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Os reativos para diagnéstico sdo insumos ou conjunto de insumos
usados na detecc¢do de antigenos ou anticorpos, visando obter um diagndstico laboratorial
para determinada doencga. O Laboratério de Controle de Reativos é responséavel pelas
andlises de controle de qualidade de todos os reativos produzidos por Bio-Manguinhos.
Este necessita de painéis de amostras caracterizadas para desempenho de varias
atribuicdes, entre elas as analises dos kits para liberacédo. O sistema utilizado atualmente
é falho e apresenta sérios problemas, sendo modelados os processos existentes para
captacdo e processamento das amostras que compdem os painéis soroldgicos utilizados
na rotina do laboratério, identificando e analisando as principais falhas e os problemas
gerados com a utilizacdo deste sistema, propondo a implementacdo de um novo processo

para estas atividades.
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1 INTRODUCAO

1.1. KITS REATIVOS PARA DIAGNOSTICO

Os reativos para diagndéstico sdo insumos ou conjunto de insumos usados na
deteccdo de antigenos ou anticorpos, visando obter um diagnostico laboratorial para
determinada doenca. (BIO-MANGUINHOS, acessado em 07/01/2011). Entre estes
produtos se incluem os reagentes, instrumentos e sistemas que, em conjunto com as
instrucbes para seu uso, contribuem para efetuar uma determinacdo qualitativa,
guantitativa ou semi-quantitativa em uma amostra biolégica e que ndo estejam destinados
a cumprir funcdo anatbmica, fisica ou terapéutica alguma, que ndo sejam ingeridos,
injetados ou inoculados em seres humanos e que sdo utilizados exclusivamente para
prover informacdes sobre amostras coletadas do organismo humano.

A Portaria 686, de 27 de agosto de 1998, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), determina que todos os estabelecimentos que fabriquem produtos
para diagndstico de uso "in vitro", cumpram as diretrizes de Boas Préticas de Fabricacao
(BPF) e Controle estabelecidas nesse regulamento.

Bio-Manguinhos através da sua Divisdo de Producéo de Reativos para Diagnostico
(DIPRE) conta com uma linha diversificada de reativos para diagnéstico de doencgas
virais, bacterianas e causadas por protozoéarios e tem sua producdo dimensionada para
atender as demandas do Ministério da Salde, através de convénios que permitem a
distribuicdo de seus kits aos laboratérios publicos.

1.2. LABORATORIO DE CONTROLE DE REATIVOS

O laboratério de controle de qualidade foi criado em 1999 com a necessidade de se
controlar os kits de reativos produzidos por Bio-Manguinhos. As analises eram incipientes
e realizadas em uma pequena area da producdo, fato que ndo condizia com as Boas
Praticas de Fabricacdo. No ano seguinte durante uma auditoria interna o laboratorio
recebeu uma nao-conformidade, pois o controle de qualidade dos produtos era realizado
no ambiente da producdo, pela prépria producdo, estando em desacordo com as

legislacdes vigentes, onde o laboratério produtor ndo pode ser responsavel pelas analises



de controle de qualidade dos produtos, havendo a necessidade de adequacéo, a fim de
garantir uma maior confiabilidade aos reativos produzidos por Bio-Manguinhos.

Apés a auditoria foi iniciada a implementacdo do Controle de Reativos para
Diagndstico (CORED) através de um projeto patrocinado pela Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ), sendo o marco inicial do controle de
qualidade de reativos. Apesar de todo esforco o espaco fisico e a aquisicdo de
equipamentos ainda era um problema. Neste mesmo ano o laboratério recebeu a ANVISA
para auditéria externa, onde esta ratificou a ndo-conformidade, sendo o laboratério
realocado em uma area no quarto andar do prédio Rocha Lima, adequada para as
atividades realizadas. No ano de 2006 o laboratério foi alocado na area que ocupa até os
dias de hoje, no Centro Tecnoldgico Konosuke Fukai, Departamento da Qualidade
(DEQUA).

Anos depois, a fim de adequar este laboratério aos modelos organizacionais de Bio-
Manguinhos, este passou a se chamar Setor de Controle de Qualidade de Reativos
(SECQR), tendo a criacdo de um centro de custos para compra de equipamentos e
contratacdo de pessoal capacitado, visto que a demanda dos produtos estava em
constante crescimento. Ainda com o intuito de adequar cada vez mais, no ano de 2008
passou a se chamar Laboratério de Controle de Reativos (LACORE), se dividindo ainda
em duas subunidades organizacionais, de acordo com 0s processos realizados, sendo
estas as Sec¢bes de Controle de Produto Intermediario (SECPI) e de Controle de Produto

Final (SECPF), conforme apresentado na figura 01.
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Figura 01: Organograma da Vice Diretoria de Qualidade de Bio-Manguinhos



A SECPI tem como atribuicbes atender as demandas procedendo as analises dos
controles de matéria prima de microplacas, laminas e cassetes, controles em processo
dos kits (posto avancado da producdo) e controle de processo (andlises realizadas
durante a producdo de forma, se necessario, ajustar 0 processo para garantir que o
produto se mantenha conforme suas especificacdes), além de emitir laudos e protocolos
das andlises processadas, de realizar a padronizacédo e / ou otimizacdo de métodos sob
sua competéncia, entre outros. (BIO-MANGUINHOS / ASSPO, 2008) Esta secéo utiliza os
painéis sorolégicos nas etapas de analise dos cassetes, controle em processo dos testes
rapidos e controle de processo dos kits de IFI HIV-1, EIE Leishmaniose Visceral Canina,
EIE IgM Leptospirose e EIE Doenca de Chagas, a fim de avaliar o desempenho dos kits
em detectar a doenca em amostras sabidamente positivas e negativas. As analises com
0s painéis de amostras ndo sdo realizadas na SECPI em todos os kits devido a
qguantidade disponivel para utilizagdo ser reduzida. A partir dos resultados destas
amostras, pode-se calcular os indices de sensibilidade e especificidade.

Ja a SECPF é responsavel pelas andlises dos produtos finais, ou seja, produto que
tenha passado por todas as etapas de producao, incluindo rotulagem e embalagem final,
emitir os laudos e protocolos das analises processadas, executar os ensaios periédicos
de estudos de estabilidade e validagdo dos métodos, realizar a padronizacdo e / ou
otimizacdo de métodos sob sua competéncia, além de dar suporte ao Servico de
Atendimento ao Cliente, através de reandlises e contatos diretos com os clientes para
solucionar possiveis questfes técnicas e executar e supervisionar os treinamentos
ministrados para a rede de Laboratérios do Programa de Doencas Sexualmente
Transmissiveis — DST / AIDS do Ministério da Saude, com objetivo de preparar e
qualificar os profissionais na utilizacdo dos nossos produtos. (BIO-MANGUINHOS /
ASSPO, 2008) Esta secdo analisa toda a amostragem dos kits com painéis soroldgicos,
também com a finalidade de avaliar o desempenho dos kits em detectar a doenca em
amostras sabidamente positivas e negativas. A partir dos resultados destas amostras,
também calculam-se os indices de sensibilidade e especificidade. A figura 02 representa
as atividades de andlise desenvolvidas no LACORE.
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Os produtos produzidos séo distribuidos nacionalmente pelo Programa DST / AIDS
para os kits IFI HIV-1 e Testes Rapido HIV-1/2 e pela Coordenagdo Geral dos
Laboratérios — CGLAB para os demais kits. A distribuicdo é representada conforme figura
03 e 04.

Programa DST / AIDS
|

Teste R4pido TR DPP HIV-1/2 Imunoblot Répido

HIV-1/2 DPP HIV 1/2 IFIHIV-1

Figura 03: Kits distribuidos pelo Programa DST / AIDS do Ministério da Saude.

CGLAB
EIE Leishmaniose EIE IgM EIE Doencga de IFI Leishmaniose IFI Leishmaniose
Visceral Canina Leptospirose Chagas Visceral Canina Humana

Figura 04: Kits distribuidos pela Coordenacao Geral dos Laboratérios.

Esta Instituicdo, por sua vez exige para distribuicdo dos produtos que estes sejam
também testados por outros laboratdrios de referéncia, pertencentes ao Ministério da
Saude, tendo Bio-Manguinhos que estabelecer parcerias com outras instituicbes para
liberacdo dos produtos, as quais séo “nomeadas” controle externo dos kits, recebendo de
Bio-Manguinhos um quantitativo de todos os lotes de kits produzidos, baseados no plano
de amostragem utilizado pelo controle de qualidade interno, estando relacionado ao
numero de kits produzidos.

O controle externo deve proceder as analises conforme o controle de qualidade de
Bio-Manguinhos e a instrucdo de uso do kit de reativos e apés estas realizadas deve
encaminhar um laudo de liberacdo, dando ao lote um resultado de reprovado ou
aprovado. Os kits s6 sdo realmente encaminhados para os usuarios, se aprovados pelos
controles externo e interno.

Os kits de Elisa para diagnéstico da Leptospirose Humana tém como controles
externos o Laboratério Nacional de Referéncia para Leptospirose (LNRL), pertencente ao
Instituto Oswaldo Cruz (IOC) / Fiocruz e o Laboratério de Doencas Bacterianas e

Fungicas, pertencente a Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED).



J& os kits de EIE e IFI para Doenca de Chagas e Leishmaniose Visceral Canina e
IFI Leishmaniose Humana sdo controlados externamente pelo Laboratério de Doengas

Parasitarias, também pertencente a FUNED.

1.2.1.METODOLOGIAS EMPREGADAS

Sao empregadas trés metodologias de andlises: Ensaio Imunoenzimatico (EIE),
Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e Imunocromatografia de Fluxo. Ao todo Bio-
Manguinhos possui 13 kits de reativos em seu portifélio ja com os devidos registros junto
aos oOrgdos regulatérios competentes e almeja registro de mais 2 kits. Os kits sado

apresentados conforme Tabela 1:

Ensaio Imunoenzimatico

EIE Leishmaniose Visceral Canina
EIE IgM Leptospirose
EIE Doenca de Chagas

Imunofluorescéncia Indireta
IFI Chagas
IFI Leishmaniose Visceral Canina
IFI Leishmaniose Humana
IFI HIV-1

Imunocromatografia de Fluxo
Teste Rapido HIV-1/2
TR DPP HIV-1/2 FO
TR DPP HIV-1/2 SSP
Imunoblot Rapido DPP HIV-1/2
Imunoblot R4pido DPP HIV-1/2 LAC
TR DPP Leishmaniose Visceral Canina
TR DPP Leptospirose
TR DPP Sifilis

Tabela 01: Kits de Reativos produzidos por Bio-Manguinhos.

1.2.1.1. ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE)

Destinado ao diagnéstico de Leptospirose, Chagas e Leishmaniose Visceral Canina.
Com este ensaio realizamos a pesquisa de anticorpos especificos em soro ou plasma
reagindo soros com antigenos ou imunorreagentes previamente adsorvidos nas

cavidades das microplacas (fase sélida) previamente sensibilizadas. S&o adicionados nas



microplacas os controles do teste e as amostras a serem analisadas que, possuindo
anticorpos especificos, se fixam aos antigenos. Em seguida, é adicionada uma
antiimunoglobulina marcada com a enzima peroxidase, que se ligara aos anticorpos, caso
estejam presentes. A reacdo é evidenciada pela utilizacdo de substancias cromégenas
gue reagem com a enzima peroxidase, gerando coloracdo medida em aparelho de
absorbancia. (BIO-MANGUINHOS, 2008a; BIO-MANGUINHOS, 2008b; BIO-
MANGUINHOS, 2008c)

A sensibilizacdo da microplaca consiste em revestir a placa com o antigeno tratado
com solucao alcalina (pH superior a 8), deixando-o com carga negativa, para promover a
adsorcdo a placa passivamente por interacdo eletrostaticas, em virtude das cargas
positivas do poliestireno ou polivinil utilizado para condiciona-las. (AVILA, 2001)

A etapa de lavagem é realizada para retirar o excesso de imunorreagentes nao
ligados e ocorrem entre as demais etapas do método. Utilizamos em Bio-Manguinhos
lavadoras de placas automaticas, pois estas reduzem o tempo de realizacdo do teste e
proporcionam maior uniformidade ao processo.

A coloragdo do sistema é alterada quando adicionamos uma solucdo reveladora
composta de um substrato (H,O,) correspondente a enzima Peroxidase conjugada e um
cromdgeno, a tetrametilbenzidina (TMB). A quebra do substrato pela enzima conjugada e
seus produtos atuam no cromégeno que é um componente doador de elétrons. (AVILA,
2001)

O valor de corte (Cut-off) varia de acordo com o antigeno em analise, de maneira
que assegure as caracteristicas mais adequadas do ensaio para o correto diagnéstico
soroldgico. O titulo do Cut-off € determinado multiplicando a média dos soros negativos
pelo desvio padrdo do mesmo indicado na bula dos reativos. O titulo deve estar em uma
zona intermedidria entre os resultados reativos (positivos) e os nao reativos (negativos).
Pelo valor encontrado no titulo do Cut-off, estabelecemos a especificidade e sensibilidade
do reativo com um painel de soro de referéncia. (AVILA, 2001)

O método € altamente sensivel quando apresenta enzimas ativas, antigenos puros,
substratos de alta qualidade, anticorpo e conjugado em étimas condicdes. (AVILA, 2001)



1.2.1.2. IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IFI)

A imunofluorescéncia é o teste mais utilizado no diagnéstico laboratorial para a
pesquisa de anticorpos. (AVILA, 2001) Esta consiste na reacdo de anticorpos com
antigenos especificos para o teste fixados nas laminas de microscopia. A reacdo entre
antigeno fixado e o anticorpo presente na amostra é visualizada ap6s a adi¢do de anti-
imunoglobulina humana (lIg) conjugada com um fluorocromo. (BIO-MANGUINHOS, 2009a;
BIO-MANGUINHOS, 2009b; BIO-MANGUINHOS, 2009c)

Os fluorocromos geram um fendmeno denominado fluorescéncia, pois séo
substancias que absorvem luz de um comprimento de onda menor, e quando excitados
com a luz ultravioleta emitem luz de comprimento de onda maior. S8o0 muito sensiveis as
visualizacBes e diferem quanto ao espectro de excitacdo e emissdo.(AVILA, 2001) O
fluorocromo utilizado nos kits de Bio-Manguinhos é o Isotiocianato de Fluoresceina (FITC
— fluorescein isothiocyanate).

A grande vantagem do uso de marcadores é que mesmo concentracfes
extremamente baixas de fluorocromos, estes podem ser detectados através do
microscaépio de fluorescéncia. (AVILA, 2001)

As laminas antes de serem visualizadas no microscépio de imunofluorescéncia com
objetiva de aumento de 40X devem ser montadas em glicerina alcalina, porque a
intensidade de luz emitida pela fluoresceina depende do pH do meio, sendo maxima em
pH 8,5. (AVILA, 2001)

1.2.1.3. IMUNOCROMATOGRAFIA DE FLUXO

Os Testes Rapido sdo destinados para pesquisa de anticorpos especificos para
determinadas doencas em amostras de sangue total, soro ou plasma. (BIO-
MANGUINHOS, 2007; BIO-MANGUINHOS, 2010) Bio-Manguinhos produz estes testes
em duas plataformas, a convencional (fluxo lateral) e a de duplo percurso.

O teste é composto por uma membrana de nitrocelulose, contendo os elementos da
reacdo (anticorpos especificos e conjugados de proteinas A com ouro coloidal) ajustados
em um invélucro plastico apropriado. O principio de funcionamento baseia-se na reacao
especifica antigeno-anticorpo. Compde-se de uma fase soélida (membrana), na qual estéo

imobilizados elementos de captura (antigeno), e uma fase médvel, na qual estdo
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suspensos 0 conjugado de captura e a molécula-alvo que sdo os anticorpos. (BIO-
MANGUINHOS, 2007; BIO-MANGUINHOS, 2010)

Os anticorpos presentes (caso existam) se ligam as proteinas especificas
conjugadas ao ouro coloidal. Neste ensaio ocorre uma reacdo do tampéo de corrida com
0 soro, plasma ou sangue total utilizado para o teste. O tampéao de corrida propicia o fluxo
lateral dos componentes liberados, promovendo a ligacéo dos anticorpos aos antigenos.

No caso de uma amostra ser positiva, 0 complexo “imuno-conjugado” migra na
membrana de nitrocelulose, sendo capturado pelos antigenos fixados na area do teste (T)
e produzindo uma linha roxa/rosa (resultado reagente). Na auséncia de anticorpos, a linha
roxa/rosa ndo aparece na area do teste (resultado ndo reagente).

Em todos os casos, a amostra continua a migrar na membrana produzindo uma
linha roxa/rosa na area de controle (C), o que demonstra o funcionamento adequado dos
reagentes. (BIO-MANGUINHOS, 2007; BIO-MANGUINHOS, 2010)

1.3. PAINEIS SOROLOGICOS

S&o amostras de soros produzidas a partir de plasma processado e se destinam a
programas de controle de qualidade de produtos, de sorologia de laboratérios e
hemocentros e séo utilizados para controle interno. (BIO-MANGUINHOS, acessado em
10/01/2011)

As amostras de soro recebidas para a montagem dos painéis soroldgicos séo
provenientes de Instituicbes Nacionais e da Secdo de Processamento de Plasma
(SEPLA), pertencente ao Departamento de Reativos para Diagnéstico (DERED). Estas
amostras sdo processadas, caracterizadas sorologicamente e envasadas, sendo, em
seguida, enviadas ao Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saulde (INCQS)
para analise e validacdo para serem utilizadas como controle interno para suas
respectivas doencas.

Nas andlises de todas as metodologias empregadas no controle de qualidade dos
kits diagnésticos (Ensaio  Imunoenzimético, Imunofluorescéncia Indireta e
Imunocromatografia de Fluxo) é necessaria a utilizacdo de painéis soroldgicos. No
LACORE esses insumos sao utilizados em etapas do controle em processo, controle de
processo e produto final dos testes rapidos, controle de processo e produto final dos EIE e

IFI HIV-1, controle de produto final dos demais kits, além da utilizacdo nos estudos de
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estabilidade, validacéo dos métodos e atendimento ao SAC. Durante os testes de controle
de qualidade, seja pelo controle interno ou externo, deve-se realizar uma etapa onde o kit
€ exposto a amostras caracterizadas para a doenca a qual se deseja diagnosticar tendo
como objetivo avaliar os indices de sensibilidade e especificidade do produto em detectar
a doenca. Estes indices sdo calculados e precisam estar de acordo com os valores de
referéncia definidos em conjunto entre desenvolvimento, producédo e qualidade do kit.

Determina-se, dessa forma, a sensibilidade do teste a fim de demonstrar o quanto o
teste é sensivel para encontrar a porcentagem de pacientes doentes com teste positivo
em uma populacdo sabidamente infectada. Para determinar a especificidade do teste é
definida a porcentagem de individuos “normais” com teste negativo em populacdo
sabidamente identificada. Entende-se por individuo normal aquele que nao é portador da
doenca para a qual o diagnostico do teste é destinado. A especificidade pode ser
influenciada por inUmeros fatores que levam a falsos resultados positivos, como por
exemplo, individuos polinfectados por parasitas intestinais apresentam um somatério de
componentes antigénicos que reagem cruzadamente com inimeros antigenos - alvo dos
testes soroldgicos. (AVILA, 2001)

No entanto, a aquisicdo e o0 processamento de amostras para composicdo dos
painéis soroldgicos vém sendo um grande percal¢o, estas amostras sdo imprescindiveis
para a liberacdo de todos os kits, porém algumas ndo sdo encontradas para
comercializac@o e outras séo recebidas através de doac¢des. Além disso, as amostras de
soro precisam ser caracterizadas e de origem confiavel, tendo o LACORE a

responsabilidade de captacdo e processamento destas amostras.

1.4. OBJETIVOS

1.4.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma proposta de implementacdo de um sistema para captacdo e

processamento de painéis sorologicos que serdo utilizados na rotina do Laboratério de
Controle de Reativos de Bio-Manguinhos / FIOCRUZ.



12

1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este trabalho visa modelar os processos existentes para captacdo e processamento
das amostras que compdem 0s painéis sorolégicos além de identificar e analisar as
principais falhas e problemas gerados com a utilizacdo deste sistema, propondo a
implementacéo de um novo processo para estas atividades.

1.5. DELIMITACAO DO ESTUDO

Serd abordada a situacdo atual do laboratério no que tange os processos de
recebimento e processamento das amostras de soro para producao dos painéis internos.
Os problemas encontrados durante todo o processo e sugestdes de melhorias com a
implementagdo de um novo sistema para tal, seguindo as Boas Praticas de Fabricacao
(BPF), conferindo uma maior confiabilidade nos resultados gerados por este laboratério.

A implantacdo deste sistema ndo sera descrita neste trabalho, pois o laboratério
precisaria de uma ampliacdo de sua estrutura fisica para comportar os equipamentos
utilizados para atendimento da demanda atual e 0s novos equipamentos que seriam
adquiridos para realizacédo desta atividade.

O termo sistema utilizado neste trabalho refere-se um conjunto de elementos

interconectados, de modo a formar um todo organizado, significando "combinar”, "ajustar",

"formar um conjunto”.

1.6. JUSTIFICATIVA

A implementacdo deste sistema possibilitara a melhoria dos processos, a fim de
garantir que as analises para liberacdo dos kits produzidos por Bio-Manguinhos sejam
realizadas com amostras caracterizadas, ou seja, amostras que tenham passado por
analises em diferentes metodologias tendo seu resultado identificado em relacdo a
doenca em questdo, aumentado a confianca aos resultados encontrados, a eficiéncia dos
processos e conseguientemente a diminuicdo das reanalises dos lotes, das reprovacdes e

das reclamacgdes ao SAC.
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1.7. METODOLOGIA

O trabalho consiste em um estudo de caso para a implementag¢édo de um sistema de
captacado e processamento das amostras de soro para elaboracdo dos painéis sorolégicos
que serdo utilizados na rotina do Laboratério de Controle de Reativos de Bio-Manguinhos
/ FIOCRUZ.

Para realizacao deste trabalho foram levantados os dados do laboratério referente a
este processo, como 0s procedimentos operacionais padrdes das atividades e as
instrucdes de trabalho, sendo realizada uma analise e modelagem dos processos atuais.
Além de entrevistas abertas com o gerente do LACORE, Luiz Alberto Pereira, para melhor
contextualizar as atividades desenvolvidas por este laboratério e com a gerente da
Divisdo de Producdo de Painéis Sorolégicos (DIPPS), Angélica Santos Lameiras
responsavel pela producgdo dos painéis sorolégicos para o INCQS, onde pode-se obter um
maior conhecimento sobre esta atividade e como este processo poderia ser implementado
no LACORE.

Um extensivo levantamento bibliografico foi feito em bases de dados textuais e
referenciais disponiveis na Internet, no entanto, poucos apresentaram relevancia em

relacéo ao tema do trabalho proposto.

1.8. ESTRUTURA DO TRABALHO

O capitulo | traz as definicbes do que sdo os produtos diagnosticos e a forma de
como esses sdo controlados em Bio-Manguinhos, sendo que para essa liberacdo seja
realizada de uma forma confiavel é indispensavel a utilizacdo dos painéis sorolégicos
caracterizados, além dos objetivos, delimitacdo do estudo, justificativa, metodologia e
estrutura do trabalho.

O segundo capitulo traz a situacdo atual do laboratério, os problemas encontrados
durante todo o processo e sugestdes de melhorias com a implementacdo de um novo
sistema para esta atividade.

O ultimo capitulo traz as consideracdes finais deste trabalho.
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1.9. CONCEITOS ESSENCIAIS DE MODELAGENS DOS PROCESS OS

A gestédo de processos de negécio € um conjunto de métodos e técnicas que
auxiliam a organizacdo na gestdo de seu negoécio através do conhecimento e
entendimento de seus processos. Como primeiro passo para tal gestdo, as organizacdes
se véem em face a formalizar seus processos, representando-os através de uma
linguagem comum e de entendimento uniforme. A modelagem de processos de negécio
auxilia nesta formalizacdo, pois ajuda a organizacdo a responder as questdes criticas
sobre 0 seu neg6cio, como: o0 que esta sendo feito, por que esta sendo feito, onde, por
quem, quando e de que forma é feito. (ARAUJO, 2004)

A tarefa de modelagem de processos envolve o levantamento e representacao de
uma grande quantidade de informacdes. Para tanto, € interessante utilizar ferramentas
computacionais que auxiliem na construcdo, consulta e manutenc¢éo destas informacdes.
Atualmente, existem ferramentas que sdo projetadas para este fim, se propondo a apoiar
a modelagem de processos de negdcio, como: ARIS (IDS Scheer), ProVision (Proforma),
entre outras. (ARAUJO, 2004)

Tais ferramentas disponibilizam, para o usuario, funcionalidades diferentes para
manipulacdo dos modelos construidos. Além de representar graficamente o modelo de
negocio, também disponibilizam funcionalidades para validar a consisténcia estrutural dos
diagramas construidos. Outra caracteristica importante presente em varias ferramentas é
a simulacéo da execuc¢do dos processos. Através da simulacdo, a organizacao pode fazer
alteracbes em seus processos avaliando o impacto ocasionado por elas, antes de
executa-las realmente. Além de auxiliar na estimativa dos custos, do tempo e dos
recursos gastos durante a execucdo dos processos. (ARAUJO, 2004)

Este trabalho se concentrara na metodologia ARIS, da ID Sheer, devido a
facilidade de utilizac@o e personalizacédo, além desta ja ser utilizada em casos de Bio-
Manguinhos.

A plataforma ARIS foi criada por Scheer e considera que o modelo de negécio seja
constituido de modelos e descricdes sobre o negécio. Como principal vantagem, destaca
se a variedade de modelos, separando a informacédo e permitindo sua melhor visualizacao
e entendimento. Além dessa, a possibilidade da customizacdo da ferramenta, visando
adaptar-se a realidade de cada organizacdo. (CHAVES, 2008)
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1. PROCEDIMENTO ATUAL PARA RECEBIMENTO E PROCESSA MENTO DE
AMOSTRAS

Atualmente existe um procedimento utilizado pelo LACORE para recebimento e
processamento das amostras de sangue ou soro para a producdo dos painéis sorolégicos
utilizados na rotina. Este procedimento foi elaborado no ano de 2009, com o objetivo de
ter painéis caracterizados para a liberacao dos produtos, para a utilizacdo nos estudos de
estabilidade e validacdo dos métodos.

=

ReceDi . Liberagdo dos Kits
processamento > amostras nas pelo Controle de
das amostras analises Qualidade

Solicitacdo de

amostras

Figura 05: Macroprocesso das atividades inerentes as amostras.

Para o kit de Leptospirose foi realizada uma parceria entre Bio-Manguinhos e 0s
controles externos do kit, apés uma reunido entre o LACORE e a CGLAB, a fim de utilizar
0 mesmo painel para os trés controles. A FUNED seleciona as amostras, que séo
provenientes da sua rotina, testa em dois métodos, imunoenzimatico e microaglutinacao.
No método imunoenzimatico € testado com dois fabricantes diferentes, sendo um deles o
produzido por Bio-Manguinhos. Apds a montagem do painel por parte da FUNED, este é
enviado para o LNRL que desempenha o papel de confirmar os resultados encontrados
pela FUNED, antes das amostras serem utilizadas no controle dos kits.

No ato do recebimento dos soros que sdo provenientes destes laboratdrios, os
técnicos do LACORE conferem o volume, a quantidade de amostras e a humeracéo de
origem dos frascos com os dados contidos no protocolo de caracterizacdo enviado e
antes da utilizacdo, este é analisado com os kits de Bio-Manguinhos aprovados e os
resultados séo comparados aos enviados pelos dois laboratérios e arquivados em pastas
juntamente com a documentacao recebida, gerando os protocolos de processamento das

amostras. As amostras as quais obtiveram os mesmos resultados de ambos os
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laboratérios sdo armazenadas em camara fria a temperatura de -20°C, ficando disponiveis
para utilizacdo na rotina do LACORE. (BIO-MANGUINHOS / LACORE, 2009)

Este procedimento é realizado sempre que verificado o término das amostras, tendo
0 LACORE que solicitar por e-mail para a FUNED a elaboracdo de um novo painel.
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Figura 06: Processo de elaboragdo dos painéis para Leptospirose.
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Algumas amostras utilizadas na montagem dos painéis para utilizacdo nos kits para
diagnéstico do virus HIV sao fornecidos pelo SEPLA e outras adquiridas através de
importacdo. A solicitacdo realizada para o SEPLA ocorre através de um protocolo de
solicitagdo de soros interno, onde descrevemos a quantidade de soro a ser enviada e o
tipo de amostra, sendo positiva ou negativa para a doenca. O fornecimento do soro leva

em média 48 horas (teis.
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Figura 07: Processo de solicitagdo de amostras para HIV a SEPLA.
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J& a aquisicdo dos painéis de origem comercial envolve muitos processos, pois
antes da solicitagcdo da compra precisa-se cadastrar em um sistema operacional de Bio-
Manguinhos denominado “ECM” as especificagbes como a quantidade de amostras que
compbem o painel, a caracterizacdo, a referéncia comercial, a temperatura de
armazenagem, a marca, entre outros. Apés o cadastro do painel, este podera ser
comprado sempre que houver demanda por parte do laboratério responsavel pelo
cadastro ou qualquer outro que precise utilizar este mesmo produto.

A solicitagdo de compra é realizada no sistema “ERP”, onde solicitamos através do
namero de registro do cadastro a quantidade que devera ser adquirida e o local onde o
mesmo sera entregue. Esta solicitacdo € visualizada pelo Setor de Compras por
Importacdo (SEIMP), que a partir dai tera toda a responsabilidade pela aquisicdo e
importacdo do mesmo. O tempo de recebimento dos painéis é relativo, pois depende de

muitos fatores que extrapolam as atribui¢cdes de Bio-Manguinhos.



Figura 08: Processo de cadastro e aquisicdo de painéis de amostras para HIV.
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Devido & doenca de chagas ser um problema epidemiolégico apenas dos paises da
Ameérica Latina, ndo existem painéis com as caracteristicas necessarias para a utilizacéo
no controle de reativos disponiveis para comercializagdo. As amostras utilizadas para
composicdo do painel para o diagnéstico desta doenca sdo fornecidas apenas pelo
SEPLA, com o0 mesmo procedimento para solicitagdo realizado para o HIV. Os controles

interno e externo dos kits para esta patologia ndo utilizam os mesmos painéis.

e
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Figura 09: Processo de solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral Canina e
Leishmaniose Humana a SEPLA.
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Através da estreita relacdo do LACORE com a FUNED algumas amostras para

composi¢cado dos painéis de Leishmaniose Visceral Canina e Leishmaniose Humana sao

doadas por esta institui¢do. A solicitacdo é feita informalmente através de e-mails.
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Figura 10: Processo de Solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral Canina e

Leishmaniose Humana a FUNED.
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Estes painéis também sdo compostos por algumas amostras fornecidas pelo
SEPLA, também seguindo o mesmo procedimento para solicitacdo realizado para o virus
HIV e a doencga de chagas. Os controles interno e externo dos kits para esta patologia ndo

utilizam os mesmos painéis.
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Figura 11: Processo de Solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral Canina e

Leishmaniose Humana a SEPLA.
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2.2.  PROBLEMATICA DO SISTEMA ATUAL

No sistema utilizado para captagdo e processamento das amostras de soros
empregadas para liberacdo dos kits produzidos por Bio-Manguinhos pode-se identificar
algumas causas que dificultam a realizac&o destes processos.

A primeira delas encontra-se na dificuldade de aquisicdo destes painéis, pois
alguns deles ndo sédo encontrados facilmente para comercializagdo e quando
encontrados, apresentam alto custo e um volume reduzido, 0 que gera uma grande
despesa para Bio-Manguinhos, pois com a crescente demanda faz-se necessario um
maior volume para utilizacdo nas analises de liberacdo dos lotes de kits produzidos.

Outra dificuldade é que algumas das amostras recebidas sdo provenientes de
doacdes da rotina de laboratérios publicos, ndo tendo as vezes um histérico clinico
disponivel e nem resultados em diferentes metodologias de analise, a fim de confirmar a
caracterizacdo desta amostra. O LACORE por sua vez, quando recebe estas amostras
também ndo dispde de recursos fisicos para uma correta confirmacado da caracterizagdo
destas amostras, apenas testando-as em lotes aprovados dos kits de Bio-Manguinhos. A
utilizacdo das referidas amostras na rotina do laboratério causa muitos problemas, pois
em determinados lotes algumas amostras apresentam-se com resultados discordantes,
nao havendo como distinguir se o lote esta realmente com problemas ou se as amostras €
gue nao estdo caracterizadas de forma correta e ndo expressam confiabilidade e as vezes
ndo h& outras disponiveis para substituicdo. Estes resultados discordantes causam
davidas em relacdo as analises, precisando que sejam realizadas retestes destes
produtos, ocasionando atrasos na liberagdo e entregas destes Kkits, ficando a rede publica
desabastecida.

Além do laboratério ndo possuir outros kits comerciais para confirmacdo dos
resultados das amostras enviadas, este também ndo possui uma estrutura fisica
adequada, devido a falta de equipamentos para 0 processamento destas amostras, pois
toda a manipulacdo destas é realizada fora de uma cabine de seguranca bioldgica,
ficando expostos os técnicos que realizam este procedimento, a falta de equipamentos de
andlise automatizados, falta de outros kits comerciais e de uma maior area fisica que
comporte as andlises de rotina para liberacao dos kits e o processamento das amostras.

Para auxiliar a fase de andlise e diagnéstico sera utilizado o Diagrama de Causa e
Efeito. Este, também é conhecido como Diagrama de Ishikawa ou de Espinha de Peixe,

7

foi criado por Kaoru Ishikawa e € uma ferramenta amplamente utilizada pelas mais
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diversas organizacdes. O propésito principal de um diagrama de causa e efeito é fornecer
uma maneira de avaliar de forma sistematica todos os fatores que podem afetar
determinada situacdo, conforme figura 09. (O Gerente, acessado em 01/03/2011)

O diagrama apresentado abaixo ndo segue a classificacdo dos problemas na
forma estrutural dos 6M (Método, Matéria-prima, Mao-de-obra, Maquinas, Medicao, Meio

ambiente), sendo apenas utilizado para ilustrar os problemas encontados.

LACORE sem estrutura Atrasos na entrega dos produtos
adequada para processamento
das amostras existentes
Resultados das andlises discordantes

Dificuldade de aquisi¢éo Reandlises dos produtos
das amostras

Dificuldade na liberagéo
dos kits pelo LACORE

Amostras utilizadas no
controle analisadas em
poucas metodologias para
elaboracéo do painel

Auséncia de painéis
comerciais para
algumas patologias

Amostras recebidas
com pouco volume

Utilizagdo das amostras de forma
reduzida (apenas no Produto

Terminado e em algumas etapas do

controle de processo)

Figura 12: Diagrama de Causa e Efeito.

2.3. PROPOSICAO DE MELHORIAS E REDESENHO DO PROCESS O

A proposta de melhoria sera dividida em duas partes, melhoria dos processos de
captacdo e processamento das amostras para composi¢cdo dos painéis soroldgicos e
melhoria da estrutura fisica do laboratério para analise destas amostras.

Para melhoria dos processos de captacdo seriam realizadas parcerias com
instituicdes publicas com a finalidade de fornecimento de bolsas de sangue ou amostras

soroldgicas de rotina, que servirdo como matéria prima para a producdo dos painéis
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sorolégicos, de forma que o LACORE captasse todas estas amostras e realizasse as
andlises para caracterizacao em seu laborat6rio.

Primeiramente, o LACORE firmaria parcerias com os laboratérios que ja fazem o
uso dos kits em sua rotina, solicitando ao SAC a relacdo de todos os clientes da rede
publica. O primeiro contato seria realizado por telefone informalmente, onde o gerente do
LACORE explicaria a utilizagdo e a necessidade das amostras para o laborat6rio,
avaliando a viabilidade do fornecimento juntamente com o responsavel pela area
contatada. Se o fornecimento for viavel e aceito, este processo seria entdo formalizado
através de um oficio enviado por Bio-Manguinhos a instituicdo cedente. Neste oficio sera
descrito para qual finalidade estas amostras serdo empregadas e a responsabilidade do
LACORE com estas, conforme acordado por telefone.

As amostras recebidas serdo cadastradas com a humeracgao original e registradas
com um numero de controle interno do LACORE, garantindo-se assim a rastreabilidade
de qualquer bolsa ou amostra, caso haja necessidade. Logo apés o registro, estas serao
armazenadas e liberadas para os processos de recalcificacdo, clarificac@o e aliquotadas
em menores volumes para evitar possiveis contaminacdes e se ter reposicdes, visto que
as mesmas precisam ficar armazenadas em temperatura inferior a -20°C, e o constante
descongelamento das mesmas afeta as caracteristicas, pois sdo amostras de origem
biol6gica. A caracterizac@o das amostras deve ser realizada com uma aliquota deste soro.

