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RESUMO

O presente trabalho foi realizado no Departamento de Imunologia do Instituto Nacional de Saude
durante os meses de Fevereiro & Dezembro do ano 2006. Teve como principal objectivo a
padronizagdo de um método para a eluigdo de amostras de sangue total colhidas em papel de filtro
para a detecgdo da Imunoglobulina M (IgM) contra o virus do sarampo, com vista a se implementar

o uso deste papel para a colheita de amostras de sangue.

Para o estudo, foram colhidas 106 amostras de sangue venoso em crian¢as pds vacinadas contra o
virus do sarampo. Esta colheita foi efectuada em dois centros de satde da cidade de Maputo: Centro
de Salde da Malhangalene e Centro de Satde 1° de Maio. As amostras foram depois transportadas
para o departamento de imunologia, sendo uma parte transferida para o papel de filtro. A outra parte

foi centrifugada e se extraiu o plasma (que foi usado como método padrio).

Quatro diferentes métodos de elui¢io, nomeadamente, eluigdo com.tampdo para amostras, eluicdo
com phosphate buffered Saline (PBS), eluigdo com phosphate buffered saline tween_20 (PBST 20)
¢ eluigdo com 5% de leite em p6 magro diluido em PBST 20 a 0,5% foram usados para testar as
amostras de sangue em papel de filtro. Densidades opticas destas amostras foram depois
comparadas com as densidades dpticas do plasma correspondente. Determinou-se, para cada um dos
métodos, a sensibilidade, a especificidade, os valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN), a
concordéncia e a significancia das diferengas observadas, com vista a validar os métodos de eluigio

usados.

Do total de 106 amostras colhidas e testadas para o plasma, apenas as 25 amostras que se revelaram

negativas e igual nJumero de amodtras positivas, foram incluidas neste estudo.

Dos quatro métodos de eluigdo usados para testar as amostras em papel de filtro, a elui¢do com 5%
de leite em p6 magro diluido em PBS7-20 a 0,5% produziu resultados mais concordantes com os
encontrados pelo método padrio. Isto demonstra que ¢ possivel padronizar um método para eluir

amostras de sangue colhidas em papel de filtro para a detecgéio da IgM anti-sarampo.
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GLOSSARIO

Antigeno — Molécula ou substincia de natureza protéica, lipidica ou polissacaridica, que quando

introduzida no organismo € reconhecida como estranho.

ELISA — E um teste imunoenzimatico que usa uma enzima ligada a um anticorpo ou a um antigeno
como marcador para a deteccdo de uma proteina especifica, especialmente um antigeno ou

anticorpo.

Elui¢do — Processo de extracg¢do de um material a partir de outro, por meio de lavagem com um

solvente apropriado.

Phosphate Buffered Saline (Tampdo Salino Fosfato) — E uma solugdo salina contendo cloreto de
sodio, fosfato de sodio e fosfato de potassio. I bastante aplicada devido ao facto de ser isoténica e
ndo toxica para as células. Pode ser usada como solugio de lavagem de células ou para diluir

substincias.

Tween_20 — E o nome comercial do Monolaurato de polioxietileno (20) sorbitana ou Polisorbato
20. Devido a sua estabilidade ¢ a sua ndo toxicidade, ¢ bastante utilizado como detergente e
emulsificante. Nas ciéncias biologicas, por exemplo, o 7ween 20 ¢ amplamente usado para lisar
células de mamiferos, como agente bloqueador em ensaios imunoldgicos como Western blots e

ELISAs, e como agente solubilizador de proteinas da membrana, entre outras.

Especificidade — Represenla a capacidade de se produzir resultados negativos na auséncia de
doenga.

Exantema - Manifestagio cutdnea caracteristica de uma doenga infecciosa e contagiosa.

Padrio oure (Gold standard) — Procedimento ou medida amplamente aceite como sendo a melhor.
Periodo prodromal — Sintoma ou sinal que precede uma doenga.

Plasma — Parte liquida do sangue na qual se encontram, em suspensdo, diversos clementos

(glébulos vermelhos, brancos, plaquetas) ¢ o fibrinogénio.

Soro — Parte liquida do sangue, de cor acastanhada, transparente, isenta de elementos figurados e
que sobrenada apos a separagdo do codgulo sanguineo por coagulagao do fibrinogénio em fibrina. O

soro sanguineo tem a mesma composi¢do que o plasma, o qual difere pela auséncia do fibrinogénio.
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Sensibilidade — Representa a capacidade de se produzir resultados positivos em pacientes com

doenga.

Valor preditivo negativo — Probabilidade de um individuo ter um resultado de teste positivo e

apresentar a doenga.

Valor preditivo positivo — Probabilidade de um individuo ter um resultado de teste negativo e ndo

apresentar a doenga.
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideragdes gerais sobre o sarampo

O sarampo ¢ uma infec¢io altamente contagiosa que tem como agente etioldgico um virus da
familia Paramixoviridae, género Morbillivirus, para o qual o Homem ¢ o tnico reservatério
(Schechter & Marangoni, 1994; WHO, 2000). A infec¢io constitui um dos cinco exantemas infantis

classicos, juntamente com a rubéola, a roséola, a varicela e o eritema infeccioso (Murray et al,,
2004).

O sarampo € mais comum na infincia, sendo mais grave em criangas desnutridas e em paises
subdesenvolvidos, nos quais a Organizagdo Mundial da Saide (OMS) estima que mais de um
milhdo de pessoas morre anualmente devido aquela doenga e as suas complica¢des (Hermann &
Pegararo, 1986; Stewien et al., 2000).

Os principais factores que contribuem para a epidemiologia do sarampo sfio a susceptibilidade
universal a infec¢fo na auséncia do anticorpo, extremo contagio, densidade populacional, e modos

de vida das populagdes (Baron, 1996) .

O virus do sarampo € um virus ARN antigenicamente estavel, grosseiramente esférico, pleomoérfico,
com um invélucro cujo didmetro varia de 100 a 200 nm e apresenta apenas uma variante antigénica

conhecida; este virus ¢ muito sensivel ao calor e ao frio (Krugman ef al., 1998).

A transmissdo do virus do sarampo ¢ feita de pessoa para pessoa, através do contacto directo com
goticulas de saliva, ou muco, expelidas por individuos doentes ou infectados e indirectamente, com
menor frequéncia, por objectos recém-contaminados pelas secre¢des do nariz e da garganta
(Hermann & Pegararo, 1986). O periodo de incubago ¢ geralmente de 10 dias, podendo variar de
sete a 18 dias. O periodo prodromal comega com febre alta, tosse, coriza, conjuntivite e manchas de
Koplik na mucosa oral, senc}l’o" este o periodo de maxima transmissdo respiratoria para os individuos
susceptiveis (WHO, 2000). Algumas horas depois do surgimento das manchas de Koplik, surge
uma erupcdo avermelhada caracteristica do sarampo que se inicia na parte lateral do pescogo e se
estende ao resto do corpo (WHO, 2000). Esta erup¢fio € geralmente muito extensa, persiste por

quatro a sete dias e desaparece na mesma ordem em que surgiu (WHO, 2000).
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Algumas complicagdes do sarampo incluem a pneumonia, laringite, diarréia, otite, sinusite e
encefalite, sendo esta a mais temida por ser fatal em 15% dos pacientes (Schechter & Marangoni,
1994).

O sarampo ¢ uma doenga autolimitada, ndio existindo um tratamento especifico; geralmente o
tratamento ¢ sintomatico conforme a gravidade do caso, mas pode ser prevenido pela administrago
de uma vacina com o virus vivo atenuado nos primeiros meses de vida (Hermann & Pegararo,
1986).

