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RESUMO

Introdugéo: Asifilis € uma doenca infecciosa de evolucao lenta causada por uma bactéria Gram-
negativa do grupo das espiroquetas, exclusiva do ser humano, chamada Treponema pallidum.
No combate da sifilis, uma importante ferramenta é a analise laboratorial através de produtos
para diagnostico in vitro que permite o diagnéstico da doenca. A eficacia destes produtos &
avaliada frente a painéis soroldgicos compostos por amostras verdadeiro positivas e negativas.
Objetivo: Reavaliar a reatividade das 153 amostras que constituem o painel soroldgico positivo
para sifilis do Laboratorio de Sangue e Hemoderivados (LSH) do Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude (INCQS). Método: Revalidacao do painel sorologico para sifilis através
de analise retrospectiva de dados laboratoriais do LSH do periodo de 2011 a 2015 atendendo
aos critérios de positividade em cinco metodologias diferentes e volume de amostra > 10 mL.
Resultados: Das 172 amostras iniciais, 153 apresentaram volume de estoque > 10 mL. No periodo
proposto foram identificados 46 produtos para diagndstico da sifilis com laudo satisfatorio
compreendendo cinco metodologias diferentes. Os resultados analiticos das 153 amostras
pertencentes ao painel positivo foram analisados nos protocolos de registro de resultados destes
produtos. Apds a reavaliacdo da reatividade das 153 amostras do painel positivo, 130 foram
revalidadas como positivas enquanto 23 foram consideradas como indeterminadas. Conclusées:
O painel positivo para sifilis revalidado permanecera sendo instrumento essencial na analise
prévia para fins de regularizacao dos kits para diagnostico da doenca.

PALAVRAS-CHAVE: Sifilis; Painel Soroldgico; Controle de Qualidade

ABSTRACT

Introduction: Syphilis is a slowly evolving infectious disease caused by a gram-negative
bacterium in the group of spirochetes, exclusive to humans, called Treponema pallidum. In
the fight against syphilis, an important tool is the laboratory analysis through products for in
vitro diagnosis that allows the diagnosis of the disease. The effectiveness of these products is
assessed against serological panels composed of true positive and negative samples. Objective:
To reassess the reactivity of the 153 samples that make up the positive serological panel for
syphilis at the Laboratory of Blood and Blood Products (LSH) of the National Institute for Quality
Control in Health (INCQS). Method: Revalidation of the serological panel for syphilis through
retrospective analysis of LSH laboratory data from 2011 to 2015, meeting the positivity criteria
in 5 different methodologies and sample volume > 10 mL. Results: Of the 172 initial samples, 153
had stock volume > 10 mL. In the proposed period, 46 syphilis diagnosis products were identified
with a satisfactory report, comprising 5 different methodologies. The analytical results of the
153 samples belonging to the positive panel were analyzed in the protocols for recording the
results of these products. After re-evaluating the reactivity of the 153 samples from the positive
panel 130, they were revalidated as positive while 23 were considered to be indeterminate.
Conclusions: The positive panel for revalidated syphilis will remain an essential instrument in
the previous analysis for the purpose of regularizing kits for diagnosing the disease.
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INTRODUCAO

Asifilis € uma doenca infecciosa de evolucéo lenta causada por
uma bactéria Gram-negativa do grupo das espiroquetas, Trepo-
nema pallidum, que é exclusiva do ser humano. E uma enfer-
midade sistémica, pois acomete praticamente todos os 6rgaos
e sistemas. Esta doenca desafia ha séculos a humanidade e,
apesar de ser curavel através de um tratamento eficaz e de
baixo custo, permanece como um grave problema de saude
publica até os dias atuais'. De acordo com dados da Organiza-
cdo Mundial de Saude (OMS), a sifilis atinge anualmente apro-
ximadamente 5,6 milhdes de pessoas em todo mundo, sendo
90% destes casos nos paises em desenvolvimento?3. Os dados
epidemioldgicos da doenca no Brasil presentes no Boletim Epi-
demioldgico Sifilis 2018 do Ministério da Saude, entre os anos
de 2010 e 2017, revelam uma elevacao significativa nas taxas
de deteccao da sifilis congénita, em gestantes bem como da
sifilis adquirida®.