O processo de recalcificacdo do plasma consiste na reposi¢éo do calcio perdido, por
meio da adi¢&o de cloreto de calcio e &cido aminocaprdico. Ja o processo de clarificacao
consiste na adicéo de caolin (silicato de aluminio) para tornar o soro limpido.

O processo de caracterizacdo das amostras serd realizado seguindo os algoritmos
para testagem da Portaria 153 de 14 de junho de 2004 para Sifilis, HIV e Doenca de
Chagas e para as demais patologias, devido a falta de uma normativa especifica serédo
utilizados os mesmos critérios.

Para realizacao das analises serao utilizados os kits produzidos por Bio-Manguinhos
e kits comerciais adquiridos através de solicitacdbes de compra. Os kits comerciais
utilizados para caracterizacdo das amostras foram selecionados de acordo com os ja
empregados na rotina do SECAS / DIPPS. Estas amostras serdo analisadas em dois
testes de triagem e um teste confirmatério. As relacfes das metodologias e dos

fabricantes estao descritas na tabela 02.
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Reacbes

Sorolégicas para:

Metodologias / Fabricantes

HIV 1/2

EIE Vironostika HIV
Uniform Il Ag/Ab

Biomérieux

Imunoblot Rapido DPP
HIV 1/2

Bio-Manguinhos

IFI HIV-1

Bio-Manguinhos

Leptospirose

EIE IgM Leptospirose

Bio-Manguinhos

EIE IgM Leptospira

Panbio

Sifilis

VDRL Bras

Laborclin

EIE Trepanostika

Biomérieux

FTA-ABS

Wama

Leishmaniose

Humana

Teste Répido IT LEISH
DiaMed

IFI Leishmaniose
Humana

Bio-Manguinhos

Leishmaniose

Visceral Canina

EIE Leishmaniose
Visceral Canina

Bio-Manguinhos

Calazar Canino Elisa / S7

Biogene

IFI Leishmaniose
Visceral Canina

Bio-Manguinhos

Doenca de Chagas

EIE Chagas

Bio-Manguinhos

EIE Chagatest

Wener

IFI Imunocruzi

Biomérieux

Tabela 02: Kits comerciais utilizados para caracterizagao.

Apoés todo este processo, as amostras que obtiverem os mesmos resultados nas

diferentes analises serdo armazenadas na temperatura de -20°C e algumas aliquotas
empregadas na rotina e também encaminhadas para utilizacdo nos controles externos e
nos laboratorios da producéo dos Kits.

Com a definicdo das analises de caracterizacdo das amostras, torna-se necessario
a adequacdo da estrutura fisica do laboratério a fim de se atender as normas de
biosseguranca e as boas praticas de fabricacdo. O LACORE atualmente esta alocado em
uma éarea de 42 m? no Departamento da Qualidade / Complexo Tecnolégico de Vacinas —
CTV e conta com 15 técnicos. Para a realizacdo das analises de caracterizacdo das
amostras na metodologia de EIE seria necessaria a aquisicdo de uma lavadora e uma
leitora de microplacas, pois as que o laboratério possui sado utilizadas para a rotina do
controle dos kits e atendem a uma crescente demanda.
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Além destes equipamentos, também seria necessaria a aquisicdo de uma
centrifuga, um banho-maria, uma cabine de seguranca, um agitador de tubos e uma
estufa, para complementar os equipamentos que ja existem no laboratério e que néo
precisam ter sua utilizacdo dedicada as atividades de processamento das amostras.

As atividades de processamento das amostras para composicdo dos painéis
soroldgicos também podem ser realizadas em uma outra area, necessitando, de acordo
com as caracteristicas minimas para constru¢do de um laboratério para este fim, faz-se
necessario no minimo 18 m? para alocacéo dos equipamentos que serfo utilizados. Para
a implantacdo deste sistema em outra area também seria preciso o aumento do quadro
de funcionarios, pois os funcionarios alocados no laborat6rio atendem a demanda de toda
a rotina existente, sendo preciso a contratacdo de mais 02, para atendimento exclusivo
das analises de caracterizacdo, de acordo com as atividades que serdo realizadas.

Todo este levantamento das necessidades do laboratério foi definido pelo gerente

do mesmo, e a partir da identificagcdo e analise das causas foi possivel estabelecer um

plano de acdo para o alcance dos objetivos deste projeto.

N° Problema Acéo de Melhoria Recursos Necessarios Prazo
Aquisi¢éo de equipamentos como
Adequacé&o do laboratério lavadoras, leitoras, cabine de 01 ano
existente. seguranca, centrifuga, banho
LACORE sem estrutura gurang 9
maria, entre outros.
1 adequada para processamento p
Alocagéo do
das amostras . G .
processamento dos Disponibilizagdo de uma area 02 anos
painéis em outro fisica de 18 m2.
laboratério.
Parceria com instituicdes
- I Ublicas para - .
Dificuldade de aquisi¢édo das P S P Oficios gerados pelo préprio
2 fornecimento de bolsas de 03 meses
amostras LACORE.
sangue ou amostras
sorolégicas de rotina.
3 Auséncia de painéis comerciais | Elaboragéo de painéis Bolsas de sangue ou amostras 06 meses
para algumas patologias para estas patologias soroldgicas de rotina.
. . ~ Pessoal capacitado e treinado
Amostras recebidas com pouco | Pré-selecdo de amostras o . R
4 . para a atividade de recebimento 01 més
volume com volume suficiente.
das amostras.
Analises realizadas com L -
Atrasos na entrega dos P L Painéis soroldgicos
5 painéis sorolégicos . 06 meses
produtos . caracterizados.
caracterizados.
- Anélises realizadas com e -
Resultados das analises g . Painéis soroldgicos
6 . painéis soroldgicos ; 06 meses
discordantes . caracterizados.
caracterizados.
Anélises realizadas com e -
- P L Painéis soroldgicos
7 Reanalises dos produtos painéis sorolégicos ; 06 meses
. caracterizados.
caracterizados.
8 Amostras utilizadas no controle | Amostras analisadas em Kits comerciais para analise das 06 meses
analisadas em poucas diferentes metodologias amostras.




metodologias para elaboragéo
do painel

para elaboracéo do painel.

Utilizagao das amostras de
forma reduzida (apenas no
Produto Terminado e em alguns
produtos no controle de
processo)

Utilizagéo dos painéis na
etapa final do controle de
processo de todos os kits.

Painéis soroldgicos
caracterizados e em volume
suficiente para analise em todas
as etapas do controle.

06 meses

Tabela 03: Plano de agéo para alcance dos objetivos.

28



29

3. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho tem o objetivo de propor a implantagdo de um sistema de captacéo e
processamento de amostras para elaboracdo de painéis sorolégicos para a utilizacdo na
rotina do LACORE. Através do levantamento das informacdes a cerca destes processos,
obtidas através de entrevistas abertas e andlise dos processos atuais foi possivel a
estruturacdo de uma visdo sistémica do funcionamento destes.

O trabalho cumpriu com seu objetivo que era fazer uma proposta de
implementacédo deste processo. Desta forma, conseguimos levantar os pontos criticos dos
processos atuais e analisa-los, a fim de trazer incrementos no nivel de eficiéncia dos
processos.

A implementacdo de um sistema de captacdo e processamento de painéis
sorologicos para utilizagdo nas metodologias de controle de qualidade dos kits
diagnoésticos produzidos em Bio-Manguinhos além de contribuir para a seguranca da
liberacdo desses produtos, reduziria as reanalises dos processos, pois seriam utilizadas
amostras conhecidamente caracterizadas e que nado gerariam duavidas quanto a sua
procedéncia e, também, valorizaria a imagem do LACORE em relagdo aos controles

externos de qualidade devido a confiabilidade das andlises realizadas.
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Os reativos para diagnéstico sdo insumos ou conjunto de insumos
usados na detecc¢do de antigenos ou anticorpos, visando obter um diagndstico laboratorial
para determinada doencga. O Laboratério de Controle de Reativos é responséavel pelas
analises de controle de qualidade de todos os reativos produzidos por Bio-Manguinhos.
Este necessita de painéis de amostras caracterizadas para desempenho de varias
atribuicdes, entre elas as analises dos kits para liberacédo. O sistema utilizado atualmente
é falho e apresenta sérios problemas, sendo modelados os processos existentes para
captacdo e processamento das amostras que compdem o0s painéis soroldgicos utilizados
na rotina do laboratério, identificando e analisando as principais falhas e os problemas
gerados com a utilizacdo deste sistema, propondo a implementacdo de um novo processo

para estas atividades.
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1 INTRODUCAO

1.1. KITS REATIVOS PARA DIAGNOSTICO

Os reativos para diagndstico sdo insumos ou conjunto de insumos usados na
deteccdo de antigenos ou anticorpos, visando obter um diagnostico laboratorial para
determinada doenca. (BIO-MANGUINHOS, acessado em 07/01/2011). Entre estes
produtos se incluem os reagentes, instrumentos e sistemas que, em conjunto com as
instrucbes para seu uso, contribuem para efetuar uma determinacdo qualitativa,
guantitativa ou semi-quantitativa em uma amostra biolégica e que ndo estejam destinados
a cumprir funcdo anatbmica, fisica ou terapéutica alguma, que ndo sejam ingeridos,
injetados ou inoculados em seres humanos e que séo utilizados exclusivamente para
prover informacdes sobre amostras coletadas do organismo humano.

A Portaria 686, de 27 de agosto de 1998, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), determina que todos os estabelecimentos que fabriquem produtos
para diagndstico de uso "in vitro", cumpram as diretrizes de Boas Préticas de Fabricacao
(BPF) e Controle estabelecidas nesse regulamento.

Bio-Manguinhos através da sua Divisdo de Producéo de Reativos para Diagnostico
(DIPRE) conta com uma linha diversificada de reativos para diagnéstico de doencgas
virais, bacterianas e causadas por protozoéarios e tem sua producdo dimensionada para
atender as demandas do Ministério da Salde, através de convénios que permitem a
distribuicdo de seus kits aos laboratérios publicos.

1.2. LABORATORIO DE CONTROLE DE REATIVOS

O laboratério de controle de qualidade foi criado em 1999 com a necessidade de se
controlar os kits de reativos produzidos por Bio-Manguinhos. As analises eram incipientes
e realizadas em uma pequena area da producdo, fato que nado condizia com as Boas
Praticas de Fabricacdo. No ano seguinte durante uma auditoria interna o laboratorio
recebeu uma nao-conformidade, pois o controle de qualidade dos produtos era realizado
no ambiente da producdo, pela prépria producdo, estando em desacordo com as

legislacdes vigentes, onde o laboratério produtor ndo pode ser responsavel pelas analises



de controle de qualidade dos produtos, havendo a necessidade de adequacéo, a fim de
garantir uma maior confiabilidade aos reativos produzidos por Bio-Manguinhos.

Apés a auditoria foi iniciada a implementacdo do Controle de Reativos para
Diagnostico (CORED) através de um projeto patrocinado pela Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ), sendo 0 marco inicial do controle de
qualidade de reativos. Apesar de todo esforco o espaco fisico e a aquisicdo de
equipamentos ainda era um problema. Neste mesmo ano o laboratério recebeu a ANVISA
para auditéria externa, onde esta ratificou a ndo-conformidade, sendo o laboratério
realocado em uma darea no quarto andar do prédio Rocha Lima, adequada para as
atividades realizadas. No ano de 2006 o laboratério foi alocado na area que ocupa até os
dias de hoje, no Centro Tecnoldgico Konosuke Fukai, Departamento da Qualidade
(DEQUA).

Anos depois, a fim de adequar este laboratério aos modelos organizacionais de Bio-
Manguinhos, este passou a se chamar Setor de Controle de Qualidade de Reativos
(SECQR), tendo a criacdo de um centro de custos para compra de equipamentos e
contratacdo de pessoal capacitado, visto que a demanda dos produtos estava em
constante crescimento. Ainda com o intuito de adequar cada vez mais, no ano de 2008
passou a se chamar Laboratério de Controle de Reativos (LACORE), se dividindo ainda
em duas subunidades organizacionais, de acordo com 0s processos realizados, sendo
estas as Sec¢bes de Controle de Produto Intermediario (SECPI) e de Controle de Produto

Final (SECPF), conforme apresentado na figura 01.
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Figura 01: Organograma da Vice Diretoria de Qualidade de Bio-Manguinhos



A SECPI tem como atribuicbes atender as demandas procedendo as analises dos
controles de matéria prima de microplacas, laminas e cassetes, controles em processo
dos kits (posto avancado da producdo) e controle de processo (andlises realizadas
durante a producdo de forma, se necessario, ajustar 0 processo para garantir que o
produto se mantenha conforme suas especificacdes), além de emitir laudos e protocolos
das andlises processadas, de realizar a padronizacédo e / ou otimizacdo de métodos sob
sua competéncia, entre outros. (BIO-MANGUINHOS / ASSPO, 2008) Esta secéo utiliza os
painéis sorolégicos nas etapas de analise dos cassetes, controle em processo dos testes
rapidos e controle de processo dos kits de IFI HIV-1, EIE Leishmaniose Visceral Canina,
EIE IgM Leptospirose e EIE Doenca de Chagas, a fim de avaliar o desempenho dos kits
em detectar a doenca em amostras sabidamente positivas e negativas. As analises com
0s painéis de amostras ndo sdo realizadas na SECPI em todos os kits devido a
qguantidade disponivel para utilizagdo ser reduzida. A partir dos resultados destas
amostras, pode-se calcular os indices de sensibilidade e especificidade.

Ja a SECPF é responsavel pelas andlises dos produtos finais, ou seja, produto que
tenha passado por todas as etapas de producao, incluindo rotulagem e embalagem final,
emitir os laudos e protocolos das analises processadas, executar os ensaios periédicos
de estudos de estabilidade e validagdo dos métodos, realizar a padronizacdo e / ou
otimizacdo de métodos sob sua competéncia, além de dar suporte ao Servico de
Atendimento ao Cliente, através de reandlises e contatos diretos com os clientes para
solucionar possiveis questfes técnicas e executar e supervisionar os treinamentos
ministrados para a rede de Laboratérios do Programa de Doencas Sexualmente
Transmissiveis — DST / AIDS do Ministério da Saude, com objetivo de preparar e
qualificar os profissionais na utilizacdo dos nossos produtos. (BIO-MANGUINHOS /
ASSPO, 2008) Esta secdo analisa toda a amostragem dos kits com painéis soroldgicos,
também com a finalidade de avaliar o desempenho dos kits em detectar a doenca em
amostras sabidamente positivas e negativas. A partir dos resultados destas amostras,
também calculam-se os indices de sensibilidade e especificidade. A figura 02 representa
as atividades de andlise desenvolvidas no LACORE.
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Os produtos produzidos séo distribuidos nacionalmente pelo Programa DST / AIDS
para os kits IFI HIV-1 e Testes Rapido HIV-1/2 e pela Coordenagdo Geral dos
Laboratérios — CGLAB para os demais kits. A distribuicdo é representada conforme figura
03 e 04.

Programa DST / AIDS
|

Teste R4pido TR DPP HIV-1/2 Imunoblot Répido

HIV-1/2 DPP HIV 1/2 IFIHIV-1

Figura 03: Kits distribuidos pelo Programa DST / AIDS do Ministério da Saude.

CGLAB
EIE Leishmaniose EIE IgM EIE Doencga de IFI Leishmaniose IFI Leishmaniose
Visceral Canina Leptospirose Chagas Visceral Canina Humana

Figura 04: Kits distribuidos pela Coordenacao Geral dos Laboratérios.

Esta Instituicdo, por sua vez exige para distribuicdo dos produtos que estes sejam
também testados por outros laboratdrios de referéncia, pertencentes ao Ministério da
Saude, tendo Bio-Manguinhos que estabelecer parcerias com outras instituicbes para
liberacdo dos produtos, as quais séo “nomeadas” controle externo dos kits, recebendo de
Bio-Manguinhos um quantitativo de todos os lotes de kits produzidos, baseados no plano
de amostragem utilizado pelo controle de qualidade interno, estando relacionado ao
numero de kits produzidos.

O controle externo deve proceder as analises conforme o controle de qualidade de
Bio-Manguinhos e a instrucdo de uso do kit de reativos e apés estas realizadas deve
encaminhar um laudo de liberacdo, dando ao lote um resultado de reprovado ou
aprovado. Os kits s6 sdo realmente encaminhados para os usuarios, se aprovados pelos
controles externo e interno.

Os kits de Elisa para diagnéstico da Leptospirose Humana tém como controles
externos o Laboratério Nacional de Referéncia para Leptospirose (LNRL), pertencente ao
Instituto Oswaldo Cruz (IOC) / Fiocruz e o Laboratério de Doencas Bacterianas e

Fungicas, pertencente a Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED).



J& os kits de EIE e IFI para Doenca de Chagas e Leishmaniose Visceral Canina e
IFI Leishmaniose Humana sdo controlados externamente pelo Laboratério de Doengas

Parasitarias, também pertencente a FUNED.

1.2.1.METODOLOGIAS EMPREGADAS

Sao empregadas trés metodologias de andlises: Ensaio Imunoenzimatico (EIE),
Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e Imunocromatografia de Fluxo. Ao todo Bio-
Manguinhos possui 13 kits de reativos em seu portifélio ja com os devidos registros junto
aos oOrgdos regulatérios competentes e almeja registro de mais 2 kits. Os kits sado

apresentados conforme Tabela 1:

Ensaio Imunoenzimatico

EIE Leishmaniose Visceral Canina
EIE IgM Leptospirose
EIE Doenca de Chagas

Imunofluorescéncia Indireta
IFI Chagas
IFI Leishmaniose Visceral Canina
IFI Leishmaniose Humana
IFI HIV-1

Imunocromatografia de Fluxo
Teste Rapido HIV-1/2
TR DPP HIV-1/2 FO
TR DPP HIV-1/2 SSP
Imunoblot Rapido DPP HIV-1/2
Imunoblot R4pido DPP HIV-1/2 LAC
TR DPP Leishmaniose Visceral Canina
TR DPP Leptospirose
TR DPP Sifilis

Tabela 01: Kits de Reativos produzidos por Bio-Manguinhos.

1.2.1.1. ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE)

Destinado ao diagnéstico de Leptospirose, Chagas e Leishmaniose Visceral Canina.
Com este ensaio realizamos a pesquisa de anticorpos especificos em soro ou plasma
reagindo soros com antigenos ou imunorreagentes previamente adsorvidos nas

cavidades das microplacas (fase sélida) previamente sensibilizadas. S&o adicionados nas



microplacas os controles do teste e as amostras a serem analisadas que, possuindo
anticorpos especificos, se fixam aos antigenos. Em seguida, é adicionada uma
antiimunoglobulina marcada com a enzima peroxidase, que se ligara aos anticorpos, caso
estejam presentes. A reacdo é evidenciada pela utilizacdo de substancias cromégenas
gue reagem com a enzima peroxidase, gerando coloracdo medida em aparelho de
absorbancia. (BIO-MANGUINHOS, 2008a; BIO-MANGUINHOS, 2008b; BIO-
MANGUINHOS, 2008c)

A sensibilizacdo da microplaca consiste em revestir a placa com o antigeno tratado
com solucao alcalina (pH superior a 8), deixando-o com carga negativa, para promover a
adsorcdo a placa passivamente por interacdo eletrostaticas, em virtude das cargas
positivas do poliestireno ou polivinil utilizado para condiciona-las. (AVILA, 2001)

A etapa de lavagem é realizada para retirar o excesso de imunorreagentes nao
ligados e ocorrem entre as demais etapas do método. Utilizamos em Bio-Manguinhos
lavadoras de placas automaticas, pois estas reduzem o tempo de realizacdo do teste e
proporcionam maior uniformidade ao processo.

A coloragdo do sistema é alterada quando adicionamos uma solucdo reveladora
composta de um substrato (H,O,) correspondente a enzima Peroxidase conjugada e um
cromdgeno, a tetrametilbenzidina (TMB). A quebra do substrato pela enzima conjugada e
seus produtos atuam no cromégeno que é um componente doador de elétrons. (AVILA,
2001)

O valor de corte (Cut-off) varia de acordo com o antigeno em analise, de maneira
que assegure as caracteristicas mais adequadas do ensaio para o correto diagnéstico
soroldgico. O titulo do Cut-off € determinado multiplicando a média dos soros negativos
pelo desvio padrdo do mesmo indicado na bula dos reativos. O titulo deve estar em uma
zona intermedidria entre os resultados reativos (positivos) e os nao reativos (negativos).
Pelo valor encontrado no titulo do Cut-off, estabelecemos a especificidade e sensibilidade
do reativo com um painel de soro de referéncia. (AVILA, 2001)

O método € altamente sensivel quando apresenta enzimas ativas, antigenos puros,
substratos de alta qualidade, anticorpo e conjugado em étimas condicdes. (AVILA, 2001)



1.2.1.2. IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IFI)

A imunofluorescéncia é o teste mais utilizado no diagnéstico laboratorial para a
pesquisa de anticorpos. (AVILA, 2001) Esta consiste na reacdo de anticorpos com
antigenos especificos para o teste fixados nas laminas de microscopia. A reacdo entre
antigeno fixado e o anticorpo presente na amostra é visualizada ap6s a adi¢do de anti-
imunoglobulina humana (lIg) conjugada com um fluorocromo. (BIO-MANGUINHOS, 2009a;
BIO-MANGUINHOS, 2009b; BIO-MANGUINHOS, 2009c)

Os fluorocromos geram um fendmeno denominado fluorescéncia, pois séo
substancias que absorvem luz de um comprimento de onda menor, e quando excitados
com a luz ultravioleta emitem luz de comprimento de onda maior. S8o0 muito sensiveis as
visualizacBes e diferem quanto ao espectro de excitacdo e emissdo.(AVILA, 2001) O
fluorocromo utilizado nos kits de Bio-Manguinhos é o Isotiocianato de Fluoresceina (FITC
— fluorescein isothiocyanate).

A grande vantagem do uso de marcadores é que mesmo concentracfes
extremamente baixas de fluorocromos, estes podem ser detectados através do
microscaépio de fluorescéncia. (AVILA, 2001)

As laminas antes de serem visualizadas no microscépio de imunofluorescéncia com
objetiva de aumento de 40X devem ser montadas em glicerina alcalina, porque a
intensidade de luz emitida pela fluoresceina depende do pH do meio, sendo maxima em
pH 8,5. (AVILA, 2001)

1.2.1.3. IMUNOCROMATOGRAFIA DE FLUXO

Os Testes Rapido sdo destinados para pesquisa de anticorpos especificos para
determinadas doencas em amostras de sangue total, soro ou plasma. (BIO-
MANGUINHOS, 2007; BIO-MANGUINHOS, 2010) Bio-Manguinhos produz estes testes
em duas plataformas, a convencional (fluxo lateral) e a de duplo percurso.

O teste é composto por uma membrana de nitrocelulose, contendo os elementos da
reacdo (anticorpos especificos e conjugados de proteinas A com ouro coloidal) ajustados
em um invélucro plastico apropriado. O principio de funcionamento baseia-se na reacao
especifica antigeno-anticorpo. Compde-se de uma fase soélida (membrana), na qual estéo

imobilizados elementos de captura (antigeno), e uma fase médvel, na qual estdo
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suspensos 0 conjugado de captura e a molécula-alvo que sdo os anticorpos. (BIO-
MANGUINHOS, 2007; BIO-MANGUINHOS, 2010)

Os anticorpos presentes (caso existam) se ligam as proteinas especificas
conjugadas ao ouro coloidal. Neste ensaio ocorre uma reacdo do tampéo de corrida com
0 soro, plasma ou sangue total utilizado para o teste. O tampéao de corrida propicia o fluxo
lateral dos componentes liberados, promovendo a ligacéo dos anticorpos aos antigenos.

No caso de uma amostra ser positiva, 0 complexo “imuno-conjugado” migra na
membrana de nitrocelulose, sendo capturado pelos antigenos fixados na area do teste (T)
e produzindo uma linha roxa/rosa (resultado reagente). Na auséncia de anticorpos, a linha
roxa/rosa ndo aparece na area do teste (resultado ndo reagente).

Em todos os casos, a amostra continua a migrar na membrana produzindo uma
linha roxa/rosa na area de controle (C), o que demonstra o funcionamento adequado dos
reagentes. (BIO-MANGUINHOS, 2007; BIO-MANGUINHOS, 2010)

1.3. PAINEIS SOROLOGICOS

S&o amostras de soros produzidas a partir de plasma processado e se destinam a
programas de controle de qualidade de produtos, de sorologia de laboratérios e
hemocentros e séo utilizados para controle interno. (BIO-MANGUINHOS, acessado em
10/01/2011)

As amostras de soro recebidas para a montagem dos painéis soroldgicos séo
provenientes de Instituicbes Nacionais e da Secdo de Processamento de Plasma
(SEPLA), pertencente ao Departamento de Reativos para Diagnéstico (DERED). Estas
amostras sdo processadas, caracterizadas sorologicamente e envasadas, sendo, em
seguida, enviadas ao Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saulde (INCQS)
para analise e validacdo para serem utilizadas como controle interno para suas
respectivas doencas.

Nas andlises de todas as metodologias empregadas no controle de qualidade dos
kits diagnésticos (Ensaio  Imunoenzimético, Imunofluorescéncia Indireta e
Imunocromatografia de Fluxo) é necessaria a utilizacdo de painéis soroldgicos. No
LACORE esses insumos sao utilizados em etapas do controle em processo, controle de
processo e produto final dos testes rapidos, controle de processo e produto final dos EIE e

IFI HIV-1, controle de produto final dos demais kits, além da utilizacdo nos estudos de
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estabilidade, validacéo dos métodos e atendimento ao SAC. Durante os testes de controle
de qualidade, seja pelo controle interno ou externo, deve-se realizar uma etapa onde o kit
€ exposto a amostras caracterizadas para a doenca a qual se deseja diagnosticar tendo
como objetivo avaliar os indices de sensibilidade e especificidade do produto em detectar
a doenca. Estes indices sdo calculados e precisam estar de acordo com os valores de
referéncia definidos em conjunto entre desenvolvimento, producédo e qualidade do kit.

Determina-se, dessa forma, a sensibilidade do teste a fim de demonstrar o quanto o
teste é sensivel para encontrar a porcentagem de pacientes doentes com teste positivo
em uma populacdo sabidamente infectada. Para determinar a especificidade do teste é
definida a porcentagem de individuos “normais” com teste negativo em populacdo
sabidamente identificada. Entende-se por individuo normal aquele que nao é portador da
doenca para a qual o diagnostico do teste é destinado. A especificidade pode ser
influenciada por inUmeros fatores que levam a falsos resultados positivos, como por
exemplo, individuos polinfectados por parasitas intestinais apresentam um somatério de
componentes antigénicos que reagem cruzadamente com inimeros antigenos - alvo dos
testes soroldgicos. (AVILA, 2001)

No entanto, a aquisicdo e o0 processamento de amostras para composicdo dos
painéis soroldgicos vém sendo um grande percal¢o, estas amostras sdo imprescindiveis
para a liberacdo de todos os kits, porém algumas ndo sdo encontradas para
comercializac@o e outras séo recebidas através de doac¢des. Além disso, as amostras de
soro precisam ser caracterizadas e de origem confiavel, tendo o LACORE a

responsabilidade de captacdo e processamento destas amostras.

1.4. OBJETIVOS

1.4.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma proposta de implementacdo de um sistema para captacdo e

processamento de painéis sorologicos que serdo utilizados na rotina do Laboratério de
Controle de Reativos de Bio-Manguinhos / FIOCRUZ.
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1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este trabalho visa modelar os processos existentes para captacdo e processamento
das amostras que compdem 0s painéis sorolégicos além de identificar e analisar as
principais falhas e problemas gerados com a utilizacdo deste sistema, propondo a
implementacéo de um novo processo para estas atividades.

1.5. DELIMITACAO DO ESTUDO

Serd abordada a situacdo atual do laboratério no que tange os processos de
recebimento e processamento das amostras de soro para producao dos painéis internos.
Os problemas encontrados durante todo o processo e sugestdes de melhorias com a
implementagdo de um novo sistema para tal, seguindo as Boas Praticas de Fabricacao
(BPF), conferindo uma maior confiabilidade nos resultados gerados por este laboratério.

A implantacdo deste sistema ndo sera descrita neste trabalho, pois o laboratério
precisaria de uma ampliacdo de sua estrutura fisica para comportar os equipamentos
utilizados para atendimento da demanda atual e 0s novos equipamentos que seriam
adquiridos para realizacédo desta atividade.

O termo sistema utilizado neste trabalho refere-se um conjunto de elementos

interconectados, de modo a formar um todo organizado, significando "combinar”, "ajustar",

"formar um conjunto”.

1.6. JUSTIFICATIVA

A implementacdo deste sistema possibilitara a melhoria dos processos, a fim de
garantir que as analises para liberacdo dos kits produzidos por Bio-Manguinhos sejam
realizadas com amostras caracterizadas, ou seja, amostras que tenham passado por
analises em diferentes metodologias tendo seu resultado identificado em relacdo a
doenca em questdo, aumentado a confianca aos resultados encontrados, a eficiéncia dos
processos e conseguientemente a diminuicdo das reanalises dos lotes, das reprovacdes e

das reclamacgdes ao SAC.
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1.7. METODOLOGIA

O trabalho consiste em um estudo de caso para a implementag¢édo de um sistema de
captacado e processamento das amostras de soro para elaboracdo dos painéis sorolégicos
que serdo utilizados na rotina do Laboratério de Controle de Reativos de Bio-Manguinhos
/ FIOCRUZ.

Para realizacao deste trabalho foram levantados os dados do laboratério referente a
este processo, como 0s procedimentos operacionais padrdes das atividades e as
instrucdes de trabalho, sendo realizada uma analise e modelagem dos processos atuais.
Além de entrevistas abertas com o gerente do LACORE, Luiz Alberto Pereira, para melhor
contextualizar as atividades desenvolvidas por este laboratério e com a gerente da
Divisdo de Producdo de Painéis Sorolégicos (DIPPS), Angélica Santos Lameiras
responsavel pela producgdo dos painéis sorolégicos para o INCQS, onde pode-se obter um
maior conhecimento sobre esta atividade e como este processo poderia ser implementado
no LACORE.

Um extensivo levantamento bibliografico foi feito em bases de dados textuais e
referenciais disponiveis na Internet, no entanto, poucos apresentaram relevancia em

relacéo ao tema do trabalho proposto.

1.8. ESTRUTURA DO TRABALHO

O capitulo | traz as definicbes do que sdo os produtos diagnosticos e a forma de
como esses sdo controlados em Bio-Manguinhos, sendo que para essa liberacdo seja
realizada de uma forma confiavel é indispensavel a utilizacdo dos painéis sorolégicos
caracterizados, além dos objetivos, delimitacdo do estudo, justificativa, metodologia e
estrutura do trabalho.

O segundo capitulo traz a situacdo atual do laboratério, os problemas encontrados
durante todo o processo e sugestdes de melhorias com a implementacdo de um novo
sistema para esta atividade.

O ultimo capitulo traz as consideracdes finais deste trabalho.
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1.9. CONCEITOS ESSENCIAIS DE MODELAGENS DOS PROCESS OS

A gestédo de processos de negécio € um conjunto de métodos e técnicas que
auxiliam a organizacdo na gestdo de seu negoécio através do conhecimento e
entendimento de seus processos. Como primeiro passo para tal gestdo, as organizacdes
se véem em face a formalizar seus processos, representando-os através de uma
linguagem comum e de entendimento uniforme. A modelagem de processos de negécio
auxilia nesta formalizacdo, pois ajuda a organizacdo a responder as questdes criticas
sobre 0 seu neg6cio, como: o0 que esta sendo feito, por que esta sendo feito, onde, por
quem, quando e de que forma é feito. (ARAUJO, 2004)

A tarefa de modelagem de processos envolve o levantamento e representacao de
uma grande quantidade de informacdes. Para tanto, € interessante utilizar ferramentas
computacionais que auxiliem na construcdo, consulta e manutenc¢éo destas informacdes.
Atualmente, existem ferramentas que sdo projetadas para este fim, se propondo a apoiar
a modelagem de processos de negdcio, como: ARIS (IDS Scheer), ProVision (Proforma),
entre outras. (ARAUJO, 2004)

Tais ferramentas disponibilizam, para o usuario, funcionalidades diferentes para
manipulacdo dos modelos construidos. Além de representar graficamente o modelo de
negocio, também disponibilizam funcionalidades para validar a consisténcia estrutural dos
diagramas construidos. Outra caracteristica importante presente em varias ferramentas é
a simulacéo da execuc¢do dos processos. Através da simulacdo, a organizacao pode fazer
alteracbes em seus processos avaliando o impacto ocasionado por elas, antes de
executa-las realmente. Além de auxiliar na estimativa dos custos, do tempo e dos
recursos gastos durante a execucdo dos processos. (ARAUJO, 2004)

Este trabalho se concentrara na metodologia ARIS, da ID Sheer, devido a
facilidade de utilizac@o e personalizacédo, além desta ja ser utilizada em casos de Bio-
Manguinhos.

A plataforma ARIS foi criada por Scheer e considera que o modelo de negécio seja
constituido de modelos e descricdes sobre o negécio. Como principal vantagem, destaca
se a variedade de modelos, separando a informacédo e permitindo sua melhor visualizacao
e entendimento. Além dessa, a possibilidade da customizacdo da ferramenta, visando
adaptar-se a realidade de cada organizacdo. (CHAVES, 2008)
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1. PROCEDIMENTO ATUAL PARA RECEBIMENTO E PROCESSA MENTO DE
AMOSTRAS

Atualmente existe um procedimento utilizado pelo LACORE para recebimento e
processamento das amostras de sangue ou soro para a producdo dos painéis sorolégicos
utilizados na rotina. Este procedimento foi elaborado no ano de 2009, com o objetivo de
ter painéis caracterizados para a liberacao dos produtos, para a utilizacdo nos estudos de
estabilidade e validacdo dos métodos.

=

ReceDi . Liberagdo dos Kits
processamento > amostras nas pelo Controle de
das amostras analises Qualidade

Solicitacdo de

amostras

Figura 05: Macroprocesso das atividades inerentes as amostras.

Para o kit de Leptospirose foi realizada uma parceria entre Bio-Manguinhos e 0s
controles externos do kit, apés uma reunido entre o LACORE e a CGLAB, a fim de utilizar
0 mesmo painel para os trés controles. A FUNED seleciona as amostras, que séo
provenientes da sua rotina, testa em dois métodos, imunoenzimatico e microaglutinacao.
No método imunoenzimatico € testado com dois fabricantes diferentes, sendo um deles o
produzido por Bio-Manguinhos. Apds a montagem do painel por parte da FUNED, este é
enviado para o LNRL que desempenha o papel de confirmar os resultados encontrados
pela FUNED, antes das amostras serem utilizadas no controle dos kits.

No ato do recebimento dos soros que sdo provenientes destes laboratdrios, os
técnicos do LACORE conferem o volume, a quantidade de amostras e a humeracéo de
origem dos frascos com os dados contidos no protocolo de caracterizacdo enviado e
antes da utilizacdo, este é analisado com os kits de Bio-Manguinhos aprovados e os
resultados séo comparados aos enviados pelos dois laboratérios e arquivados em pastas
juntamente com a documentacao recebida, gerando os protocolos de processamento das

amostras. As amostras as quais obtiveram os mesmos resultados de ambos os
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laboratérios sdo armazenadas em camara fria a temperatura de -20°C, ficando disponiveis
para utilizacdo na rotina do LACORE. (BIO-MANGUINHOS / LACORE, 2009)

Este procedimento é realizado sempre que verificado o término das amostras, tendo
0 LACORE que solicitar por e-mail para a FUNED a elaboracdo de um novo painel.
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AMOSTRAS

+

I

/

{
{ ANALISEND METODD { awiusenoweraon
| o | | S

% % 4
ELABORAR PAINEL “—1
DE AMOSTRAS ‘ FUNED

/" Ewviopo
\ PAINEL PARA O
LNRL

ANALISAR PAINEL P ARA [
CONFIRMACAD DOS
RESULTADOS DAS RL
AMOSTRAS ||

y

ol

ENVIODO
PAINELPARA O
LACORE

CONFERIR O PAINEL |
COM O FROTOCOLO | LACORE
ENVIADO

/ ANALISE COM
KIT DE BIO-
MANGUINHOS

COMPARAROS

DOS —
ENCONTRADOS COM 08
ENVIADOS

1

ELABORAR A |
DOCUMENTAGAO LACORE

DO PAINEL

LACORE

ARMAZENAR OS

PAINEIS NA CAMARA LACORE
FRIA20°C |

PAINEIS
DISPONIVEIS PARA
UTILZAGAO

ANALISE DOS KITS
PRODUZIDOS POR BIO-
MANGUINHOS COM 05
PAINEIS SOROLOGICOS

Figura 06: Processo de elaboragdo dos painéis para Leptospirose.
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Algumas amostras utilizadas na montagem dos painéis para utilizacdo nos kits para
diagnéstico do virus HIV sao fornecidos pelo SEPLA e outras adquiridas através de
importacdo. A solicitacdo realizada para o SEPLA ocorre através de um protocolo de
solicitagdo de soros interno, onde descrevemos a quantidade de soro a ser enviada e o
tipo de amostra, sendo positiva ou negativa para a doenca. O fornecimento do soro leva

em média 48 horas (teis.