O diagnéstico do sarampo pode ser clinico ou laboratorial (OPAS, 1980). Clinicamente, o sarampo
pode ser confundido com as outras doengas exanteméticas, reac¢des adversas as drogas, e outras
como a toxoplasmose, meningococcémia, escarlatina, etc (Behrman & Kliegman, 1999). Os sinais e
os sintomas clinicos ndo s#o suficientes para se estabelecer um diagndstico preciso em relagdo a
esta doenga. Portanto, a conﬁniag:éio laboratorial reveste-se de extrema importincia, quer na luta
pela elimina¢o do sarampo, como contra a transmisso do virus (Behrman & Kliegman, 1999;
Ratnan er al, 2000; Stewien er al, 2000). Assim sendo, o diagnéstico laboratorial torna-se
imperioso na confirmagéo de todos os casos suspeitos de sarampo de modo a alertar o pessoal de

saude para um maior reforgo nas campanhas de vacinago e/ou no controle e prevengio da doenga.
O diagnoéstico laboratorial do sarampo pode ser feito de trés formas:

— Identificagdo de células gigantes muitinucleadas em esfregagos da mucosa nasal;

— Isolamento do virus em cultura; ou,

~ Pesquisa de anticorpos especificos contra o virus do sarampo no soro, no plasma ou no fluido oral
(Behrman & Kliegman, 1999).

A pesquisa de anticorpos especificos contra o virﬁs do sarampo no soro ou no plasma é o método de
dioagndstico laboratorial mais usado, quer seja em Mogambique como noutras partes do mundo.
Este método ¢ de execugdo pritica e providencia um rdpido diagndstico laboratorial do sarampo
(Ratnan ef al., 2000).
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1.2, Caracteristicas da IgM e sua importincia no diagnéstico laboratorial do sarampo

Os anticorpos (ou imunoglobulinas) so um grupo heterogénio de glicoproteinas presentes no soro €
nos tecidos. Sdo produzidos pelos linfécitos B em resposta a estimulagdo por um antigeno, reagindo

especificamente com essse antigeno (Janeway et al., 1997; Rosen et al.; 1990).

Bioquimicamente, podem ser distinguidos cinco isotipos ou classes de anticorpos: IgA, IgE, IgD,
IgM e IgG, diferindo entre si em diversos aspectos, tais como seus pesos moleculares, locais de

ocorréncia no organismo, tempo de vida, nivel sérico, etc. (Janeway et al., 1997).

A IgM, que serd a mais destacada neste estudo, é uma das trés imunoglobulinas produzidas na
infec¢@io pelo virus do sarampo, sendo as restantes duas a IgG e a IgA (Helfand e al., 1998;
Helfand ef al., 1999; WHO, 2000).

A IgM € encontrada em todos os vertebrados e constitui 5 & 10% das imunoglobulinas no soro
humano (0,5 - 1,5 mg/ml). E constituida por uma cadeia pesada do tipo p, tem um peso molecular
elevado (970 KDa) € uma meia vida de 10 dias; nfio é transmitida por via placentaria e encontra-se
como pentameros € ocasionalmente como hexameros e, devido 4 sua multivaléncia, a afinidade
funcional para com os antigenos ¢ grande. Esta imunoglobulina é a primeira a aparecer durante a

ontogenese, sendo tipicamente formada muito cedo na resposta imune (Janeway ef al., 1997; Rosen
et al., 1990).

Numa infecgfo pelo virus do sarampo (quer seja natural ou por vacinagio), a IgM € a primeira das
imunoglobulinas a ser produzida, atingindo o seu pico maximo por volta de 10 a 20 dias apés a
infecgdio. E também a primeira a decair, ndo permanecendo por mais de oito semanas no soro e/ou
plasma (Helfand et al., 1998; Helfand et al., 1999; WHO, 2000).

A detecgio da IgM especifica contra o virus do sarampo por meio de testes serolégicos é um teste
padrdo para um répido diagnostico laboratorial do sarampo (Helfand e al., 1999). A presenga desta
imunoglobulina no soro providencia fortes evidéncias duma infecgio corrente ou duma infecgfio

recente de sarampo (Ratnan et al., 2000; WHO, 2000).

O soro sempre foi a amostra clinica padrfio para a detecgdo de anticorpos especificos contra o virus

do sarampo (Mubarak et al., 2004). Contudo, amostras alternativas como o fluido oral e amostras de

sangue seco (DBS) em papel de filtro tem sido usadas com muito sucesso (Riddell ef al., 2002).
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O uso de amostras de DBS para a investigagdo de anticorpos de inibigdo da hemaglutinagio do
virus do sarampo foi reportado nos inicios dos anos 80. Desde entfio, muitos laboratorios tém
demonstrado a fiabilidade do uso daquelas amostras em ensaios imunoenzimaticos para a detecgio
dos anticorpos (IgM e IgG) especificos contra o virus do sarampo como alternativa s amostras de
soro (Riddell et al., 2002). Elas tém apresentado resultados semethantes aqueles encontrados nas
amostras de soro, relativamente as quais demonstram numerosas vantagens. Dentre estas destacam-

se:

— A sua facilidade de colecta (por picagem do dedo ou do calcanhar), a qual requer menos treino
médico e é mais aceite do que a pungéio intravenosa quer para os pais da crianga, quer para a propria
crianga, afastando deste modo as técnicas invasivas para a obtengdo de volumes grandes de sangue
e envolvendo também, menos riscos associados com o uso e descarte de agulhas e seringas (Parker
& Cubitt, 1999; Riddell et al., 2002).

— O seu transporte e armazenamento, ndo requer condi¢Ses especiais, podendo ser imediatamente
transportadas em envelopes selados para os centro de referéncia. Contrariamente, as amostras de
soro precisam de condicdes de temperatura apropriadas para sua conservagio e devem ser

devidamente transportadas em recipientes apropriados e seguros ( Parker & Cubitt, 1999; Mubarak

et al., 2004).

— A sua colecta e o seu processamento, por serem considerados mais econdmicos em relagdo as

amostras colectadas por pung#io intravenosa para a obtengéo do soro (Parker & Cubitt, 1999).

1.3. Caso particular de Mogambique e problema de estudo

Segundo os dados epidemiologicos fonecidos pelo Ministério da Saude (MISAU), desde o ano de
1989 2o ano de 2005 pouco mais de 2500 individuos morreram devido ao sarampo em todo o Pais.
S6 para o ano de 2005 foram registados 12598 casos de sarampo, dos quais 59 resultaram em o6bito.
De acordo com o Programa Alargado de Vacinagio (PAV), desde a sua introdugdo em
Mogambique, em 1979, verificou-se uma grande redugfio do indice de morbi-mortalidade infantil

devido ao sarampo.

Mogambique pretende implementar a vigildncia do sarampo baseada nos casos suspeitos. A

confirmac¢do dos mesmos sera efectuada no Departamento de Imunologia do instituto Nacional de
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Saude (I.N.S), com vista a monitorar todos os casos de sarampo 4 nivel do Pais. Dai a necessidade
de se estudar novos meios de como estas amostras serdo conservadas e transportadas dos diferentes
pontos do Pais para o Departamento de Imunologia sem qualquer problema logistico. As amostras
de soro ou de plasma actualmente em uso no Pais para a detecgdo da IgM contra o virus do
sarampo, apresentam algumas desvantagens. Por um lado, necessitam de condigdes especiais para a
sua conservagdo e transporte, e, por outro, ndo podem ser conservadas por longos periodos de

tempo.

