antigeno.

TELELAB | Sifilis 95






ABO, S.M.; DE BARI, V.A. Laboratory evaluation of the antiphospholipid
syndrome. Ann Clin Lab Sci. 2007; 37:3-14.

AVELLEIRA J.C.R.; BOTTINO, G. Diagnéstico, tratamento e controle da sifilis.
An. Bras. Dermatol. 2006; 81(2):111-26.

BERRY, C.D.; HOOTEN, T.M.; COLLIER, A.C.; LUKEHART, A.S. Neurologic relapse
after benzathine penicillin therapy for secondary syphilis in a patient with
HIV infection. N Engl J Med.1987; 316:1587-1589.

BIRNBAUM, N.R.; GOLDSCHMIDT, R.H.; BUFFETT, W.O. Resolving the common
clinical dilemmas of syphilis. Am Fam Physician. 1999; 59:2233-40, 2245-6.

BRAUNER, A.; CARLSSON, B.; SUNDKVIST, G.; OSTENSON, C.G. False-positive
treponemal serology in patients with diabetes mellitus. J Diabetes
Complications. 1994; 8:57-62.

BROWN, S.T.; ZAIDI, A.; LARSEN, S.A., REYNOLDS, G.H. Serological response
to syphilis treatment. A new analysis of old data. JAMA. 1985; 253:1296-9.

CENTERS FOR DISEASES CONTROL AND PREVENTION (CDC). Recom-
mendations for Partner Services Programs for HIV infection, Sy-philis,
Gonorrhea and Chlamydia infections. Morbid Morttal Wkly Rep, Recomm
Rep. 57(RR-9): 1-93, 2008.

CHESSON, H.W.; HEFFELFINGER, J.D.; VOIGT, R.F,; COLLINS, D. Estimates of
primary and secondary syphilis rates in persons with HIV in the United
States, 2002. Sex Transm Dis. 2005; 32:265-9.

GWANZURA, L.; LATIF, A,; BASSETT, M.; MACHEKANGO, R.; KATZENSTEIN, D.A.;
MASON, PR. Syphilis serology and HIV infection in Harare, Zimbabwe. Sex
Transm Infect. 1999; 75:426-30.

TELELAB | Sifilis 97



HAAS, J.,; BOLAN, G.; LARSEN, S.; CLEMENT, M.; BACCHETTI, P, MOSS, A.
Sensitivity of treponemal tests for detecting prior treated syphilis during
human immunodeficiency virus infection. J Infect Dis. 1990; 162:862-866.

HICKS, C.D.; BENSON, PM.; LUPTON, G.P, TRAMONT, E.C. Seronegative
secondary syphilis in a patient infected with the human immunodeficiency
virus (HIV) with Kaposi sarcoma. Ann Intern Med. 1987; 107: 492-495.

JOHNS, D.R.M,; TIERNEY, M.; FELSENSTEIN, D. Alteration in the natural history
of neurosyphilis by concurrent infection with the human immunodeficiency
virus. N Engl J Med. 1987; 316: 1569-1572.

KARP, G.; SCHLAEFFER, F.; JOTKOWITZ, J.A.; RIESENBERG, K. Syphilis and HIV
co-infection. Eur J Intern Med 2009; 20(1): 9-13.

KARAMUDI, U.R.; AUGENBRAUN, M. Syphilis and HIV: a dangerous duo.
Expert Rev Anti Infect Ther. 2005;3:825-31.

KREISS, J.; CARAEL, M.; MEHEUS; A. Role of sexually transmitted diseases
in transmitting human immunodeficiency virus. Genitourin Med. 1988;
64:1-2.

LARSEN, S.A., POPE, V., JOHNSON, R.E., KENNEDY, JR., E.J. A Manual of Tests
for Syphilis. Washington: APHA, 1998, 361p. 92 edicao.

LOWHAGEN, G.B. Syphilis: test procedures and therapeutic strategies.
Semin Dermatol. 1990;9:152-9.

MARRAZZO, J. Syphilis and other sexually transmitted diseases in HIV
infection. Top HIV Med. 2007;15:11-6.

MULLER, I.; BRADE, V.; HAGEDORN, H.J.; STRAUBE, E.; SCHORNER, C.; FROSCH,
M.etal.Isserological testingareliable toolin laboratory diagnosis of syphilis?
Meta-analysis of eight external quality control surveys performed by the
german infection serology proficiency testing program. J Clin Microbiol.
2006;44:1335-41.

PODWINSKA, J. Syphilis and Aids. Arch Immnol Ther Exp Warsz. 1996;
44:329-33.

98 TELELAB | Sifilis



REBECCA, E.; LAFOND e SHEILA, A. LUKEHART. Clinical Microbiology
Reviews. January 2006, p. 29-49, vol. 19, n. 1.

SIGNORINI, D.J.; MONTEIRO, M.C.; DE SA, C.A.; SION, FS.; LEITAO NETO,
H.G.; LIMA, D.P; et al. Prevaléncia da co-infeccao HIV-sifilis num hospital
universitario da cidade do Rio de Janeiro em 2005. Rev. Soc. Bras. Med.
Trop. 2007; 40:282-5.

SMITH, G.; HOLMAN, R.P. The prozone phenomenon with syphilis and
HIV-1 co-infection. South Med J. 2004;97:379-82.

TALWAR, S.; TUTAKNE, M.A.; TIWARI, V.D. VDRL Titres in early syphilis before
and after treatment. Genitourin Med. 1992;68:120-2.

WEBER, J.N.; McCREANER, A.; NERNIE, E.; WADSWORTH, J.; JEFFRIES, D.J,;
PINCHING, A.J.; HARRIS, J.R.W. Factors affecting seropositivity to human T
cell lymphotropic virus type Il (HTLV-IIl) or lymphadenopathy associated
virus (LAV) and progression of disease in sexual partners of patients with
Aids. Genitourin Med. 1986; 62: 177-180.

TELELAB | Sifilis 99