/4 SOLATAGAO DE
X

AMOSTRAAQ
SEPLA

ENVIAR O PROTOCOLO

COM A5 INFORMACOES

DASAMOSTRAS
SOLICITADAS

/
RECEBIMENTO
| DAS AMOSTRAS

LACORE

CONFERIR AS
AMOSTRAS COM O LACORE
PROTOCOLO RECERIDO|

L

ANALISAR COM O
KIT DE EIO- LACORE
MANGUINHOS

L

LOMPARAR DS

RESULTADOS f c
ENCONTRADOSCOM D05 | i
EMVIADDS

L

ELABORAR A i
DOCUMENTACAD DAS

AMDSTRAS OUE LOCRRE

COMPORAD O PAINEL |

L

ARMAZENAR 05 |
PAINEIS NA CAMARA LACORE
FRIA -20°C |

/o pamgls
DISPONIVEIS PARA
uTiLZAGRD

ANALISE DOS KITS

PRODUZIDOS POR BIO-

MANGUINHOS COM 05
PAINEIS SOROLOGICOS ||

Figura 07: Processo de solicitagdo de amostras para HIV a SEPLA.
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J& a aquisicdo dos painéis de origem comercial envolve muitos processos, pois
antes da solicitagcdo da compra precisa-se cadastrar em um sistema operacional de Bio-
Manguinhos denominado “ECM” as especificagbes como a quantidade de amostras que
compbem o painel, a caracterizacdo, a referéncia comercial, a temperatura de
armazenagem, a marca, entre outros. Apés o cadastro do painel, este podera ser
comprado sempre que houver demanda por parte do laboratério responsavel pelo
cadastro ou qualquer outro que precise utilizar este mesmo produto.

A solicitagdo de compra é realizada no sistema “ERP”, onde solicitamos através do
namero de registro do cadastro a quantidade que devera ser adquirida e o local onde o
mesmo sera entregue. Esta solicitacdo € visualizada pelo Setor de Compras por
Importacdo (SEIMP), que a partir dai tera toda a responsabilidade pela aquisicdo e
importacdo do mesmo. O tempo de recebimento dos painéis é relativo, pois depende de

muitos fatores que extrapolam as atribui¢cdes de Bio-Manguinhos.



Figura 08: Processo de cadastro e aquisicdo de painéis de amostras para HIV.
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Devido & doenca de chagas ser um problema epidemiolégico apenas dos paises da
Ameérica Latina, ndo existem painéis com as caracteristicas necessarias para a utilizacéo
no controle de reativos disponiveis para comercializagdo. As amostras utilizadas para
composicdo do painel para o diagnéstico desta doenca sdo fornecidas apenas pelo
SEPLA, com o0 mesmo procedimento para solicitagdo realizado para o HIV. Os controles

interno e externo dos kits para esta patologia ndo utilizam os mesmos painéis.

e

,/ SOLIATACAO DE
5 AMOSTRA AO
SEPLA.

ENVIAR O PROTOCOLO ‘
COM A5 INFORMAGHES
DAS AMOSTRAS
SOLICITADAS

{  RECEBIMENTO
| DAS AMOSTRAS

LACORE

CONFERIR AS
AMOSTRAS COM O LACORE
PROTOCOLO RECEBIDO

L

ANALISAR COM O |
KIT DE BIO- LACORE
MANGUINHOS

L

COMPARAR DS
RESULTADOS
ENCONTRADOS COM DS
ENVIADOS

L

ELABORAR &

DOCUMENTACAD DAS |
AMDSTRAS DUE

COMPORAD O PAINEL |

L

LACORE

LACORE

ARMAZENAR 05 |
PAINEIS NA CAMARA LACORE
FRIA -20°C

r PAINEIS
DISPONIVEIS PARA
UTILZAGAD

ANALISE DOS KITS
PRODLIZIDOS POR BIO-
MANGUINHOS COM 0S
PAINEIS SOROLOGICOS

Figura 09: Processo de solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral Canina e
Leishmaniose Humana a SEPLA.
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Através da estreita relacdo do LACORE com a FUNED algumas amostras para

composi¢cado dos painéis de Leishmaniose Visceral Canina e Leishmaniose Humana sao

doadas por esta institui¢do. A solicitacdo é feita informalmente através de e-mails.

£
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_ AMOSTRAA FUINED
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1
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L
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ENCONTRADOS COM OS5
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4

ELABORAR A
DOCUMENTACAD DAS
AMOSTRAS OUE
COMPORAD D PAINEL

LACORE

L

ARMAZENAR 0S5
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PAINEIS
DISPOMMEIS PARA
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ANALISE DOS KITS
PRODUZIDOS POR BIO-
MANGUINHOS COM 08
PAINEIS SOROLOGICOS

Figura 10: Processo de Solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral Canina e

Leishmaniose Humana a FUNED.
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Estes painéis também sdo compostos por algumas amostras fornecidas pelo
SEPLA, também seguindo o mesmo procedimento para solicitacdo realizado para o virus
HIV e a doencga de chagas. Os controles interno e externo dos kits para esta patologia ndo

utilizam os mesmos painéis.
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SEPLA.
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L
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ENCONTRADOS COM DS
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L
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COMPORAD O PAIMEL

L

ARMAZENAR OS5 |
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FRIA -20°C
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LACORE

/ PAINEIS 1
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PRODUZIDOS POR BIO-
MANGUINHOS COM 05
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Figura 11: Processo de Solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral Canina e

Leishmaniose Humana a SEPLA.
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2.2.  PROBLEMATICA DO SISTEMA ATUAL

No sistema utilizado para captagdo e processamento das amostras de soros
empregadas para liberacdo dos kits produzidos por Bio-Manguinhos pode-se identificar
algumas causas que dificultam a realizac&o destes processos.

A primeira delas encontra-se na dificuldade de aquisicdo destes painéis, pois
alguns deles ndo sédo encontrados facilmente para comercializagdo e quando
encontrados, apresentam alto custo e um volume reduzido, 0 que gera uma grande
despesa para Bio-Manguinhos, pois com a crescente demanda faz-se necessario um
maior volume para utilizacdo nas analises de liberacdo dos lotes de kits produzidos.

Outra dificuldade é que algumas das amostras recebidas sdo provenientes de
doacdes da rotina de laboratérios publicos, ndo tendo as vezes um histérico clinico
disponivel e nem resultados em diferentes metodologias de analise, a fim de confirmar a
caracterizacdo desta amostra. O LACORE por sua vez, quando recebe estas amostras
também ndo dispde de recursos fisicos para uma correta confirmacado da caracterizagdo
destas amostras, apenas testando-as em lotes aprovados dos kits de Bio-Manguinhos. A
utilizacdo das referidas amostras na rotina do laboratério causa muitos problemas, pois
em determinados lotes algumas amostras apresentam-se com resultados discordantes,
nao havendo como distinguir se o lote esta realmente com problemas ou se as amostras €
gue nao estdo caracterizadas de forma correta e ndo expressam confiabilidade e as vezes
ndo h& outras disponiveis para substituicdo. Estes resultados discordantes causam
davidas em relacdo as analises, precisando que sejam realizadas retestes destes
produtos, ocasionando atrasos na liberagdo e entregas destes Kkits, ficando a rede publica
desabastecida.

Além do laboratério ndo possuir outros kits comerciais para confirmacdo dos
resultados das amostras enviadas, este também ndo possui uma estrutura fisica
adequada, devido a falta de equipamentos para 0 processamento destas amostras, pois
toda a manipulacdo destas é realizada fora de uma cabine de seguranca bioldgica,
ficando expostos os técnicos que realizam este procedimento, a falta de equipamentos de
andlise automatizados, falta de outros kits comerciais e de uma maior area fisica que
comporte as andlises de rotina para liberacao dos kits e o processamento das amostras.

Para auxiliar a fase de andlise e diagnéstico sera utilizado o Diagrama de Causa e
Efeito. Este, também é conhecido como Diagrama de Ishikawa ou de Espinha de Peixe,

7

foi criado por Kaoru Ishikawa e € uma ferramenta amplamente utilizada pelas mais
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diversas organizacdes. O propésito principal de um diagrama de causa e efeito é fornecer
uma maneira de avaliar de forma sistematica todos os fatores que podem afetar
determinada situacdo, conforme figura 09. (O Gerente, acessado em 01/03/2011)

O diagrama apresentado abaixo ndo segue a classificacdo dos problemas na
forma estrutural dos 6M (Método, Matéria-prima, Mao-de-obra, Maquinas, Medicao, Meio

ambiente), sendo apenas utilizado para ilustrar os problemas encontados.

LACORE sem estrutura Atrasos na entrega dos produtos
adequada para processamento
das amostras existentes
Resultados das andlises discordantes

Dificuldade de aquisi¢éo Reandlises dos produtos
das amostras

Dificuldade na liberagéo
dos kits pelo LACORE

Amostras utilizadas no
controle analisadas em
poucas metodologias para
elaboracéo do painel

Auséncia de painéis
comerciais para
algumas patologias

Amostras recebidas
com pouco volume

Utilizagdo das amostras de forma
reduzida (apenas no Produto

Terminado e em algumas etapas do

controle de processo)

Figura 12: Diagrama de Causa e Efeito.

2.3. PROPOSICAO DE MELHORIAS E REDESENHO DO PROCESS O

A proposta de melhoria sera dividida em duas partes, melhoria dos processos de
captacdo e processamento das amostras para composi¢cdo dos painéis soroldgicos e
melhoria da estrutura fisica do laboratério para analise destas amostras.

Para melhoria dos processos de captacdo seriam realizadas parcerias com
instituicdes publicas com a finalidade de fornecimento de bolsas de sangue ou amostras

soroldgicas de rotina, que servirdo como matéria prima para a producdo dos painéis
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sorolégicos, de forma que o LACORE captasse todas estas amostras e realizasse as
andlises para caracterizacao em seu laborat6rio.

Primeiramente, o LACORE firmaria parcerias com os laboratérios que ja fazem o
uso dos kits em sua rotina, solicitando ao SAC a relacdo de todos os clientes da rede
publica. O primeiro contato seria realizado por telefone informalmente, onde o gerente do
LACORE explicaria a utilizagdo e a necessidade das amostras para o laborat6rio,
avaliando a viabilidade do fornecimento juntamente com o responsavel pela area
contatada. Se o fornecimento for viavel e aceito, este processo seria entdo formalizado
através de um oficio enviado por Bio-Manguinhos a instituicdo cedente. Neste oficio sera
descrito para qual finalidade estas amostras serdo empregadas e a responsabilidade do
LACORE com estas, conforme acordado por telefone.

As amostras recebidas serdo cadastradas com a humeracgao original e registradas
com um numero de controle interno do LACORE, garantindo-se assim a rastreabilidade
de qualquer bolsa ou amostra, caso haja necessidade. Logo apés o registro, estas serao
armazenadas e liberadas para os processos de recalcificacdo, clarificac@o e aliquotadas
em menores volumes para evitar possiveis contaminacdes e se ter reposicdes, visto que
as mesmas precisam ficar armazenadas em temperatura inferior a -20°C, e o constante
descongelamento das mesmas afeta as caracteristicas, pois sdo amostras de origem
biol6gica. A caracterizac@o das amostras deve ser realizada com uma aliquota deste soro.

O processo de recalcificacdo do plasma consiste na reposi¢éo do calcio perdido, por
meio da adi¢&o de cloreto de calcio e &cido aminocaprdico. Ja o processo de clarificacao
consiste na adicéo de caolin (silicato de aluminio) para tornar o soro limpido.

O processo de caracterizacdo das amostras serd realizado seguindo os algoritmos
para testagem da Portaria 153 de 14 de junho de 2004 para Sifilis, HIV e Doenca de
Chagas e para as demais patologias, devido a falta de uma normativa especifica serédo
utilizados os mesmos critérios.

Para realizacao das analises serao utilizados os kits produzidos por Bio-Manguinhos
e kits comerciais adquiridos através de solicitacdbes de compra. Os kits comerciais
utilizados para caracterizacdo das amostras foram selecionados de acordo com os ja
empregados na rotina do SECAS / DIPPS. Estas amostras serdo analisadas em dois
testes de triagem e um teste confirmatério. As relacfes das metodologias e dos

fabricantes estao descritas na tabela 02.
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Reacbes

Sorolégicas para:

Metodologias / Fabricantes

HIV 1/2

EIE Vironostika HIV
Uniform Il Ag/Ab

Biomérieux

Imunoblot Rapido DPP
HIV 1/2

Bio-Manguinhos

IFI HIV-1

Bio-Manguinhos

Leptospirose

EIE IgM Leptospirose

Bio-Manguinhos

EIE IgM Leptospira

Panbio

Sifilis

VDRL Bras

Laborclin

EIE Trepanostika

Biomérieux

FTA-ABS

Wama

Leishmaniose

Humana

Teste Répido IT LEISH
DiaMed

IFI Leishmaniose
Humana

Bio-Manguinhos

Leishmaniose

Visceral Canina

EIE Leishmaniose
Visceral Canina

Bio-Manguinhos

Calazar Canino Elisa / S7

Biogene

IFI Leishmaniose
Visceral Canina

Bio-Manguinhos

Doenca de Chagas

EIE Chagas

Bio-Manguinhos

EIE Chagatest

Wener

IFI Imunocruzi

Biomérieux

Tabela 02: Kits comerciais utilizados para caracterizagao.

Apoés todo este processo, as amostras que obtiverem os mesmos resultados nas

diferentes analises serdo armazenadas na temperatura de -20°C e algumas aliquotas
empregadas na rotina e também encaminhadas para utilizacdo nos controles externos e
nos laboratorios da producéo dos Kits.

Com a definicdo das analises de caracterizacdo das amostras, torna-se necessario
a adequacdo da estrutura fisica do laboratério a fim de se atender as normas de
biosseguranca e as boas praticas de fabricacdo. O LACORE atualmente esta alocado em
uma éarea de 42 m? no Departamento da Qualidade / Complexo Tecnolégico de Vacinas —
CTV e conta com 15 técnicos. Para a realizacdo das analises de caracterizacdo das
amostras na metodologia de EIE seria necessaria a aquisicdo de uma lavadora e uma
leitora de microplacas, pois as que o laboratério possui sado utilizadas para a rotina do
controle dos kits e atendem a uma crescente demanda.
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Além destes equipamentos, também seria necessaria a aquisicdo de uma
centrifuga, um banho-maria, uma cabine de seguranca, um agitador de tubos e uma
estufa, para complementar os equipamentos que ja existem no laboratério e que néo
precisam ter sua utilizacdo dedicada as atividades de processamento das amostras.

As atividades de processamento das amostras para composicdo dos painéis
soroldgicos também podem ser realizadas em uma outra area, necessitando, de acordo
com as caracteristicas minimas para constru¢do de um laboratério para este fim, faz-se
necessario no minimo 18 m? para alocacéo dos equipamentos que serfo utilizados. Para
a implantacdo deste sistema em outra area também seria preciso o aumento do quadro
de funcionarios, pois os funcionarios alocados no laborat6rio atendem a demanda de toda
a rotina existente, sendo preciso a contratacdo de mais 02, para atendimento exclusivo
das analises de caracterizacdo, de acordo com as atividades que serdo realizadas.

Todo este levantamento das necessidades do laboratério foi definido pelo gerente

do mesmo, e a partir da identificagcdo e analise das causas foi possivel estabelecer um

plano de acdo para o alcance dos objetivos deste projeto.

N° Problema Acéo de Melhoria Recursos Necessarios Prazo
Aquisi¢éo de equipamentos como
Adequacé&o do laboratério lavadoras, leitoras, cabine de 01 ano
existente. seguranca, centrifuga, banho
LACORE sem estrutura gurang 9
maria, entre outros.
1 adequada para processamento p
Alocagéo do
das amostras . G .
processamento dos Disponibilizagdo de uma area 02 anos
painéis em outro fisica de 18 m2.
laboratério.
Parceria com instituicdes
- I Ublicas para - .
Dificuldade de aquisi¢édo das P S P Oficios gerados pelo préprio
2 fornecimento de bolsas de 03 meses
amostras LACORE.
sangue ou amostras
sorolégicas de rotina.
3 Auséncia de painéis comerciais | Elaboragéo de painéis Bolsas de sangue ou amostras 06 meses
para algumas patologias para estas patologias soroldgicas de rotina.
. . ~ Pessoal capacitado e treinado
Amostras recebidas com pouco | Pré-selecdo de amostras o . R
4 . para a atividade de recebimento 01 més
volume com volume suficiente.
das amostras.
Analises realizadas com L -
Atrasos na entrega dos P L Painéis soroldgicos
5 painéis sorolégicos . 06 meses
produtos . caracterizados.
caracterizados.
- Anélises realizadas com e -
Resultados das analises g . Painéis soroldgicos
6 . painéis soroldgicos ; 06 meses
discordantes . caracterizados.
caracterizados.
Anélises realizadas com e -
- P L Painéis soroldgicos
7 Reanalises dos produtos painéis sorolégicos ; 06 meses
. caracterizados.
caracterizados.
8 Amostras utilizadas no controle | Amostras analisadas em Kits comerciais para analise das 06 meses
analisadas em poucas diferentes metodologias amostras.




metodologias para elaboragéo
do painel

para elaboracéo do painel.

Utilizagao das amostras de
forma reduzida (apenas no
Produto Terminado e em alguns
produtos no controle de
processo)

Utilizagéo dos painéis na
etapa final do controle de
processo de todos os kits.

Painéis soroldgicos
caracterizados e em volume
suficiente para analise em todas
as etapas do controle.

06 meses

Tabela 03: Plano de agéo para alcance dos objetivos.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho tem o objetivo de propor a implantagdo de um sistema de captacéo e
processamento de amostras para elaboracdo de painéis sorolégicos para a utilizacdo na
rotina do LACORE. Através do levantamento das informacdes a cerca destes processos,
obtidas através de entrevistas abertas e andlise dos processos atuais foi possivel a
estruturacdo de uma visdo sistémica do funcionamento destes.

O trabalho cumpriu com seu objetivo que era fazer uma proposta de
implementacédo deste processo. Desta forma, conseguimos levantar os pontos criticos dos
processos atuais e analisa-los, a fim de trazer incrementos no nivel de eficiéncia dos
processos.

A implementacdo de um sistema de captacdo e processamento de painéis
sorologicos para utilizagdo nas metodologias de controle de qualidade dos kits
diagnoésticos produzidos em Bio-Manguinhos além de contribuir para a seguranca da
liberacdo desses produtos, reduziria as reanalises dos processos, pois seriam utilizadas
amostras conhecidamente caracterizadas e que nado gerariam duavidas quanto a sua
procedéncia e, também, valorizaria a imagem do LACORE em relagdo aos controles

externos de qualidade devido a confiabilidade das andlises realizadas.
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Os reativos para diagnéstico sdo insumos ou conjunto de insumos
usados na detecc¢do de antigenos ou anticorpos, visando obter um diagndstico laboratorial
para determinada doencga. O Laboratério de Controle de Reativos é responséavel pelas
analises de controle de qualidade de todos os reativos produzidos por Bio-Manguinhos.
Este necessita de painéis de amostras caracterizadas para desempenho de varias
atribuicdes, entre elas as analises dos kits para liberacédo. O sistema utilizado atualmente
é falho e apresenta sérios problemas, sendo modelados os processos existentes para
captacdo e processamento das amostras que compdem o0s painéis soroldgicos utilizados
na rotina do laboratério, identificando e analisando as principais falhas e os problemas
gerados com a utilizacdo deste sistema, propondo a implementacdo de um novo processo

para estas atividades.
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1 INTRODUCAO

1.1. KITS REATIVOS PARA DIAGNOSTICO

Os reativos para diagndstico sdo insumos ou conjunto de insumos usados na
deteccdo de antigenos ou anticorpos, visando obter um diagnostico laboratorial para
determinada doenca. (BIO-MANGUINHOS, acessado em 07/01/2011). Entre estes
produtos se incluem os reagentes, instrumentos e sistemas que, em conjunto com as
instrucbes para seu uso, contribuem para efetuar uma determinacdo qualitativa,
guantitativa ou semi-quantitativa em uma amostra biolégica e que ndo estejam destinados
a cumprir funcdo anatbmica, fisica ou terapéutica alguma, que ndo sejam ingeridos,
injetados ou inoculados em seres humanos e que séo utilizados exclusivamente para
prover informacdes sobre amostras coletadas do organismo humano.

A Portaria 686, de 27 de agosto de 1998, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), determina que todos os estabelecimentos que fabriquem produtos
para diagndstico de uso "in vitro", cumpram as diretrizes de Boas Préticas de Fabricacao
(BPF) e Controle estabelecidas nesse regulamento.

Bio-Manguinhos através da sua Divisdo de Producéo de Reativos para Diagnostico
(DIPRE) conta com uma linha diversificada de reativos para diagnéstico de doencgas
virais, bacterianas e causadas por protozoéarios e tem sua producdo dimensionada para
atender as demandas do Ministério da Salde, através de convénios que permitem a
distribuicdo de seus kits aos laboratérios publicos.

1.2. LABORATORIO DE CONTROLE DE REATIVOS

O laboratério de controle de qualidade foi criado em 1999 com a necessidade de se
controlar os kits de reativos produzidos por Bio-Manguinhos. As analises eram incipientes
e realizadas em uma pequena area da producdo, fato que nado condizia com as Boas
Praticas de Fabricacdo. No ano seguinte durante uma auditoria interna o laboratorio
recebeu uma nao-conformidade, pois o controle de qualidade dos produtos era realizado
no ambiente da producdo, pela prépria producdo, estando em desacordo com as

legislacdes vigentes, onde o laboratério produtor ndo pode ser responsavel pelas analises



de controle de qualidade dos produtos, havendo a necessidade de adequacéo, a fim de
garantir uma maior confiabilidade aos reativos produzidos por Bio-Manguinhos.

Apés a auditoria foi iniciada a implementacdo do Controle de Reativos para
Diagnostico (CORED) através de um projeto patrocinado pela Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ), sendo 0 marco inicial do controle de
qualidade de reativos. Apesar de todo esforco o espaco fisico e a aquisicdo de
equipamentos ainda era um problema. Neste mesmo ano o laboratério recebeu a ANVISA
para auditéria externa, onde esta ratificou a ndo-conformidade, sendo o laboratério
realocado em uma darea no quarto andar do prédio Rocha Lima, adequada para as
atividades realizadas. No ano de 2006 o laboratério foi alocado na area que ocupa até os
dias de hoje, no Centro Tecnoldgico Konosuke Fukai, Departamento da Qualidade
(DEQUA).

Anos depois, a fim de adequar este laboratério aos modelos organizacionais de Bio-
Manguinhos, este passou a se chamar Setor de Controle de Qualidade de Reativos
(SECQR), tendo a criacdo de um centro de custos para compra de equipamentos e
contratacdo de pessoal capacitado, visto que a demanda dos produtos estava em
constante crescimento. Ainda com o intuito de adequar cada vez mais, no ano de 2008
passou a se chamar Laboratério de Controle de Reativos (LACORE), se dividindo ainda
em duas subunidades organizacionais, de acordo com 0s processos realizados, sendo
estas as Sec¢bes de Controle de Produto Intermediario (SECPI) e de Controle de Produto

Final (SECPF), conforme apresentado na figura 01.
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Figura 01: Organograma da Vice Diretoria de Qualidade de Bio-Manguinhos



A SECPI tem como atribuicbes atender as demandas procedendo as analises dos
controles de matéria prima de microplacas, laminas e cassetes, controles em processo
dos kits (posto avancado da producdo) e controle de processo (andlises realizadas
durante a producdo de forma, se necessario, ajustar 0 processo para garantir que o
produto se mantenha conforme suas especificacdes), além de emitir laudos e protocolos
das andlises processadas, de realizar a padronizacédo e / ou otimizacdo de métodos sob
sua competéncia, entre outros. (BIO-MANGUINHOS / ASSPO, 2008) Esta secéo utiliza os
painéis sorolégicos nas etapas de analise dos cassetes, controle em processo dos testes
rapidos e controle de processo dos kits de IFI HIV-1, EIE Leishmaniose Visceral Canina,
EIE IgM Leptospirose e EIE Doenca de Chagas, a fim de avaliar o desempenho dos kits
em detectar a doenca em amostras sabidamente positivas e negativas. As analises com
0s painéis de amostras ndo sdo realizadas na SECPI em todos os kits devido a
qguantidade disponivel para utilizagdo ser reduzida. A partir dos resultados destas
amostras, pode-se calcular os indices de sensibilidade e especificidade.

Ja a SECPF é responsavel pelas andlises dos produtos finais, ou seja, produto que
tenha passado por todas as etapas de producao, incluindo rotulagem e embalagem final,
emitir os laudos e protocolos das analises processadas, executar os ensaios periédicos
de estudos de estabilidade e validagdo dos métodos, realizar a padronizacdo e / ou
otimizacdo de métodos sob sua competéncia, além de dar suporte ao Servico de
Atendimento ao Cliente, através de reandlises e contatos diretos com os clientes para
solucionar possiveis questfes técnicas e executar e supervisionar os treinamentos
ministrados para a rede de Laboratérios do Programa de Doencas Sexualmente
Transmissiveis — DST / AIDS do Ministério da Saude, com objetivo de preparar e
qualificar os profissionais na utilizacdo dos nossos produtos. (BIO-MANGUINHOS /
ASSPO, 2008) Esta secdo analisa toda a amostragem dos kits com painéis soroldgicos,
também com a finalidade de avaliar o desempenho dos kits em detectar a doenca em
amostras sabidamente positivas e negativas. A partir dos resultados destas amostras,
também calculam-se os indices de sensibilidade e especificidade. A figura 02 representa
as atividades de andlise desenvolvidas no LACORE.
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Os produtos produzidos séo distribuidos nacionalmente pelo Programa DST / AIDS
para os kits IFI HIV-1 e Testes Rapido HIV-1/2 e pela Coordenagdo Geral dos
Laboratérios — CGLAB para os demais kits. A distribuicdo é representada conforme figura
03 e 04.

Programa DST / AIDS
|

Teste R4pido TR DPP HIV-1/2 Imunoblot Répido

HIV-1/2 DPP HIV 1/2 IFIHIV-1

Figura 03: Kits distribuidos pelo Programa DST / AIDS do Ministério da Saude.

CGLAB
EIE Leishmaniose EIE IgM EIE Doencga de IFI Leishmaniose IFI Leishmaniose
Visceral Canina Leptospirose Chagas Visceral Canina Humana

Figura 04: Kits distribuidos pela Coordenacao Geral dos Laboratérios.

Esta Instituicdo, por sua vez exige para distribuicdo dos produtos que estes sejam
também testados por outros laboratdrios de referéncia, pertencentes ao Ministério da
Saude, tendo Bio-Manguinhos que estabelecer parcerias com outras instituicbes para
liberacdo dos produtos, as quais séo “nomeadas” controle externo dos kits, recebendo de
Bio-Manguinhos um quantitativo de todos os lotes de kits produzidos, baseados no plano
de amostragem utilizado pelo controle de qualidade interno, estando relacionado ao
numero de kits produzidos.

O controle externo deve proceder as analises conforme o controle de qualidade de
Bio-Manguinhos e a instrucdo de uso do kit de reativos e apés estas realizadas deve
encaminhar um laudo de liberacdo, dando ao lote um resultado de reprovado ou
aprovado. Os kits s6 sdo realmente encaminhados para os usuarios, se aprovados pelos
controles externo e interno.

Os kits de Elisa para diagnéstico da Leptospirose Humana tém como controles
externos o Laboratério Nacional de Referéncia para Leptospirose (LNRL), pertencente ao
Instituto Oswaldo Cruz (IOC) / Fiocruz e o Laboratério de Doencas Bacterianas e

Fungicas, pertencente a Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED).



J& os kits de EIE e IFI para Doenca de Chagas e Leishmaniose Visceral Canina e
IFI Leishmaniose Humana sdo controlados externamente pelo Laboratério de Doengas

Parasitarias, também pertencente a FUNED.

1.2.1.METODOLOGIAS EMPREGADAS

Sao empregadas trés metodologias de andlises: Ensaio Imunoenzimatico (EIE),
Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e Imunocromatografia de Fluxo. Ao todo Bio-
Manguinhos possui 13 kits de reativos em seu portifélio ja com os devidos registros junto
aos oOrgdos regulatérios competentes e almeja registro de mais 2 kits. Os kits sado

apresentados conforme Tabela 1:

Ensaio Imunoenzimatico

EIE Leishmaniose Visceral Canina
EIE IgM Leptospirose
EIE Doenca de Chagas

Imunofluorescéncia Indireta
IFI Chagas
IFI Leishmaniose Visceral Canina
IFI Leishmaniose Humana
IFI HIV-1

Imunocromatografia de Fluxo
Teste Rapido HIV-1/2
TR DPP HIV-1/2 FO
TR DPP HIV-1/2 SSP
Imunoblot Rapido DPP HIV-1/2
Imunoblot R4pido DPP HIV-1/2 LAC
TR DPP Leishmaniose Visceral Canina
TR DPP Leptospirose
TR DPP Sifilis

Tabela 01: Kits de Reativos produzidos por Bio-Manguinhos.

1.2.1.1. ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE)

Destinado ao diagnéstico de Leptospirose, Chagas e Leishmaniose Visceral Canina.
Com este ensaio realizamos a pesquisa de anticorpos especificos em soro ou plasma
reagindo soros com antigenos ou imunorreagentes previamente adsorvidos nas

cavidades das microplacas (fase sélida) previamente sensibilizadas. S&o adicionados nas



microplacas os controles do teste e as amostras a serem analisadas que, possuindo
anticorpos especificos, se fixam aos antigenos. Em seguida, é adicionada uma
antiimunoglobulina marcada com a enzima peroxidase, que se ligara aos anticorpos, caso
estejam presentes. A reacdo é evidenciada pela utilizacdo de substancias cromégenas
gue reagem com a enzima peroxidase, gerando coloracdo medida em aparelho de
absorbancia. (BIO-MANGUINHOS, 2008a; BIO-MANGUINHOS, 2008b; BIO-
MANGUINHOS, 2008c)

A sensibilizacdo da microplaca consiste em revestir a placa com o antigeno tratado
com solucao alcalina (pH superior a 8), deixando-o com carga negativa, para promover a
adsorcdo a placa passivamente por interacdo eletrostaticas, em virtude das cargas
positivas do poliestireno ou polivinil utilizado para condiciona-las. (AVILA, 2001)

A etapa de lavagem é realizada para retirar o excesso de imunorreagentes nao
ligados e ocorrem entre as demais etapas do método. Utilizamos em Bio-Manguinhos
lavadoras de placas automaticas, pois estas reduzem o tempo de realizacdo do teste e
proporcionam maior uniformidade ao processo.

A coloragdo do sistema é alterada quando adicionamos uma solucdo reveladora
composta de um substrato (H,O,) correspondente a enzima Peroxidase conjugada e um
cromdgeno, a tetrametilbenzidina (TMB). A quebra do substrato pela enzima conjugada e
seus produtos atuam no cromégeno que é um componente doador de elétrons. (AVILA,
2001)

O valor de corte (Cut-off) varia de acordo com o antigeno em analise, de maneira
que assegure as caracteristicas mais adequadas do ensaio para o correto diagnéstico
soroldgico. O titulo do Cut-off € determinado multiplicando a média dos soros negativos
pelo desvio padrdo do mesmo indicado na bula dos reativos. O titulo deve estar em uma
zona intermedidria entre os resultados reativos (positivos) e os nao reativos (negativos).
Pelo valor encontrado no titulo do Cut-off, estabelecemos a especificidade e sensibilidade
do reativo com um painel de soro de referéncia. (AVILA, 2001)

O método € altamente sensivel quando apresenta enzimas ativas, antigenos puros,
substratos de alta qualidade, anticorpo e conjugado em étimas condicdes. (AVILA, 2001)



1.2.1.2. IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IFI)

A imunofluorescéncia é o teste mais utilizado no diagnéstico laboratorial para a
pesquisa de anticorpos. (AVILA, 2001) Esta consiste na reacdo de anticorpos com
antigenos especificos para o teste fixados nas laminas de microscopia. A reacdo entre
antigeno fixado e o anticorpo presente na amostra é visualizada ap6s a adi¢do de anti-
imunoglobulina humana (lIg) conjugada com um fluorocromo. (BIO-MANGUINHOS, 2009a;
BIO-MANGUINHOS, 2009b; BIO-MANGUINHOS, 2009c)

Os fluorocromos geram um fendmeno denominado fluorescéncia, pois séo
substancias que absorvem luz de um comprimento de onda menor, e quando excitados
com a luz ultravioleta emitem luz de comprimento de onda maior. S8o0 muito sensiveis as
visualizacBes e diferem quanto ao espectro de excitacdo e emissdo.(AVILA, 2001) O
fluorocromo utilizado nos kits de Bio-Manguinhos é o Isotiocianato de Fluoresceina (FITC
— fluorescein isothiocyanate).

A grande vantagem do uso de marcadores é que mesmo concentracfes
extremamente baixas de fluorocromos, estes podem ser detectados através do
microscaépio de fluorescéncia. (AVILA, 2001)

As laminas antes de serem visualizadas no microscépio de imunofluorescéncia com
objetiva de aumento de 40X devem ser montadas em glicerina alcalina, porque a
intensidade de luz emitida pela fluoresceina depende do pH do meio, sendo maxima em
pH 8,5. (AVILA, 2001)

1.2.1.3. IMUNOCROMATOGRAFIA DE FLUXO

Os Testes Rapido sdo destinados para pesquisa de anticorpos especificos para
determinadas doencas em amostras de sangue total, soro ou plasma. (BIO-
MANGUINHOS, 2007; BIO-MANGUINHOS, 2010) Bio-Manguinhos produz estes testes
em duas plataformas, a convencional (fluxo lateral) e a de duplo percurso.

O teste é composto por uma membrana de nitrocelulose, contendo os elementos da
reacdo (anticorpos especificos e conjugados de proteinas A com ouro coloidal) ajustados
em um invélucro plastico apropriado. O principio de funcionamento baseia-se na reacao
especifica antigeno-anticorpo. Compde-se de uma fase soélida (membrana), na qual estéo

imobilizados elementos de captura (antigeno), e uma fase médvel, na qual estdo
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suspensos 0 conjugado de captura e a molécula-alvo que sdo os anticorpos. (BIO-
MANGUINHOS, 2007; BIO-MANGUINHOS, 2010)

Os anticorpos presentes (caso existam) se ligam as proteinas especificas
conjugadas ao ouro coloidal. Neste ensaio ocorre uma reacdo do tampéo de corrida com
0 soro, plasma ou sangue total utilizado para o teste. O tampéao de corrida propicia o fluxo
lateral dos componentes liberados, promovendo a ligacéo dos anticorpos aos antigenos.

No caso de uma amostra ser positiva, 0 complexo “imuno-conjugado” migra na
membrana de nitrocelulose, sendo capturado pelos antigenos fixados na area do teste (T)
e produzindo uma linha roxa/rosa (resultado reagente). Na auséncia de anticorpos, a linha
roxa/rosa ndo aparece na area do teste (resultado ndo reagente).

Em todos os casos, a amostra continua a migrar na membrana produzindo uma
linha roxa/rosa na area de controle (C), o que demonstra o funcionamento adequado dos
reagentes. (BIO-MANGUINHOS, 2007; BIO-MANGUINHOS, 2010)

1.3. PAINEIS SOROLOGICOS

S&o amostras de soros produzidas a partir de plasma processado e se destinam a
programas de controle de qualidade de produtos, de sorologia de laboratérios e
hemocentros e séo utilizados para controle interno. (BIO-MANGUINHOS, acessado em
10/01/2011)

As amostras de soro recebidas para a montagem dos painéis soroldgicos séo
provenientes de Instituicbes Nacionais e da Secdo de Processamento de Plasma
(SEPLA), pertencente ao Departamento de Reativos para Diagnéstico (DERED). Estas
amostras sdo processadas, caracterizadas sorologicamente e envasadas, sendo, em
seguida, enviadas ao Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saulde (INCQS)
para analise e validacdo para serem utilizadas como controle interno para suas
respectivas doencas.