A nivel internacional, muitos laboratérios tem adoptado o uso de papel de filtro para a colheita de
amostras de sangue devido as facilidades e 4s enimeras vantagens que este novo método de
amostragem oferece (Riddell ef al., 2002). Em Mogambique, apesar do mesmo ser usado nalgumas
pesquisas, como por exemplo no diagnostico do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV),
desconhece-se ainda a aplica¢@io do referido método na pesquisa da IgM anti-sarampo. Entretanto,
trata-se dum método que se mostra extremamente vantajoso para o contexto Mogambicano. Com
efeito, analisando as vantagens referidas no ponto anterior podemos considerar que o facto das

amostras colhidas em papel de filtro:

— Serem de facil colecta, requerendo menos treino médico, é extremamente vantajoso para as zonas

do Pais nas quais o numero de pessoal treinado ¢ bastante reduzido.

- Nio requererem condigles especiais para seu transporte e armazenamento, podendo ser
imediatamente transportadas em envelopes selados, ¢ bastante benéfico ao considerarmos os
frequentes cortes de energia ou até a sua escassez em virias regides do Pais. No caso das amostras

de soro, esta situa¢do provocaria diversos problemas logisticos.

~ Serem menos onerosas em relagdo as amostras de soro, faz com que se tornem mais adequadas

para a realidade econémica do Pais.

Tendo em conta os argumentos acima citados, a validagdo do procedimento operacional para o
diagndstico laboratorial do sarampo com base nas amostras de sangue total colhidas em papel de
filtro € extremamente pertinente para futuras investigagdes na area do sarampo e/ou outras doencas.

Este estudo podera, também, ser util na vigildncia epidemiolégica do sarampo em Mogambique.
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2. OBJECTIVOS

2.1. Objectivo geral

- Padronizar um método para a eluigdo de amostras de sangue total colhidas em papel de filtro

para a detec¢iio da [gM contra o virus do sarampo.

2.2. Objectivos especificos

— Determinar a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo de

cada um dos diferentes métodos de eluigdo usados.

— Determinar a percentagem de concordancia de cada um dos diferentes métodos de eluigdio usados,

em relagdo ao método padrio.

— Determinar a significincia das diferengas observadas em cada um dos diferentes métodos de

eluigdo usados, relativamente ao método padrio.

3. HIPOTESE

Optimas eluicdes do papel de filtro serdo alcangadas com a solugéo de eluigfio preparada com 5%

de leite em p6 magro diluido em PBST 20 a 0,5%.
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4. AREA DE ESTUDO

O presente estudo foi realizado no laboratério de serologia do Departamento de Imunologia do
L.N.S, localizado no recinto do Hospital Central de Maputo (HCM). Este laboratério estd envolvido
no diagndstico e pesquisa de varias doengas virais para a saide piblica, como por exemplo,

HIV/SIDA, hepatite B, sarampo, rubéola, entre outras.

As amostras para o estudo foram colhidas em dois centros de saide da cidade de Maputo: Centro de
Saude da Malhangalene, localizado no Bairro da Malhangalene “B” ¢ Centro de Saide 12 de Maio,
localizado no Bairro da Maxaquene “C” (figura 1). A escolha destes centros deveu-se ao facto dos

mesmos se encontrarem entre 0s centros que apresentam um maior fluxo de vacinagdes.

Figura 1: Mapa da localiza¢io geografica dos Centros de Sdude da Malhangalene ¢ do 1° de Maio

Legenda da figura:

1 — Praga de touros A — Avenida Vladimir Lenini

2 — Centro Comercial Shoprite B — Avenida Joaquim Alberto Chissano

3 — Centro de saiide da Malhangualene C — Rua da Resisténcia

4 — Praga da OMM D — Avenida Milagre Mabote

5 — Centro de Saude 1° de Maio E — Rua de Setubal
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5. METODOLOGIA

5.1. Desenho do estudo

O presente estudo teve um caracter transversal para a comparagio de métodos de diagnéstico

qualitativos, usando amostras de plasma e de sangue total colhidas em papel de filtro.

5.2. Tamanho da amostra e populagiio de estudo

O tamanho da amostra foi calculado com base na seguinte férmula (Kahn, 1989):

n=Zzﬂ;2xg(1-g1

Se?
Onde :

n — Tamanho da amostra

Zon— Z-score a 95% (1,97)

p — Sensibilidade/especificidade
Se — Erro padrdo esperado (10%)

O tamanho amostral calculado para este estudo foi de 70 amostras, sendo:

— 35 positivas para a IgM anti-sarampo, a serem colhidas em criangas pods-vacinadas contra o
sarampo, devido ao facto da IgM ser produzida apds uma infec¢fo natural ou apds uma infecgédo
induzida por vacinagdo sendo que a mesma ndo permanece por muito tempo no organismo (Helfand
et al., 1998; Helfand et al., 1999; WHO, 2000); e

— 35 negativas para a IgM anti-sarampo, a serem colhidas em individuos adultos (com idades
supertores aos 20 anos), uma vez que estas amostras seriam certamente negativas para a IgM anti-
sarampo. Segundo Helfand ef al. (1998), Helfand et al. (1999) ¢ WHO (2000), numa infecgdo pelo
virus do sarampo, a igM € a primeira das imunoglobulinas a ser produzida e também a primeira a

decair, nfio permanecendo por mais de oito semanas no soro e/ou plasma.
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Para a obtengfio das amostras positivas, foram colhidas amostras de sangue venoso em 106 criangas
de ambos sexos, com idades compreendidas entre os 9 e os 12 meses. O periodo de colheita destas
amostras decorreu entre os meses de Setembro e Novembro do ano de 2006. Foram incluidas no
estudo as criangas vacinadas contra o sarampo que, a pedido dos investigadores, compareceram nos
Centros de Saude 15 dias apds a administragio da vacina, Ndo foi aplicado nenhum critério de
exclusdo. Apesar do tamanho amostral calculado ter sido de 35 amostras positivas para a [gM anti-
sarampo, foram colhidas 106 amostras para assegurar qualquer imprevisto que pudesse surgir com

relagdo as mesmas.

Surpreendentemente, ap6s a testagem das 106 amostras supostamente positivas para a IgM anti-
sarampo (usando o plasma - método padrio), verificou-se que 25 delas revelaram-se negativas para
a mesma. Assim sendo, € devido ao facto do presente estudo requerer bastante tempo, ora escasso,
ao invés de se recorrer aos individuos adultos para a obtengdo das amostras negativas, conforme
descrito anteriormente, optou-se por analisar somente aquelas 25 amostras negativas (encontradas
no grupo das 106 amostras colhidas em criangas pos-vacinadas). Entretanto, reduziu-se igualmente
0 nimero das amostras positivas para 25, dado que o célculo para o tamanho amostral revelou

quantidades iguais para ambas amostras (positivas e negativas).

5.3. Consideracdbes éticas

Pelo facto do presente estudo ter requerido um contacto directo com pacientes humanos para a
extrac¢do de amostras de sangue, ele foi submetido e aprovado pelo Comité Nacional de Bioética

para a Saiude em Mogambique.

5.4. Colheita e conservagio das amostras

Antes de se proceder com a colheita das amostras, todos os tutores das criangas foram informados
acerca do estudo, para que se obtivesse 0 seu consentimento e a sua participagdo. Aos mesmos, foi-

Ihes entregue a folha de consentimento informado para que assinassem (Anexo 1).

Apds obter-se o consentimento por parte dos tutores das criangas, procedeu-se com a colheita das
amostras de sangue. Para tal, registou-se num tubo contendo o anticoagulante EDTA o nome da
crianga € um cddigo que foi atribuido a cada crianga para uma posterior identificagdo no

Departamento de Imunologia do I.N.S. Foi também preenchida uma ficha onde constava o codigo
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atribuido a cada crianga, 0 nome da crianga, sexo, idade, data da vacinagdo e data da colheita
{Anexo 2).