A principal via de transmissao da doenca é o contato sexual
(sifilis adquirida), seguida pela transmissao vertical da mae
para o filho ocorrida durante a gestacgao (sifilis congénita)>®’.
A transmissao da sifilis por transfusdao sanguinea, embora
possivel, tornou-se rara devido a triagem sorologica obriga-
toria de doadores quanto a presenca de agentes infecciosos
como virus da imunodeficiéncia humana (HIV) 1/2, virus lin-
fotropico de células T humanas (HTLV)-1/2, virus da hepatite
B (HBV), virus da hepatite C (HCV), Trypanosoma cruzi e T.
pallidum®®. Aliado a isto, o pouco tempo de sobrevivéncia
da bactéria fora do organismo humano, especialmente em
baixas temperaturas como as usadas para a conservacao das
bolsas de sangue, contribui para diminuicdo da transmissao
da doenca pela transfusao sanguinea™.

A analise laboratorial de amostras bioldgicas através de pro-
dutos para diagndstico in vitro é uma importante ferramenta
no combate a sifilis, permitindo o diagndstico e, consequen-
temente, o tratamento adequado e o monitoramento da res-
posta ao tratamento. Além disso, a utilizacdo destes produtos
na triagem soroldgica das bolsas de sangue propicia o controle
da transmissao da doenca. O controle da qualidade destes pro-
dutos é realizado através de analise prévia, atividade efetu-
ada para verificar caracteristicas do produto com finalidade
de registro, alteracao (quando couber) ou revalidacao sendo
um requisito obrigatorio preconizado pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) para comercializacédo e utiliza-
cao desses produtos no Brasil''. Esta analise prévia é realizada
pelo Laboratorio de Sangue e Hemoderivados (LSH) do Depar-
tamento de Imunologia do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS). No controle da qualidade dos kits
para diagnostico é verificada a conformidade do produto em
relacdo a dois parametros distintos: sensibilidade e especifici-
dade clinica ou diagndstica. A sensibilidade clinica é avaliada
pela incidéncia de resultados verdadeiramente positivos obti-
dos quando o teste é aplicado em individuos sabidamente por-
tadores da doenca em questdo. A especificidade clinica é ava-
liada pela incidéncia de resultados verdadeiramente negativos
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obtidos quando o teste é aplicado em individuos sabidamente
nao portadores da doenca em questao''. Um dos instrumentos
utilizados para avaliacao destes dois parametros sdo os painéis
sorologicos definidos como um conjunto de amostras produzi-
das a partir de plasma humano processado. As amostras que
contém determinantes antigénicos de um determinado marca-
dor constituem o painel sorologico positivo e as que ndo con-
tém constituem o painel soroldgico negativo'. Desta forma, os
painéis constituidos e empregados na analise de produtos sao
de extrema relevancia e a sua revalidacao, com critérios clara-
mente definidos, asseguram a robustez e consisténcia necessa-
rias a este instrumento.

Sendo assim o objetivo deste trabalho foi revalidar o painel
sorologico positivo para sifilis do LSH, instrumento utilizado na
avaliacao da sensibilidade dos kits para o diagndstico da sifilis.