Nas andlises de todas as metodologias empregadas no controle de qualidade dos
kits diagnésticos (Ensaio  Imunoenzimético, Imunofluorescéncia Indireta e
Imunocromatografia de Fluxo) é necessaria a utilizacdo de painéis soroldgicos. No
LACORE esses insumos sao utilizados em etapas do controle em processo, controle de
processo e produto final dos testes rapidos, controle de processo e produto final dos EIE e

IFI HIV-1, controle de produto final dos demais kits, além da utilizacdo nos estudos de
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estabilidade, validacéo dos métodos e atendimento ao SAC. Durante os testes de controle
de qualidade, seja pelo controle interno ou externo, deve-se realizar uma etapa onde o kit
€ exposto a amostras caracterizadas para a doenca a qual se deseja diagnosticar tendo
como objetivo avaliar os indices de sensibilidade e especificidade do produto em detectar
a doenca. Estes indices sdo calculados e precisam estar de acordo com os valores de
referéncia definidos em conjunto entre desenvolvimento, producédo e qualidade do kit.

Determina-se, dessa forma, a sensibilidade do teste a fim de demonstrar o quanto o
teste é sensivel para encontrar a porcentagem de pacientes doentes com teste positivo
em uma populacdo sabidamente infectada. Para determinar a especificidade do teste é
definida a porcentagem de individuos “normais” com teste negativo em populacdo
sabidamente identificada. Entende-se por individuo normal aquele que nao é portador da
doenca para a qual o diagnostico do teste é destinado. A especificidade pode ser
influenciada por inUmeros fatores que levam a falsos resultados positivos, como por
exemplo, individuos polinfectados por parasitas intestinais apresentam um somatério de
componentes antigénicos que reagem cruzadamente com inimeros antigenos - alvo dos
testes soroldgicos. (AVILA, 2001)

No entanto, a aquisicdo e o0 processamento de amostras para composicdo dos
painéis soroldgicos vém sendo um grande percal¢o, estas amostras sdo imprescindiveis
para a liberacdo de todos os kits, porém algumas ndo sdo encontradas para
comercializac@o e outras séo recebidas através de doac¢des. Além disso, as amostras de
soro precisam ser caracterizadas e de origem confiavel, tendo o LACORE a

responsabilidade de captacdo e processamento destas amostras.

1.4. OBJETIVOS

1.4.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma proposta de implementacdo de um sistema para captacdo e

processamento de painéis sorologicos que serdo utilizados na rotina do Laboratério de
Controle de Reativos de Bio-Manguinhos / FIOCRUZ.
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1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este trabalho visa modelar os processos existentes para captacdo e processamento
das amostras que compdem 0s painéis sorolégicos além de identificar e analisar as
principais falhas e problemas gerados com a utilizacdo deste sistema, propondo a
implementacéo de um novo processo para estas atividades.

1.5. DELIMITACAO DO ESTUDO

Serd abordada a situacdo atual do laboratério no que tange os processos de
recebimento e processamento das amostras de soro para producao dos painéis internos.
Os problemas encontrados durante todo o processo e sugestdes de melhorias com a
implementagdo de um novo sistema para tal, seguindo as Boas Praticas de Fabricacao
(BPF), conferindo uma maior confiabilidade nos resultados gerados por este laboratério.

A implantacdo deste sistema ndo sera descrita neste trabalho, pois o laboratério
precisaria de uma ampliacdo de sua estrutura fisica para comportar os equipamentos
utilizados para atendimento da demanda atual e 0s novos equipamentos que seriam
adquiridos para realizacédo desta atividade.

O termo sistema utilizado neste trabalho refere-se um conjunto de elementos

interconectados, de modo a formar um todo organizado, significando "combinar”, "ajustar",

"formar um conjunto”.

1.6. JUSTIFICATIVA

A implementacdo deste sistema possibilitara a melhoria dos processos, a fim de
garantir que as analises para liberacdo dos kits produzidos por Bio-Manguinhos sejam
realizadas com amostras caracterizadas, ou seja, amostras que tenham passado por
analises em diferentes metodologias tendo seu resultado identificado em relacdo a
doenca em questdo, aumentado a confianca aos resultados encontrados, a eficiéncia dos
processos e conseguientemente a diminuicdo das reanalises dos lotes, das reprovacdes e

das reclamacgdes ao SAC.



13

1.7. METODOLOGIA

O trabalho consiste em um estudo de caso para a implementag¢édo de um sistema de
captacado e processamento das amostras de soro para elaboracdo dos painéis sorolégicos
que serdo utilizados na rotina do Laboratério de Controle de Reativos de Bio-Manguinhos
/ FIOCRUZ.

Para realizacao deste trabalho foram levantados os dados do laboratério referente a
este processo, como 0s procedimentos operacionais padrdes das atividades e as
instrucdes de trabalho, sendo realizada uma analise e modelagem dos processos atuais.
Além de entrevistas abertas com o gerente do LACORE, Luiz Alberto Pereira, para melhor
contextualizar as atividades desenvolvidas por este laboratério e com a gerente da
Divisdo de Producdo de Painéis Sorolégicos (DIPPS), Angélica Santos Lameiras
responsavel pela producgdo dos painéis sorolégicos para o INCQS, onde pode-se obter um
maior conhecimento sobre esta atividade e como este processo poderia ser implementado
no LACORE.

Um extensivo levantamento bibliografico foi feito em bases de dados textuais e
referenciais disponiveis na Internet, no entanto, poucos apresentaram relevancia em

relacéo ao tema do trabalho proposto.

1.8. ESTRUTURA DO TRABALHO

O capitulo | traz as definicbes do que sdo os produtos diagnosticos e a forma de
como esses sdo controlados em Bio-Manguinhos, sendo que para essa liberacdo seja
realizada de uma forma confiavel é indispensavel a utilizacdo dos painéis sorolégicos
caracterizados, além dos objetivos, delimitacdo do estudo, justificativa, metodologia e
estrutura do trabalho.

O segundo capitulo traz a situacdo atual do laboratério, os problemas encontrados
durante todo o processo e sugestdes de melhorias com a implementacdo de um novo
sistema para esta atividade.

O ultimo capitulo traz as consideracdes finais deste trabalho.
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1.9. CONCEITOS ESSENCIAIS DE MODELAGENS DOS PROCESS OS

A gestédo de processos de negécio € um conjunto de métodos e técnicas que
auxiliam a organizacdo na gestdo de seu negoécio através do conhecimento e
entendimento de seus processos. Como primeiro passo para tal gestdo, as organizacdes
se véem em face a formalizar seus processos, representando-os através de uma
linguagem comum e de entendimento uniforme. A modelagem de processos de negécio
auxilia nesta formalizacdo, pois ajuda a organizacdo a responder as questdes criticas
sobre 0 seu neg6cio, como: o0 que esta sendo feito, por que esta sendo feito, onde, por
quem, quando e de que forma é feito. (ARAUJO, 2004)

A tarefa de modelagem de processos envolve o levantamento e representacao de
uma grande quantidade de informacdes. Para tanto, € interessante utilizar ferramentas
computacionais que auxiliem na construcdo, consulta e manutenc¢éo destas informacdes.
Atualmente, existem ferramentas que sdo projetadas para este fim, se propondo a apoiar
a modelagem de processos de negdcio, como: ARIS (IDS Scheer), ProVision (Proforma),
entre outras. (ARAUJO, 2004)

Tais ferramentas disponibilizam, para o usuario, funcionalidades diferentes para
manipulacdo dos modelos construidos. Além de representar graficamente o modelo de
negocio, também disponibilizam funcionalidades para validar a consisténcia estrutural dos
diagramas construidos. Outra caracteristica importante presente em varias ferramentas é
a simulacéo da execuc¢do dos processos. Através da simulacdo, a organizacao pode fazer
alteracbes em seus processos avaliando o impacto ocasionado por elas, antes de
executa-las realmente. Além de auxiliar na estimativa dos custos, do tempo e dos
recursos gastos durante a execucdo dos processos. (ARAUJO, 2004)

Este trabalho se concentrara na metodologia ARIS, da ID Sheer, devido a
facilidade de utilizac@o e personalizacédo, além desta ja ser utilizada em casos de Bio-
Manguinhos.

A plataforma ARIS foi criada por Scheer e considera que o modelo de negécio seja
constituido de modelos e descricdes sobre o negécio. Como principal vantagem, destaca
se a variedade de modelos, separando a informacédo e permitindo sua melhor visualizacao
e entendimento. Além dessa, a possibilidade da customizacdo da ferramenta, visando
adaptar-se a realidade de cada organizacdo. (CHAVES, 2008)
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1. PROCEDIMENTO ATUAL PARA RECEBIMENTO E PROCESSA MENTO DE
AMOSTRAS

Atualmente existe um procedimento utilizado pelo LACORE para recebimento e
processamento das amostras de sangue ou soro para a producdo dos painéis sorolégicos
utilizados na rotina. Este procedimento foi elaborado no ano de 2009, com o objetivo de
ter painéis caracterizados para a liberacao dos produtos, para a utilizacdo nos estudos de
estabilidade e validacdo dos métodos.

=

ReceDi . Liberagdo dos Kits
processamento > amostras nas pelo Controle de
das amostras analises Qualidade

Solicitacdo de

amostras

Figura 05: Macroprocesso das atividades inerentes as amostras.

Para o kit de Leptospirose foi realizada uma parceria entre Bio-Manguinhos e 0s
controles externos do kit, apés uma reunido entre o LACORE e a CGLAB, a fim de utilizar
0 mesmo painel para os trés controles. A FUNED seleciona as amostras, que séo
provenientes da sua rotina, testa em dois métodos, imunoenzimatico e microaglutinacao.
No método imunoenzimatico € testado com dois fabricantes diferentes, sendo um deles o
produzido por Bio-Manguinhos. Apds a montagem do painel por parte da FUNED, este é
enviado para o LNRL que desempenha o papel de confirmar os resultados encontrados
pela FUNED, antes das amostras serem utilizadas no controle dos kits.

No ato do recebimento dos soros que sdo provenientes destes laboratdrios, os
técnicos do LACORE conferem o volume, a quantidade de amostras e a humeracéo de
origem dos frascos com os dados contidos no protocolo de caracterizacdo enviado e
antes da utilizacdo, este é analisado com os kits de Bio-Manguinhos aprovados e os
resultados séo comparados aos enviados pelos dois laboratérios e arquivados em pastas
juntamente com a documentacao recebida, gerando os protocolos de processamento das

amostras. As amostras as quais obtiveram os mesmos resultados de ambos os
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laboratérios sdo armazenadas em camara fria a temperatura de -20°C, ficando disponiveis
para utilizacdo na rotina do LACORE. (BIO-MANGUINHOS / LACORE, 2009)

Este procedimento é realizado sempre que verificado o término das amostras, tendo
0 LACORE que solicitar por e-mail para a FUNED a elaboracdo de um novo painel.
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Figura 06: Processo de elaboragdo dos painéis para Leptospirose.
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Algumas amostras utilizadas na montagem dos painéis para utilizacdo nos kits para
diagnéstico do virus HIV sao fornecidos pelo SEPLA e outras adquiridas através de
importacdo. A solicitacdo realizada para o SEPLA ocorre através de um protocolo de
solicitagdo de soros interno, onde descrevemos a quantidade de soro a ser enviada e o
tipo de amostra, sendo positiva ou negativa para a doenca. O fornecimento do soro leva

em média 48 horas (teis.
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Figura 07: Processo de solicitagdo de amostras para HIV a SEPLA.
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J& a aquisicdo dos painéis de origem comercial envolve muitos processos, pois
antes da solicitagcdo da compra precisa-se cadastrar em um sistema operacional de Bio-
Manguinhos denominado “ECM” as especificagbes como a quantidade de amostras que
compbem o painel, a caracterizacdo, a referéncia comercial, a temperatura de
armazenagem, a marca, entre outros. Apés o cadastro do painel, este podera ser
comprado sempre que houver demanda por parte do laboratério responsavel pelo
cadastro ou qualquer outro que precise utilizar este mesmo produto.

A solicitagdo de compra é realizada no sistema “ERP”, onde solicitamos através do
namero de registro do cadastro a quantidade que devera ser adquirida e o local onde o
mesmo sera entregue. Esta solicitacdo € visualizada pelo Setor de Compras por
Importacdo (SEIMP), que a partir dai tera toda a responsabilidade pela aquisicdo e
importacdo do mesmo. O tempo de recebimento dos painéis é relativo, pois depende de

muitos fatores que extrapolam as atribui¢cdes de Bio-Manguinhos.



Figura 08: Processo de cadastro e aquisicdo de painéis de amostras para HIV.
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Devido & doenca de chagas ser um problema epidemiolégico apenas dos paises da
Ameérica Latina, ndo existem painéis com as caracteristicas necessarias para a utilizacéo
no controle de reativos disponiveis para comercializagdo. As amostras utilizadas para
composicdo do painel para o diagnéstico desta doenca sdo fornecidas apenas pelo
SEPLA, com o0 mesmo procedimento para solicitagdo realizado para o HIV. Os controles

interno e externo dos kits para esta patologia ndo utilizam os mesmos painéis.

e
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Figura 09: Processo de solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral Canina e
Leishmaniose Humana a SEPLA.
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Através da estreita relacdo do LACORE com a FUNED algumas amostras para

composi¢cado dos painéis de Leishmaniose Visceral Canina e Leishmaniose Humana sao

doadas por esta institui¢do. A solicitacdo é feita informalmente através de e-mails.
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Figura 10: Processo de Solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral Canina e

Leishmaniose Humana a FUNED.
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Estes painéis também sdo compostos por algumas amostras fornecidas pelo
SEPLA, também seguindo o mesmo procedimento para solicitacdo realizado para o virus
HIV e a doencga de chagas. Os controles interno e externo dos kits para esta patologia ndo

utilizam os mesmos painéis.
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Figura 11: Processo de Solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral Canina e

Leishmaniose Humana a SEPLA.
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2.2.  PROBLEMATICA DO SISTEMA ATUAL

No sistema utilizado para captagdo e processamento das amostras de soros
empregadas para liberacdo dos kits produzidos por Bio-Manguinhos pode-se identificar
algumas causas que dificultam a realizac&o destes processos.

A primeira delas encontra-se na dificuldade de aquisicdo destes painéis, pois
alguns deles ndo sédo encontrados facilmente para comercializagdo e quando
encontrados, apresentam alto custo e um volume reduzido, 0 que gera uma grande
despesa para Bio-Manguinhos, pois com a crescente demanda faz-se necessario um
maior volume para utilizacdo nas analises de liberacdo dos lotes de kits produzidos.

Outra dificuldade é que algumas das amostras recebidas sdo provenientes de
doacdes da rotina de laboratérios publicos, ndo tendo as vezes um histérico clinico
disponivel e nem resultados em diferentes metodologias de analise, a fim de confirmar a
caracterizacdo desta amostra. O LACORE por sua vez, quando recebe estas amostras
também ndo dispde de recursos fisicos para uma correta confirmacado da caracterizagdo
destas amostras, apenas testando-as em lotes aprovados dos kits de Bio-Manguinhos. A
utilizacdo das referidas amostras na rotina do laboratério causa muitos problemas, pois
em determinados lotes algumas amostras apresentam-se com resultados discordantes,
nao havendo como distinguir se o lote esta realmente com problemas ou se as amostras €
gue nao estdo caracterizadas de forma correta e ndo expressam confiabilidade e as vezes
ndo h& outras disponiveis para substituicdo. Estes resultados discordantes causam
davidas em relacdo as analises, precisando que sejam realizadas retestes destes
produtos, ocasionando atrasos na liberagdo e entregas destes Kkits, ficando a rede publica
desabastecida.

Além do laboratério ndo possuir outros kits comerciais para confirmacdo dos
resultados das amostras enviadas, este também ndo possui uma estrutura fisica
adequada, devido a falta de equipamentos para 0 processamento destas amostras, pois
toda a manipulacdo destas é realizada fora de uma cabine de seguranca bioldgica,
ficando expostos os técnicos que realizam este procedimento, a falta de equipamentos de
andlise automatizados, falta de outros kits comerciais e de uma maior area fisica que
comporte as andlises de rotina para liberacao dos kits e o processamento das amostras.

Para auxiliar a fase de andlise e diagnéstico sera utilizado o Diagrama de Causa e
Efeito. Este, também é conhecido como Diagrama de Ishikawa ou de Espinha de Peixe,

7

foi criado por Kaoru Ishikawa e € uma ferramenta amplamente utilizada pelas mais
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diversas organizacdes. O propésito principal de um diagrama de causa e efeito é fornecer
uma maneira de avaliar de forma sistematica todos os fatores que podem afetar
determinada situacdo, conforme figura 09. (O Gerente, acessado em 01/03/2011)

O diagrama apresentado abaixo ndo segue a classificacdo dos problemas na
forma estrutural dos 6M (Método, Matéria-prima, Mao-de-obra, Maquinas, Medicao, Meio

ambiente), sendo apenas utilizado para ilustrar os problemas encontados.

LACORE sem estrutura Atrasos na entrega dos produtos
adequada para processamento
das amostras existentes
Resultados das andlises discordantes

Dificuldade de aquisi¢éo Reandlises dos produtos
das amostras

Dificuldade na liberagéo
dos kits pelo LACORE

Amostras utilizadas no
controle analisadas em
poucas metodologias para
elaboracéo do painel

Auséncia de painéis
comerciais para
algumas patologias

Amostras recebidas
com pouco volume

Utilizagdo das amostras de forma
reduzida (apenas no Produto

Terminado e em algumas etapas do

controle de processo)

Figura 12: Diagrama de Causa e Efeito.

2.3. PROPOSICAO DE MELHORIAS E REDESENHO DO PROCESS O

A proposta de melhoria sera dividida em duas partes, melhoria dos processos de
captacdo e processamento das amostras para composi¢cdo dos painéis soroldgicos e
melhoria da estrutura fisica do laboratério para analise destas amostras.

Para melhoria dos processos de captacdo seriam realizadas parcerias com
instituicdes publicas com a finalidade de fornecimento de bolsas de sangue ou amostras

soroldgicas de rotina, que servirdo como matéria prima para a producdo dos painéis
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sorolégicos, de forma que o LACORE captasse todas estas amostras e realizasse as
andlises para caracterizacao em seu laborat6rio.

Primeiramente, o LACORE firmaria parcerias com os laboratérios que ja fazem o
uso dos kits em sua rotina, solicitando ao SAC a relacdo de todos os clientes da rede
publica. O primeiro contato seria realizado por telefone informalmente, onde o gerente do
LACORE explicaria a utilizagdo e a necessidade das amostras para o laborat6rio,
avaliando a viabilidade do fornecimento juntamente com o responsavel pela area
contatada. Se o fornecimento for viavel e aceito, este processo seria entdo formalizado
através de um oficio enviado por Bio-Manguinhos a instituicdo cedente. Neste oficio sera
descrito para qual finalidade estas amostras serdo empregadas e a responsabilidade do
LACORE com estas, conforme acordado por telefone.

As amostras recebidas serdo cadastradas com a humeracgao original e registradas
com um numero de controle interno do LACORE, garantindo-se assim a rastreabilidade
de qualquer bolsa ou amostra, caso haja necessidade. Logo apés o registro, estas serao
armazenadas e liberadas para os processos de recalcificacdo, clarificac@o e aliquotadas
em menores volumes para evitar possiveis contaminacdes e se ter reposicdes, visto que
as mesmas precisam ficar armazenadas em temperatura inferior a -20°C, e o constante
descongelamento das mesmas afeta as caracteristicas, pois sdo amostras de origem
biol6gica. A caracterizac@o das amostras deve ser realizada com uma aliquota deste soro.

O processo de recalcificacdo do plasma consiste na reposi¢éo do calcio perdido, por
meio da adi¢&o de cloreto de calcio e &cido aminocaprdico. Ja o processo de clarificacao
consiste na adicéo de caolin (silicato de aluminio) para tornar o soro limpido.

O processo de caracterizacdo das amostras serd realizado seguindo os algoritmos
para testagem da Portaria 153 de 14 de junho de 2004 para Sifilis, HIV e Doenca de
Chagas e para as demais patologias, devido a falta de uma normativa especifica serédo
utilizados os mesmos critérios.

Para realizacao das analises serao utilizados os kits produzidos por Bio-Manguinhos
e kits comerciais adquiridos através de solicitacdbes de compra. Os kits comerciais
utilizados para caracterizacdo das amostras foram selecionados de acordo com os ja
empregados na rotina do SECAS / DIPPS. Estas amostras serdo analisadas em dois
testes de triagem e um teste confirmatério. As relacfes das metodologias e dos

fabricantes estao descritas na tabela 02.
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Reacbes

Sorolégicas para:

Metodologias / Fabricantes

HIV 1/2

EIE Vironostika HIV
Uniform Il Ag/Ab

Biomérieux

Imunoblot Rapido DPP
HIV 1/2

Bio-Manguinhos

IFI HIV-1

Bio-Manguinhos

Leptospirose

EIE IgM Leptospirose

Bio-Manguinhos

EIE IgM Leptospira

Panbio

Sifilis

VDRL Bras

Laborclin

EIE Trepanostika

Biomérieux

FTA-ABS

Wama

Leishmaniose

Humana

Teste Répido IT LEISH
DiaMed

IFI Leishmaniose
Humana

Bio-Manguinhos

Leishmaniose

Visceral Canina

EIE Leishmaniose
Visceral Canina

Bio-Manguinhos

Calazar Canino Elisa / S7

Biogene

IFI Leishmaniose
Visceral Canina

Bio-Manguinhos

Doenca de Chagas

EIE Chagas

Bio-Manguinhos

EIE Chagatest

Wener

IFI Imunocruzi

Biomérieux

Tabela 02: Kits comerciais utilizados para caracterizagao.

Apoés todo este processo, as amostras que obtiverem os mesmos resultados nas

diferentes analises serdo armazenadas na temperatura de -20°C e algumas aliquotas
empregadas na rotina e também encaminhadas para utilizacdo nos controles externos e
nos laboratorios da producéo dos Kits.

Com a definicdo das analises de caracterizacdo das amostras, torna-se necessario
a adequacdo da estrutura fisica do laboratério a fim de se atender as normas de
biosseguranca e as boas praticas de fabricacdo. O LACORE atualmente esta alocado em
uma éarea de 42 m? no Departamento da Qualidade / Complexo Tecnolégico de Vacinas —
CTV e conta com 15 técnicos. Para a realizacdo das analises de caracterizacdo das
amostras na metodologia de EIE seria necessaria a aquisicdo de uma lavadora e uma
leitora de microplacas, pois as que o laboratério possui sado utilizadas para a rotina do
controle dos kits e atendem a uma crescente demanda.
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Além destes equipamentos, também seria necessaria a aquisicdo de uma
centrifuga, um banho-maria, uma cabine de seguranca, um agitador de tubos e uma
estufa, para complementar os equipamentos que ja existem no laboratério e que néo
precisam ter sua utilizacdo dedicada as atividades de processamento das amostras.

As atividades de processamento das amostras para composicdo dos painéis
soroldgicos também podem ser realizadas em uma outra area, necessitando, de acordo
com as caracteristicas minimas para constru¢do de um laboratério para este fim, faz-se
necessario no minimo 18 m? para alocacéo dos equipamentos que serfo utilizados. Para
a implantacdo deste sistema em outra area também seria preciso o aumento do quadro
de funcionarios, pois os funcionarios alocados no laborat6rio atendem a demanda de toda
a rotina existente, sendo preciso a contratacdo de mais 02, para atendimento exclusivo
das analises de caracterizacdo, de acordo com as atividades que serdo realizadas.

Todo este levantamento das necessidades do laboratério foi definido pelo gerente

do mesmo, e a partir da identificagcdo e analise das causas foi possivel estabelecer um

plano de acdo para o alcance dos objetivos deste projeto.

N° Problema Acéo de Melhoria Recursos Necessarios Prazo
Aquisi¢éo de equipamentos como
Adequacé&o do laboratério lavadoras, leitoras, cabine de 01 ano
existente. seguranca, centrifuga, banho
LACORE sem estrutura gurang 9
maria, entre outros.
1 adequada para processamento p
Alocagéo do
das amostras . G .
processamento dos Disponibilizagdo de uma area 02 anos
painéis em outro fisica de 18 m2.
laboratério.
Parceria com instituicdes
- I Ublicas para - .
Dificuldade de aquisi¢édo das P S P Oficios gerados pelo préprio
2 fornecimento de bolsas de 03 meses
amostras LACORE.
sangue ou amostras
sorolégicas de rotina.
3 Auséncia de painéis comerciais | Elaboragéo de painéis Bolsas de sangue ou amostras 06 meses
para algumas patologias para estas patologias soroldgicas de rotina.
. . ~ Pessoal capacitado e treinado
Amostras recebidas com pouco | Pré-selecdo de amostras o . R
4 . para a atividade de recebimento 01 més
volume com volume suficiente.
das amostras.
Analises realizadas com L -
Atrasos na entrega dos P L Painéis soroldgicos
5 painéis sorolégicos . 06 meses
produtos . caracterizados.
caracterizados.
- Anélises realizadas com e -
Resultados das analises g . Painéis soroldgicos
6 . painéis soroldgicos ; 06 meses
discordantes . caracterizados.
caracterizados.
Anélises realizadas com e -
- P L Painéis soroldgicos
7 Reanalises dos produtos painéis sorolégicos ; 06 meses
. caracterizados.
caracterizados.
8 Amostras utilizadas no controle | Amostras analisadas em Kits comerciais para analise das 06 meses
analisadas em poucas diferentes metodologias amostras.




metodologias para elaboragéo
do painel

para elaboracéo do painel.

Utilizagao das amostras de
forma reduzida (apenas no
Produto Terminado e em alguns
produtos no controle de
processo)

Utilizagéo dos painéis na
etapa final do controle de
processo de todos os kits.

Painéis soroldgicos
caracterizados e em volume
suficiente para analise em todas
as etapas do controle.

06 meses

Tabela 03: Plano de agéo para alcance dos objetivos.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho tem o objetivo de propor a implantagdo de um sistema de captacéo e
processamento de amostras para elaboracdo de painéis sorolégicos para a utilizacdo na
rotina do LACORE. Através do levantamento das informacdes a cerca destes processos,
obtidas através de entrevistas abertas e andlise dos processos atuais foi possivel a
estruturacdo de uma visdo sistémica do funcionamento destes.

O trabalho cumpriu com seu objetivo que era fazer uma proposta de
implementacédo deste processo. Desta forma, conseguimos levantar os pontos criticos dos
processos atuais e analisa-los, a fim de trazer incrementos no nivel de eficiéncia dos
processos.

A implementacdo de um sistema de captacdo e processamento de painéis
sorologicos para utilizagdo nas metodologias de controle de qualidade dos kits
diagnoésticos produzidos em Bio-Manguinhos além de contribuir para a seguranca da
liberacdo desses produtos, reduziria as reanalises dos processos, pois seriam utilizadas
amostras conhecidamente caracterizadas e que nado gerariam duavidas quanto a sua
procedéncia e, também, valorizaria a imagem do LACORE em relagdo aos controles

externos de qualidade devido a confiabilidade das andlises realizadas.
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Os reativos para diagnéstico sdo insumos ou conjunto de insumos
usados na detecc¢do de antigenos ou anticorpos, visando obter um diagndstico laboratorial
para determinada doencga. O Laboratério de Controle de Reativos é responséavel pelas
analises de controle de qualidade de todos os reativos produzidos por Bio-Manguinhos.
Este necessita de painéis de amostras caracterizadas para desempenho de varias
atribuicdes, entre elas as analises dos kits para liberacédo. O sistema utilizado atualmente
é falho e apresenta sérios problemas, sendo modelados os processos existentes para
captacdo e processamento das amostras que compdem o0s painéis soroldgicos utilizados
na rotina do laboratério, identificando e analisando as principais falhas e os problemas
gerados com a utilizacdo deste sistema, propondo a implementacdo de um novo processo

para estas atividades.
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1 INTRODUCAO

1.1. KITS REATIVOS PARA DIAGNOSTICO

Os reativos para diagndstico sdo insumos ou conjunto de insumos usados na
deteccdo de antigenos ou anticorpos, visando obter um diagnostico laboratorial para
determinada doenca. (BIO-MANGUINHOS, acessado em 07/01/2011). Entre estes
produtos se incluem os reagentes, instrumentos e sistemas que, em conjunto com as
instrucbes para seu uso, contribuem para efetuar uma determinacdo qualitativa,
guantitativa ou semi-quantitativa em uma amostra biolégica e que ndo estejam destinados
a cumprir funcdo anatbmica, fisica ou terapéutica alguma, que ndo sejam ingeridos,
injetados ou inoculados em seres humanos e que séo utilizados exclusivamente para
prover informacdes sobre amostras coletadas do organismo humano.

A Portaria 686, de 27 de agosto de 1998, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), determina que todos os estabelecimentos que fabriquem produtos
para diagndstico de uso "in vitro", cumpram as diretrizes de Boas Préticas de Fabricacao
(BPF) e Controle estabelecidas nesse regulamento.

Bio-Manguinhos através da sua Divisdo de Producéo de Reativos para Diagnostico
(DIPRE) conta com uma linha diversificada de reativos para diagnéstico de doencgas
virais, bacterianas e causadas por protozoéarios e tem sua producdo dimensionada para
atender as demandas do Ministério da Salde, através de convénios que permitem a
distribuicdo de seus kits aos laboratérios publicos.

1.2. LABORATORIO DE CONTROLE DE REATIVOS

O laboratério de controle de qualidade foi criado em 1999 com a necessidade de se
controlar os kits de reativos produzidos por Bio-Manguinhos. As analises eram incipientes
e realizadas em uma pequena area da producdo, fato que nado condizia com as Boas
Praticas de Fabricacdo. No ano seguinte durante uma auditoria interna o laboratorio
recebeu uma nao-conformidade, pois o controle de qualidade dos produtos era realizado
no ambiente da producdo, pela prépria producdo, estando em desacordo com as

legislacdes vigentes, onde o laboratério produtor ndo pode ser responsavel pelas analises



de controle de qualidade dos produtos, havendo a necessidade de adequacéo, a fim de
garantir uma maior confiabilidade aos reativos produzidos por Bio-Manguinhos.

Apés a auditoria foi iniciada a implementacdo do Controle de Reativos para
Diagnostico (CORED) através de um projeto patrocinado pela Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ), sendo 0 marco inicial do controle de
qualidade de reativos. Apesar de todo esforco o espaco fisico e a aquisicdo de
equipamentos ainda era um problema. Neste mesmo ano o laboratério recebeu a ANVISA
para auditéria externa, onde esta ratificou a ndo-conformidade, sendo o laboratério
realocado em uma darea no quarto andar do prédio Rocha Lima, adequada para as
atividades realizadas. No ano de 2006 o laboratério foi alocado na area que ocupa até os
dias de hoje, no Centro Tecnoldgico Konosuke Fukai, Departamento da Qualidade
(DEQUA).

Anos depois, a fim de adequar este laboratério aos modelos organizacionais de Bio-
Manguinhos, este passou a se chamar Setor de Controle de Qualidade de Reativos
(SECQR), tendo a criacdo de um centro de custos para compra de equipamentos e
contratacdo de pessoal capacitado, visto que a demanda dos produtos estava em
constante crescimento. Ainda com o intuito de adequar cada vez mais, no ano de 2008
passou a se chamar Laboratério de Controle de Reativos (LACORE), se dividindo ainda
em duas subunidades organizacionais, de acordo com 0s processos realizados, sendo
estas as Sec¢bes de Controle de Produto Intermediario (SECPI) e de Controle de Produto

Final (SECPF), conforme apresentado na figura 01.
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Figura 01: Organograma da Vice Diretoria de Qualidade de Bio-Manguinhos



A SECPI tem como atribuicbes atender as demandas procedendo as analises dos
controles de matéria prima de microplacas, laminas e cassetes, controles em processo
dos kits (posto avancado da producdo) e controle de processo (andlises realizadas
durante a producdo de forma, se necessario, ajustar 0 processo para garantir que o
produto se mantenha conforme suas especificacdes), além de emitir laudos e protocolos
das andlises processadas, de realizar a padronizacédo e / ou otimizacdo de métodos sob
sua competéncia, entre outros. (BIO-MANGUINHOS / ASSPO, 2008) Esta secéo utiliza os
painéis sorolégicos nas etapas de analise dos cassetes, controle em processo dos testes
rapidos e controle de processo dos kits de IFI HIV-1, EIE Leishmaniose Visceral Canina,
EIE IgM Leptospirose e EIE Doenca de Chagas, a fim de avaliar o desempenho dos kits
em detectar a doenca em amostras sabidamente positivas e negativas. As analises com
0s painéis de amostras ndo sdo realizadas na SECPI em todos os kits devido a
qguantidade disponivel para utilizagdo ser reduzida. A partir dos resultados destas
amostras, pode-se calcular os indices de sensibilidade e especificidade.

Ja a SECPF é responsavel pelas andlises dos produtos finais, ou seja, produto que
tenha passado por todas as etapas de producao, incluindo rotulagem e embalagem final,
emitir os laudos e protocolos das analises processadas, executar os ensaios periédicos
de estudos de estabilidade e validagdo dos métodos, realizar a padronizacdo e / ou
otimizacdo de métodos sob sua competéncia, além de dar suporte ao Servico de
Atendimento ao Cliente, através de reandlises e contatos diretos com os clientes para
solucionar possiveis questfes técnicas e executar e supervisionar os treinamentos
ministrados para a rede de Laboratérios do Programa de Doencas Sexualmente
Transmissiveis — DST / AIDS do Ministério da Saude, com objetivo de preparar e
qualificar os profissionais na utilizacdo dos nossos produtos. (BIO-MANGUINHOS /
ASSPO, 2008) Esta secdo analisa toda a amostragem dos kits com painéis soroldgicos,
também com a finalidade de avaliar o desempenho dos kits em detectar a doenca em
amostras sabidamente positivas e negativas. A partir dos resultados destas amostras,
também calculam-se os indices de sensibilidade e especificidade. A figura 02 representa
as atividades de andlise desenvolvidas no LACORE.
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Os produtos produzidos séo distribuidos nacionalmente pelo Programa DST / AIDS
para os kits IFI HIV-1 e Testes Rapido HIV-1/2 e pela Coordenagdo Geral dos
Laboratérios — CGLAB para os demais kits. A distribuicdo é representada conforme figura
03 e 04.

Programa DST / AIDS
|

Teste R4pido TR DPP HIV-1/2 Imunoblot Répido

HIV-1/2 DPP HIV 1/2 IFIHIV-1

Figura 03: Kits distribuidos pelo Programa DST / AIDS do Ministério da Saude.

CGLAB
EIE Leishmaniose EIE IgM EIE Doencga de IFI Leishmaniose IFI Leishmaniose
Visceral Canina Leptospirose Chagas Visceral Canina Humana

Figura 04: Kits distribuidos pela Coordenacao Geral dos Laboratérios.

Esta Instituicdo, por sua vez exige para distribuicdo dos produtos que estes sejam
também testados por outros laboratdrios de referéncia, pertencentes ao Ministério da
Saude, tendo Bio-Manguinhos que estabelecer parcerias com outras instituicbes para
liberacdo dos produtos, as quais séo “nomeadas” controle externo dos kits, recebendo de
Bio-Manguinhos um quantitativo de todos os lotes de kits produzidos, baseados no plano
de amostragem utilizado pelo controle de qualidade interno, estando relacionado ao
numero de kits produzidos.

O controle externo deve proceder as analises conforme o controle de qualidade de
Bio-Manguinhos e a instrucdo de uso do kit de reativos e apés estas realizadas deve
encaminhar um laudo de liberacdo, dando ao lote um resultado de reprovado ou
aprovado. Os kits s6 sdo realmente encaminhados para os usuarios, se aprovados pelos
controles externo e interno.

Os kits de Elisa para diagnéstico da Leptospirose Humana tém como controles
externos o Laboratério Nacional de Referéncia para Leptospirose (LNRL), pertencente ao
Instituto Oswaldo Cruz (IOC) / Fiocruz e o Laboratério de Doencas Bacterianas e

Fungicas, pertencente a Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED).



J& os kits de EIE e IFI para Doenca de Chagas e Leishmaniose Visceral Canina e
IFI Leishmaniose Humana sdo controlados externamente pelo Laboratério de Doengas

Parasitarias, também pertencente a FUNED.

1.2.1.METODOLOGIAS EMPREGADAS

Sao empregadas trés metodologias de andlises: Ensaio Imunoenzimatico (EIE),
Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e Imunocromatografia de Fluxo. Ao todo Bio-
Manguinhos possui 13 kits de reativos em seu portifélio ja com os devidos registros junto
aos oOrgdos regulatérios competentes e almeja registro de mais 2 kits. Os kits sado

apresentados conforme Tabela 1:

Ensaio Imunoenzimatico

EIE Leishmaniose Visceral Canina
EIE IgM Leptospirose
EIE Doenca de Chagas

Imunofluorescéncia Indireta
IFI Chagas
IFI Leishmaniose Visceral Canina
IFI Leishmaniose Humana
IFI HIV-1

Imunocromatografia de Fluxo
Teste Rapido HIV-1/2
TR DPP HIV-1/2 FO
TR DPP HIV-1/2 SSP
Imunoblot Rapido DPP HIV-1/2
Imunoblot R4pido DPP HIV-1/2 LAC
TR DPP Leishmaniose Visceral Canina
TR DPP Leptospirose
TR DPP Sifilis

Tabela 01: Kits de Reativos produzidos por Bio-Manguinhos.