Posteriormente, o local donde se pretendia extrair o sangue (fossa cubital) foi desinfectado e se
efectuou, entdo, a colheita da amostra. Esta, consistiu na extracgfo do sangue venoso para um tubo
contendo o anticoagulante EDTA até perfazer % do volume total do tubo, cuja capacidade era de

Sml.

No fim de cada colheita, as amostras foram conservadas (processo este que durava entre quatro a
cinco horas) e depois foram transportadas para o Departamento de Imunologia do LN.S em
condi¢des de biosseguranca (no interior de uma caixa térmica contendo gelo e um suporte
apropriado para os tubos € sem qualquer contacto das amostras com o exterior).

Chegadas ao Departamento de Imunologia do 1.N.S, as amostras foram processadas e conservadas

por cerca de um més € meio, altura em em que se efectuou a andlise das mesmas.

5.5. Processamento das amostras:

— Preparaciio das amostras de sangue seco em papel de fitro ¢ das amostras de plasma

Ap6s a chegada das amostras no Departamento de Imunologia, 100ul do sangue total presente no
tubo foram transferidos para cada um dos 15 circulos do papel de filtro S&S n? 903, com a data e o

codigo de cada crianga ja registados. Cada circulo continha 13mm de didmetro.

S

N

e oooo B
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;é’ 15 o S en s

W Y

Figura 2: Ilustragfio das amostras de sangue em papel de filtro
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Deixou-se o sangue presente nos papeis de filtro secar (em estantes de secagem apropriadas) a
temperatura ambiente durante 24 horas; depois de seco, os papeis de filtro foram colocados em
sacos plasticos apropriados do tipo “zip-lock” contendo silica gel para absorver a humidade

existente no inetrior do plastico.

Por fim, as amotras de sangue seco em papel de filtro foram conservadas a temperatura ambiente

por cerca de um més e meio, altura em que se procedeu com a testagem das mesmas.

O sangue restante no tubo foi centrifugado (5000rpm/10 min.) e se extraiu o plasma, que foi depois
transferido com o auxilio de uma pipeta de Pasteur para pequenos crioviais ja identificados (cédigo
e data da colheita) e, posteriorimente, foi conservado a - 20°C até a altura da testagem das amostras

(aproximadamente um més e meio depois).

5.6. Testagem das amostras

a) Amostras de plasma
As amostras de plasma foram testadas e validadas de acordo com as instrugdes do prospecto do Kit

da Enzygnost® Anti-Virus do Sarampo-Virus/IgM (Dade Behring, Alemanha), independentemente
das amostras de sangue seco em papel de filtro (Anexo 3 e 4). Estas amostras foram consideradas

como padrdo para a comparacdo dos métodos de elui¢do usados para o estudo.

Todas as amostras que se mostraram indeterminadas para o plasma foram descartadas da analise dos
métodos de elui¢do, uma vez que se desconhecia a sua verdadeira caracteristica (positiva ou

negativa).

b) Amostras de sangue seco em papel de filtro

Apenas as amostras que se revelaram positivas e as que se revelaram negativas para o plasma foram
testadas para os diferentes métodos de eluigdo do papel de fitro. O tamanho considerado foi de 25

amostras para ambos casos, conforme detalhado em paragrafos anteriores (vide 5.2).

As amostras de sangue seco (DBS) em papel de filtro foram eluidas no dia anterior & sua testagem
(por cerca de 14 horas) para um maior rendimento na extracgio da IgM presente no papel de filtro.

Para tal, dois discos de DBS com 6mm de didmetro cada foram cortados com um furador metalico e
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colocados em crioviais. Em seguida, foram depositados em cada criovial 220 pl de cada solugiio de

eluigdo, nomeadamente:

. Tampdo para amostras proveniente no kit da Enzygnost® Anti-Virus do Sarampo-Virus/IgM
(Dade Behring, Alemanha) — Método de eluicdo 1;

. PBS — Método de eluigdo 2;

. PBST_20a 0.5% — Método de eluigdo 3;

. 5% de leite em p6 magro (OXOID, Inglaterra) diluido em PBST 20 a 0.5% ~ Método de eluigdo

4;

Vide detalhes das eluigdes e da preparagio das diferentes solugdes de elui¢fio no anexo 5.

As amostras de DBS foram depois testadas de acordo com as instrugdes do kit da Enzygnost® Anti-
Virus do Sarampo-Virus/IgM (Dade Behring, Alemanha) mas com algumas modificagdes (Anexo
6). O critério usado para a validagdo do teste dos DBS foi o mesmo que o usado para as amostras de

plasma (Anexo 4).

5.7. Processamento e andlise estatistica dos dados

Os dados foram digitados e processados em Microsoft office Excel (Microsoft corporation USA,
1985-2003). E, com o programa Stata Statistical Software (release 9.0, Stata Corporation, College

Station, Texas, 2005), foram feitas os seguintes calculos/analises estatisticas:

o Determinagio da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo
e respectivos intervalos de confianga a 95% para cada um dos métodos 1, 2, 3 e 4, assumindo o

plasma como padréo ouro.

» Determinacdo da percentagem de concordincia das amostras reportadas como positivas e

negativas para cada um dos métodos 1, 2, 3 e 4.

» Determinacdo do valor do coeficiente kappa (nivel de concordincia) e o seu respectivo

intervalo de confianga a 95% entre cada um dos métodos 1, 2,3 e 4.
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¢ Célculo do feste de MacNemar para determinar a significincia da diferenga observada na

proporgdo de [gM anti-Sarampo detectada usando cada um dos métods de 1 & 4.

Todas as amostras que se mostraram indeterminadas para qualquer um dos métodos de eluigdo

foram excluidas da andlise estatistica.
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6. RESULTADOS

6.1. Caracteristicas demograficas da populagio estudada

Das 50 amostras (25 positivas € 25 negativas para 0 método padrdio) seleccionadas para a analise
dos métodos de eluigio do papel de filtro, 29 foram provenientes do Centro de Saide da
Malhangalene, das quais 11 foram colhidas em criangas do sexo feminino e 18 foram colhidas em
criangas do sexo masculino. As restantes 21 foram amostras provenientes do Centro de Saude 1° de
Maio, das quais 15 foram colhidas em cringas do sexo feminino e seis em criangas do sexo
masculino (tabela 1). Todas as amostras foram provenientes de criangas que pertenciam a faixa

etaria dos nove meses.

Tabela 1: Caracteristicas demograficas da populagio estudada

. Sexo
Proveniéncia

Feminino Masculino
C.8. M* 11 18
CS.1°M’ 15 6
Total 26 24

? Centro de Saude da Malhangalene
? Centro de Saide 1° de Maio

6.2. Método padrio
Das 106 amostras testadas para o método padrdo (plasma), 62 tiveram um resultado positivo, 25

mostraram um resultado negativo, e 19 foram indeterminadas (tabela 2).

Tabela 2: Resultados da serologia de IgM anti-saraml'm em amostras de plasma

Resultado do plasma N2 de amostras
Positivo 62 (58%)
Negativo 25 (24%)

Indeterminado 19 (18%)
Total 106 (100%)
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4

6.3. Método de eluigiio 1 (Tampio para amostras)

Das 25 amostras positivas para o plasma, € que foram testadas para a analise do papel de filtro
usando o método de elui¢dio 1, cinco mostraram-se positivas, sete negativas e 13 indeterminadas.
Em relagdo as 25 amostras negativas para o plasma, e que foram testadas para a analise do papel de
filtro usando o mesmo método de eluigdo, 21 mostraram-se negativas, duas foram positivgs';t duas
indeterminadas (tabela 3). Este método mostrou uma sensibilidade de 42%, uma especificidade de
91%, VPP de 71%, VPN de 75% e uma concordéncia de 74%. O coeficiente Kappa apresentou um
valor de 0,366, e o valor referente ao qui-quadrado de MacNemar foi de 0,0956 (tabela 4).