METODO

O painel sorolégico constituido de 172 amostras verdadeira-
mente positivas para sifilis foi confeccionado a partir de uni-
dades de plasma provenientes de servicos de hemoterapia das
diferentes regides do pais. As amostras com volume superior a
200 mL, recebidas pelo LSH/INCQS entre os anos de 1996 e 2006,
foram caracterizadas cumprindo rigorosamente a legislacao
vigente com o emprego de testes treponémicos que detectam
anticorpos especificos contra T. pallidum como: Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), teste rapido imunocromatografico
(TR), imunofluorescéncia indireta (IFl) e testes nao treponémi-
cos como Venereal Diseases Research Laboratory (VDRL) e Rapid
Plasm Reagin (RPR)*13,

O procedimento empregado para a revalidacao das amostras
do painel soroldgico positivo para sifilis consistiu numa analise
retrospectiva dos resultados laboratoriais do LSH/INCQS obti-
dos nos kits para diagnostico da sifilis, avaliados no periodo de
janeiro de 2011 a dezembro de 2015, cujos laudos de analise
(LA) foram satisfatorios. Foram identificados os protocolos de
registro de resultado de todas as amostras do painel referente
a cada um dos produtos analisados. Para a analise dos resulta-
dos, foi elaborada uma planilha em Excel® contendo a identi-
ficagcdo do kit, a amostra e os resultados analiticos nas dife-
rentes metodologias analisadas. Os resultados correspondentes
a metodologia de ELISA foram registrados na forma de racio,
que corresponde a razéo entre os valores obtidos da densidade
otica (DO) de cada amostra e o valor de corte (CO) ou limiar
de reatividade (DO/CO) para cada teste ELISA. Amostras com
valores de racio iguais ou superiores a 1,0 foram consideradas
positivas e inferiores a 1,0, negativas. Para as metodologias
VDRL e IFl, foram inseridos os valores de intensidade da reacao
de cada amostra em cruzes “+”, variando de 1+ a 4+, sendo 4+
a resposta maxima da intensidade. Os resultados das amostras
frente as metodologias de TR e RPR foram descritos como posi-
tivos (POS) e negativos (NEG).
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Para revalidacao de cada amostra do painel foram adotados
os seguintes critérios: volume minimo de estoque de 10 mL;
reatividade em trés testes ELISA, um teste VRDL e/ou um
teste RPR, um teste TR e um teste confirmatorio de IFl. Sendo
assim, as amostras que cumpriram os critérios adotados foram
consideradas positivas. Amostras com resultado nao reagente
em todas as metodologias foram consideradas negativas.
Foram consideradas indeterminadas as amostras nao inseridas
nos parametros anteriores.

RESULTADOS

Das 172 amostras identificadas no painel positivo para sifilis, 19
(11%) foram inicialmente excluidas por apresentarem volume
inferior a 10 mL, portanto, 153 amostras seguiram para as etapas
subsequentes de revalidacao.

O levantamento dos dados laboratoriais referente as analises
realizadas no periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2015
permitiu a identificacdo de 46 produtos de diagndstico in vitro
para sifilis analisados pelo LSH/INCQS com LA satisfatério,
assim distribuidos: 13 kits no ano de 2011, seis kits em 2012,
oito kits em 2013, 11 kits em 2014 e oito kits em 2015. Vale
ressaltar que o nimero de kits recebidos anualmente esta rela-
cionado com a demanda de produtos para obtencao de registro
pela Anvisa. A distribuicao deste total de kits por metodolo-
gia analisada foi a seguinte: ELISA (12 produtos), VDRL (oito
produtos), RPR (cinco produtos), TR (13 produtos) e IFl (oito
produtos) (Tabela 1).

Passo DCD et al. Revalidacao de painel sorolégico

A partir da selecao dos 46 kits satisfatorios, foram identifica-
dos 145 protocolos de registro de resultados de todas as 153
amostras pertencentes ao painel positivo para sifilis. Do total
de 145 protocolos de trabalho analisados, 31 (21%) envolveram
a metodologia de ELISA, 29 (20%) de VDRL, 19 (13%) de RPR, 26
(18%) de TR e 40 (28%) de IFI distribuidos nos anos de 2011 a
2015 (Tabela 2).