1.2.1.1. ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE)

Destinado ao diagnéstico de Leptospirose, Chagas e Leishmaniose Visceral Canina.
Com este ensaio realizamos a pesquisa de anticorpos especificos em soro ou plasma
reagindo soros com antigenos ou imunorreagentes previamente adsorvidos nas

cavidades das microplacas (fase sélida) previamente sensibilizadas. S&o adicionados nas



microplacas os controles do teste e as amostras a serem analisadas que, possuindo
anticorpos especificos, se fixam aos antigenos. Em seguida, é adicionada uma
antiimunoglobulina marcada com a enzima peroxidase, que se ligara aos anticorpos, caso
estejam presentes. A reacdo é evidenciada pela utilizacdo de substancias cromégenas
gue reagem com a enzima peroxidase, gerando coloracdo medida em aparelho de
absorbancia. (BIO-MANGUINHOS, 2008a; BIO-MANGUINHOS, 2008b; BIO-
MANGUINHOS, 2008c)

A sensibilizacdo da microplaca consiste em revestir a placa com o antigeno tratado
com solucao alcalina (pH superior a 8), deixando-o com carga negativa, para promover a
adsorcdo a placa passivamente por interacdo eletrostaticas, em virtude das cargas
positivas do poliestireno ou polivinil utilizado para condiciona-las. (AVILA, 2001)

A etapa de lavagem é realizada para retirar o excesso de imunorreagentes nao
ligados e ocorrem entre as demais etapas do método. Utilizamos em Bio-Manguinhos
lavadoras de placas automaticas, pois estas reduzem o tempo de realizacdo do teste e
proporcionam maior uniformidade ao processo.

A coloragdo do sistema é alterada quando adicionamos uma solucdo reveladora
composta de um substrato (H,O,) correspondente a enzima Peroxidase conjugada e um
cromdgeno, a tetrametilbenzidina (TMB). A quebra do substrato pela enzima conjugada e
seus produtos atuam no cromégeno que é um componente doador de elétrons. (AVILA,
2001)

O valor de corte (Cut-off) varia de acordo com o antigeno em analise, de maneira
que assegure as caracteristicas mais adequadas do ensaio para o correto diagnéstico
soroldgico. O titulo do Cut-off € determinado multiplicando a média dos soros negativos
pelo desvio padrdo do mesmo indicado na bula dos reativos. O titulo deve estar em uma
zona intermedidria entre os resultados reativos (positivos) e os nao reativos (negativos).
Pelo valor encontrado no titulo do Cut-off, estabelecemos a especificidade e sensibilidade
do reativo com um painel de soro de referéncia. (AVILA, 2001)

O método € altamente sensivel quando apresenta enzimas ativas, antigenos puros,
substratos de alta qualidade, anticorpo e conjugado em étimas condicdes. (AVILA, 2001)



1.2.1.2. IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IFI)

A imunofluorescéncia é o teste mais utilizado no diagnéstico laboratorial para a
pesquisa de anticorpos. (AVILA, 2001) Esta consiste na reacdo de anticorpos com
antigenos especificos para o teste fixados nas laminas de microscopia. A reacdo entre
antigeno fixado e o anticorpo presente na amostra é visualizada ap6s a adi¢do de anti-
imunoglobulina humana (lIg) conjugada com um fluorocromo. (BIO-MANGUINHOS, 2009a;
BIO-MANGUINHOS, 2009b; BIO-MANGUINHOS, 2009c)

Os fluorocromos geram um fendmeno denominado fluorescéncia, pois séo
substancias que absorvem luz de um comprimento de onda menor, e quando excitados
com a luz ultravioleta emitem luz de comprimento de onda maior. S8o0 muito sensiveis as
visualizacBes e diferem quanto ao espectro de excitacdo e emissdo.(AVILA, 2001) O
fluorocromo utilizado nos kits de Bio-Manguinhos é o Isotiocianato de Fluoresceina (FITC
— fluorescein isothiocyanate).

A grande vantagem do uso de marcadores é que mesmo concentracfes
extremamente baixas de fluorocromos, estes podem ser detectados através do
microscaépio de fluorescéncia. (AVILA, 2001)

As laminas antes de serem visualizadas no microscépio de imunofluorescéncia com
objetiva de aumento de 40X devem ser montadas em glicerina alcalina, porque a
intensidade de luz emitida pela fluoresceina depende do pH do meio, sendo maxima em
pH 8,5. (AVILA, 2001)

1.2.1.3. IMUNOCROMATOGRAFIA DE FLUXO

Os Testes Rapido sdo destinados para pesquisa de anticorpos especificos para
determinadas doencas em amostras de sangue total, soro ou plasma. (BIO-
MANGUINHOS, 2007; BIO-MANGUINHOS, 2010) Bio-Manguinhos produz estes testes
em duas plataformas, a convencional (fluxo lateral) e a de duplo percurso.

O teste é composto por uma membrana de nitrocelulose, contendo os elementos da
reacdo (anticorpos especificos e conjugados de proteinas A com ouro coloidal) ajustados
em um invélucro plastico apropriado. O principio de funcionamento baseia-se na reacao
especifica antigeno-anticorpo. Compde-se de uma fase soélida (membrana), na qual estéo

imobilizados elementos de captura (antigeno), e uma fase médvel, na qual estdo
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suspensos 0 conjugado de captura e a molécula-alvo que sdo os anticorpos. (BIO-
MANGUINHOS, 2007; BIO-MANGUINHOS, 2010)

Os anticorpos presentes (caso existam) se ligam as proteinas especificas
conjugadas ao ouro coloidal. Neste ensaio ocorre uma reacdo do tampéo de corrida com
0 soro, plasma ou sangue total utilizado para o teste. O tampéao de corrida propicia o fluxo
lateral dos componentes liberados, promovendo a ligacéo dos anticorpos aos antigenos.

No caso de uma amostra ser positiva, 0 complexo “imuno-conjugado” migra na
membrana de nitrocelulose, sendo capturado pelos antigenos fixados na area do teste (T)
e produzindo uma linha roxa/rosa (resultado reagente). Na auséncia de anticorpos, a linha
roxa/rosa ndo aparece na area do teste (resultado ndo reagente).

Em todos os casos, a amostra continua a migrar na membrana produzindo uma
linha roxa/rosa na area de controle (C), o que demonstra o funcionamento adequado dos
reagentes. (BIO-MANGUINHOS, 2007; BIO-MANGUINHOS, 2010)

1.3. PAINEIS SOROLOGICOS

S&o amostras de soros produzidas a partir de plasma processado e se destinam a
programas de controle de qualidade de produtos, de sorologia de laboratérios e
hemocentros e séo utilizados para controle interno. (BIO-MANGUINHOS, acessado em
10/01/2011)

As amostras de soro recebidas para a montagem dos painéis soroldgicos séo
provenientes de Instituicbes Nacionais e da Secdo de Processamento de Plasma
(SEPLA), pertencente ao Departamento de Reativos para Diagnéstico (DERED). Estas
amostras sdo processadas, caracterizadas sorologicamente e envasadas, sendo, em
seguida, enviadas ao Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saulde (INCQS)
para analise e validacdo para serem utilizadas como controle interno para suas
respectivas doencas.

Nas andlises de todas as metodologias empregadas no controle de qualidade dos
kits diagnésticos (Ensaio  Imunoenzimético, Imunofluorescéncia Indireta e
Imunocromatografia de Fluxo) é necessaria a utilizacdo de painéis soroldgicos. No
LACORE esses insumos sao utilizados em etapas do controle em processo, controle de
processo e produto final dos testes rapidos, controle de processo e produto final dos EIE e

IFI HIV-1, controle de produto final dos demais kits, além da utilizacdo nos estudos de
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estabilidade, validacéo dos métodos e atendimento ao SAC. Durante os testes de controle
de qualidade, seja pelo controle interno ou externo, deve-se realizar uma etapa onde o kit
€ exposto a amostras caracterizadas para a doenca a qual se deseja diagnosticar tendo
como objetivo avaliar os indices de sensibilidade e especificidade do produto em detectar
a doenca. Estes indices sdo calculados e precisam estar de acordo com os valores de
referéncia definidos em conjunto entre desenvolvimento, producédo e qualidade do kit.

Determina-se, dessa forma, a sensibilidade do teste a fim de demonstrar o quanto o
teste é sensivel para encontrar a porcentagem de pacientes doentes com teste positivo
em uma populacdo sabidamente infectada. Para determinar a especificidade do teste é
definida a porcentagem de individuos “normais” com teste negativo em populacdo
sabidamente identificada. Entende-se por individuo normal aquele que nao é portador da
doenca para a qual o diagnostico do teste é destinado. A especificidade pode ser
influenciada por inUmeros fatores que levam a falsos resultados positivos, como por
exemplo, individuos polinfectados por parasitas intestinais apresentam um somatério de
componentes antigénicos que reagem cruzadamente com inimeros antigenos - alvo dos
testes soroldgicos. (AVILA, 2001)

No entanto, a aquisicdo e o0 processamento de amostras para composicdo dos
painéis soroldgicos vém sendo um grande percal¢o, estas amostras sdo imprescindiveis
para a liberacdo de todos os kits, porém algumas ndo sdo encontradas para
comercializac@o e outras séo recebidas através de doac¢des. Além disso, as amostras de
soro precisam ser caracterizadas e de origem confiavel, tendo o LACORE a

responsabilidade de captacdo e processamento destas amostras.

1.4. OBJETIVOS

1.4.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma proposta de implementacdo de um sistema para captacdo e

processamento de painéis sorologicos que serdo utilizados na rotina do Laboratério de
Controle de Reativos de Bio-Manguinhos / FIOCRUZ.
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1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este trabalho visa modelar os processos existentes para captacdo e processamento
das amostras que compdem 0s painéis sorolégicos além de identificar e analisar as
principais falhas e problemas gerados com a utilizacdo deste sistema, propondo a
implementacéo de um novo processo para estas atividades.

1.5. DELIMITACAO DO ESTUDO

Serd abordada a situacdo atual do laboratério no que tange os processos de
recebimento e processamento das amostras de soro para producao dos painéis internos.
Os problemas encontrados durante todo o processo e sugestdes de melhorias com a
implementagdo de um novo sistema para tal, seguindo as Boas Praticas de Fabricacao
(BPF), conferindo uma maior confiabilidade nos resultados gerados por este laboratério.

A implantacdo deste sistema ndo sera descrita neste trabalho, pois o laboratério
precisaria de uma ampliacdo de sua estrutura fisica para comportar os equipamentos
utilizados para atendimento da demanda atual e 0s novos equipamentos que seriam
adquiridos para realizacédo desta atividade.

O termo sistema utilizado neste trabalho refere-se um conjunto de elementos

interconectados, de modo a formar um todo organizado, significando "combinar”, "ajustar",

"formar um conjunto”.

1.6. JUSTIFICATIVA

A implementacdo deste sistema possibilitara a melhoria dos processos, a fim de
garantir que as analises para liberacdo dos kits produzidos por Bio-Manguinhos sejam
realizadas com amostras caracterizadas, ou seja, amostras que tenham passado por
analises em diferentes metodologias tendo seu resultado identificado em relacdo a
doenca em questdo, aumentado a confianca aos resultados encontrados, a eficiéncia dos
processos e conseguientemente a diminuicdo das reanalises dos lotes, das reprovacdes e

das reclamacgdes ao SAC.



13

1.7. METODOLOGIA

O trabalho consiste em um estudo de caso para a implementag¢édo de um sistema de
captacado e processamento das amostras de soro para elaboracdo dos painéis sorolégicos
que serdo utilizados na rotina do Laboratério de Controle de Reativos de Bio-Manguinhos
/ FIOCRUZ.

Para realizacao deste trabalho foram levantados os dados do laboratério referente a
este processo, como 0s procedimentos operacionais padrdes das atividades e as
instrucdes de trabalho, sendo realizada uma analise e modelagem dos processos atuais.
Além de entrevistas abertas com o gerente do LACORE, Luiz Alberto Pereira, para melhor
contextualizar as atividades desenvolvidas por este laboratério e com a gerente da
Divisdo de Producdo de Painéis Sorolégicos (DIPPS), Angélica Santos Lameiras
responsavel pela producgdo dos painéis sorolégicos para o INCQS, onde pode-se obter um
maior conhecimento sobre esta atividade e como este processo poderia ser implementado
no LACORE.

Um extensivo levantamento bibliografico foi feito em bases de dados textuais e
referenciais disponiveis na Internet, no entanto, poucos apresentaram relevancia em

relacéo ao tema do trabalho proposto.

1.8. ESTRUTURA DO TRABALHO

O capitulo | traz as definicbes do que sdo os produtos diagnosticos e a forma de
como esses sdo controlados em Bio-Manguinhos, sendo que para essa liberacdo seja
realizada de uma forma confiavel é indispensavel a utilizacdo dos painéis sorolégicos
caracterizados, além dos objetivos, delimitacdo do estudo, justificativa, metodologia e
estrutura do trabalho.

O segundo capitulo traz a situacdo atual do laboratério, os problemas encontrados
durante todo o processo e sugestdes de melhorias com a implementacdo de um novo
sistema para esta atividade.

O ultimo capitulo traz as consideracdes finais deste trabalho.
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1.9. CONCEITOS ESSENCIAIS DE MODELAGENS DOS PROCESS OS

A gestédo de processos de negécio € um conjunto de métodos e técnicas que
auxiliam a organizacdo na gestdo de seu negoécio através do conhecimento e
entendimento de seus processos. Como primeiro passo para tal gestdo, as organizacdes
se véem em face a formalizar seus processos, representando-os através de uma
linguagem comum e de entendimento uniforme. A modelagem de processos de negécio
auxilia nesta formalizacdo, pois ajuda a organizacdo a responder as questdes criticas
sobre 0 seu neg6cio, como: o0 que esta sendo feito, por que esta sendo feito, onde, por
quem, quando e de que forma é feito. (ARAUJO, 2004)

A tarefa de modelagem de processos envolve o levantamento e representacao de
uma grande quantidade de informacdes. Para tanto, € interessante utilizar ferramentas
computacionais que auxiliem na construcdo, consulta e manutenc¢éo destas informacdes.
Atualmente, existem ferramentas que sdo projetadas para este fim, se propondo a apoiar
a modelagem de processos de negdcio, como: ARIS (IDS Scheer), ProVision (Proforma),
entre outras. (ARAUJO, 2004)

Tais ferramentas disponibilizam, para o usuario, funcionalidades diferentes para
manipulacdo dos modelos construidos. Além de representar graficamente o modelo de
negocio, também disponibilizam funcionalidades para validar a consisténcia estrutural dos
diagramas construidos. Outra caracteristica importante presente em varias ferramentas é
a simulacéo da execuc¢do dos processos. Através da simulacdo, a organizacao pode fazer
alteracbes em seus processos avaliando o impacto ocasionado por elas, antes de
executa-las realmente. Além de auxiliar na estimativa dos custos, do tempo e dos
recursos gastos durante a execucdo dos processos. (ARAUJO, 2004)

Este trabalho se concentrara na metodologia ARIS, da ID Sheer, devido a
facilidade de utilizac@o e personalizacédo, além desta ja ser utilizada em casos de Bio-
Manguinhos.

A plataforma ARIS foi criada por Scheer e considera que o modelo de negécio seja
constituido de modelos e descricdes sobre o negécio. Como principal vantagem, destaca
se a variedade de modelos, separando a informacédo e permitindo sua melhor visualizacao
e entendimento. Além dessa, a possibilidade da customizacdo da ferramenta, visando
adaptar-se a realidade de cada organizacdo. (CHAVES, 2008)
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1. PROCEDIMENTO ATUAL PARA RECEBIMENTO E PROCESSA MENTO DE
AMOSTRAS

Atualmente existe um procedimento utilizado pelo LACORE para recebimento e
processamento das amostras de sangue ou soro para a producdo dos painéis sorolégicos
utilizados na rotina. Este procedimento foi elaborado no ano de 2009, com o objetivo de
ter painéis caracterizados para a liberacao dos produtos, para a utilizacdo nos estudos de
estabilidade e validacdo dos métodos.

=

ReceDi . Liberagdo dos Kits
processamento > amostras nas pelo Controle de
das amostras analises Qualidade

Solicitacdo de

amostras

Figura 05: Macroprocesso das atividades inerentes as amostras.

Para o kit de Leptospirose foi realizada uma parceria entre Bio-Manguinhos e 0s
controles externos do kit, apés uma reunido entre o LACORE e a CGLAB, a fim de utilizar
0 mesmo painel para os trés controles. A FUNED seleciona as amostras, que séo
provenientes da sua rotina, testa em dois métodos, imunoenzimatico e microaglutinacao.
No método imunoenzimatico € testado com dois fabricantes diferentes, sendo um deles o
produzido por Bio-Manguinhos. Apds a montagem do painel por parte da FUNED, este é
enviado para o LNRL que desempenha o papel de confirmar os resultados encontrados
pela FUNED, antes das amostras serem utilizadas no controle dos kits.

No ato do recebimento dos soros que sdo provenientes destes laboratdrios, os
técnicos do LACORE conferem o volume, a quantidade de amostras e a humeracéo de
origem dos frascos com os dados contidos no protocolo de caracterizacdo enviado e
antes da utilizacdo, este é analisado com os kits de Bio-Manguinhos aprovados e os
resultados séo comparados aos enviados pelos dois laboratérios e arquivados em pastas
juntamente com a documentacao recebida, gerando os protocolos de processamento das

amostras. As amostras as quais obtiveram os mesmos resultados de ambos os
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laboratérios sdo armazenadas em camara fria a temperatura de -20°C, ficando disponiveis
para utilizacdo na rotina do LACORE. (BIO-MANGUINHOS / LACORE, 2009)

Este procedimento é realizado sempre que verificado o término das amostras, tendo
0 LACORE que solicitar por e-mail para a FUNED a elaboracdo de um novo painel.

/ SELECAG DE
'\ AMOSTRAS

ANALISARE
PROCESSAR AS FUNED
AMOSTRAS

+

I

/

{
{ ANALISEND METODD { awiusenoweraon
| o | | S

% % 4
ELABORAR PAINEL “—1
DE AMOSTRAS ‘ FUNED

/" Ewviopo
\ PAINEL PARA O
LNRL

ANALISAR PAINEL P ARA [
CONFIRMACAD DOS
RESULTADOS DAS RL
AMOSTRAS ||

y

ol

ENVIODO
PAINELPARA O
LACORE

CONFERIR O PAINEL |
COM O FROTOCOLO | LACORE
ENVIADO

/ ANALISE COM
KIT DE BIO-
MANGUINHOS

COMPARAROS

DOS —
ENCONTRADOS COM 08
ENVIADOS

1

ELABORAR A |
DOCUMENTAGAO LACORE

DO PAINEL

LACORE

ARMAZENAR OS

PAINEIS NA CAMARA LACORE
FRIA20°C |

PAINEIS
DISPONIVEIS PARA
UTILZAGAO

ANALISE DOS KITS
PRODUZIDOS POR BIO-
MANGUINHOS COM 05
PAINEIS SOROLOGICOS

Figura 06: Processo de elaboragdo dos painéis para Leptospirose.
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Algumas amostras utilizadas na montagem dos painéis para utilizacdo nos kits para
diagnéstico do virus HIV sao fornecidos pelo SEPLA e outras adquiridas através de
importacdo. A solicitacdo realizada para o SEPLA ocorre através de um protocolo de
solicitagdo de soros interno, onde descrevemos a quantidade de soro a ser enviada e o
tipo de amostra, sendo positiva ou negativa para a doenca. O fornecimento do soro leva

em média 48 horas (teis.

/4 SOLATAGAO DE
X

AMOSTRAAQ
SEPLA

ENVIAR O PROTOCOLO

COM A5 INFORMACOES

DASAMOSTRAS
SOLICITADAS

/
RECEBIMENTO
| DAS AMOSTRAS

LACORE

CONFERIR AS
AMOSTRAS COM O LACORE
PROTOCOLO RECERIDO|

L

ANALISAR COM O
KIT DE EIO- LACORE
MANGUINHOS

L

LOMPARAR DS

RESULTADOS f c
ENCONTRADOSCOM D05 | i
EMVIADDS

L

ELABORAR A i
DOCUMENTACAD DAS

AMDSTRAS OUE LOCRRE

COMPORAD O PAINEL |

L

ARMAZENAR 05 |
PAINEIS NA CAMARA LACORE
FRIA -20°C |

/o pamgls
DISPONIVEIS PARA
uTiLZAGRD

ANALISE DOS KITS

PRODUZIDOS POR BIO-

MANGUINHOS COM 05
PAINEIS SOROLOGICOS ||

Figura 07: Processo de solicitagdo de amostras para HIV a SEPLA.
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J& a aquisicdo dos painéis de origem comercial envolve muitos processos, pois
antes da solicitagcdo da compra precisa-se cadastrar em um sistema operacional de Bio-
Manguinhos denominado “ECM” as especificagbes como a quantidade de amostras que
compbem o painel, a caracterizacdo, a referéncia comercial, a temperatura de
armazenagem, a marca, entre outros. Apés o cadastro do painel, este podera ser
comprado sempre que houver demanda por parte do laboratério responsavel pelo
cadastro ou qualquer outro que precise utilizar este mesmo produto.

A solicitagdo de compra é realizada no sistema “ERP”, onde solicitamos através do
namero de registro do cadastro a quantidade que devera ser adquirida e o local onde o
mesmo sera entregue. Esta solicitacdo € visualizada pelo Setor de Compras por
Importacdo (SEIMP), que a partir dai tera toda a responsabilidade pela aquisicdo e
importacdo do mesmo. O tempo de recebimento dos painéis é relativo, pois depende de

muitos fatores que extrapolam as atribui¢cdes de Bio-Manguinhos.



Figura 08: Processo de cadastro e aquisicdo de painéis de amostras para HIV.
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Devido & doenca de chagas ser um problema epidemiolégico apenas dos paises da
Ameérica Latina, ndo existem painéis com as caracteristicas necessarias para a utilizacéo
no controle de reativos disponiveis para comercializagdo. As amostras utilizadas para
composicdo do painel para o diagnéstico desta doenca sdo fornecidas apenas pelo
SEPLA, com o0 mesmo procedimento para solicitagdo realizado para o HIV. Os controles

interno e externo dos kits para esta patologia ndo utilizam os mesmos painéis.

e

,/ SOLIATACAO DE
5 AMOSTRA AO
SEPLA.

ENVIAR O PROTOCOLO ‘
COM A5 INFORMAGHES
DAS AMOSTRAS
SOLICITADAS

{  RECEBIMENTO
| DAS AMOSTRAS

LACORE

CONFERIR AS
AMOSTRAS COM O LACORE
PROTOCOLO RECEBIDO

L

ANALISAR COM O |
KIT DE BIO- LACORE
MANGUINHOS

L

COMPARAR DS
RESULTADOS
ENCONTRADOS COM DS
ENVIADOS

L

ELABORAR &

DOCUMENTACAD DAS |
AMDSTRAS DUE

COMPORAD O PAINEL |

L

LACORE

LACORE

ARMAZENAR 05 |
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FRIA -20°C

r PAINEIS
DISPONIVEIS PARA
UTILZAGAD

ANALISE DOS KITS
PRODLIZIDOS POR BIO-
MANGUINHOS COM 0S
PAINEIS SOROLOGICOS

Figura 09: Processo de solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral Canina e
Leishmaniose Humana a SEPLA.
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Através da estreita relacdo do LACORE com a FUNED algumas amostras para

composi¢cado dos painéis de Leishmaniose Visceral Canina e Leishmaniose Humana sao

doadas por esta institui¢do. A solicitacdo é feita informalmente através de e-mails.

£
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AMOSTRAS COM O
PROTOCOLO RECEBIDO

LACORE

1

ANALISAR COM O
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MANGUINHOS

LACORE

L

COMPARAROS

RESULTADOS
ENCONTRADOS COM OS5
EHVIADOS

LACORE

4

ELABORAR A
DOCUMENTACAD DAS
AMOSTRAS OUE
COMPORAD D PAINEL

LACORE

L

ARMAZENAR 0S5
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PAINEIS
DISPOMMEIS PARA
UTILZAGAD

ANALISE DOS KITS
PRODUZIDOS POR BIO-
MANGUINHOS COM 08
PAINEIS SOROLOGICOS

Figura 10: Processo de Solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral Canina e

Leishmaniose Humana a FUNED.
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Estes painéis também sdo compostos por algumas amostras fornecidas pelo
SEPLA, também seguindo o mesmo procedimento para solicitacdo realizado para o virus
HIV e a doencga de chagas. Os controles interno e externo dos kits para esta patologia ndo

utilizam os mesmos painéis.
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AMOSTRA AQ
SEPLA.

E!VVIAR o P_RDTD[IDLEI i
COM A5 INFORMAGEES | —— LAC
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| DAS AMOSTRAS

CONFERIR AS
AMOSTRAS COM O LACORE
PROTOCOLO RECEBIDO!

L

ANALISAR COM O
KIT DE BIO- LACORE
MANGUINHOS

LOMPARAR D5
RESULTADOS

ENCONTRADOS COM DS
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L
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COMPORAD O PAIMEL

L

ARMAZENAR OS5 |
PAINEIS NA CAMARA LACORE
FRIA -20°C

LACORE

LACORE

/ PAINEIS 1
DISPONIVEIS PARA
LTILIZAGAC

ANALISE DOS KITS
PRODUZIDOS POR BIO-
MANGUINHOS COM 05
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Figura 11: Processo de Solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral Canina e

Leishmaniose Humana a SEPLA.
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2.2.  PROBLEMATICA DO SISTEMA ATUAL

No sistema utilizado para captagdo e processamento das amostras de soros
empregadas para liberacdo dos kits produzidos por Bio-Manguinhos pode-se identificar
algumas causas que dificultam a realizac&o destes processos.

A primeira delas encontra-se na dificuldade de aquisicdo destes painéis, pois
alguns deles ndo sédo encontrados facilmente para comercializagdo e quando
encontrados, apresentam alto custo e um volume reduzido, 0 que gera uma grande
despesa para Bio-Manguinhos, pois com a crescente demanda faz-se necessario um
maior volume para utilizacdo nas analises de liberacdo dos lotes de kits produzidos.

Outra dificuldade é que algumas das amostras recebidas sdo provenientes de
doacdes da rotina de laboratérios publicos, ndo tendo as vezes um histérico clinico
disponivel e nem resultados em diferentes metodologias de analise, a fim de confirmar a
caracterizacdo desta amostra. O LACORE por sua vez, quando recebe estas amostras
também ndo dispde de recursos fisicos para uma correta confirmacado da caracterizagdo
destas amostras, apenas testando-as em lotes aprovados dos kits de Bio-Manguinhos. A
utilizacdo das referidas amostras na rotina do laboratério causa muitos problemas, pois
em determinados lotes algumas amostras apresentam-se com resultados discordantes,
nao havendo como distinguir se o lote esta realmente com problemas ou se as amostras €
gue nao estdo caracterizadas de forma correta e ndo expressam confiabilidade e as vezes
ndo h& outras disponiveis para substituicdo. Estes resultados discordantes causam
davidas em relacdo as analises, precisando que sejam realizadas retestes destes
produtos, ocasionando atrasos na liberagdo e entregas destes Kkits, ficando a rede publica
desabastecida.

Além do laboratério ndo possuir outros kits comerciais para confirmacdo dos
resultados das amostras enviadas, este também ndo possui uma estrutura fisica
adequada, devido a falta de equipamentos para 0 processamento destas amostras, pois
toda a manipulacdo destas é realizada fora de uma cabine de seguranca bioldgica,
ficando expostos os técnicos que realizam este procedimento, a falta de equipamentos de
andlise automatizados, falta de outros kits comerciais e de uma maior area fisica que
comporte as andlises de rotina para liberacao dos kits e o processamento das amostras.

Para auxiliar a fase de andlise e diagnéstico sera utilizado o Diagrama de Causa e
Efeito. Este, também é conhecido como Diagrama de Ishikawa ou de Espinha de Peixe,

7

foi criado por Kaoru Ishikawa e € uma ferramenta amplamente utilizada pelas mais
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diversas organizacdes. O propésito principal de um diagrama de causa e efeito é fornecer
uma maneira de avaliar de forma sistematica todos os fatores que podem afetar
determinada situacdo, conforme figura 09. (O Gerente, acessado em 01/03/2011)

O diagrama apresentado abaixo ndo segue a classificacdo dos problemas na
forma estrutural dos 6M (Método, Matéria-prima, Mao-de-obra, Maquinas, Medicao, Meio

ambiente), sendo apenas utilizado para ilustrar os problemas encontados.

LACORE sem estrutura Atrasos na entrega dos produtos
adequada para processamento
das amostras existentes
Resultados das andlises discordantes

Dificuldade de aquisi¢éo Reandlises dos produtos
das amostras

Dificuldade na liberagéo
dos kits pelo LACORE

Amostras utilizadas no
controle analisadas em
poucas metodologias para
elaboracéo do painel

Auséncia de painéis
comerciais para
algumas patologias

Amostras recebidas
com pouco volume

Utilizagdo das amostras de forma
reduzida (apenas no Produto

Terminado e em algumas etapas do

controle de processo)

Figura 12: Diagrama de Causa e Efeito.

2.3. PROPOSICAO DE MELHORIAS E REDESENHO DO PROCESS O

A proposta de melhoria sera dividida em duas partes, melhoria dos processos de
captacdo e processamento das amostras para composi¢cdo dos painéis soroldgicos e
melhoria da estrutura fisica do laboratério para analise destas amostras.

Para melhoria dos processos de captacdo seriam realizadas parcerias com
instituicdes publicas com a finalidade de fornecimento de bolsas de sangue ou amostras

soroldgicas de rotina, que servirdo como matéria prima para a producdo dos painéis
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sorolégicos, de forma que o LACORE captasse todas estas amostras e realizasse as
andlises para caracterizacao em seu laborat6rio.

Primeiramente, o LACORE firmaria parcerias com os laboratérios que ja fazem o
uso dos kits em sua rotina, solicitando ao SAC a relacdo de todos os clientes da rede
publica. O primeiro contato seria realizado por telefone informalmente, onde o gerente do
LACORE explicaria a utilizagdo e a necessidade das amostras para o laborat6rio,
avaliando a viabilidade do fornecimento juntamente com o responsavel pela area
contatada. Se o fornecimento for viavel e aceito, este processo seria entdo formalizado
através de um oficio enviado por Bio-Manguinhos a instituicdo cedente. Neste oficio sera
descrito para qual finalidade estas amostras serdo empregadas e a responsabilidade do
LACORE com estas, conforme acordado por telefone.

As amostras recebidas serdo cadastradas com a humeracgao original e registradas
com um numero de controle interno do LACORE, garantindo-se assim a rastreabilidade
de qualquer bolsa ou amostra, caso haja necessidade. Logo apés o registro, estas serao
armazenadas e liberadas para os processos de recalcificacdo, clarificac@o e aliquotadas
em menores volumes para evitar possiveis contaminacdes e se ter reposicdes, visto que
as mesmas precisam ficar armazenadas em temperatura inferior a -20°C, e o constante
descongelamento das mesmas afeta as caracteristicas, pois sdo amostras de origem
biol6gica. A caracterizac@o das amostras deve ser realizada com uma aliquota deste soro.

O processo de recalcificacdo do plasma consiste na reposi¢éo do calcio perdido, por
meio da adi¢&o de cloreto de calcio e &cido aminocaprdico. Ja o processo de clarificacao
consiste na adicéo de caolin (silicato de aluminio) para tornar o soro limpido.

O processo de caracterizacdo das amostras serd realizado seguindo os algoritmos
para testagem da Portaria 153 de 14 de junho de 2004 para Sifilis, HIV e Doenca de
Chagas e para as demais patologias, devido a falta de uma normativa especifica serédo
utilizados os mesmos critérios.

Para realizacao das analises serao utilizados os kits produzidos por Bio-Manguinhos
e kits comerciais adquiridos através de solicitacdbes de compra. Os kits comerciais
utilizados para caracterizacdo das amostras foram selecionados de acordo com os ja
empregados na rotina do SECAS / DIPPS. Estas amostras serdo analisadas em dois
testes de triagem e um teste confirmatério. As relacfes das metodologias e dos

fabricantes estao descritas na tabela 02.
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Reacbes

Sorolégicas para:

Metodologias / Fabricantes

HIV 1/2

EIE Vironostika HIV
Uniform Il Ag/Ab

Biomérieux

Imunoblot Rapido DPP
HIV 1/2

Bio-Manguinhos

IFI HIV-1

Bio-Manguinhos

Leptospirose

EIE IgM Leptospirose

Bio-Manguinhos

EIE IgM Leptospira

Panbio

Sifilis

VDRL Bras

Laborclin

EIE Trepanostika

Biomérieux

FTA-ABS

Wama

Leishmaniose

Humana

Teste Répido IT LEISH
DiaMed

IFI Leishmaniose
Humana

Bio-Manguinhos

Leishmaniose

Visceral Canina

EIE Leishmaniose
Visceral Canina

Bio-Manguinhos

Calazar Canino Elisa / S7

Biogene

IFI Leishmaniose
Visceral Canina

Bio-Manguinhos

Doenca de Chagas

EIE Chagas

Bio-Manguinhos

EIE Chagatest

Wener

IFI Imunocruzi

Biomérieux

Tabela 02: Kits comerciais utilizados para caracterizagao.

Apoés todo este processo, as amostras que obtiverem os mesmos resultados nas

diferentes analises serdo armazenadas na temperatura de -20°C e algumas aliquotas
empregadas na rotina e também encaminhadas para utilizacdo nos controles externos e
nos laboratorios da producéo dos Kits.

Com a definicdo das analises de caracterizacdo das amostras, torna-se necessario
a adequacdo da estrutura fisica do laboratério a fim de se atender as normas de
biosseguranca e as boas praticas de fabricacdo. O LACORE atualmente esta alocado em
uma éarea de 42 m? no Departamento da Qualidade / Complexo Tecnolégico de Vacinas —
CTV e conta com 15 técnicos. Para a realizacdo das analises de caracterizacdo das
amostras na metodologia de EIE seria necessaria a aquisicdo de uma lavadora e uma
leitora de microplacas, pois as que o laboratério possui sado utilizadas para a rotina do
controle dos kits e atendem a uma crescente demanda.
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Além destes equipamentos, também seria necessaria a aquisicdo de uma
centrifuga, um banho-maria, uma cabine de seguranca, um agitador de tubos e uma
estufa, para complementar os equipamentos que ja existem no laboratério e que néo
precisam ter sua utilizacdo dedicada as atividades de processamento das amostras.

As atividades de processamento das amostras para composicdo dos painéis
soroldgicos também podem ser realizadas em uma outra area, necessitando, de acordo
com as caracteristicas minimas para constru¢do de um laboratério para este fim, faz-se
necessario no minimo 18 m? para alocacéo dos equipamentos que serfo utilizados. Para
a implantacdo deste sistema em outra area também seria preciso o aumento do quadro
de funcionarios, pois os funcionarios alocados no laborat6rio atendem a demanda de toda
a rotina existente, sendo preciso a contratacdo de mais 02, para atendimento exclusivo
das analises de caracterizacdo, de acordo com as atividades que serdo realizadas.

Todo este levantamento das necessidades do laboratério foi definido pelo gerente

do mesmo, e a partir da identificagcdo e analise das causas foi possivel estabelecer um

plano de acdo para o alcance dos objetivos deste projeto.

N° Problema Acéo de Melhoria Recursos Necessarios Prazo
Aquisi¢éo de equipamentos como
Adequacé&o do laboratério lavadoras, leitoras, cabine de 01 ano
existente. seguranca, centrifuga, banho
LACORE sem estrutura gurang 9
maria, entre outros.
1 adequada para processamento p
Alocagéo do
das amostras . G .
processamento dos Disponibilizagdo de uma area 02 anos
painéis em outro fisica de 18 m2.
laboratério.
Parceria com instituicdes
- I Ublicas para - .
Dificuldade de aquisi¢édo das P S P Oficios gerados pelo préprio
2 fornecimento de bolsas de 03 meses
amostras LACORE.
sangue ou amostras
sorolégicas de rotina.
3 Auséncia de painéis comerciais | Elaboragéo de painéis Bolsas de sangue ou amostras 06 meses
para algumas patologias para estas patologias soroldgicas de rotina.
. . ~ Pessoal capacitado e treinado
Amostras recebidas com pouco | Pré-selecdo de amostras o . R
4 . para a atividade de recebimento 01 més
volume com volume suficiente.
das amostras.
Analises realizadas com L -
Atrasos na entrega dos P L Painéis soroldgicos
5 painéis sorolégicos . 06 meses
produtos . caracterizados.
caracterizados.
- Anélises realizadas com e -
Resultados das analises g . Painéis soroldgicos
6 . painéis soroldgicos ; 06 meses
discordantes . caracterizados.
caracterizados.
Anélises realizadas com e -
- P L Painéis soroldgicos
7 Reanalises dos produtos painéis sorolégicos ; 06 meses
. caracterizados.
caracterizados.
8 Amostras utilizadas no controle | Amostras analisadas em Kits comerciais para analise das 06 meses
analisadas em poucas diferentes metodologias amostras.




metodologias para elaboragéo
do painel

para elaboracéo do painel.