Tabela 3: Resultados da serologia de IgM anti-sarampo em sangue seco em papel de filtro eluido com tamp#o para
amostras

Método de eluigio 1
Pos” Neg” Ind*
5 7 13
Neg 2 21 2
Total 7 28 15

Plasma

7 Positivas
® Negativas
¢ Indeterminadas

Tabela' 4: Comparagdo dos métodos de eluigdo relativamente aos diferentes pardmetros calculados

PARAMETRO METODOS

Método 1 Método 2 Método 3 Método 4

N2 de

Indeterminados 15 (30%) 15 (30%) 13 (26%) 13 (26%)

Sensibilidade

(%) 42 (*15,2% - 72,3%) | 93 (*66,1% - 99,8%) 86 (*85,2% - 100%) 100 (*78,2% - 100%)

ESP“(',,%“’“"" 91 (*71,9% - 98,9%) | 100 (*83,9% - 100%) | 100 (*57,2% - 98,2%) | 100 (*84,5% - 100%)

“VPP (%) 71 100 100 100

*VPN (%) 75 95 92 100

Concordincia
(%) 74 97 95 100

Coeficiente
1
Kappa

“X’ MacNemar 1

? Valor preditivo positivo
¥ valor preditivo negatitivo
 Qui-gquadrado de MacNemar
*[ntervalo de confianga de 95%
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6.4. Método de eluigio 2 (PBS)

Das 25 amostras positivas para o plasma, ¢ que foram testadas para a analise do papel de filtro
usando o método de eluigdo 2, 13 mostraram-se positivas, uma mostrou-se negativa e 11 foram
indeterminadas. Em relagfio as 25 amostras que foram negativas para o plasma, e que foram testadas
para a analise do papel de filtro usando 0 mesmo método de eluigdo, 21 apresentaram-se negativas €
quatro mostraram-se indeterminadas (tabela 5). Este método de eluigdo mostrou uma sensibilidade
de 93%, uma especificidade de 100%, VPP de 100%, VPN de 95%, uma concordincia de 97%, o
valor do coeficiente Kappa foi de 0,32 e o valor referente ao qui-quadrado de MacNemar foi de
0,940 (tabela 4).

Tabela 5: Resultados da serologia de IgM anti-sarampo em sangue seco em papel de filtro eluido com Phosphate
Buffered Saline

Método de eluigiio 2
Pos’ Neg® Ind°
Pos 13 | 11
Neg 0 21 4
Total 13 22 15

Plasma

7 Positivas
® Negativas
‘ Indeterminadas

6.5. Método de elui¢io 3 (PBST_20 a 0,5%)

Das 25 amostras positivas para o plasma, e que foram testadas para a anélise do papel de filtro
usando o método de eluigdo 3, 12 mostraram-se positivas, duas negativas e 11 foram
indeterminadas. Em relago as 25 amostras negativas para o plasma, e que foram testadas para a
analise do papel de filtro usando o mesmo método de eluigdo, 23 mostraram-se negativas e duas
apresentaram um resultado indeterminado (tabela 6). Este método de elui¢io mostrou uma
sensibilidade de 86%, uma especificidade de 100%, VPP de 100%, VPN de 92%, uma concordéncia
de 95%, o valor referente ao coeficiente Kappa foi de 0,16 e o valor referente ao qui-quadrado de

MacNemar foi de 0,882 (tabela 4).
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Tabela 6: Resultados da serologia de IgM anti-sarampo em sangue seco em papel de filtro eluido com Phosphate
Buffered Saline Tween_20a 0,5%

Método de elui¢iio 3
Pos” Neg’ Ind”
12 2 I
Neg 0 23 2
Total 12 25 13

Plasma

? Positivas
* Negativas
‘ Indeterminadas

6.6. Método de eluigio 4 (5% de leite em pé magro diluido em PBST 20 a 0,5%)

Das 25 amostras positivas para o plasma, e que foram testadas para a analise do papel de filtro
usando o método de eluigdo 4, 15 foram positivas e 10 foram indeterminadas. Em relagdo as 25
amostras negativas para o plasma, e que foram testadas para a analise do papel de filtro usando o
mesmo método de eluigdo, 22 mostraram-se negativas e trés mostraram um resultado indeterminado
(tabela 7). Este método de eluigdo mostrou uma sensibilidade de 100%, uma especificidade de
100%, VPP de 100%, VPN de 100%, uma concordéncia de 100%, o valor do coeficiente kappa foi

igualmente de 1 e o valor referente ao qui-quadrado de MacNemar foi de 1 (tabela 4).

S

Tabela 7. Resultados da serologia de IgM anti-sarampo em sangue seco em papel de filtro eluido com 5% de leite em
po magro diluido em Phosphate Buffered Saline Tween_202a 0,5%

Método de eluicdo 4

a Neg Ind®
15 0 10
Neg 0 22 3
Total 15 22 13

Pos

Plasma

? Positivas
® Negativas
¢ Indeterminadas
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7. DISCUSSAO

No presente estudo foram testados 4 métodos de eluigdo: 0 método 1 (Tampfo para amostras), o
método 2 (PBS), o método 3 (PBST 20) e o método quatro (5% de leite em pé magro diluido em
PBST 20 a 0,5%). Estes métodos produziram resultados diferentes (tabela 4).

Se observarmos detalhadamente a tabela 4, podemos reparar que o método 4 apresenta melhores
resultados comparativamente aos restantes métodos. Ele mostrou optimos valores em relagfio aos
parametros calculados para a validagdo do mesmo (sensibilidade de 100%, especificidade de 100%,
VPP de 100%, VPN também de 100%, concordincia de 100%, coeficiente Kappa de 1 e o valor
correspondente ao qui-quadrado de MacNemar, também foi de 1). Era de se esperar que este
método apresentasse Optimos resultados, uma vez que o leite magro em pé consiste em proteinas
que sdo usadas comeo agentes bloqueadores, o que ajuda na redugdo das reactividades ndo
especificas (Weir et al., 1986). Reagente este, que niio estd presente nos outros métodos. Contudo,
apesar deste ter sido 0 melhor método, mostrou um elevado numero de indeterminados. O mesnmo

verificou-se nos restantes métodos de eluigdo (Tabela 4).

O elevado nimero de indeterminados encontrados representou uma grande desvantagem para o
estudo. Entretanto, esta elevada percentagem de indeterminados pode ter sido causada pela
ocorréncia de reac¢des ndo especificas nos pogos do teste ELISA, provavelmente devido a presenga
de Hemoglobina ou de fibras do papel de filtro que afectam na maior parte das vezes, a capacidade
do teste detectar IgM (Edwards, 1999); as reac¢des nfio especificas podem também ter sido
exacerbadas pelo facto do teste ELISA utilizado ser baseado em lesados celulares e virais, antigenos

que frequentemente estdo associados a reactividades ndo especificas (Edwards, 1999).