Os resultados das amostras do painel positivo para sifilis obtidos
nos 145 protocolos analisados frente as metodologias seleciona-
das foram inseridos em planilha Excel®. De acordo com os crité-
rios de reatividade estabelecidos para revalidacao das amostras,
foi observado que, dentre as 153 amostras do painel positivo para
sifilis, nenhuma apresentou resultado negativo nas metodologias
analisadas. Um total de 118 amostras (77%) apresentou resultado
positivo para trés testes ELISA com racio > 1, um teste VDRL, um
teste RPR e um teste IFI, cumprindo todos os critérios de reati-
vidade sendo revalidadas como amostras positivas; 12 amostras
(8%) apresentaram resultado positivo para trés testes ELISA com
racio > 1, um teste VDRL ou um teste RPR, um teste TR e um
teste IFI, sendo também revalidadas como amostras positivas,
totalizando um nimero de 130 amostras (85%) com reatividade
comprovada. Vinte e trés amostras (15%) apresentaram resul-
tado negativo para duas ou mais metodologias sendo classifica-
das como amostras indeterminadas (Figura).

Dentre as 23 amostras classificadas como indeterminadas,
trés (13%) apresentaram resultado positivo para as trés meto-
dologias de testes treponémicos, que detectam anticorpos

Tabela 1. Distribuicao do n° de produtos de diagndstico in vitro de sifilis analisados por ano e por metodologia (periodo 2011 - 2015).

Metodologia 2011 2012 2013 2014 2015 Total
ELISA 5 1 3 1 2 12
VDRL 2 2 2 1 1 8
RPR 0 0 1 2 2 5
TR 5 2 1 4 1 13
IFI 1 1 1 3 2 8
TOTAL 13 6 8 11 8 46

Fonte: Elaborada pelos autores, 2020.

ELISA: ensaio imunoenzimatico; VDRL: venereal disease research laboratory; RPR: rapid plasm reagin; TR: teste rapido imunocromatografico; IFl:

imunofluorescéncia indireta.

Tabela 2. Distribuicao do nimero de protocolos de registro de resultados por ano e por metodologia de produtos de diagnéstico in vitro de sifilis

analisados.

Metodologia 2011 2012 2013 2014 2015 Total
ELISA 12 2 6 2 9 31
VDRL 5 7 11 4 2 29
RPR 0 0 5 4 10 19
TR 8 4 3 9 2 26
IFI 7 6 10 11 6 40
TOTAL 32 19 35 30 29 145

Fonte: Elaborada pelos autores, 2020.

ELISA: ensaio imunoenzimatico; VDRL: venereal disease research laboratory; RPR: rapid plasm reagin; TR: teste rapido imunocromatografico; IFl:

imunofluorescéncia indireta.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

Vigil. sanit. debate 2020;8(4):129-133 | 131



B Amostras positivas para testes treponémicos e nao-treponémicos
O Amostras positivas para testes treponémicos e um nao-treponémico
Il Amostras indeterminadas

Fonte: Elaborada pelos autores, 2020.

Figura. Distribuicao dos resultados das amostras do painel positivo para
sifilis revalidado.

especificos contra T. pallidum (ELISA, TR, IFl), e resultado
negativo ou indeterminado para duas metodologias de testes
nao treponémicos, aqueles que detectam anticorpos contra o
material lipidico liberado pelas células danificadas em decor-
réncia da sifilis (VDRL, RPR); 13 apresentaram resultado posi-
tivo para a IFl e resultado negativo para as metodologias ELISA
e TR; cinco apresentaram resultado negativo para ELISA, TR,
VDRL e/ ou RPR e duas amostras nao apresentaram resultado
para IFl (Tabela 3).

Em resumo, apos a revalidacdo do painel positivo para sifilis
composto de 153 amostras, 130 (85%) foram confirmadas como
positivas enquanto 23 (15%) amostras passaram a ser classifica-
das como indeterminadas requerendo assim novas analises nas
diferentes metodologias.