Utilizagao das amostras de
forma reduzida (apenas no
Produto Terminado e em alguns
produtos no controle de
processo)

Utilizagéo dos painéis na
etapa final do controle de
processo de todos os kits.

Painéis soroldgicos
caracterizados e em volume
suficiente para analise em todas
as etapas do controle.

06 meses

Tabela 03: Plano de agéo para alcance dos objetivos.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho tem o objetivo de propor a implantagdo de um sistema de captacéo e
processamento de amostras para elaboracdo de painéis sorolégicos para a utilizacdo na
rotina do LACORE. Através do levantamento das informacdes a cerca destes processos,
obtidas através de entrevistas abertas e andlise dos processos atuais foi possivel a
estruturacdo de uma visdo sistémica do funcionamento destes.

O trabalho cumpriu com seu objetivo que era fazer uma proposta de
implementacédo deste processo. Desta forma, conseguimos levantar os pontos criticos dos
processos atuais e analisa-los, a fim de trazer incrementos no nivel de eficiéncia dos
processos.

A implementacdo de um sistema de captacdo e processamento de painéis
sorologicos para utilizagdo nas metodologias de controle de qualidade dos kits
diagnoésticos produzidos em Bio-Manguinhos além de contribuir para a seguranca da
liberacdo desses produtos, reduziria as reanalises dos processos, pois seriam utilizadas
amostras conhecidamente caracterizadas e que nado gerariam duavidas quanto a sua
procedéncia e, também, valorizaria a imagem do LACORE em relagdo aos controles

externos de qualidade devido a confiabilidade das andlises realizadas.
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Os reativos para diagnéstico sdo insumos ou conjunto de insumos
usados na detecc¢do de antigenos ou anticorpos, visando obter um diagndstico laboratorial
para determinada doencga. O Laboratério de Controle de Reativos é responséavel pelas
analises de controle de qualidade de todos os reativos produzidos por Bio-Manguinhos.
Este necessita de painéis de amostras caracterizadas para desempenho de varias
atribuicdes, entre elas as analises dos kits para liberacédo. O sistema utilizado atualmente
é falho e apresenta sérios problemas, sendo modelados os processos existentes para
captacdo e processamento das amostras que compdem o0s painéis soroldgicos utilizados
na rotina do laboratério, identificando e analisando as principais falhas e os problemas
gerados com a utilizacdo deste sistema, propondo a implementacdo de um novo processo

para estas atividades.



INDICE DE FIGURAS

Figura 01: Organograma da Vice Diretoria de Qualidade de Bio-Manguinhos.......... 3
Figura 02: Fluxograma das atividades do LACORE ..........ccociiiiininnn e 5
Figura 03: Kits distribuidos pelo Programa DST / AIDS do Ministério da Saude......6
Figura 04: Kits distribuidos pela Coordenacédo Geral dos Laboratorios. .................... 6
Figura 05: Macroprocesso das atividades inerentes as amostras. .........ccccceevrernnnne 15
Figura 06: Processo de elaboracdo dos painéis para Leptospirose. .......c.cccocvveeennne 16
Figura 07: Processo de solicitagdo de amostras para HIV a SEPLA....................... 17

Figura 08: Processo de cadastro e aquisi¢do de painéis de amostras para HIV....19
Figura 09: Processo de solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral
Canina e Leishmaniose Humana a SEPLA. ... 20
Figura 10: Processo de Solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral
Canina e Leishmaniose Humana a FUNED. ...........ccociiiiiiinieee e 21
Figura 11: Processo de Solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral
Canina e Leishmaniose Humana a SEPLA. ... 22

Figura 12: Diagrama de Causa € Efeit0.........ccceveiiiiiiiie i e 24



Vi

INDICE DE TABELAS

Tabela 01: Kits de Reativos produzidos por Bio-Manguinhos...........ccceevvrieiiniiennnnns 7
Tabela 02: Kits comerciais utilizados para caracterizaGao. ........cccoeeeererieriesinseenn 26

Tabela 03: Plano de agao para alcance dos 0bjetivos. .......cccceveeiience e 28



SIGLAS E ABREVIATURAS

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
BPF — Boas Praticas de Fabricacdo

CGLAB - Coordenacao Geral dos Laboratérios
CORED - Controle de Reativos para Diagndstico
DEQUA — Departamento da Qualidade

DIPPS — Divisdo de Producao de Painéis Soroldgicos
DPP — Plataforma de Duplo Percurso

DIPRE — Diviséo de Producédo de Reativos

EIE — Ensaio Imunoenzimético

FAPERJ — Fundac¢do de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro
FIOCRUZ — Fundacao Osvaldo Cruz

FO — Fluido Oral

FUNED - Fundacédo Ezequiel Dias

HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana

IFI — Imunofluorescéncia Indireta

IgM — Imunoglobulina M

IOC — Instituto Osvaldo Cruz

LACORE - Laboratério de Controle de Reativos

LNRL - Laboratério Nacional de Referéncia para Leptospirose
SAC — Servico de Atendimento ao Consumidor
SECAS - Secdo de Caracterizagdo Sorolégica
SECPF — Secao de Controle de Produto Final

SECPI — Sec¢éao de Controle de Produto Intermediario
SECQR - Setor de Controle de Qualidade de Reativos
SEIMP — Setor de Compras por Importagéo

SEPLA — Secao de Processamento de Plasma

SSP - Sangue, Soro e Plasma

TR — Teste Réapido

Vii



viii

SUMARIO
1 INTRODUGAO ...ooovmmisinssssssssssssssssesssssssssssssss s 1
1.1. KITS REATIVOS PARA DIAGNOSTICO ....covveereeeeeeeneeeeesseseeseesesessessssesssenens 1
1.2.  LABORATORIO DE CONTROLE DE REATIVOS ......cooovveeevieeieeeseeersneseeenene 1
1.2.1. METODOLOGIAS EMPREGADAS ......oooiiieeeveesiseeseesseessesssssesssesesnenns 7
1.2.1.1. ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE) w.vuvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeessesseeseseseseeens 7
1.2.1.2. IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IFI) oo eeneseeeeias 9
1.2.1.3. IMUNOCROMATOGRAFIA DE FLUXO ...oovveveeeeerereees s 9
1.3.  PAINEIS SOROLOGICOS ......cooriereeieeteeteeeeeesestestesseseesssessssss s sessssssnass 10
S @ = N | = 1 Y@ 1 J OO 11
1.4.1. OBUJIETIVO GERAL ..ot eeseseesetesees e sessassssnesssesssnsess s ssssssss o, 11
1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS .....oooveereceeeeiseeeeeenesssesssnsessessesnesssss o, 12
1.5. DELIMITACAO DO ESTUDO ....coemeieeeeeeeseteteiesessesssssessssssssensesssssess s ssneons 12
1.6.  JUSTIFICATIVA .ooooeeeceeeeeeeeeeeetes s es s sass st sssssasaas s sensnssssass s 12
1.7.  METODOLOGIA .....ooeeeeeetceeeeeeee s ee s sissses s s s sas s s senssnsassass s 13
1.8. ESTRUTURA DO TRABALHO .....coooveiieeseeeeeseeeeeeesseesessesssensessnness s, 13
2. DESENVOLVIMENTO ....ovuveieeieeeteeeeeeseeeeeessessssesssss s ses s sesssssssssssnees 15
2.1. PROCEDIMENTO ATUAL PARA RECEBIMENTO E
PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS .....ooiiiieseeeteteessssessessssssssssnsessesssssess s, 15
2.2.  PROBLEMATICA DO SISTEMA ATUAL ..oorveiereeeeeeeeeeeeeeeseseeesaessssesnanes 23
2.3. PROPOSICAO DE MELHORIAS E REDESENHO DO PROCESSO ......24
3. CONSIDERAGOES FINAIS ..ottt es s s sesses s ssansesenens 29

4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......coooveieeeeeeeeeee e 30



1 INTRODUCAO

1.1. KITS REATIVOS PARA DIAGNOSTICO

Os reativos para diagndstico sdo insumos ou conjunto de insumos usados na
deteccdo de antigenos ou anticorpos, visando obter um diagnostico laboratorial para
determinada doenca. (BIO-MANGUINHOS, acessado em 07/01/2011). Entre estes
produtos se incluem os reagentes, instrumentos e sistemas que, em conjunto com as
instrucbes para seu uso, contribuem para efetuar uma determinacdo qualitativa,
guantitativa ou semi-quantitativa em uma amostra biolégica e que ndo estejam destinados
a cumprir funcdo anatbmica, fisica ou terapéutica alguma, que ndo sejam ingeridos,
injetados ou inoculados em seres humanos e que séo utilizados exclusivamente para
prover informacdes sobre amostras coletadas do organismo humano.

A Portaria 686, de 27 de agosto de 1998, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), determina que todos os estabelecimentos que fabriquem produtos
para diagndstico de uso "in vitro", cumpram as diretrizes de Boas Préticas de Fabricacao
(BPF) e Controle estabelecidas nesse regulamento.

Bio-Manguinhos através da sua Divisdo de Producéo de Reativos para Diagnostico
(DIPRE) conta com uma linha diversificada de reativos para diagnéstico de doencgas
virais, bacterianas e causadas por protozoéarios e tem sua producdo dimensionada para
atender as demandas do Ministério da Salde, através de convénios que permitem a
distribuicdo de seus kits aos laboratérios publicos.

1.2. LABORATORIO DE CONTROLE DE REATIVOS

O laboratério de controle de qualidade foi criado em 1999 com a necessidade de se
controlar os kits de reativos produzidos por Bio-Manguinhos. As analises eram incipientes
e realizadas em uma pequena area da producdo, fato que nado condizia com as Boas
Praticas de Fabricacdo. No ano seguinte durante uma auditoria interna o laboratorio
recebeu uma nao-conformidade, pois o controle de qualidade dos produtos era realizado
no ambiente da producdo, pela prépria producdo, estando em desacordo com as

legislacdes vigentes, onde o laboratério produtor ndo pode ser responsavel pelas analises



de controle de qualidade dos produtos, havendo a necessidade de adequacéo, a fim de
garantir uma maior confiabilidade aos reativos produzidos por Bio-Manguinhos.

Apés a auditoria foi iniciada a implementacdo do Controle de Reativos para
Diagnostico (CORED) através de um projeto patrocinado pela Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ), sendo 0 marco inicial do controle de
qualidade de reativos. Apesar de todo esforco o espaco fisico e a aquisicdo de
equipamentos ainda era um problema. Neste mesmo ano o laboratério recebeu a ANVISA
para auditéria externa, onde esta ratificou a ndo-conformidade, sendo o laboratério
realocado em uma darea no quarto andar do prédio Rocha Lima, adequada para as
atividades realizadas. No ano de 2006 o laboratério foi alocado na area que ocupa até os
dias de hoje, no Centro Tecnoldgico Konosuke Fukai, Departamento da Qualidade
(DEQUA).

Anos depois, a fim de adequar este laboratério aos modelos organizacionais de Bio-
Manguinhos, este passou a se chamar Setor de Controle de Qualidade de Reativos
(SECQR), tendo a criacdo de um centro de custos para compra de equipamentos e
contratacdo de pessoal capacitado, visto que a demanda dos produtos estava em
constante crescimento. Ainda com o intuito de adequar cada vez mais, no ano de 2008
passou a se chamar Laboratério de Controle de Reativos (LACORE), se dividindo ainda
em duas subunidades organizacionais, de acordo com 0s processos realizados, sendo
estas as Sec¢bes de Controle de Produto Intermediario (SECPI) e de Controle de Produto

Final (SECPF), conforme apresentado na figura 01.
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Figura 01: Organograma da Vice Diretoria de Qualidade de Bio-Manguinhos



A SECPI tem como atribuicbes atender as demandas procedendo as analises dos
controles de matéria prima de microplacas, laminas e cassetes, controles em processo
dos kits (posto avancado da producdo) e controle de processo (andlises realizadas
durante a producdo de forma, se necessario, ajustar 0 processo para garantir que o
produto se mantenha conforme suas especificacdes), além de emitir laudos e protocolos
das andlises processadas, de realizar a padronizacédo e / ou otimizacdo de métodos sob
sua competéncia, entre outros. (BIO-MANGUINHOS / ASSPO, 2008) Esta secéo utiliza os
painéis sorolégicos nas etapas de analise dos cassetes, controle em processo dos testes
rapidos e controle de processo dos kits de IFI HIV-1, EIE Leishmaniose Visceral Canina,
EIE IgM Leptospirose e EIE Doenca de Chagas, a fim de avaliar o desempenho dos kits
em detectar a doenca em amostras sabidamente positivas e negativas. As analises com
0s painéis de amostras ndo sdo realizadas na SECPI em todos os kits devido a
qguantidade disponivel para utilizagdo ser reduzida. A partir dos resultados destas
amostras, pode-se calcular os indices de sensibilidade e especificidade.

Ja a SECPF é responsavel pelas andlises dos produtos finais, ou seja, produto que
tenha passado por todas as etapas de producao, incluindo rotulagem e embalagem final,
emitir os laudos e protocolos das analises processadas, executar os ensaios periédicos
de estudos de estabilidade e validagdo dos métodos, realizar a padronizacdo e / ou
otimizacdo de métodos sob sua competéncia, além de dar suporte ao Servico de
Atendimento ao Cliente, através de reandlises e contatos diretos com os clientes para
solucionar possiveis questfes técnicas e executar e supervisionar os treinamentos
ministrados para a rede de Laboratérios do Programa de Doencas Sexualmente
Transmissiveis — DST / AIDS do Ministério da Saude, com objetivo de preparar e
qualificar os profissionais na utilizacdo dos nossos produtos. (BIO-MANGUINHOS /
ASSPO, 2008) Esta secdo analisa toda a amostragem dos kits com painéis soroldgicos,
também com a finalidade de avaliar o desempenho dos kits em detectar a doenca em
amostras sabidamente positivas e negativas. A partir dos resultados destas amostras,
também calculam-se os indices de sensibilidade e especificidade. A figura 02 representa
as atividades de andlise desenvolvidas no LACORE.
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Os produtos produzidos séo distribuidos nacionalmente pelo Programa DST / AIDS
para os kits IFI HIV-1 e Testes Rapido HIV-1/2 e pela Coordenagdo Geral dos
Laboratérios — CGLAB para os demais kits. A distribuicdo é representada conforme figura
03 e 04.

Programa DST / AIDS
|

Teste R4pido TR DPP HIV-1/2 Imunoblot Répido

HIV-1/2 DPP HIV 1/2 IFIHIV-1

Figura 03: Kits distribuidos pelo Programa DST / AIDS do Ministério da Saude.

CGLAB
EIE Leishmaniose EIE IgM EIE Doencga de IFI Leishmaniose IFI Leishmaniose
Visceral Canina Leptospirose Chagas Visceral Canina Humana

Figura 04: Kits distribuidos pela Coordenacao Geral dos Laboratérios.

Esta Instituicdo, por sua vez exige para distribuicdo dos produtos que estes sejam
também testados por outros laboratdrios de referéncia, pertencentes ao Ministério da
Saude, tendo Bio-Manguinhos que estabelecer parcerias com outras instituicbes para
liberacdo dos produtos, as quais séo “nomeadas” controle externo dos kits, recebendo de
Bio-Manguinhos um quantitativo de todos os lotes de kits produzidos, baseados no plano
de amostragem utilizado pelo controle de qualidade interno, estando relacionado ao
numero de kits produzidos.

O controle externo deve proceder as analises conforme o controle de qualidade de
Bio-Manguinhos e a instrucdo de uso do kit de reativos e apés estas realizadas deve
encaminhar um laudo de liberacdo, dando ao lote um resultado de reprovado ou
aprovado. Os kits s6 sdo realmente encaminhados para os usuarios, se aprovados pelos
controles externo e interno.

Os kits de Elisa para diagnéstico da Leptospirose Humana tém como controles
externos o Laboratério Nacional de Referéncia para Leptospirose (LNRL), pertencente ao
Instituto Oswaldo Cruz (IOC) / Fiocruz e o Laboratério de Doencas Bacterianas e

Fungicas, pertencente a Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED).



J& os kits de EIE e IFI para Doenca de Chagas e Leishmaniose Visceral Canina e
IFI Leishmaniose Humana sdo controlados externamente pelo Laboratério de Doengas

Parasitarias, também pertencente a FUNED.

1.2.1.METODOLOGIAS EMPREGADAS

Sao empregadas trés metodologias de andlises: Ensaio Imunoenzimatico (EIE),
Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e Imunocromatografia de Fluxo. Ao todo Bio-
Manguinhos possui 13 kits de reativos em seu portifélio ja com os devidos registros junto
aos oOrgdos regulatérios competentes e almeja registro de mais 2 kits. Os kits sado

apresentados conforme Tabela 1:

Ensaio Imunoenzimatico

EIE Leishmaniose Visceral Canina
EIE IgM Leptospirose
EIE Doenca de Chagas

Imunofluorescéncia Indireta
IFI Chagas
IFI Leishmaniose Visceral Canina
IFI Leishmaniose Humana
IFI HIV-1

Imunocromatografia de Fluxo
Teste Rapido HIV-1/2
TR DPP HIV-1/2 FO
TR DPP HIV-1/2 SSP
Imunoblot Rapido DPP HIV-1/2
Imunoblot R4pido DPP HIV-1/2 LAC
TR DPP Leishmaniose Visceral Canina
TR DPP Leptospirose
TR DPP Sifilis

Tabela 01: Kits de Reativos produzidos por Bio-Manguinhos.

1.2.1.1. ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE)

Destinado ao diagnéstico de Leptospirose, Chagas e Leishmaniose Visceral Canina.
Com este ensaio realizamos a pesquisa de anticorpos especificos em soro ou plasma
reagindo soros com antigenos ou imunorreagentes previamente adsorvidos nas

cavidades das microplacas (fase sélida) previamente sensibilizadas. S&o adicionados nas



microplacas os controles do teste e as amostras a serem analisadas que, possuindo
anticorpos especificos, se fixam aos antigenos. Em seguida, é adicionada uma
antiimunoglobulina marcada com a enzima peroxidase, que se ligara aos anticorpos, caso
estejam presentes. A reacdo é evidenciada pela utilizacdo de substancias cromégenas
gue reagem com a enzima peroxidase, gerando coloracdo medida em aparelho de
absorbancia. (BIO-MANGUINHOS, 2008a; BIO-MANGUINHOS, 2008b; BIO-
MANGUINHOS, 2008c)

A sensibilizacdo da microplaca consiste em revestir a placa com o antigeno tratado
com solucao alcalina (pH superior a 8), deixando-o com carga negativa, para promover a
adsorcdo a placa passivamente por interacdo eletrostaticas, em virtude das cargas
positivas do poliestireno ou polivinil utilizado para condiciona-las. (AVILA, 2001)

A etapa de lavagem é realizada para retirar o excesso de imunorreagentes nao
ligados e ocorrem entre as demais etapas do método. Utilizamos em Bio-Manguinhos
lavadoras de placas automaticas, pois estas reduzem o tempo de realizacdo do teste e
proporcionam maior uniformidade ao processo.

A coloragdo do sistema é alterada quando adicionamos uma solucdo reveladora
composta de um substrato (H,O,) correspondente a enzima Peroxidase conjugada e um
cromdgeno, a tetrametilbenzidina (TMB). A quebra do substrato pela enzima conjugada e
seus produtos atuam no cromégeno que é um componente doador de elétrons. (AVILA,
2001)

O valor de corte (Cut-off) varia de acordo com o antigeno em analise, de maneira
que assegure as caracteristicas mais adequadas do ensaio para o correto diagnéstico
soroldgico. O titulo do Cut-off € determinado multiplicando a média dos soros negativos
pelo desvio padrdo do mesmo indicado na bula dos reativos. O titulo deve estar em uma
zona intermedidria entre os resultados reativos (positivos) e os nao reativos (negativos).
Pelo valor encontrado no titulo do Cut-off, estabelecemos a especificidade e sensibilidade
do reativo com um painel de soro de referéncia. (AVILA, 2001)

O método € altamente sensivel quando apresenta enzimas ativas, antigenos puros,
substratos de alta qualidade, anticorpo e conjugado em étimas condicdes. (AVILA, 2001)



1.2.1.2. IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IFI)

A imunofluorescéncia é o teste mais utilizado no diagnéstico laboratorial para a
pesquisa de anticorpos. (AVILA, 2001) Esta consiste na reacdo de anticorpos com
antigenos especificos para o teste fixados nas laminas de microscopia. A reacdo entre
antigeno fixado e o anticorpo presente na amostra é visualizada ap6s a adi¢do de anti-
imunoglobulina humana (lIg) conjugada com um fluorocromo. (BIO-MANGUINHOS, 2009a;
BIO-MANGUINHOS, 2009b; BIO-MANGUINHOS, 2009c)

Os fluorocromos geram um fendmeno denominado fluorescéncia, pois séo
substancias que absorvem luz de um comprimento de onda menor, e quando excitados
com a luz ultravioleta emitem luz de comprimento de onda maior. S8o0 muito sensiveis as
visualizacBes e diferem quanto ao espectro de excitacdo e emissdo.(AVILA, 2001) O
fluorocromo utilizado nos kits de Bio-Manguinhos é o Isotiocianato de Fluoresceina (FITC
— fluorescein isothiocyanate).

A grande vantagem do uso de marcadores é que mesmo concentracfes
extremamente baixas de fluorocromos, estes podem ser detectados através do
microscaépio de fluorescéncia. (AVILA, 2001)

As laminas antes de serem visualizadas no microscépio de imunofluorescéncia com
objetiva de aumento de 40X devem ser montadas em glicerina alcalina, porque a
intensidade de luz emitida pela fluoresceina depende do pH do meio, sendo maxima em
pH 8,5. (AVILA, 2001)

1.2.1.3. IMUNOCROMATOGRAFIA DE FLUXO

Os Testes Rapido sdo destinados para pesquisa de anticorpos especificos para
determinadas doencas em amostras de sangue total, soro ou plasma. (BIO-
MANGUINHOS, 2007; BIO-MANGUINHOS, 2010) Bio-Manguinhos produz estes testes
em duas plataformas, a convencional (fluxo lateral) e a de duplo percurso.

O teste é composto por uma membrana de nitrocelulose, contendo os elementos da
reacdo (anticorpos especificos e conjugados de proteinas A com ouro coloidal) ajustados
em um invélucro plastico apropriado. O principio de funcionamento baseia-se na reacao
especifica antigeno-anticorpo. Compde-se de uma fase soélida (membrana), na qual estéo

imobilizados elementos de captura (antigeno), e uma fase médvel, na qual estdo
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suspensos 0 conjugado de captura e a molécula-alvo que sdo os anticorpos. (BIO-
MANGUINHOS, 2007; BIO-MANGUINHOS, 2010)

Os anticorpos presentes (caso existam) se ligam as proteinas especificas
conjugadas ao ouro coloidal. Neste ensaio ocorre uma reacdo do tampéo de corrida com
0 soro, plasma ou sangue total utilizado para o teste. O tampéao de corrida propicia o fluxo
lateral dos componentes liberados, promovendo a ligacéo dos anticorpos aos antigenos.

No caso de uma amostra ser positiva, 0 complexo “imuno-conjugado” migra na
membrana de nitrocelulose, sendo capturado pelos antigenos fixados na area do teste (T)
e produzindo uma linha roxa/rosa (resultado reagente). Na auséncia de anticorpos, a linha
roxa/rosa ndo aparece na area do teste (resultado ndo reagente).

Em todos os casos, a amostra continua a migrar na membrana produzindo uma
linha roxa/rosa na area de controle (C), o que demonstra o funcionamento adequado dos
reagentes. (BIO-MANGUINHOS, 2007; BIO-MANGUINHOS, 2010)

1.3. PAINEIS SOROLOGICOS

S&o amostras de soros produzidas a partir de plasma processado e se destinam a
programas de controle de qualidade de produtos, de sorologia de laboratérios e
hemocentros e séo utilizados para controle interno. (BIO-MANGUINHOS, acessado em
10/01/2011)

As amostras de soro recebidas para a montagem dos painéis soroldgicos séo
provenientes de Instituicbes Nacionais e da Secdo de Processamento de Plasma
(SEPLA), pertencente ao Departamento de Reativos para Diagnéstico (DERED). Estas
amostras sdo processadas, caracterizadas sorologicamente e envasadas, sendo, em
seguida, enviadas ao Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saulde (INCQS)
para analise e validacdo para serem utilizadas como controle interno para suas
respectivas doencas.

Nas andlises de todas as metodologias empregadas no controle de qualidade dos
kits diagnésticos (Ensaio  Imunoenzimético, Imunofluorescéncia Indireta e
Imunocromatografia de Fluxo) é necessaria a utilizacdo de painéis soroldgicos. No
LACORE esses insumos sao utilizados em etapas do controle em processo, controle de
processo e produto final dos testes rapidos, controle de processo e produto final dos EIE e

IFI HIV-1, controle de produto final dos demais kits, além da utilizacdo nos estudos de



11

estabilidade, validacéo dos métodos e atendimento ao SAC. Durante os testes de controle
de qualidade, seja pelo controle interno ou externo, deve-se realizar uma etapa onde o kit
€ exposto a amostras caracterizadas para a doenca a qual se deseja diagnosticar tendo
como objetivo avaliar os indices de sensibilidade e especificidade do produto em detectar
a doenca. Estes indices sdo calculados e precisam estar de acordo com os valores de
referéncia definidos em conjunto entre desenvolvimento, producédo e qualidade do kit.

Determina-se, dessa forma, a sensibilidade do teste a fim de demonstrar o quanto o
teste é sensivel para encontrar a porcentagem de pacientes doentes com teste positivo
em uma populacdo sabidamente infectada. Para determinar a especificidade do teste é
definida a porcentagem de individuos “normais” com teste negativo em populacdo
sabidamente identificada. Entende-se por individuo normal aquele que nao é portador da
doenca para a qual o diagnostico do teste é destinado. A especificidade pode ser
influenciada por inUmeros fatores que levam a falsos resultados positivos, como por
exemplo, individuos polinfectados por parasitas intestinais apresentam um somatério de
componentes antigénicos que reagem cruzadamente com inimeros antigenos - alvo dos
testes soroldgicos. (AVILA, 2001)

No entanto, a aquisicdo e o0 processamento de amostras para composicdo dos
painéis soroldgicos vém sendo um grande percal¢o, estas amostras sdo imprescindiveis
para a liberacdo de todos os kits, porém algumas ndo sdo encontradas para
comercializac@o e outras séo recebidas através de doac¢des. Além disso, as amostras de
soro precisam ser caracterizadas e de origem confiavel, tendo o LACORE a

responsabilidade de captacdo e processamento destas amostras.

1.4. OBJETIVOS

1.4.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma proposta de implementacdo de um sistema para captacdo e

processamento de painéis sorologicos que serdo utilizados na rotina do Laboratério de
Controle de Reativos de Bio-Manguinhos / FIOCRUZ.



12

1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este trabalho visa modelar os processos existentes para captacdo e processamento
das amostras que compdem 0s painéis sorolégicos além de identificar e analisar as
principais falhas e problemas gerados com a utilizacdo deste sistema, propondo a
implementacéo de um novo processo para estas atividades.

1.5. DELIMITACAO DO ESTUDO

Serd abordada a situacdo atual do laboratério no que tange os processos de
recebimento e processamento das amostras de soro para producao dos painéis internos.
Os problemas encontrados durante todo o processo e sugestdes de melhorias com a
implementagdo de um novo sistema para tal, seguindo as Boas Praticas de Fabricacao
(BPF), conferindo uma maior confiabilidade nos resultados gerados por este laboratério.

A implantacdo deste sistema ndo sera descrita neste trabalho, pois o laboratério
precisaria de uma ampliacdo de sua estrutura fisica para comportar os equipamentos
utilizados para atendimento da demanda atual e 0s novos equipamentos que seriam
adquiridos para realizacédo desta atividade.

O termo sistema utilizado neste trabalho refere-se um conjunto de elementos

interconectados, de modo a formar um todo organizado, significando "combinar”, "ajustar",

"formar um conjunto”.

1.6. JUSTIFICATIVA

A implementacdo deste sistema possibilitara a melhoria dos processos, a fim de
garantir que as analises para liberacdo dos kits produzidos por Bio-Manguinhos sejam
realizadas com amostras caracterizadas, ou seja, amostras que tenham passado por
analises em diferentes metodologias tendo seu resultado identificado em relacdo a
doenca em questdo, aumentado a confianca aos resultados encontrados, a eficiéncia dos
processos e conseguientemente a diminuicdo das reanalises dos lotes, das reprovacdes e

das reclamacgdes ao SAC.
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1.7. METODOLOGIA

O trabalho consiste em um estudo de caso para a implementag¢édo de um sistema de
captacado e processamento das amostras de soro para elaboracdo dos painéis sorolégicos
que serdo utilizados na rotina do Laboratério de Controle de Reativos de Bio-Manguinhos
/ FIOCRUZ.

Para realizacao deste trabalho foram levantados os dados do laboratério referente a
este processo, como 0s procedimentos operacionais padrdes das atividades e as
instrucdes de trabalho, sendo realizada uma analise e modelagem dos processos atuais.
Além de entrevistas abertas com o gerente do LACORE, Luiz Alberto Pereira, para melhor
contextualizar as atividades desenvolvidas por este laboratério e com a gerente da
Divisdo de Producdo de Painéis Sorolégicos (DIPPS), Angélica Santos Lameiras
responsavel pela producgdo dos painéis sorolégicos para o INCQS, onde pode-se obter um
maior conhecimento sobre esta atividade e como este processo poderia ser implementado
no LACORE.

Um extensivo levantamento bibliografico foi feito em bases de dados textuais e
referenciais disponiveis na Internet, no entanto, poucos apresentaram relevancia em

relacéo ao tema do trabalho proposto.

1.8. ESTRUTURA DO TRABALHO

O capitulo | traz as definicbes do que sdo os produtos diagnosticos e a forma de
como esses sdo controlados em Bio-Manguinhos, sendo que para essa liberacdo seja
realizada de uma forma confiavel é indispensavel a utilizacdo dos painéis sorolégicos
caracterizados, além dos objetivos, delimitacdo do estudo, justificativa, metodologia e
estrutura do trabalho.

O segundo capitulo traz a situacdo atual do laboratério, os problemas encontrados
durante todo o processo e sugestdes de melhorias com a implementacdo de um novo
sistema para esta atividade.

O ultimo capitulo traz as consideracdes finais deste trabalho.
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1.9. CONCEITOS ESSENCIAIS DE MODELAGENS DOS PROCESS OS

A gestédo de processos de negécio € um conjunto de métodos e técnicas que
auxiliam a organizacdo na gestdo de seu negoécio através do conhecimento e
entendimento de seus processos. Como primeiro passo para tal gestdo, as organizacdes
se véem em face a formalizar seus processos, representando-os através de uma
linguagem comum e de entendimento uniforme. A modelagem de processos de negécio
auxilia nesta formalizacdo, pois ajuda a organizacdo a responder as questdes criticas
sobre 0 seu neg6cio, como: o0 que esta sendo feito, por que esta sendo feito, onde, por
quem, quando e de que forma é feito. (ARAUJO, 2004)

A tarefa de modelagem de processos envolve o levantamento e representacao de
uma grande quantidade de informacdes. Para tanto, € interessante utilizar ferramentas
computacionais que auxiliem na construcdo, consulta e manutenc¢éo destas informacdes.
Atualmente, existem ferramentas que sdo projetadas para este fim, se propondo a apoiar
a modelagem de processos de negdcio, como: ARIS (IDS Scheer), ProVision (Proforma),
entre outras. (ARAUJO, 2004)

Tais ferramentas disponibilizam, para o usuario, funcionalidades diferentes para
manipulacdo dos modelos construidos. Além de representar graficamente o modelo de
negocio, também disponibilizam funcionalidades para validar a consisténcia estrutural dos
diagramas construidos. Outra caracteristica importante presente em varias ferramentas é
a simulacéo da execuc¢do dos processos. Através da simulacdo, a organizacao pode fazer
alteracbes em seus processos avaliando o impacto ocasionado por elas, antes de
executa-las realmente. Além de auxiliar na estimativa dos custos, do tempo e dos
recursos gastos durante a execucdo dos processos. (ARAUJO, 2004)

Este trabalho se concentrara na metodologia ARIS, da ID Sheer, devido a
facilidade de utilizac@o e personalizacédo, além desta ja ser utilizada em casos de Bio-
Manguinhos.

A plataforma ARIS foi criada por Scheer e considera que o modelo de negécio seja
constituido de modelos e descricdes sobre o negécio. Como principal vantagem, destaca
se a variedade de modelos, separando a informacédo e permitindo sua melhor visualizacao
e entendimento. Além dessa, a possibilidade da customizacdo da ferramenta, visando
adaptar-se a realidade de cada organizacdo. (CHAVES, 2008)
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1. PROCEDIMENTO ATUAL PARA RECEBIMENTO E PROCESSA MENTO DE
AMOSTRAS

Atualmente existe um procedimento utilizado pelo LACORE para recebimento e
processamento das amostras de sangue ou soro para a producdo dos painéis sorolégicos
utilizados na rotina. Este procedimento foi elaborado no ano de 2009, com o objetivo de
ter painéis caracterizados para a liberacao dos produtos, para a utilizacdo nos estudos de
estabilidade e validacdo dos métodos.

=

ReceDi . Liberagdo dos Kits
processamento > amostras nas pelo Controle de
das amostras analises Qualidade

Solicitacdo de

amostras

Figura 05: Macroprocesso das atividades inerentes as amostras.

Para o kit de Leptospirose foi realizada uma parceria entre Bio-Manguinhos e 0s
controles externos do kit, apés uma reunido entre o LACORE e a CGLAB, a fim de utilizar
0 mesmo painel para os trés controles. A FUNED seleciona as amostras, que séo
provenientes da sua rotina, testa em dois métodos, imunoenzimatico e microaglutinacao.
No método imunoenzimatico € testado com dois fabricantes diferentes, sendo um deles o
produzido por Bio-Manguinhos. Apds a montagem do painel por parte da FUNED, este é
enviado para o LNRL que desempenha o papel de confirmar os resultados encontrados
pela FUNED, antes das amostras serem utilizadas no controle dos kits.

No ato do recebimento dos soros que sdo provenientes destes laboratdrios, os
técnicos do LACORE conferem o volume, a quantidade de amostras e a humeracéo de
origem dos frascos com os dados contidos no protocolo de caracterizacdo enviado e
antes da utilizacdo, este é analisado com os kits de Bio-Manguinhos aprovados e os
resultados séo comparados aos enviados pelos dois laboratérios e arquivados em pastas
juntamente com a documentacao recebida, gerando os protocolos de processamento das

amostras. As amostras as quais obtiveram os mesmos resultados de ambos os
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laboratérios sdo armazenadas em camara fria a temperatura de -20°C, ficando disponiveis
para utilizacdo na rotina do LACORE. (BIO-MANGUINHOS / LACORE, 2009)

Este procedimento é realizado sempre que verificado o término das amostras, tendo
0 LACORE que solicitar por e-mail para a FUNED a elaboracdo de um novo painel.
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Figura 06: Processo de elaboragdo dos painéis para Leptospirose.
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Algumas amostras utilizadas na montagem dos painéis para utilizacdo nos kits para
diagnéstico do virus HIV sao fornecidos pelo SEPLA e outras adquiridas através de
importacdo. A solicitacdo realizada para o SEPLA ocorre através de um protocolo de
solicitagdo de soros interno, onde descrevemos a quantidade de soro a ser enviada e o
tipo de amostra, sendo positiva ou negativa para a doenca. O fornecimento do soro leva

em média 48 horas (teis.
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Figura 07: Processo de solicitagdo de amostras para HIV a SEPLA.
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J& a aquisicdo dos painéis de origem comercial envolve muitos processos, pois
antes da solicitagcdo da compra precisa-se cadastrar em um sistema operacional de Bio-
Manguinhos denominado “ECM” as especificagbes como a quantidade de amostras que
compbem o painel, a caracterizacdo, a referéncia comercial, a temperatura de
armazenagem, a marca, entre outros. Apés o cadastro do painel, este podera ser
comprado sempre que houver demanda por parte do laboratério responsavel pelo
cadastro ou qualquer outro que precise utilizar este mesmo produto.

A solicitagdo de compra é realizada no sistema “ERP”, onde solicitamos através do
namero de registro do cadastro a quantidade que devera ser adquirida e o local onde o
mesmo sera entregue. Esta solicitacdo € visualizada pelo Setor de Compras por
Importacdo (SEIMP), que a partir dai tera toda a responsabilidade pela aquisicdo e
importacdo do mesmo. O tempo de recebimento dos painéis é relativo, pois depende de

muitos fatores que extrapolam as atribui¢cdes de Bio-Manguinhos.