Com base na tabela 4, o método 4, que consistia na solugfo de eluigdo preparada com 5% de leite
em po magro diluido em phosphate buffered saline tween 20 a 0,5%, mostra-se como sendo o
melhor método para eluir as amostras de sangue colhidas em papel de filtro para a detecg¢do da IgM
anti-sarampo. Este achado refor¢a a hipdtese anteriormente formulada, assim como os estudos
efectuados por Riddell et al. (2002), que também apontam para a ¢lui¢do com 5% de leite em po
magro diluido em phosphate buffered saline tween_20 a 0,5% como sendo o melhor método para
eluir estas amostras. Contudo, mais trabalho € necessario para a padronizagdo final, uma vez que,
com a redugfio no tamanho amostral e com o elevado nimero de indeterminados encontrados, néo

foi possivel alcangar com precisdo esta padronizag#o.
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Surpreendentemente, das 106 amostras que foram colhidas em criangas pos-vacinadas € que foram
testadas para a IgM anti-sarampo usando o método padriio, encontrou-se 24% (0 que correspondia a
25 amostras) cujo resultado para a IgM revelou-se negativo (Tabela2). Era suposto que as 106
amostras fossem todas positivas para a IgM anti-sarampo (ou seja, que apresentassem essa
imunoglobulina) uma vez que todas as amostras eram provenientes de criangas vacinadas. Como
possiveis respostas, pode-se considerar um desenvolvimento retardado ou até mesmo o ndo
desenvolvimento da IgM face a vacina administrada. Este aspecto, pode estar associado ao estado
nutricional ou ao estado imunoldgico das criangas em questdo ou, ainda, a diversos aspectos

logisticos relacionados com a conservagio e/ou administragio da vacina (Toptygina et al., 2005).

Podem, também, estar implicados no desenvolvimento retardado ou nfio desenvolvimento da IgM
face & vacinagdo, factores de ordem genética, como € o caso dos alelos do sistema HLA (human
leucocyte antigen) que sdo caracteristicos de cada etnia e populagfo e diferem entre individuos da
mesma espécie (Monte et al., 2003). Segundo van Eden e al, (1982), citado por Coimbra Jr.
(1987), este sistema funciona como centro controlador da amplitude da resposta imunolégica do
organismo, e factores ligados a este sistema actuam como moduladores do tipo da resposta

imunolégica do individuo frente aos microrganismos.

Portanto, torna-se necessario trabalhar e aprofundar mais esta matéria para elucidar a aparente baixa
eficacia vacinal, e um bom método baseado em sangue seco em papel de filtro sera crucial para

estudos de larga escala a nivel nacional.

E de salientar que o uso do papel de filtro apresenta um grande impacto na safide piblica, para a
vigildncia de casos e para a pesquisa ¢ medigdo da eficdcia vactinal, visto ser um método que
apresenta facilidades de colecta, transporte e conservagfio (Parker & Cubit, 1999; Riddell ef al.

2002; Mubarak et al., 2004).
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8. CONCLUSAOQO

Com os resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que a solugdo de elui¢dio preparada com
5% de leite em pd magro diluido em PBST 20 a 0,5% (método 4), foi a melhor solugéio para eluir as
amostras de sangue colhidas em papel de filtro para a detecgiio da IgM especifica contra o virus do
sarampo. Esta observag¢@o demonstra ser possivel padronizar um método para a eluigio de amostras
de sangue colhidas em papel de filtro para a detecgdo da IgM-anti sarampo, com vista a ser um

método alternativo aoc método padrio actualmente em uso no Pais.
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9. RECOMENDACOES

Estudos de desenvolvimento de anticorpos, nomeadamente IgM e IgG pds-vacinagdo, sdo
recomendados para o caso de Mogambique, para se saber a época exacta em que estes atingem o

seu apogeu.
Estudos para identificar as causas das reactividades nio especificas de modo a reduzi-las.

Estudos de eficicia das vacinas contra o virus do sarampo, uma vez que foram verificados

muitos casos de [gM negativos e indeterminados.
Estudos de eficacia vacinal contra o virus do sarampo no contexto do HIV/SIDA.
Refor¢os nas campanhas de sensibilizagfo para as vacinagdes, uma vez que foram reportados

casos de méies que levaram as criangas para a vacinagdo contra o sarampo fora do calendario de

vacinagdes.
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10. LIMITACOES

- O elevado ¢ inesperado niimero de Indeterminados.
— Deficiéncia de literaturas, que poderiam guiar para uma melhor interpretagdo e discussdo dos

resultados.
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ANEXOS

Anexo 1: Consentimento informado e informagéio ao paciente

a) Consentimento informado

Nome da crianga:

Data de nascimento:

Consentimento assinado

Eu, , (Pai, Mie, Tutor da crianga) confirmo

que fui informada de forma satisfatéria de que o presente estudo tem por finalidade avaliar se ao
colher amostras de sangue total em papel de filtro de criangas de nove meses de idade, 15 dias
depois da administragio da vacina contra o sarampo, podem ser detectados anticorpos em
quantidade e qualidade suficientes com as de soro de forma a padronizar a técnica para as amostras

em papel de filtro.

Os resultados do estudo beneficiardio o control e vigilancia epidemioldgica do sarampo a ser
implementada em Mogambique. Neste sentido fui esclarecida(o) da natureza da participagdo da
minha crianga ¢ da minha prépria pessoa (Tutor, Mie, Pai) nesta investigagdo, dos riscos e
beneficios que dela decorrem, e ainda do direito que tenho de nos retirarmos do estudo em qualquer
momento sem prejuizo do actual tratamento médico ou outro que venha a ser posteriormente
necessario. Confirmo também que se tiver perguntas a fazer, poderei contactar a qualquer momento
aos supervisores do estudo:

Dr. Ilesh Jani, dr. Cornélio Balane, dr. Tufaria Mussa.

Assinatura (Tutor, Mie, Pai): Data:

BI: ; Arg. Ident: ; Data de emissdo:

Assinatura do enfermeiro (a) Data:
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Consentimento verbal

Eu (Nome da enfermeira legivel) , confirmo que li o
DOCUMENTO DE INFORMACAO ao (Tutor, Maide, Pai) da (o) paciente

(Nome em letra de imprensa) e lhe

expliquei de forma devida a finalidade e os métodos do estudo. O

(Pai/ Mae/Tutor) autorizou a participa¢do no estudo. Confirmo

também que foi avisado que poderé retirar-se do estudo a qulquer momento sem prejuizo para o
tratamento actual ou futuro da crianga.

Assinatura (Enfermeira): Data:
BI:

emissio:
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b) Informagiio ao paciente

Titulo do projecto: Avalia¢io comparativa do diagndstico serolégico da IgM contra o virus de

sarampo usando amostras de soro ¢ amostras de sangue total seco em papel de filtro.

Finalidades do estudo

A doenga do sarampo € causada por um virus que pode causar morte em criangas e adultos. As
criangas quando nascem estdo protegidas contra o sarampo nos primetros meses de vida. Essa
protecio ¢ transmitida pela mée durante os Gltimos dias de gravidez. A protec¢o no recém nascido
vai diminuindo gradualmente e desaparece no primeiro ano de vida. A melhor maneira de proteger a
crianga depois da prote¢do materna desaparecer, € vacinar contra 0 sarampo.

Em Mogambique, o diagnodstico de sarampo requer uma amostra de sangue tirada da veia, de modo
a detectar anticorpos IgM contra o virus de sarampo.

Este estudo tem como finalidade avaliar se usando amostras de sangue total colhidas em papel de
filtro, é possivel detectar a IgM em quantidades suficientes de modo a validar a técnica de eluigfo e
usé-la para o diagnostico de sarampo.

Os resultados deste estudo serdo usados na rotina da vigilancia epidemiologica do sarampo por
forma a subistitur a colheita de sangue por venopungio.

Gostariamos de saber se esta disposta a participar no estudo.

Procedimentos

Se concordar em participar no estudo, vamos lhe fazer algumas perguntas sobre nome, idade € o
estado vacinal da crianga. O estudo implicara recolha de sangue venoso apartir da veia do brago.
Este método € desconfortavel, mas ¢ importante para podermos avaliar e padronizar a técnica de
eluigdo e subistituirmos a colheita de sangue picando a veia do brago em futuros casos ou suspeitas

de sarampo.