DISCUSSAO

O percentual de 11% (19/172) das amostras excluidas em vir-
tude do volume inferior a 10 mL se deve a grande demanda do
laboratorio para analise dos kits para diagnostico da sifilis ao
longo destes anos, principalmente nas andlises automatizadas
que requerem um volume maior de amostra para sua realizacao.

Foi possivel observar apoés todo processo de revalidacdo das
amostras do painel positivo para sifilis do LSH que, das 153 amos-
tras iniciais, nenhuma foi descartada por ser considerada como
amostra negativa e 23 amostras passaram a ser caracterizadas
como amostras indeterminadas.

Dentre as amostras caracterizadas como indeterminadas, é pos-
sivel sugerir sobre aquelas com resultado positivo em todos os
testes treponémicos e resultado negativo para os testes nao
treponémicos que demonstram um padrao de resposta soro-
logica caracteristica de infeccao recente. Na literatura, este
padrdo de resposta na sifilis primaria esta muito bem descrito
e ratificado®% .
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Tabela 3. Distribuicao dos resultados das amostras indeterminadas na
revalidacao do painel positivo para sifilis.

Metodologia Amostras nao

revalidadas
VDRL e RPR 3
ELISAe TR 13
ELISA, TR, VDRL e/ou RPR 5
IF1 2
Total 23

Fonte: Elaborada pelos autores, 2020.

VDRL: venereal disease research laboratory; RPR: rapid plasm reagin;
ELISA: ensaio imunoenzimatico; TR: teste rapido imunocromatografico;
IFI: imunofluorescéncia indireta.

No caso das amostras caracterizadas como indeterminadas,
que apresentaram resultado positivo para IFl, porém negativo
para outros testes treponémicos e negativo para um ou mais
testes ndao treponémicos, é possivel sugerir que possuam um
padrao de resposta sorologica caracteristico de cicatriz sorolo-
gica. Considera-se cicatriz soroldgica a persisténcia, apos dois
anos de acompanhamento pds-tratamento, da resposta soro-
logica aos testes nao treponémicos em titulos baixos (até 1:4)
acompanhada de testes treponémicos positivos'. Em cerca de
85% de pacientes com tratamento bem-sucedido, este perfil
de resposta positiva para testes treponémicos pode se manter
durante varios anos'™ .

Todo processo produtivo apresenta etapas muito bem defini-
das e, dentre elas, esta a etapa de validacédo anterior a imple-
mentacao do produto bem como etapas que se seguem a esta
para o controle da eficacia e qualidade do produto. O painel
positivo para sifilis constituiu-se como produto a ser avaliado
através da etapa de revalidacdo, sendo sua relevancia fun-
damentada no tempo de uso destas amostras, que é superior
a 10 anos, considerando que este painel foi constituido por
amostras de plasma recebidas pelo LSH/INCQS entre os anos
de 1996 e 2006. Varios estudos sobre a avaliacdo de produ-
tos para diagnostico da sifilis demonstraram a utilizacao de
painéis constituidos por amostras provenientes de bancos de
sangue e a importancia de uma caracterizacdo muito bem rea-
lizada através de testes treponémicos e ndo treponémicos de
diferentes metodologias'”'2.

CONCLUSOES

Apos a analise das 153 amostras que constituiam o painel
sorologico positivo para sifilis, frente a 46 produtos com LA
satisfatorio, de cinco metodologias diferentes, foi possivel
revalidar o painel que passou a ser composto por 130 amostras
verdadeiro positivas.

0 painel sorologico positivo para sifilis revalidado permanecera
sendo instrumento essencial na analise prévia para fins de regu-
larizacdo dos kits para diagnéstico sorolégico da sifilis. E uma
ferramenta utilizada na analise de produtos com a finalidade de
garantir resultados confiaveis e ampliar a capacidade analitica
do LSH.
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