Figura 08: Processo de cadastro e aquisicdo de painéis de amostras para HIV.
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Devido & doenca de chagas ser um problema epidemiolégico apenas dos paises da
Ameérica Latina, ndo existem painéis com as caracteristicas necessarias para a utilizacéo
no controle de reativos disponiveis para comercializagdo. As amostras utilizadas para
composicdo do painel para o diagnéstico desta doenca sdo fornecidas apenas pelo
SEPLA, com o0 mesmo procedimento para solicitagdo realizado para o HIV. Os controles

interno e externo dos kits para esta patologia ndo utilizam os mesmos painéis.

e
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Figura 09: Processo de solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral Canina e
Leishmaniose Humana a SEPLA.
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Através da estreita relacdo do LACORE com a FUNED algumas amostras para

composi¢cado dos painéis de Leishmaniose Visceral Canina e Leishmaniose Humana sao

doadas por esta institui¢do. A solicitacdo é feita informalmente através de e-mails.
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Figura 10: Processo de Solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral Canina e

Leishmaniose Humana a FUNED.
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Estes painéis também sdo compostos por algumas amostras fornecidas pelo
SEPLA, também seguindo o mesmo procedimento para solicitacdo realizado para o virus
HIV e a doencga de chagas. Os controles interno e externo dos kits para esta patologia ndo

utilizam os mesmos painéis.
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Figura 11: Processo de Solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral Canina e

Leishmaniose Humana a SEPLA.
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2.2.  PROBLEMATICA DO SISTEMA ATUAL

No sistema utilizado para captagdo e processamento das amostras de soros
empregadas para liberacdo dos kits produzidos por Bio-Manguinhos pode-se identificar
algumas causas que dificultam a realizac&o destes processos.

A primeira delas encontra-se na dificuldade de aquisicdo destes painéis, pois
alguns deles ndo sédo encontrados facilmente para comercializagdo e quando
encontrados, apresentam alto custo e um volume reduzido, 0 que gera uma grande
despesa para Bio-Manguinhos, pois com a crescente demanda faz-se necessario um
maior volume para utilizacdo nas analises de liberacdo dos lotes de kits produzidos.

Outra dificuldade é que algumas das amostras recebidas sdo provenientes de
doacdes da rotina de laboratérios publicos, ndo tendo as vezes um histérico clinico
disponivel e nem resultados em diferentes metodologias de analise, a fim de confirmar a
caracterizacdo desta amostra. O LACORE por sua vez, quando recebe estas amostras
também ndo dispde de recursos fisicos para uma correta confirmacado da caracterizagdo
destas amostras, apenas testando-as em lotes aprovados dos kits de Bio-Manguinhos. A
utilizacdo das referidas amostras na rotina do laboratério causa muitos problemas, pois
em determinados lotes algumas amostras apresentam-se com resultados discordantes,
nao havendo como distinguir se o lote esta realmente com problemas ou se as amostras €
gue nao estdo caracterizadas de forma correta e ndo expressam confiabilidade e as vezes
ndo h& outras disponiveis para substituicdo. Estes resultados discordantes causam
davidas em relacdo as analises, precisando que sejam realizadas retestes destes
produtos, ocasionando atrasos na liberagdo e entregas destes Kkits, ficando a rede publica
desabastecida.

Além do laboratério ndo possuir outros kits comerciais para confirmacdo dos
resultados das amostras enviadas, este também ndo possui uma estrutura fisica
adequada, devido a falta de equipamentos para 0 processamento destas amostras, pois
toda a manipulacdo destas é realizada fora de uma cabine de seguranca bioldgica,
ficando expostos os técnicos que realizam este procedimento, a falta de equipamentos de
andlise automatizados, falta de outros kits comerciais e de uma maior area fisica que
comporte as andlises de rotina para liberacao dos kits e o processamento das amostras.

Para auxiliar a fase de andlise e diagnéstico sera utilizado o Diagrama de Causa e
Efeito. Este, também é conhecido como Diagrama de Ishikawa ou de Espinha de Peixe,

7

foi criado por Kaoru Ishikawa e € uma ferramenta amplamente utilizada pelas mais
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diversas organizacdes. O propésito principal de um diagrama de causa e efeito é fornecer
uma maneira de avaliar de forma sistematica todos os fatores que podem afetar
determinada situacdo, conforme figura 09. (O Gerente, acessado em 01/03/2011)

O diagrama apresentado abaixo ndo segue a classificacdo dos problemas na
forma estrutural dos 6M (Método, Matéria-prima, Mao-de-obra, Maquinas, Medicao, Meio

ambiente), sendo apenas utilizado para ilustrar os problemas encontados.

LACORE sem estrutura Atrasos na entrega dos produtos
adequada para processamento
das amostras existentes
Resultados das andlises discordantes

Dificuldade de aquisi¢éo Reandlises dos produtos
das amostras

Dificuldade na liberagéo
dos kits pelo LACORE

Amostras utilizadas no
controle analisadas em
poucas metodologias para
elaboracéo do painel

Auséncia de painéis
comerciais para
algumas patologias

Amostras recebidas
com pouco volume

Utilizagdo das amostras de forma
reduzida (apenas no Produto

Terminado e em algumas etapas do

controle de processo)

Figura 12: Diagrama de Causa e Efeito.

2.3. PROPOSICAO DE MELHORIAS E REDESENHO DO PROCESS O

A proposta de melhoria sera dividida em duas partes, melhoria dos processos de
captacdo e processamento das amostras para composi¢cdo dos painéis soroldgicos e
melhoria da estrutura fisica do laboratério para analise destas amostras.

Para melhoria dos processos de captacdo seriam realizadas parcerias com
instituicdes publicas com a finalidade de fornecimento de bolsas de sangue ou amostras

soroldgicas de rotina, que servirdo como matéria prima para a producdo dos painéis
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sorolégicos, de forma que o LACORE captasse todas estas amostras e realizasse as
andlises para caracterizacao em seu laborat6rio.

Primeiramente, o LACORE firmaria parcerias com os laboratérios que ja fazem o
uso dos kits em sua rotina, solicitando ao SAC a relacdo de todos os clientes da rede
publica. O primeiro contato seria realizado por telefone informalmente, onde o gerente do
LACORE explicaria a utilizagdo e a necessidade das amostras para o laborat6rio,
avaliando a viabilidade do fornecimento juntamente com o responsavel pela area
contatada. Se o fornecimento for viavel e aceito, este processo seria entdo formalizado
através de um oficio enviado por Bio-Manguinhos a instituicdo cedente. Neste oficio sera
descrito para qual finalidade estas amostras serdo empregadas e a responsabilidade do
LACORE com estas, conforme acordado por telefone.

As amostras recebidas serdo cadastradas com a humeracgao original e registradas
com um numero de controle interno do LACORE, garantindo-se assim a rastreabilidade
de qualquer bolsa ou amostra, caso haja necessidade. Logo apés o registro, estas serao
armazenadas e liberadas para os processos de recalcificacdo, clarificac@o e aliquotadas
em menores volumes para evitar possiveis contaminacdes e se ter reposicdes, visto que
as mesmas precisam ficar armazenadas em temperatura inferior a -20°C, e o constante
descongelamento das mesmas afeta as caracteristicas, pois sdo amostras de origem
biol6gica. A caracterizac@o das amostras deve ser realizada com uma aliquota deste soro.

O processo de recalcificacdo do plasma consiste na reposi¢éo do calcio perdido, por
meio da adi¢&o de cloreto de calcio e &cido aminocaprdico. Ja o processo de clarificacao
consiste na adicéo de caolin (silicato de aluminio) para tornar o soro limpido.

O processo de caracterizacdo das amostras serd realizado seguindo os algoritmos
para testagem da Portaria 153 de 14 de junho de 2004 para Sifilis, HIV e Doenca de
Chagas e para as demais patologias, devido a falta de uma normativa especifica serédo
utilizados os mesmos critérios.

Para realizacao das analises serao utilizados os kits produzidos por Bio-Manguinhos
e kits comerciais adquiridos através de solicitacdbes de compra. Os kits comerciais
utilizados para caracterizacdo das amostras foram selecionados de acordo com os ja
empregados na rotina do SECAS / DIPPS. Estas amostras serdo analisadas em dois
testes de triagem e um teste confirmatério. As relacfes das metodologias e dos

fabricantes estao descritas na tabela 02.
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Reacbes

Sorolégicas para:

Metodologias / Fabricantes

HIV 1/2

EIE Vironostika HIV
Uniform Il Ag/Ab

Biomérieux

Imunoblot Rapido DPP
HIV 1/2

Bio-Manguinhos

IFI HIV-1

Bio-Manguinhos

Leptospirose

EIE IgM Leptospirose

Bio-Manguinhos

EIE IgM Leptospira

Panbio

Sifilis

VDRL Bras

Laborclin

EIE Trepanostika

Biomérieux

FTA-ABS

Wama

Leishmaniose

Humana

Teste Répido IT LEISH
DiaMed

IFI Leishmaniose
Humana

Bio-Manguinhos

Leishmaniose

Visceral Canina

EIE Leishmaniose
Visceral Canina

Bio-Manguinhos

Calazar Canino Elisa / S7

Biogene

IFI Leishmaniose
Visceral Canina

Bio-Manguinhos

Doenca de Chagas

EIE Chagas

Bio-Manguinhos

EIE Chagatest

Wener

IFI Imunocruzi

Biomérieux

Tabela 02: Kits comerciais utilizados para caracterizagao.

Apoés todo este processo, as amostras que obtiverem os mesmos resultados nas

diferentes analises serdo armazenadas na temperatura de -20°C e algumas aliquotas
empregadas na rotina e também encaminhadas para utilizacdo nos controles externos e
nos laboratorios da producéo dos Kits.

Com a definicdo das analises de caracterizacdo das amostras, torna-se necessario
a adequacdo da estrutura fisica do laboratério a fim de se atender as normas de
biosseguranca e as boas praticas de fabricacdo. O LACORE atualmente esta alocado em
uma éarea de 42 m? no Departamento da Qualidade / Complexo Tecnolégico de Vacinas —
CTV e conta com 15 técnicos. Para a realizacdo das analises de caracterizacdo das
amostras na metodologia de EIE seria necessaria a aquisicdo de uma lavadora e uma
leitora de microplacas, pois as que o laboratério possui sado utilizadas para a rotina do
controle dos kits e atendem a uma crescente demanda.



27

Além destes equipamentos, também seria necessaria a aquisicdo de uma
centrifuga, um banho-maria, uma cabine de seguranca, um agitador de tubos e uma
estufa, para complementar os equipamentos que ja existem no laboratério e que néo
precisam ter sua utilizacdo dedicada as atividades de processamento das amostras.

As atividades de processamento das amostras para composicdo dos painéis
soroldgicos também podem ser realizadas em uma outra area, necessitando, de acordo
com as caracteristicas minimas para constru¢do de um laboratério para este fim, faz-se
necessario no minimo 18 m? para alocacéo dos equipamentos que serfo utilizados. Para
a implantacdo deste sistema em outra area também seria preciso o aumento do quadro
de funcionarios, pois os funcionarios alocados no laborat6rio atendem a demanda de toda
a rotina existente, sendo preciso a contratacdo de mais 02, para atendimento exclusivo
das analises de caracterizacdo, de acordo com as atividades que serdo realizadas.

Todo este levantamento das necessidades do laboratério foi definido pelo gerente

do mesmo, e a partir da identificagcdo e analise das causas foi possivel estabelecer um

plano de acdo para o alcance dos objetivos deste projeto.

N° Problema Acéo de Melhoria Recursos Necessarios Prazo
Aquisi¢éo de equipamentos como
Adequacé&o do laboratério lavadoras, leitoras, cabine de 01 ano
existente. seguranca, centrifuga, banho
LACORE sem estrutura gurang 9
maria, entre outros.
1 adequada para processamento p
Alocagéo do
das amostras . G .
processamento dos Disponibilizagdo de uma area 02 anos
painéis em outro fisica de 18 m2.
laboratério.
Parceria com instituicdes
- I Ublicas para - .
Dificuldade de aquisi¢édo das P S P Oficios gerados pelo préprio
2 fornecimento de bolsas de 03 meses
amostras LACORE.
sangue ou amostras
sorolégicas de rotina.
3 Auséncia de painéis comerciais | Elaboragéo de painéis Bolsas de sangue ou amostras 06 meses
para algumas patologias para estas patologias soroldgicas de rotina.
. . ~ Pessoal capacitado e treinado
Amostras recebidas com pouco | Pré-selecdo de amostras o . R
4 . para a atividade de recebimento 01 més
volume com volume suficiente.
das amostras.
Analises realizadas com L -
Atrasos na entrega dos P L Painéis soroldgicos
5 painéis sorolégicos . 06 meses
produtos . caracterizados.
caracterizados.
- Anélises realizadas com e -
Resultados das analises g . Painéis soroldgicos
6 . painéis soroldgicos ; 06 meses
discordantes . caracterizados.
caracterizados.
Anélises realizadas com e -
- P L Painéis soroldgicos
7 Reanalises dos produtos painéis sorolégicos ; 06 meses
. caracterizados.
caracterizados.
8 Amostras utilizadas no controle | Amostras analisadas em Kits comerciais para analise das 06 meses
analisadas em poucas diferentes metodologias amostras.




metodologias para elaboragéo
do painel

para elaboracéo do painel.

Utilizagao das amostras de
forma reduzida (apenas no
Produto Terminado e em alguns
produtos no controle de
processo)

Utilizagéo dos painéis na
etapa final do controle de
processo de todos os kits.

Painéis soroldgicos
caracterizados e em volume
suficiente para analise em todas
as etapas do controle.

06 meses

Tabela 03: Plano de agéo para alcance dos objetivos.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho tem o objetivo de propor a implantagdo de um sistema de captacéo e
processamento de amostras para elaboracdo de painéis sorolégicos para a utilizacdo na
rotina do LACORE. Através do levantamento das informacdes a cerca destes processos,
obtidas através de entrevistas abertas e andlise dos processos atuais foi possivel a
estruturacdo de uma visdo sistémica do funcionamento destes.

O trabalho cumpriu com seu objetivo que era fazer uma proposta de
implementacédo deste processo. Desta forma, conseguimos levantar os pontos criticos dos
processos atuais e analisa-los, a fim de trazer incrementos no nivel de eficiéncia dos
processos.

A implementacdo de um sistema de captacdo e processamento de painéis
sorologicos para utilizagdo nas metodologias de controle de qualidade dos kits
diagnoésticos produzidos em Bio-Manguinhos além de contribuir para a seguranca da
liberacdo desses produtos, reduziria as reanalises dos processos, pois seriam utilizadas
amostras conhecidamente caracterizadas e que nado gerariam duavidas quanto a sua
procedéncia e, também, valorizaria a imagem do LACORE em relagdo aos controles

externos de qualidade devido a confiabilidade das andlises realizadas.
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Os reativos para diagnéstico sdo insumos ou conjunto de insumos
usados na detecc¢do de antigenos ou anticorpos, visando obter um diagndstico laboratorial
para determinada doencga. O Laboratério de Controle de Reativos é responséavel pelas
analises de controle de qualidade de todos os reativos produzidos por Bio-Manguinhos.
Este necessita de painéis de amostras caracterizadas para desempenho de varias
atribuicdes, entre elas as analises dos kits para liberacédo. O sistema utilizado atualmente
é falho e apresenta sérios problemas, sendo modelados os processos existentes para
captacdo e processamento das amostras que compdem o0s painéis soroldgicos utilizados
na rotina do laboratério, identificando e analisando as principais falhas e os problemas
gerados com a utilizacdo deste sistema, propondo a implementacdo de um novo processo

para estas atividades.
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1 INTRODUCAO

1.1. KITS REATIVOS PARA DIAGNOSTICO

Os reativos para diagndstico sdo insumos ou conjunto de insumos usados na
deteccdo de antigenos ou anticorpos, visando obter um diagnostico laboratorial para
determinada doenca. (BIO-MANGUINHOS, acessado em 07/01/2011). Entre estes
produtos se incluem os reagentes, instrumentos e sistemas que, em conjunto com as
instrucbes para seu uso, contribuem para efetuar uma determinacdo qualitativa,
guantitativa ou semi-quantitativa em uma amostra biolégica e que ndo estejam destinados
a cumprir funcdo anatbmica, fisica ou terapéutica alguma, que ndo sejam ingeridos,
injetados ou inoculados em seres humanos e que séo utilizados exclusivamente para
prover informacdes sobre amostras coletadas do organismo humano.

A Portaria 686, de 27 de agosto de 1998, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), determina que todos os estabelecimentos que fabriquem produtos
para diagndstico de uso "in vitro", cumpram as diretrizes de Boas Préticas de Fabricacao
(BPF) e Controle estabelecidas nesse regulamento.

Bio-Manguinhos através da sua Divisdo de Producéo de Reativos para Diagnostico
(DIPRE) conta com uma linha diversificada de reativos para diagnéstico de doencgas
virais, bacterianas e causadas por protozoéarios e tem sua producdo dimensionada para
atender as demandas do Ministério da Salde, através de convénios que permitem a
distribuicdo de seus kits aos laboratérios publicos.

1.2. LABORATORIO DE CONTROLE DE REATIVOS

O laboratério de controle de qualidade foi criado em 1999 com a necessidade de se
controlar os kits de reativos produzidos por Bio-Manguinhos. As analises eram incipientes
e realizadas em uma pequena area da producdo, fato que nado condizia com as Boas
Praticas de Fabricacdo. No ano seguinte durante uma auditoria interna o laboratorio
recebeu uma nao-conformidade, pois o controle de qualidade dos produtos era realizado
no ambiente da producdo, pela prépria producdo, estando em desacordo com as

legislacdes vigentes, onde o laboratério produtor ndo pode ser responsavel pelas analises



de controle de qualidade dos produtos, havendo a necessidade de adequacéo, a fim de
garantir uma maior confiabilidade aos reativos produzidos por Bio-Manguinhos.

Apés a auditoria foi iniciada a implementacdo do Controle de Reativos para
Diagnostico (CORED) através de um projeto patrocinado pela Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ), sendo 0 marco inicial do controle de
qualidade de reativos. Apesar de todo esforco o espaco fisico e a aquisicdo de
equipamentos ainda era um problema. Neste mesmo ano o laboratério recebeu a ANVISA
para auditéria externa, onde esta ratificou a ndo-conformidade, sendo o laboratério
realocado em uma darea no quarto andar do prédio Rocha Lima, adequada para as
atividades realizadas. No ano de 2006 o laboratério foi alocado na area que ocupa até os
dias de hoje, no Centro Tecnoldgico Konosuke Fukai, Departamento da Qualidade
(DEQUA).

Anos depois, a fim de adequar este laboratério aos modelos organizacionais de Bio-
Manguinhos, este passou a se chamar Setor de Controle de Qualidade de Reativos
(SECQR), tendo a criacdo de um centro de custos para compra de equipamentos e
contratacdo de pessoal capacitado, visto que a demanda dos produtos estava em
constante crescimento. Ainda com o intuito de adequar cada vez mais, no ano de 2008
passou a se chamar Laboratério de Controle de Reativos (LACORE), se dividindo ainda
em duas subunidades organizacionais, de acordo com 0s processos realizados, sendo
estas as Sec¢bes de Controle de Produto Intermediario (SECPI) e de Controle de Produto

Final (SECPF), conforme apresentado na figura 01.
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Figura 01: Organograma da Vice Diretoria de Qualidade de Bio-Manguinhos



A SECPI tem como atribuicbes atender as demandas procedendo as analises dos
controles de matéria prima de microplacas, laminas e cassetes, controles em processo
dos kits (posto avancado da producdo) e controle de processo (andlises realizadas
durante a producdo de forma, se necessario, ajustar 0 processo para garantir que o
produto se mantenha conforme suas especificacdes), além de emitir laudos e protocolos
das andlises processadas, de realizar a padronizacédo e / ou otimizacdo de métodos sob
sua competéncia, entre outros. (BIO-MANGUINHOS / ASSPO, 2008) Esta secéo utiliza os
painéis sorolégicos nas etapas de analise dos cassetes, controle em processo dos testes
rapidos e controle de processo dos kits de IFI HIV-1, EIE Leishmaniose Visceral Canina,
EIE IgM Leptospirose e EIE Doenca de Chagas, a fim de avaliar o desempenho dos kits
em detectar a doenca em amostras sabidamente positivas e negativas. As analises com
0s painéis de amostras ndo sdo realizadas na SECPI em todos os kits devido a
qguantidade disponivel para utilizagdo ser reduzida. A partir dos resultados destas
amostras, pode-se calcular os indices de sensibilidade e especificidade.

Ja a SECPF é responsavel pelas andlises dos produtos finais, ou seja, produto que
tenha passado por todas as etapas de producao, incluindo rotulagem e embalagem final,
emitir os laudos e protocolos das analises processadas, executar os ensaios periédicos
de estudos de estabilidade e validagdo dos métodos, realizar a padronizacdo e / ou
otimizacdo de métodos sob sua competéncia, além de dar suporte ao Servico de
Atendimento ao Cliente, através de reandlises e contatos diretos com os clientes para
solucionar possiveis questfes técnicas e executar e supervisionar os treinamentos
ministrados para a rede de Laboratérios do Programa de Doencas Sexualmente
Transmissiveis — DST / AIDS do Ministério da Saude, com objetivo de preparar e
qualificar os profissionais na utilizacdo dos nossos produtos. (BIO-MANGUINHOS /
ASSPO, 2008) Esta secdo analisa toda a amostragem dos kits com painéis soroldgicos,
também com a finalidade de avaliar o desempenho dos kits em detectar a doenca em
amostras sabidamente positivas e negativas. A partir dos resultados destas amostras,
também calculam-se os indices de sensibilidade e especificidade. A figura 02 representa
as atividades de andlise desenvolvidas no LACORE.
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Os produtos produzidos séo distribuidos nacionalmente pelo Programa DST / AIDS
para os kits IFI HIV-1 e Testes Rapido HIV-1/2 e pela Coordenagdo Geral dos
Laboratérios — CGLAB para os demais kits. A distribuicdo é representada conforme figura
03 e 04.

Programa DST / AIDS
|

Teste R4pido TR DPP HIV-1/2 Imunoblot Répido

HIV-1/2 DPP HIV 1/2 IFIHIV-1

Figura 03: Kits distribuidos pelo Programa DST / AIDS do Ministério da Saude.

CGLAB
EIE Leishmaniose EIE IgM EIE Doencga de IFI Leishmaniose IFI Leishmaniose
Visceral Canina Leptospirose Chagas Visceral Canina Humana

Figura 04: Kits distribuidos pela Coordenacao Geral dos Laboratérios.

Esta Instituicdo, por sua vez exige para distribuicdo dos produtos que estes sejam
também testados por outros laboratdrios de referéncia, pertencentes ao Ministério da
Saude, tendo Bio-Manguinhos que estabelecer parcerias com outras instituicbes para
liberacdo dos produtos, as quais séo “nomeadas” controle externo dos kits, recebendo de
Bio-Manguinhos um quantitativo de todos os lotes de kits produzidos, baseados no plano
de amostragem utilizado pelo controle de qualidade interno, estando relacionado ao
numero de kits produzidos.

O controle externo deve proceder as analises conforme o controle de qualidade de
Bio-Manguinhos e a instrucdo de uso do kit de reativos e apés estas realizadas deve
encaminhar um laudo de liberacdo, dando ao lote um resultado de reprovado ou
aprovado. Os kits s6 sdo realmente encaminhados para os usuarios, se aprovados pelos
controles externo e interno.

Os kits de Elisa para diagnéstico da Leptospirose Humana tém como controles
externos o Laboratério Nacional de Referéncia para Leptospirose (LNRL), pertencente ao
Instituto Oswaldo Cruz (IOC) / Fiocruz e o Laboratério de Doencas Bacterianas e

Fungicas, pertencente a Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED).



J& os kits de EIE e IFI para Doenca de Chagas e Leishmaniose Visceral Canina e
IFI Leishmaniose Humana sdo controlados externamente pelo Laboratério de Doengas

Parasitarias, também pertencente a FUNED.

1.2.1.METODOLOGIAS EMPREGADAS

Sao empregadas trés metodologias de andlises: Ensaio Imunoenzimatico (EIE),
Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e Imunocromatografia de Fluxo. Ao todo Bio-
Manguinhos possui 13 kits de reativos em seu portifélio ja com os devidos registros junto
aos oOrgdos regulatérios competentes e almeja registro de mais 2 kits. Os kits sado

apresentados conforme Tabela 1:

Ensaio Imunoenzimatico

EIE Leishmaniose Visceral Canina
EIE IgM Leptospirose
EIE Doenca de Chagas

Imunofluorescéncia Indireta
IFI Chagas
IFI Leishmaniose Visceral Canina
IFI Leishmaniose Humana
IFI HIV-1

Imunocromatografia de Fluxo
Teste Rapido HIV-1/2
TR DPP HIV-1/2 FO
TR DPP HIV-1/2 SSP
Imunoblot Rapido DPP HIV-1/2
Imunoblot R4pido DPP HIV-1/2 LAC
TR DPP Leishmaniose Visceral Canina
TR DPP Leptospirose
TR DPP Sifilis

Tabela 01: Kits de Reativos produzidos por Bio-Manguinhos.

1.2.1.1. ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE)

Destinado ao diagnéstico de Leptospirose, Chagas e Leishmaniose Visceral Canina.
Com este ensaio realizamos a pesquisa de anticorpos especificos em soro ou plasma
reagindo soros com antigenos ou imunorreagentes previamente adsorvidos nas

cavidades das microplacas (fase sélida) previamente sensibilizadas. S&o adicionados nas



microplacas os controles do teste e as amostras a serem analisadas que, possuindo
anticorpos especificos, se fixam aos antigenos. Em seguida, é adicionada uma
antiimunoglobulina marcada com a enzima peroxidase, que se ligara aos anticorpos, caso
estejam presentes. A reacdo é evidenciada pela utilizacdo de substancias cromégenas
gue reagem com a enzima peroxidase, gerando coloracdo medida em aparelho de
absorbancia. (BIO-MANGUINHOS, 2008a; BIO-MANGUINHOS, 2008b; BIO-
MANGUINHOS, 2008c)

A sensibilizacdo da microplaca consiste em revestir a placa com o antigeno tratado
com solucao alcalina (pH superior a 8), deixando-o com carga negativa, para promover a
adsorcdo a placa passivamente por interacdo eletrostaticas, em virtude das cargas
positivas do poliestireno ou polivinil utilizado para condiciona-las. (AVILA, 2001)

A etapa de lavagem é realizada para retirar o excesso de imunorreagentes nao
ligados e ocorrem entre as demais etapas do método. Utilizamos em Bio-Manguinhos
lavadoras de placas automaticas, pois estas reduzem o tempo de realizacdo do teste e
proporcionam maior uniformidade ao processo.

A coloragdo do sistema é alterada quando adicionamos uma solucdo reveladora
composta de um substrato (H,O,) correspondente a enzima Peroxidase conjugada e um
cromdgeno, a tetrametilbenzidina (TMB). A quebra do substrato pela enzima conjugada e
seus produtos atuam no cromégeno que é um componente doador de elétrons. (AVILA,
2001)

O valor de corte (Cut-off) varia de acordo com o antigeno em analise, de maneira
que assegure as caracteristicas mais adequadas do ensaio para o correto diagnéstico
soroldgico. O titulo do Cut-off € determinado multiplicando a média dos soros negativos
pelo desvio padrdo do mesmo indicado na bula dos reativos. O titulo deve estar em uma
zona intermedidria entre os resultados reativos (positivos) e os nao reativos (negativos).
Pelo valor encontrado no titulo do Cut-off, estabelecemos a especificidade e sensibilidade
do reativo com um painel de soro de referéncia. (AVILA, 2001)

O método € altamente sensivel quando apresenta enzimas ativas, antigenos puros,
substratos de alta qualidade, anticorpo e conjugado em étimas condicdes. (AVILA, 2001)



1.2.1.2. IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IFI)

A imunofluorescéncia é o teste mais utilizado no diagnéstico laboratorial para a
pesquisa de anticorpos. (AVILA, 2001) Esta consiste na reacdo de anticorpos com
antigenos especificos para o teste fixados nas laminas de microscopia. A reacdo entre
antigeno fixado e o anticorpo presente na amostra é visualizada ap6s a adi¢do de anti-
imunoglobulina humana (lIg) conjugada com um fluorocromo. (BIO-MANGUINHOS, 2009a;
BIO-MANGUINHOS, 2009b; BIO-MANGUINHOS, 2009c)

Os fluorocromos geram um fendmeno denominado fluorescéncia, pois séo
substancias que absorvem luz de um comprimento de onda menor, e quando excitados
com a luz ultravioleta emitem luz de comprimento de onda maior. S8o0 muito sensiveis as
visualizacBes e diferem quanto ao espectro de excitacdo e emissdo.(AVILA, 2001) O
fluorocromo utilizado nos kits de Bio-Manguinhos é o Isotiocianato de Fluoresceina (FITC
— fluorescein isothiocyanate).

A grande vantagem do uso de marcadores é que mesmo concentracfes
extremamente baixas de fluorocromos, estes podem ser detectados através do
microscaépio de fluorescéncia. (AVILA, 2001)

As laminas antes de serem visualizadas no microscépio de imunofluorescéncia com
objetiva de aumento de 40X devem ser montadas em glicerina alcalina, porque a
intensidade de luz emitida pela fluoresceina depende do pH do meio, sendo maxima em
pH 8,5. (AVILA, 2001)

1.2.1.3. IMUNOCROMATOGRAFIA DE FLUXO

Os Testes Rapido sdo destinados para pesquisa de anticorpos especificos para
determinadas doencas em amostras de sangue total, soro ou plasma. (BIO-
MANGUINHOS, 2007; BIO-MANGUINHOS, 2010) Bio-Manguinhos produz estes testes
em duas plataformas, a convencional (fluxo lateral) e a de duplo percurso.

O teste é composto por uma membrana de nitrocelulose, contendo os elementos da
reacdo (anticorpos especificos e conjugados de proteinas A com ouro coloidal) ajustados
em um invélucro plastico apropriado. O principio de funcionamento baseia-se na reacao
especifica antigeno-anticorpo. Compde-se de uma fase soélida (membrana), na qual estéo

imobilizados elementos de captura (antigeno), e uma fase médvel, na qual estdo
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suspensos 0 conjugado de captura e a molécula-alvo que sdo os anticorpos. (BIO-
MANGUINHOS, 2007; BIO-MANGUINHOS, 2010)

Os anticorpos presentes (caso existam) se ligam as proteinas especificas
conjugadas ao ouro coloidal. Neste ensaio ocorre uma reacdo do tampéo de corrida com
0 soro, plasma ou sangue total utilizado para o teste. O tampéao de corrida propicia o fluxo
lateral dos componentes liberados, promovendo a ligacéo dos anticorpos aos antigenos.

No caso de uma amostra ser positiva, 0 complexo “imuno-conjugado” migra na
membrana de nitrocelulose, sendo capturado pelos antigenos fixados na area do teste (T)
e produzindo uma linha roxa/rosa (resultado reagente). Na auséncia de anticorpos, a linha
roxa/rosa ndo aparece na area do teste (resultado ndo reagente).

Em todos os casos, a amostra continua a migrar na membrana produzindo uma
linha roxa/rosa na area de controle (C), o que demonstra o funcionamento adequado dos
reagentes. (BIO-MANGUINHOS, 2007; BIO-MANGUINHOS, 2010)

1.3. PAINEIS SOROLOGICOS

S&o amostras de soros produzidas a partir de plasma processado e se destinam a
programas de controle de qualidade de produtos, de sorologia de laboratérios e
hemocentros e séo utilizados para controle interno. (BIO-MANGUINHOS, acessado em
10/01/2011)

As amostras de soro recebidas para a montagem dos painéis soroldgicos séo
provenientes de Instituicbes Nacionais e da Secdo de Processamento de Plasma
(SEPLA), pertencente ao Departamento de Reativos para Diagnéstico (DERED). Estas
amostras sdo processadas, caracterizadas sorologicamente e envasadas, sendo, em
seguida, enviadas ao Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saulde (INCQS)
para analise e validacdo para serem utilizadas como controle interno para suas
respectivas doencas.

Nas andlises de todas as metodologias empregadas no controle de qualidade dos
kits diagnésticos (Ensaio  Imunoenzimético, Imunofluorescéncia Indireta e
Imunocromatografia de Fluxo) é necessaria a utilizacdo de painéis soroldgicos. No
LACORE esses insumos sao utilizados em etapas do controle em processo, controle de
processo e produto final dos testes rapidos, controle de processo e produto final dos EIE e

IFI HIV-1, controle de produto final dos demais kits, além da utilizacdo nos estudos de
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estabilidade, validacéo dos métodos e atendimento ao SAC. Durante os testes de controle
de qualidade, seja pelo controle interno ou externo, deve-se realizar uma etapa onde o kit
€ exposto a amostras caracterizadas para a doenca a qual se deseja diagnosticar tendo
como objetivo avaliar os indices de sensibilidade e especificidade do produto em detectar
a doenca. Estes indices sdo calculados e precisam estar de acordo com os valores de
referéncia definidos em conjunto entre desenvolvimento, producédo e qualidade do kit.

Determina-se, dessa forma, a sensibilidade do teste a fim de demonstrar o quanto o
teste é sensivel para encontrar a porcentagem de pacientes doentes com teste positivo
em uma populacdo sabidamente infectada. Para determinar a especificidade do teste é
definida a porcentagem de individuos “normais” com teste negativo em populacdo
sabidamente identificada. Entende-se por individuo normal aquele que nao é portador da
doenca para a qual o diagnostico do teste é destinado. A especificidade pode ser
influenciada por inUmeros fatores que levam a falsos resultados positivos, como por
exemplo, individuos polinfectados por parasitas intestinais apresentam um somatério de
componentes antigénicos que reagem cruzadamente com inimeros antigenos - alvo dos
testes soroldgicos. (AVILA, 2001)

No entanto, a aquisicdo e o0 processamento de amostras para composicdo dos
painéis soroldgicos vém sendo um grande percal¢o, estas amostras sdo imprescindiveis
para a liberacdo de todos os kits, porém algumas ndo sdo encontradas para
comercializac@o e outras séo recebidas através de doac¢des. Além disso, as amostras de
soro precisam ser caracterizadas e de origem confiavel, tendo o LACORE a

responsabilidade de captacdo e processamento destas amostras.

1.4. OBJETIVOS

1.4.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma proposta de implementacdo de um sistema para captacdo e

processamento de painéis sorologicos que serdo utilizados na rotina do Laboratério de
Controle de Reativos de Bio-Manguinhos / FIOCRUZ.
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1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este trabalho visa modelar os processos existentes para captacdo e processamento
das amostras que compdem 0s painéis sorolégicos além de identificar e analisar as
principais falhas e problemas gerados com a utilizacdo deste sistema, propondo a
implementacéo de um novo processo para estas atividades.

1.5. DELIMITACAO DO ESTUDO

Serd abordada a situacdo atual do laboratério no que tange os processos de
recebimento e processamento das amostras de soro para producao dos painéis internos.
Os problemas encontrados durante todo o processo e sugestdes de melhorias com a
implementagdo de um novo sistema para tal, seguindo as Boas Praticas de Fabricacao
(BPF), conferindo uma maior confiabilidade nos resultados gerados por este laboratério.

A implantacdo deste sistema ndo sera descrita neste trabalho, pois o laboratério
precisaria de uma ampliacdo de sua estrutura fisica para comportar os equipamentos
utilizados para atendimento da demanda atual e 0s novos equipamentos que seriam
adquiridos para realizacédo desta atividade.

O termo sistema utilizado neste trabalho refere-se um conjunto de elementos

interconectados, de modo a formar um todo organizado, significando "combinar”, "ajustar",

"formar um conjunto”.

1.6. JUSTIFICATIVA

A implementacdo deste sistema possibilitara a melhoria dos processos, a fim de
garantir que as analises para liberacdo dos kits produzidos por Bio-Manguinhos sejam
realizadas com amostras caracterizadas, ou seja, amostras que tenham passado por
analises em diferentes metodologias tendo seu resultado identificado em relacdo a
doenca em questdo, aumentado a confianca aos resultados encontrados, a eficiéncia dos
processos e conseguientemente a diminuicdo das reanalises dos lotes, das reprovacdes e

das reclamacgdes ao SAC.
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1.7. METODOLOGIA

O trabalho consiste em um estudo de caso para a implementag¢édo de um sistema de
captacado e processamento das amostras de soro para elaboracdo dos painéis sorolégicos
que serdo utilizados na rotina do Laboratério de Controle de Reativos de Bio-Manguinhos
/ FIOCRUZ.