Riscos e beneficios
Em nenhum momento do estudo estardo sobre risco e os resultados deste estudo poderdo ser tteis
na vigilancia epidemiol6gica do sarampo em Mogambigue assim como noutros

estudos epidemiolégicos.
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Duragéo do estudo
Para a colheita de amostras em criangas recém vacinadas o estudo vai durar no maximo dois meses
€ a sua crianga apenas sera picada uma unica vez e ser-lhe-a atribuido um valor de trinta mil

meticais (30.000 MT) para o transporte.

Garantia de confindencialidade
Os seus dados e resultados serdo tratados com rigorosa confidencialidade. Contudo, eles poderdo ser

analisados pelas autoridades supervisoras do estudo.

Participacdo voluntaria

Vocé € livre de decidir se deseja ou ndo participar neste estudo e em qualquer momento vocé pode
sair do estudo, sem nenhuma consequéncia de restri¢dio do servigo prestado neste centro de satde.
Mesmo se decidir ndo participar, isso ndo terd qualquer consequéncia negativa no seu atendimento
ou da crianga.

Se estiver disposto a participar neste estudo, ser-lhe-a pedido que assine o formulario de
“Consentimento informado”. Se nfio puder assinar, podera dar o consentimento verbal. Neste caso,
o consentimento verbal serd testemunhado pela (o) enfermeira (o) que estiver a ler este documento

para si.
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Anexo 2: Ficha de registo de dados

Data
ldade Data da
da Cédigo Nome da crianga
(Meses) vacinagfo
colheita
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Anexo 3: Principio do teste Enzygnost Anti-Virus do Sarampo-Virus/IgM (Dade Behring,
Alemanha)

Enzygnost Anti-Virus do Sarampo-Virus/IgM (Dade Behring, Alemanha) ¢ um teste
imuoenzimdtico para a determinagdo qualitativa e quantitativa de anticorpos especificos de IgM

contra o virus do sarampo no soro ou plasma humano e nos eluidos de amostras de DBS.

O Enzygnost Anti-Virus do Sarampo-Virus/IgM (Dade Behring, Alemanha) é um teste ELISA
baseado no principio de “sandwich” numa tnica etapa.

O absorvente RF fixa-se 4 IgG existente na amostra da andlise. Se existir na amostra, o factor
reumatoide fixa-se a estes imunocomplexos, sendo assim eliminado. O absorvente RF precipita
at¢ 15 mg de IgG/ml (em relagfo 4 amostra ndo dituida), extirpando assim, o virus especifico da
IgG. Este efeito colateral aumenta a sensibilidade da detecgdo de IgM.

Os anticorpos especificos de IgM contra o virus do sarampo contidos na amostra de andlise,
fixam-se aos antigénios nos pogos de reacgiio da placa do teste. O conjugado Anti [gM humana/
POD fixa-se nestes anticorpos especificos.

A por¢do enzimatica do conjugado transforma a solugfio de uso cromogeno formando uma cor
azul. Acrescentando solugio de paragem POD, esta reac¢do termina com uma alteragdo amarela
da cor.

Desta forma, a I[gM dirigida contra os antigénios celulares é denunciada na cuvete revestida do
antigénio de controlo

O valor diferencial da intensidade da cor obtida na amostra de analise entre o antigénio e o
antigénio de controlo do revestimento da cuvete, constitui a medida do teor e a reactividade

imunoquimica dos anticorpos do virus.
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Cuidados e precaugdes durante o procedimento

Utilizar batas longas de mangas compridas com punho, luvas descartaveis, 6culos e mascara de
prote¢do individual

Calgar sapatos fechados e de dificil penetragdo por material perfuro-cortante

Manipular todos reagentes e componentes do kit com cuidado

Limpar imediatamente qualquer derramamento de material que contenha agentes
potencialmente infecciosos com hipoclorito de sédio a 0,5%

Acondicionar em lugar proprio todo o material e reagentes no final da jornada

Nio utilizar reagentes apds a data de validade e nfo modificar o procedimento. Nunca deixar as
tiras secar mais de 10 minutos durante o teste

Néo misturar reagentes de lotes diferentes no decorrer de um mesmo ensaio

Manusear as amostras assim como os controles reactivos fortes, os reativos fracos e os ndo
reativos com agentes potencialmente infecciosos

Em casos de acidente ou contacto com os olhos lavar imediatamente com dgua em abundéncia e

consultar um médico

Respeitar as concentragdes e tempos de actuagdo indicados pelo fabricante
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Anexo 4: Folha de trabatho: Procedimento para a testagem das amostras de plasma e critérios
de validacio do teste segundo as instrugdes do kit Enzygnost Anti-Virus do Sarampo-
Virus/IgM (Dade Behring, Alemanha)

a} Procedimento para a testagem das amostras de plasma

Kit : Enrygnost Anti-Measles -Virus/TgM

N° Cat. N° Lot Date Validade :

Kit suplementar : Supplementary Reagents for EnzygnostTMB
N° Cat. N° Lot. Date Vahdade .

Date; No. Amostras: No. de Strps:

Procedimento
Solucdo corada azul + Tampdo da amostra (1:21)
Solugdo azul 1080l + 21_ml Tampéo daamostra

Dilulr: amostra + Tamp3o da amostra corado de azul (1:21)
Amostra 20ul + 400ul Tampdo da amostra corado azul

Diluir : referéncia + Tampdo da amostra corado de azul (1:21)
P/N Referéncia 20+ 400ul Tampdo da amostra corado de azul
PIP Referéncia 40pul + 800yl  Tampéc da amostra corado de azul

Preparar o RF absorvente: rehld*'atar numa solucdo de dml H20 dest

}

S6 as amostras sdo tratadascomRF lot = (1:2)
Diluir as amostras 20041 + 200l  Solugdo de RF
Misturar suavemente e absorver durante 15 min a temp. amblente ou uma noite a 4°C

Dlistribulr 150 ul (P/N, P/P,,amostra e P/P;) nos pogos da placa e pogos de controlo do antigénlo
Incubar 37 °C, 60 min (cobrir com uma folba de papel adeslvo)

'
Lavagem POD __ 50ml  + _ 950ml  HD (1:20)
Lavar 3X

'
Conjugado 300 + 16ml Tampéo conjugado
Distribuir o conjugado 100 ul /pogo (1:51)

}

Incubar a 37 °C, 60 min (Cobrir com nova folha de papel adesivo)

!

Lavar 3X
]

Cromogénio TME 1200l + 12ml  Tampdo TMB
Dispensar TMB 1?0 uf/poco (1:11)

Incubar 30 min RT (cobrir com uma nova folha de papel adesivo)
Adicionar a solug3o de paragem 100 pl /pogo

Ler a 450 nm (630- 630 nm como Ref.)
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b) Folha de calculos e validagao do teste

Resultados

oA <0.10 = Negativo

oA > 0.20 = Positivo

0.10< A <0.20 = Indeterminado

Nota:

Controlo de Qualidade interno
1. Extrapolagdo quantitativa :

limite inferior < A (eferendapp < limite superior

Limite inferior = — Limite superior =
2~ A da referéncia P/P no inicio
4~ A da referéncia P/P no final

|

A leitura individual de P/P no inicio ¢ no fim ndo deve diferir da média das 2 leituras
em mais de 20%

No limite 7 : SIM / NAO
No limite ? : SIM / NAO

‘Média P/P = M - 20% |[Mé&dia| M + 20%

Referéncia P/P no ini20% Média=

Referéncia P/P no fim = No limite ? ¢ SIM / NAO
No limite 7 : SIM / NAO

“ A de refeencia P/N deve ser sempre inf. a 0.1

2 A da referéncia P/N =

No limite ? : SIM / NAO
2. Extrapolac¢do quantitativa :
a A de P/P deve ser sempre > 0.2
No limite ? : SIM / NAO
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Anexo 5: Procedimento das elui¢ies das amostras de sangue em papel de filtro e preparagiio
dalgumas das solugdes de eluigio

a) Processamento das amostras de sangue seco em papel de filtro usando fampdo para

amostras como solugio de elui¢io (Método 1)

Dia anterior 3 testagem

Procedimento:

Etapa 1: Cortar, com um furador metélico, dois discos (do sarigue seco em papel de filtro), de

6mm cada para um vial anteriorimente identificado com o codigo da crianga e a data;

Etapa 2: Adicionar no tubo 220ul do tampdo para amostras (proveniente no Kit da Enzygnost®
Anti-Virus do Sarampo-Virus/IgM (Dade Behring, Alemanha));

Etapa 3: Fechar os tubos e agitar por inversdo;

Etapa 4: Conservar os tubos por +/-24 horas 4 4° C;

Dia da testagem

Procedimento:

Etapa 1: Agitar bem os viais por inversio;

Etapa 2: De seguida, centrifugar os tubos (2.200 rpm/15 min);

Etapa 3: Proceder de acordo com a folha de trabalho (Anexo 6).

Noorbebi . Adamo




Projecto 2 Trabalho de Culminagéio do Curso

Preparagio da solugio de lavagem PBST 20 (0,05%):
— Para 1000 ml de solugdo de lavagem:
Procedimento:
Passo 1: Dissolva 5 capsulas de PBS em 1000ml de agua destilada.
Passo 2: Acrescente 500pl de Tween_20 a solugio da etapa 1.

Passo 3: Agite suavemente para homogenizar a solugio ¢ feche com uma fita aderente até o

momento das lavagens.

b) Processamento das amostras de sague seco em papel de filtro usando Phosphate Buffered
Saline (PBS) como solugiio de eluigio (Método 2)

Dia anterior a testagem

Procedimento:

Etapa 1: Preparar a solugéo de PBS; para tal, dissolva num elermeyer um comprimido de PBS em
200ml de agua destilada, e de seguida coloque o elermeyer num agitador magnético até que o

comprimido se dissolva por completo.

Etapa 2: Ap6s a dissolugdo completa do comprimido, tapar o elermeyer com uma fita aderente e

reservar a solugéo.

Etapa 3. Cortar, com um furador metalico, dois discos (do sangue seco em papel de filtro), de

6mm cada para um vial;

Etapa 2: Adicionar no tubo 220ul da solugfo de PABS;

Etapa 3: Fechar os tubos e agitar por inversio;
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Etapa 4: Conservar os tubos por +/-24 horas 4 4° C.

Dia da testagem

Procedimento:

Etapa 1: Agitar bem os tubos durante 15min a temperatura ambiente;

Etapa 2: De seguida, centrifugar os tubos (2.200 rpm/15 min);

Etapa 3: Proceder de acordo com a folha de trabalho (Anexo 6).

¢) Processamento das amostras de sangue seco em papel de filtro usando Phosphate Buffered
Saline-Tween 20 (PBST20) a 0.5% como solugio de elui¢io (Método 3)

Dia anterior A testagem

Procedimento:

Etapa 1: Preparar a solugdo de PBS-T20 4 0,5%; para tal, dissolva num elermeyer um comprimido
de PBS com 200ml de dgua destilada. Leve o elermeyer a agitar num agitador magnético até que o

comprimido se dissolva por completo.

Etapa 2: Apés a dissolugdo completa do comprimido, acrescente no elermeyer 1000l da solugéo

de tween-20. Tapar o elermeyer com uma fita aderente e reservar a solugdo.

Etapa 3. Cortar, com um furador metélico, dois discos (do sangue seco em papel de filtro), de 6mm

cada para um tubo;
Etapa 4: Adicionar no vial 220ul de PBS-T20 4 0,5%.

Etapa 5: Fechar os viais e agitar
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Etapa 6: Conservar os tubos por +/-24 horas 4 4° C;

Dia da testagem

Procedimento:

Etapa 1: Agitar bem os viais a temperatura ambiente;

Etapa 2: De seguida, centrifugar os tubos (2.200 rpm/15 min};

Ftapa 3: Proceder de acordo com a folha de trabalho (Anexo 6).

d) Processamento das amostras de sangue scco em papel de filtro usando 3% de leite em po

magro diluido em Phosphate Buffered Saline-Tween 20 (PBS-T20) a 0,5% como solugioe de

cluicio (Método 4)

Dia anterior a testagem

Procedimento;

Etapa 1: Preparar a solugio de 5 % de lcitc em p6é magro diluido em PBS-720 4 0,5%; para tal,
dissolva num elermeyer um comprimido de PBS com 200ml de dgua destilada. Coloque no
elermeyer uma fita magnética e agite num agitador magnético até que o comprimido se dissolva

por completo.

Etapa 2: Apos a dissolugdo completa do comprimido, acrescentar no elermeyer 0,5ml da solugfo

de tween-20. Agitar suavemente o elermeyer para homogenizar a solugéo.

Etapa 3: Adicionar Sgrs de leitle em pd magro a solugio da etapa 2. Agitar bem para dissolver o

leite e filtrar a solugfio. Tapar com uma fita aderente e reservar a solugéo.
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Etapa 4: Cortar, com um furador metalico, dois discos (do sangue seco em papel de filiro), de 6mm

cada para um tubo;

Etapa 5: Adicionar no tubo 220p] da solugdo de PBS-720 4 0,5%.

Etapa 6: Fechar os tubos ¢ agitar

Etapa 7: Conservar os tubos por +/-24 horas 4 4° C;

Dia da testagem

Procedimento:

Etapa 1: Agitar bem os viais & temperatura ambiente;
Etapa 2: De seguida, centrifugar os tubos (2.200 rpm/15 min);

Etapa 3: Proceder de acordo com a folha de trabalho (Anexo 6).
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Anexo 6: Folha de trabalho: Procedimento para a testagem das amostras de sangue seco em
papel de filtro

Kit : Enzygnost Anti-Measles -Virus/IgM
NP Cat. " N° Lot. Date Validade :
Kit suplementar : Supplementary Reagents for Enzygnost/TMB
N° Cat. N° Lot. Date Validade :
Date: No. Amostras: No. de Strips:

Procedimento

Preparar o RF absorvente: rehidratar numa solucdo de 5ml H20 dest

}

S$6 as amostras séo tratadas com RF lot (1:2)
Diluir as amostras 200 + 200l Solugdo de RF
Misturar suavemente e absorver durante 15 min a temp. ambiente ou uma noite a 4°C

|

tribuir 150 pl (P/N, P/P,,amostra e P/P,) nos pogos da placa e pocos de controlo do antigé

Incubar 37 °C, 90 min (cobrir com uma foiha de papel adesivo_)

Lavagem PBST_ 203 0,05% 1000 mlPBS +_500ul T 20
Laval' 5X

Conjugado 300l + 15ml Tampao conjugado
Distribuir o conjugadi 100 pl/poco (1:51)

Incubar a 37 °C, 90 min (Cobrir com nova fotha de papel adesivo)

Lavarlsx

Cromogénio TMB 1200l + 12ml  Tampao TMB
Dispensar TMB 100 pl/pogo (1:11)

Incubar 30 min RT {cobrir com uTa nova folha de papel adesivo)
Adicionar a solucéio de |Iaragem 100 ul/poco
Ler a 450 nm (620 nm como Ref.)
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Controlo Result, FC | Resultado

Controlo Result. FC | Resultado

Controlo Result. FC | Resultado

Result. FC | Resultado
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Result, FC

Resultado

Result. FC

Resultado

Noorbebi I. Adamo