Para realizacao deste trabalho foram levantados os dados do laboratério referente a
este processo, como 0s procedimentos operacionais padrdes das atividades e as
instrucdes de trabalho, sendo realizada uma analise e modelagem dos processos atuais.
Além de entrevistas abertas com o gerente do LACORE, Luiz Alberto Pereira, para melhor
contextualizar as atividades desenvolvidas por este laboratério e com a gerente da
Divisdo de Producdo de Painéis Sorolégicos (DIPPS), Angélica Santos Lameiras
responsavel pela producgdo dos painéis sorolégicos para o INCQS, onde pode-se obter um
maior conhecimento sobre esta atividade e como este processo poderia ser implementado
no LACORE.

Um extensivo levantamento bibliografico foi feito em bases de dados textuais e
referenciais disponiveis na Internet, no entanto, poucos apresentaram relevancia em

relacéo ao tema do trabalho proposto.

1.8. ESTRUTURA DO TRABALHO

O capitulo | traz as definicbes do que sdo os produtos diagnosticos e a forma de
como esses sdo controlados em Bio-Manguinhos, sendo que para essa liberacdo seja
realizada de uma forma confiavel é indispensavel a utilizacdo dos painéis sorolégicos
caracterizados, além dos objetivos, delimitacdo do estudo, justificativa, metodologia e
estrutura do trabalho.

O segundo capitulo traz a situacdo atual do laboratério, os problemas encontrados
durante todo o processo e sugestdes de melhorias com a implementacdo de um novo
sistema para esta atividade.

O ultimo capitulo traz as consideracdes finais deste trabalho.
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1.9. CONCEITOS ESSENCIAIS DE MODELAGENS DOS PROCESS OS

A gestédo de processos de negécio € um conjunto de métodos e técnicas que
auxiliam a organizacdo na gestdo de seu negoécio através do conhecimento e
entendimento de seus processos. Como primeiro passo para tal gestdo, as organizacdes
se véem em face a formalizar seus processos, representando-os através de uma
linguagem comum e de entendimento uniforme. A modelagem de processos de negécio
auxilia nesta formalizacdo, pois ajuda a organizacdo a responder as questdes criticas
sobre 0 seu neg6cio, como: o0 que esta sendo feito, por que esta sendo feito, onde, por
quem, quando e de que forma é feito. (ARAUJO, 2004)

A tarefa de modelagem de processos envolve o levantamento e representacao de
uma grande quantidade de informacdes. Para tanto, € interessante utilizar ferramentas
computacionais que auxiliem na construcdo, consulta e manutenc¢éo destas informacdes.
Atualmente, existem ferramentas que sdo projetadas para este fim, se propondo a apoiar
a modelagem de processos de negdcio, como: ARIS (IDS Scheer), ProVision (Proforma),
entre outras. (ARAUJO, 2004)

Tais ferramentas disponibilizam, para o usuario, funcionalidades diferentes para
manipulacdo dos modelos construidos. Além de representar graficamente o modelo de
negocio, também disponibilizam funcionalidades para validar a consisténcia estrutural dos
diagramas construidos. Outra caracteristica importante presente em varias ferramentas é
a simulacéo da execuc¢do dos processos. Através da simulacdo, a organizacao pode fazer
alteracbes em seus processos avaliando o impacto ocasionado por elas, antes de
executa-las realmente. Além de auxiliar na estimativa dos custos, do tempo e dos
recursos gastos durante a execucdo dos processos. (ARAUJO, 2004)

Este trabalho se concentrara na metodologia ARIS, da ID Sheer, devido a
facilidade de utilizac@o e personalizacédo, além desta ja ser utilizada em casos de Bio-
Manguinhos.

A plataforma ARIS foi criada por Scheer e considera que o modelo de negécio seja
constituido de modelos e descricdes sobre o negécio. Como principal vantagem, destaca
se a variedade de modelos, separando a informacédo e permitindo sua melhor visualizacao
e entendimento. Além dessa, a possibilidade da customizacdo da ferramenta, visando
adaptar-se a realidade de cada organizacdo. (CHAVES, 2008)
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1. PROCEDIMENTO ATUAL PARA RECEBIMENTO E PROCESSA MENTO DE
AMOSTRAS

Atualmente existe um procedimento utilizado pelo LACORE para recebimento e
processamento das amostras de sangue ou soro para a producdo dos painéis sorolégicos
utilizados na rotina. Este procedimento foi elaborado no ano de 2009, com o objetivo de
ter painéis caracterizados para a liberacao dos produtos, para a utilizacdo nos estudos de
estabilidade e validacdo dos métodos.

=

ReceDi . Liberagdo dos Kits
processamento > amostras nas pelo Controle de
das amostras analises Qualidade

Solicitacdo de

amostras

Figura 05: Macroprocesso das atividades inerentes as amostras.

Para o kit de Leptospirose foi realizada uma parceria entre Bio-Manguinhos e 0s
controles externos do kit, apés uma reunido entre o LACORE e a CGLAB, a fim de utilizar
0 mesmo painel para os trés controles. A FUNED seleciona as amostras, que séo
provenientes da sua rotina, testa em dois métodos, imunoenzimatico e microaglutinacao.
No método imunoenzimatico € testado com dois fabricantes diferentes, sendo um deles o
produzido por Bio-Manguinhos. Apds a montagem do painel por parte da FUNED, este é
enviado para o LNRL que desempenha o papel de confirmar os resultados encontrados
pela FUNED, antes das amostras serem utilizadas no controle dos kits.

No ato do recebimento dos soros que sdo provenientes destes laboratdrios, os
técnicos do LACORE conferem o volume, a quantidade de amostras e a humeracéo de
origem dos frascos com os dados contidos no protocolo de caracterizacdo enviado e
antes da utilizacdo, este é analisado com os kits de Bio-Manguinhos aprovados e os
resultados séo comparados aos enviados pelos dois laboratérios e arquivados em pastas
juntamente com a documentacao recebida, gerando os protocolos de processamento das

amostras. As amostras as quais obtiveram os mesmos resultados de ambos os
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laboratérios sdo armazenadas em camara fria a temperatura de -20°C, ficando disponiveis
para utilizacdo na rotina do LACORE. (BIO-MANGUINHOS / LACORE, 2009)

Este procedimento é realizado sempre que verificado o término das amostras, tendo
0 LACORE que solicitar por e-mail para a FUNED a elaboracdo de um novo painel.
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AMOSTRAS
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I

/

{
{ ANALISEND METODD { awiusenoweraon
| o | | S

% % 4
ELABORAR PAINEL “—1
DE AMOSTRAS ‘ FUNED

/" Ewviopo
\ PAINEL PARA O
LNRL

ANALISAR PAINEL P ARA [
CONFIRMACAD DOS
RESULTADOS DAS RL
AMOSTRAS ||

y

ol

ENVIODO
PAINELPARA O
LACORE

CONFERIR O PAINEL |
COM O FROTOCOLO | LACORE
ENVIADO

/ ANALISE COM
KIT DE BIO-
MANGUINHOS

COMPARAROS

DOS —
ENCONTRADOS COM 08
ENVIADOS

1

ELABORAR A |
DOCUMENTAGAO LACORE

DO PAINEL

LACORE

ARMAZENAR OS

PAINEIS NA CAMARA LACORE
FRIA20°C |

PAINEIS
DISPONIVEIS PARA
UTILZAGAO

ANALISE DOS KITS
PRODUZIDOS POR BIO-
MANGUINHOS COM 05
PAINEIS SOROLOGICOS

Figura 06: Processo de elaboragdo dos painéis para Leptospirose.
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Algumas amostras utilizadas na montagem dos painéis para utilizacdo nos kits para
diagnéstico do virus HIV sao fornecidos pelo SEPLA e outras adquiridas através de
importacdo. A solicitacdo realizada para o SEPLA ocorre através de um protocolo de
solicitagdo de soros interno, onde descrevemos a quantidade de soro a ser enviada e o
tipo de amostra, sendo positiva ou negativa para a doenca. O fornecimento do soro leva

em média 48 horas (teis.

/4 SOLATAGAO DE
X

AMOSTRAAQ
SEPLA

ENVIAR O PROTOCOLO

COM A5 INFORMACOES

DASAMOSTRAS
SOLICITADAS

/
RECEBIMENTO
| DAS AMOSTRAS

LACORE

CONFERIR AS
AMOSTRAS COM O LACORE
PROTOCOLO RECERIDO|

L

ANALISAR COM O
KIT DE EIO- LACORE
MANGUINHOS

L

LOMPARAR DS

RESULTADOS f c
ENCONTRADOSCOM D05 | i
EMVIADDS

L

ELABORAR A i
DOCUMENTACAD DAS

AMDSTRAS OUE LOCRRE

COMPORAD O PAINEL |

L

ARMAZENAR 05 |
PAINEIS NA CAMARA LACORE
FRIA -20°C |

/o pamgls
DISPONIVEIS PARA
uTiLZAGRD

ANALISE DOS KITS

PRODUZIDOS POR BIO-

MANGUINHOS COM 05
PAINEIS SOROLOGICOS ||

Figura 07: Processo de solicitagdo de amostras para HIV a SEPLA.
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J& a aquisicdo dos painéis de origem comercial envolve muitos processos, pois
antes da solicitagcdo da compra precisa-se cadastrar em um sistema operacional de Bio-
Manguinhos denominado “ECM” as especificagbes como a quantidade de amostras que
compbem o painel, a caracterizacdo, a referéncia comercial, a temperatura de
armazenagem, a marca, entre outros. Apés o cadastro do painel, este podera ser
comprado sempre que houver demanda por parte do laboratério responsavel pelo
cadastro ou qualquer outro que precise utilizar este mesmo produto.

A solicitagdo de compra é realizada no sistema “ERP”, onde solicitamos através do
namero de registro do cadastro a quantidade que devera ser adquirida e o local onde o
mesmo sera entregue. Esta solicitacdo € visualizada pelo Setor de Compras por
Importacdo (SEIMP), que a partir dai tera toda a responsabilidade pela aquisicdo e
importacdo do mesmo. O tempo de recebimento dos painéis é relativo, pois depende de

muitos fatores que extrapolam as atribui¢cdes de Bio-Manguinhos.



Figura 08: Processo de cadastro e aquisicdo de painéis de amostras para HIV.
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Devido & doenca de chagas ser um problema epidemiolégico apenas dos paises da
Ameérica Latina, ndo existem painéis com as caracteristicas necessarias para a utilizacéo
no controle de reativos disponiveis para comercializagdo. As amostras utilizadas para
composicdo do painel para o diagnéstico desta doenca sdo fornecidas apenas pelo
SEPLA, com o0 mesmo procedimento para solicitagdo realizado para o HIV. Os controles

interno e externo dos kits para esta patologia ndo utilizam os mesmos painéis.

e
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5 AMOSTRA AO
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ENVIAR O PROTOCOLO ‘
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DAS AMOSTRAS
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| DAS AMOSTRAS

LACORE

CONFERIR AS
AMOSTRAS COM O LACORE
PROTOCOLO RECEBIDO

L

ANALISAR COM O |
KIT DE BIO- LACORE
MANGUINHOS

L

COMPARAR DS
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ENCONTRADOS COM DS
ENVIADOS

L
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L

LACORE

LACORE
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DISPONIVEIS PARA
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MANGUINHOS COM 0S
PAINEIS SOROLOGICOS

Figura 09: Processo de solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral Canina e
Leishmaniose Humana a SEPLA.
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Através da estreita relacdo do LACORE com a FUNED algumas amostras para

composi¢cado dos painéis de Leishmaniose Visceral Canina e Leishmaniose Humana sao

doadas por esta institui¢do. A solicitacdo é feita informalmente através de e-mails.

£
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L

COMPARAROS
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ENCONTRADOS COM OS5
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LACORE

L
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Figura 10: Processo de Solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral Canina e

Leishmaniose Humana a FUNED.
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Estes painéis também sdo compostos por algumas amostras fornecidas pelo
SEPLA, também seguindo o mesmo procedimento para solicitacdo realizado para o virus
HIV e a doencga de chagas. Os controles interno e externo dos kits para esta patologia ndo

utilizam os mesmos painéis.
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L

ELABORAR &
DOCUMENTACAD DAS
AMOSTRAS OUE
COMPORAD O PAIMEL

L

ARMAZENAR OS5 |
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Figura 11: Processo de Solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral Canina e

Leishmaniose Humana a SEPLA.
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2.2.  PROBLEMATICA DO SISTEMA ATUAL

No sistema utilizado para captagdo e processamento das amostras de soros
empregadas para liberacdo dos kits produzidos por Bio-Manguinhos pode-se identificar
algumas causas que dificultam a realizac&o destes processos.

A primeira delas encontra-se na dificuldade de aquisicdo destes painéis, pois
alguns deles ndo sédo encontrados facilmente para comercializagdo e quando
encontrados, apresentam alto custo e um volume reduzido, 0 que gera uma grande
despesa para Bio-Manguinhos, pois com a crescente demanda faz-se necessario um
maior volume para utilizacdo nas analises de liberacdo dos lotes de kits produzidos.

Outra dificuldade é que algumas das amostras recebidas sdo provenientes de
doacdes da rotina de laboratérios publicos, ndo tendo as vezes um histérico clinico
disponivel e nem resultados em diferentes metodologias de analise, a fim de confirmar a
caracterizacdo desta amostra. O LACORE por sua vez, quando recebe estas amostras
também ndo dispde de recursos fisicos para uma correta confirmacado da caracterizagdo
destas amostras, apenas testando-as em lotes aprovados dos kits de Bio-Manguinhos. A
utilizacdo das referidas amostras na rotina do laboratério causa muitos problemas, pois
em determinados lotes algumas amostras apresentam-se com resultados discordantes,
nao havendo como distinguir se o lote esta realmente com problemas ou se as amostras €
gue nao estdo caracterizadas de forma correta e ndo expressam confiabilidade e as vezes
ndo h& outras disponiveis para substituicdo. Estes resultados discordantes causam
davidas em relacdo as analises, precisando que sejam realizadas retestes destes
produtos, ocasionando atrasos na liberagdo e entregas destes Kkits, ficando a rede publica
desabastecida.

Além do laboratério ndo possuir outros kits comerciais para confirmacdo dos
resultados das amostras enviadas, este também ndo possui uma estrutura fisica
adequada, devido a falta de equipamentos para 0 processamento destas amostras, pois
toda a manipulacdo destas é realizada fora de uma cabine de seguranca bioldgica,
ficando expostos os técnicos que realizam este procedimento, a falta de equipamentos de
andlise automatizados, falta de outros kits comerciais e de uma maior area fisica que
comporte as andlises de rotina para liberacao dos kits e o processamento das amostras.

Para auxiliar a fase de andlise e diagnéstico sera utilizado o Diagrama de Causa e
Efeito. Este, também é conhecido como Diagrama de Ishikawa ou de Espinha de Peixe,

7

foi criado por Kaoru Ishikawa e € uma ferramenta amplamente utilizada pelas mais



24

diversas organizacdes. O propésito principal de um diagrama de causa e efeito é fornecer
uma maneira de avaliar de forma sistematica todos os fatores que podem afetar
determinada situacdo, conforme figura 09. (O Gerente, acessado em 01/03/2011)

O diagrama apresentado abaixo ndo segue a classificacdo dos problemas na
forma estrutural dos 6M (Método, Matéria-prima, Mao-de-obra, Maquinas, Medicao, Meio

ambiente), sendo apenas utilizado para ilustrar os problemas encontados.

LACORE sem estrutura Atrasos na entrega dos produtos
adequada para processamento
das amostras existentes
Resultados das andlises discordantes

Dificuldade de aquisi¢éo Reandlises dos produtos
das amostras

Dificuldade na liberagéo
dos kits pelo LACORE

Amostras utilizadas no
controle analisadas em
poucas metodologias para
elaboracéo do painel

Auséncia de painéis
comerciais para
algumas patologias

Amostras recebidas
com pouco volume

Utilizagdo das amostras de forma
reduzida (apenas no Produto

Terminado e em algumas etapas do

controle de processo)

Figura 12: Diagrama de Causa e Efeito.

2.3. PROPOSICAO DE MELHORIAS E REDESENHO DO PROCESS O

A proposta de melhoria sera dividida em duas partes, melhoria dos processos de
captacdo e processamento das amostras para composi¢cdo dos painéis soroldgicos e
melhoria da estrutura fisica do laboratério para analise destas amostras.

Para melhoria dos processos de captacdo seriam realizadas parcerias com
instituicdes publicas com a finalidade de fornecimento de bolsas de sangue ou amostras

soroldgicas de rotina, que servirdo como matéria prima para a producdo dos painéis
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sorolégicos, de forma que o LACORE captasse todas estas amostras e realizasse as
andlises para caracterizacao em seu laborat6rio.

Primeiramente, o LACORE firmaria parcerias com os laboratérios que ja fazem o
uso dos kits em sua rotina, solicitando ao SAC a relacdo de todos os clientes da rede
publica. O primeiro contato seria realizado por telefone informalmente, onde o gerente do
LACORE explicaria a utilizagdo e a necessidade das amostras para o laborat6rio,
avaliando a viabilidade do fornecimento juntamente com o responsavel pela area
contatada. Se o fornecimento for viavel e aceito, este processo seria entdo formalizado
através de um oficio enviado por Bio-Manguinhos a instituicdo cedente. Neste oficio sera
descrito para qual finalidade estas amostras serdo empregadas e a responsabilidade do
LACORE com estas, conforme acordado por telefone.

As amostras recebidas serdo cadastradas com a humeracgao original e registradas
com um numero de controle interno do LACORE, garantindo-se assim a rastreabilidade
de qualquer bolsa ou amostra, caso haja necessidade. Logo apés o registro, estas serao
armazenadas e liberadas para os processos de recalcificacdo, clarificac@o e aliquotadas
em menores volumes para evitar possiveis contaminacdes e se ter reposicdes, visto que
as mesmas precisam ficar armazenadas em temperatura inferior a -20°C, e o constante
descongelamento das mesmas afeta as caracteristicas, pois sdo amostras de origem
biol6gica. A caracterizac@o das amostras deve ser realizada com uma aliquota deste soro.

O processo de recalcificacdo do plasma consiste na reposi¢éo do calcio perdido, por
meio da adi¢&o de cloreto de calcio e &cido aminocaprdico. Ja o processo de clarificacao
consiste na adicéo de caolin (silicato de aluminio) para tornar o soro limpido.

O processo de caracterizacdo das amostras serd realizado seguindo os algoritmos
para testagem da Portaria 153 de 14 de junho de 2004 para Sifilis, HIV e Doenca de
Chagas e para as demais patologias, devido a falta de uma normativa especifica serédo
utilizados os mesmos critérios.

Para realizacao das analises serao utilizados os kits produzidos por Bio-Manguinhos
e kits comerciais adquiridos através de solicitacdbes de compra. Os kits comerciais
utilizados para caracterizacdo das amostras foram selecionados de acordo com os ja
empregados na rotina do SECAS / DIPPS. Estas amostras serdo analisadas em dois
testes de triagem e um teste confirmatério. As relacfes das metodologias e dos

fabricantes estao descritas na tabela 02.
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Reacbes

Sorolégicas para:

Metodologias / Fabricantes

HIV 1/2

EIE Vironostika HIV
Uniform Il Ag/Ab

Biomérieux

Imunoblot Rapido DPP
HIV 1/2

Bio-Manguinhos

IFI HIV-1

Bio-Manguinhos

Leptospirose

EIE IgM Leptospirose

Bio-Manguinhos

EIE IgM Leptospira

Panbio

Sifilis

VDRL Bras

Laborclin

EIE Trepanostika

Biomérieux

FTA-ABS

Wama

Leishmaniose

Humana

Teste Répido IT LEISH
DiaMed

IFI Leishmaniose
Humana

Bio-Manguinhos

Leishmaniose

Visceral Canina

EIE Leishmaniose
Visceral Canina

Bio-Manguinhos

Calazar Canino Elisa / S7

Biogene

IFI Leishmaniose
Visceral Canina

Bio-Manguinhos

Doenca de Chagas

EIE Chagas

Bio-Manguinhos

EIE Chagatest

Wener

IFI Imunocruzi

Biomérieux

Tabela 02: Kits comerciais utilizados para caracterizagao.

Apoés todo este processo, as amostras que obtiverem os mesmos resultados nas

diferentes analises serdo armazenadas na temperatura de -20°C e algumas aliquotas
empregadas na rotina e também encaminhadas para utilizacdo nos controles externos e
nos laboratorios da producéo dos Kits.

Com a definicdo das analises de caracterizacdo das amostras, torna-se necessario
a adequacdo da estrutura fisica do laboratério a fim de se atender as normas de
biosseguranca e as boas praticas de fabricacdo. O LACORE atualmente esta alocado em
uma éarea de 42 m? no Departamento da Qualidade / Complexo Tecnolégico de Vacinas —
CTV e conta com 15 técnicos. Para a realizacdo das analises de caracterizacdo das
amostras na metodologia de EIE seria necessaria a aquisicdo de uma lavadora e uma
leitora de microplacas, pois as que o laboratério possui sado utilizadas para a rotina do
controle dos kits e atendem a uma crescente demanda.
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Além destes equipamentos, também seria necessaria a aquisicdo de uma
centrifuga, um banho-maria, uma cabine de seguranca, um agitador de tubos e uma
estufa, para complementar os equipamentos que ja existem no laboratério e que néo
precisam ter sua utilizacdo dedicada as atividades de processamento das amostras.

As atividades de processamento das amostras para composicdo dos painéis
soroldgicos também podem ser realizadas em uma outra area, necessitando, de acordo
com as caracteristicas minimas para constru¢do de um laboratério para este fim, faz-se
necessario no minimo 18 m? para alocacéo dos equipamentos que serfo utilizados. Para
a implantacdo deste sistema em outra area também seria preciso o aumento do quadro
de funcionarios, pois os funcionarios alocados no laborat6rio atendem a demanda de toda
a rotina existente, sendo preciso a contratacdo de mais 02, para atendimento exclusivo
das analises de caracterizacdo, de acordo com as atividades que serdo realizadas.

Todo este levantamento das necessidades do laboratério foi definido pelo gerente

do mesmo, e a partir da identificagcdo e analise das causas foi possivel estabelecer um

plano de acdo para o alcance dos objetivos deste projeto.

N° Problema Acéo de Melhoria Recursos Necessarios Prazo
Aquisi¢éo de equipamentos como
Adequacé&o do laboratério lavadoras, leitoras, cabine de 01 ano
existente. seguranca, centrifuga, banho
LACORE sem estrutura gurang 9
maria, entre outros.
1 adequada para processamento p
Alocagéo do
das amostras . G .
processamento dos Disponibilizagdo de uma area 02 anos
painéis em outro fisica de 18 m2.
laboratério.
Parceria com instituicdes
- I Ublicas para - .
Dificuldade de aquisi¢édo das P S P Oficios gerados pelo préprio
2 fornecimento de bolsas de 03 meses
amostras LACORE.
sangue ou amostras
sorolégicas de rotina.
3 Auséncia de painéis comerciais | Elaboragéo de painéis Bolsas de sangue ou amostras 06 meses
para algumas patologias para estas patologias soroldgicas de rotina.
. . ~ Pessoal capacitado e treinado
Amostras recebidas com pouco | Pré-selecdo de amostras o . R
4 . para a atividade de recebimento 01 més
volume com volume suficiente.
das amostras.
Analises realizadas com L -
Atrasos na entrega dos P L Painéis soroldgicos
5 painéis sorolégicos . 06 meses
produtos . caracterizados.
caracterizados.
- Anélises realizadas com e -
Resultados das analises g . Painéis soroldgicos
6 . painéis soroldgicos ; 06 meses
discordantes . caracterizados.
caracterizados.
Anélises realizadas com e -
- P L Painéis soroldgicos
7 Reanalises dos produtos painéis sorolégicos ; 06 meses
. caracterizados.
caracterizados.
8 Amostras utilizadas no controle | Amostras analisadas em Kits comerciais para analise das 06 meses
analisadas em poucas diferentes metodologias amostras.




metodologias para elaboragéo
do painel

para elaboracéo do painel.

Utilizagao das amostras de
forma reduzida (apenas no
Produto Terminado e em alguns
produtos no controle de
processo)

Utilizagéo dos painéis na
etapa final do controle de
processo de todos os kits.

Painéis soroldgicos
caracterizados e em volume
suficiente para analise em todas
as etapas do controle.

06 meses

Tabela 03: Plano de agéo para alcance dos objetivos.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho tem o objetivo de propor a implantagdo de um sistema de captacéo e
processamento de amostras para elaboracdo de painéis sorolégicos para a utilizacdo na
rotina do LACORE. Através do levantamento das informacdes a cerca destes processos,
obtidas através de entrevistas abertas e andlise dos processos atuais foi possivel a
estruturacdo de uma visdo sistémica do funcionamento destes.

O trabalho cumpriu com seu objetivo que era fazer uma proposta de
implementacédo deste processo. Desta forma, conseguimos levantar os pontos criticos dos
processos atuais e analisa-los, a fim de trazer incrementos no nivel de eficiéncia dos
processos.

A implementacdo de um sistema de captacdo e processamento de painéis
sorologicos para utilizagdo nas metodologias de controle de qualidade dos kits
diagnoésticos produzidos em Bio-Manguinhos além de contribuir para a seguranca da
liberacdo desses produtos, reduziria as reanalises dos processos, pois seriam utilizadas
amostras conhecidamente caracterizadas e que nado gerariam duavidas quanto a sua
procedéncia e, também, valorizaria a imagem do LACORE em relagdo aos controles

externos de qualidade devido a confiabilidade das andlises realizadas.
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Os reativos para diagnéstico sdo insumos ou conjunto de insumos
usados na detecc¢do de antigenos ou anticorpos, visando obter um diagndstico laboratorial
para determinada doencga. O Laboratério de Controle de Reativos é responséavel pelas
analises de controle de qualidade de todos os reativos produzidos por Bio-Manguinhos.
Este necessita de painéis de amostras caracterizadas para desempenho de varias
atribuicdes, entre elas as analises dos kits para liberacédo. O sistema utilizado atualmente
é falho e apresenta sérios problemas, sendo modelados os processos existentes para
captacdo e processamento das amostras que compdem o0s painéis soroldgicos utilizados
na rotina do laboratério, identificando e analisando as principais falhas e os problemas
gerados com a utilizacdo deste sistema, propondo a implementacdo de um novo processo

para estas atividades.
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1 INTRODUCAO

1.1. KITS REATIVOS PARA DIAGNOSTICO

Os reativos para diagndstico sdo insumos ou conjunto de insumos usados na
deteccdo de antigenos ou anticorpos, visando obter um diagnostico laboratorial para
determinada doenca. (BIO-MANGUINHOS, acessado em 07/01/2011). Entre estes
produtos se incluem os reagentes, instrumentos e sistemas que, em conjunto com as
instrucbes para seu uso, contribuem para efetuar uma determinacdo qualitativa,
guantitativa ou semi-quantitativa em uma amostra biolégica e que ndo estejam destinados
a cumprir funcdo anatbmica, fisica ou terapéutica alguma, que ndo sejam ingeridos,
injetados ou inoculados em seres humanos e que séo utilizados exclusivamente para
prover informacdes sobre amostras coletadas do organismo humano.

A Portaria 686, de 27 de agosto de 1998, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), determina que todos os estabelecimentos que fabriquem produtos
para diagndstico de uso "in vitro", cumpram as diretrizes de Boas Préticas de Fabricacao
(BPF) e Controle estabelecidas nesse regulamento.

Bio-Manguinhos através da sua Divisdo de Producéo de Reativos para Diagnostico
(DIPRE) conta com uma linha diversificada de reativos para diagnéstico de doencgas
virais, bacterianas e causadas por protozoéarios e tem sua producdo dimensionada para
atender as demandas do Ministério da Salde, através de convénios que permitem a
distribuicdo de seus kits aos laboratérios publicos.

1.2. LABORATORIO DE CONTROLE DE REATIVOS

O laboratério de controle de qualidade foi criado em 1999 com a necessidade de se
controlar os kits de reativos produzidos por Bio-Manguinhos. As analises eram incipientes
e realizadas em uma pequena area da producdo, fato que nado condizia com as Boas
Praticas de Fabricacdo. No ano seguinte durante uma auditoria interna o laboratorio
recebeu uma nao-conformidade, pois o controle de qualidade dos produtos era realizado
no ambiente da producdo, pela prépria producdo, estando em desacordo com as

legislacdes vigentes, onde o laboratério produtor ndo pode ser responsavel pelas analises



de controle de qualidade dos produtos, havendo a necessidade de adequacéo, a fim de
garantir uma maior confiabilidade aos reativos produzidos por Bio-Manguinhos.

Apés a auditoria foi iniciada a implementacdo do Controle de Reativos para
Diagnostico (CORED) através de um projeto patrocinado pela Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ), sendo 0 marco inicial do controle de
qualidade de reativos. Apesar de todo esforco o espaco fisico e a aquisicdo de
equipamentos ainda era um problema. Neste mesmo ano o laboratério recebeu a ANVISA
para auditéria externa, onde esta ratificou a ndo-conformidade, sendo o laboratério
realocado em uma darea no quarto andar do prédio Rocha Lima, adequada para as
atividades realizadas. No ano de 2006 o laboratério foi alocado na area que ocupa até os
dias de hoje, no Centro Tecnoldgico Konosuke Fukai, Departamento da Qualidade
(DEQUA).

Anos depois, a fim de adequar este laboratério aos modelos organizacionais de Bio-
Manguinhos, este passou a se chamar Setor de Controle de Qualidade de Reativos
(SECQR), tendo a criacdo de um centro de custos para compra de equipamentos e
contratacdo de pessoal capacitado, visto que a demanda dos produtos estava em
constante crescimento. Ainda com o intuito de adequar cada vez mais, no ano de 2008
passou a se chamar Laboratério de Controle de Reativos (LACORE), se dividindo ainda
em duas subunidades organizacionais, de acordo com 0s processos realizados, sendo
estas as Sec¢bes de Controle de Produto Intermediario (SECPI) e de Controle de Produto

Final (SECPF), conforme apresentado na figura 01.
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Figura 01: Organograma da Vice Diretoria de Qualidade de Bio-Manguinhos



A SECPI tem como atribuicbes atender as demandas procedendo as analises dos
controles de matéria prima de microplacas, laminas e cassetes, controles em processo
dos kits (posto avancado da producdo) e controle de processo (andlises realizadas
durante a producdo de forma, se necessario, ajustar 0 processo para garantir que o
produto se mantenha conforme suas especificacdes), além de emitir laudos e protocolos
das andlises processadas, de realizar a padronizacédo e / ou otimizacdo de métodos sob
sua competéncia, entre outros. (BIO-MANGUINHOS / ASSPO, 2008) Esta secéo utiliza os
painéis sorolégicos nas etapas de analise dos cassetes, controle em processo dos testes
rapidos e controle de processo dos kits de IFI HIV-1, EIE Leishmaniose Visceral Canina,
EIE IgM Leptospirose e EIE Doenca de Chagas, a fim de avaliar o desempenho dos kits
em detectar a doenca em amostras sabidamente positivas e negativas. As analises com
0s painéis de amostras ndo sdo realizadas na SECPI em todos os kits devido a
qguantidade disponivel para utilizagdo ser reduzida. A partir dos resultados destas
amostras, pode-se calcular os indices de sensibilidade e especificidade.

Ja a SECPF é responsavel pelas andlises dos produtos finais, ou seja, produto que
tenha passado por todas as etapas de producao, incluindo rotulagem e embalagem final,
emitir os laudos e protocolos das analises processadas, executar os ensaios periédicos
de estudos de estabilidade e validagdo dos métodos, realizar a padronizacdo e / ou
otimizacdo de métodos sob sua competéncia, além de dar suporte ao Servico de
Atendimento ao Cliente, através de reandlises e contatos diretos com os clientes para
solucionar possiveis questfes técnicas e executar e supervisionar os treinamentos
ministrados para a rede de Laboratérios do Programa de Doencas Sexualmente
Transmissiveis — DST / AIDS do Ministério da Saude, com objetivo de preparar e
qualificar os profissionais na utilizacdo dos nossos produtos. (BIO-MANGUINHOS /
ASSPO, 2008) Esta secdo analisa toda a amostragem dos kits com painéis soroldgicos,
também com a finalidade de avaliar o desempenho dos kits em detectar a doenca em
amostras sabidamente positivas e negativas. A partir dos resultados destas amostras,
também calculam-se os indices de sensibilidade e especificidade. A figura 02 representa
as atividades de andlise desenvolvidas no LACORE.
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Os produtos produzidos séo distribuidos nacionalmente pelo Programa DST / AIDS
para os kits IFI HIV-1 e Testes Rapido HIV-1/2 e pela Coordenagdo Geral dos
Laboratérios — CGLAB para os demais kits. A distribuicdo é representada conforme figura
03 e 04.

Programa DST / AIDS
|

Teste R4pido TR DPP HIV-1/2 Imunoblot Répido

HIV-1/2 DPP HIV 1/2 IFIHIV-1

Figura 03: Kits distribuidos pelo Programa DST / AIDS do Ministério da Saude.

CGLAB
EIE Leishmaniose EIE IgM EIE Doencga de IFI Leishmaniose IFI Leishmaniose
Visceral Canina Leptospirose Chagas Visceral Canina Humana

Figura 04: Kits distribuidos pela Coordenacao Geral dos Laboratérios.

Esta Instituicdo, por sua vez exige para distribuicdo dos produtos que estes sejam
também testados por outros laboratdrios de referéncia, pertencentes ao Ministério da
Saude, tendo Bio-Manguinhos que estabelecer parcerias com outras instituicbes para
liberacdo dos produtos, as quais séo “nomeadas” controle externo dos kits, recebendo de
Bio-Manguinhos um quantitativo de todos os lotes de kits produzidos, baseados no plano
de amostragem utilizado pelo controle de qualidade interno, estando relacionado ao
numero de kits produzidos.

O controle externo deve proceder as analises conforme o controle de qualidade de
Bio-Manguinhos e a instrucdo de uso do kit de reativos e apés estas realizadas deve
encaminhar um laudo de liberacdo, dando ao lote um resultado de reprovado ou
aprovado. Os kits s6 sdo realmente encaminhados para os usuarios, se aprovados pelos
controles externo e interno.

Os kits de Elisa para diagnéstico da Leptospirose Humana tém como controles
externos o Laboratério Nacional de Referéncia para Leptospirose (LNRL), pertencente ao
Instituto Oswaldo Cruz (IOC) / Fiocruz e o Laboratério de Doencas Bacterianas e

Fungicas, pertencente a Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED).



J& os kits de EIE e IFI para Doenca de Chagas e Leishmaniose Visceral Canina e
IFI Leishmaniose Humana sdo controlados externamente pelo Laboratério de Doengas

Parasitarias, também pertencente a FUNED.

1.2.1.METODOLOGIAS EMPREGADAS

Sao empregadas trés metodologias de andlises: Ensaio Imunoenzimatico (EIE),
Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e Imunocromatografia de Fluxo. Ao todo Bio-
Manguinhos possui 13 kits de reativos em seu portifélio ja com os devidos registros junto
aos oOrgdos regulatérios competentes e almeja registro de mais 2 kits. Os kits sado

apresentados conforme Tabela 1:

Ensaio Imunoenzimatico

EIE Leishmaniose Visceral Canina
EIE IgM Leptospirose
EIE Doenca de Chagas

Imunofluorescéncia Indireta
IFI Chagas
IFI Leishmaniose Visceral Canina
IFI Leishmaniose Humana
IFI HIV-1

Imunocromatografia de Fluxo
Teste Rapido HIV-1/2
TR DPP HIV-1/2 FO
TR DPP HIV-1/2 SSP
Imunoblot Rapido DPP HIV-1/2
Imunoblot R4pido DPP HIV-1/2 LAC
TR DPP Leishmaniose Visceral Canina
TR DPP Leptospirose
TR DPP Sifilis

Tabela 01: Kits de Reativos produzidos por Bio-Manguinhos.

1.2.1.1. ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE)

Destinado ao diagnéstico de Leptospirose, Chagas e Leishmaniose Visceral Canina.
Com este ensaio realizamos a pesquisa de anticorpos especificos em soro ou plasma
reagindo soros com antigenos ou imunorreagentes previamente adsorvidos nas

cavidades das microplacas (fase sélida) previamente sensibilizadas. S&o adicionados nas



microplacas os controles do teste e as amostras a serem analisadas que, possuindo
anticorpos especificos, se fixam aos antigenos. Em seguida, é adicionada uma
antiimunoglobulina marcada com a enzima peroxidase, que se ligara aos anticorpos, caso
estejam presentes. A reacdo é evidenciada pela utilizacdo de substancias cromégenas
gue reagem com a enzima peroxidase, gerando coloracdo medida em aparelho de
absorbancia. (BIO-MANGUINHOS, 2008a; BIO-MANGUINHOS, 2008b; BIO-
MANGUINHOS, 2008c)

A sensibilizacdo da microplaca consiste em revestir a placa com o antigeno tratado
com solucao alcalina (pH superior a 8), deixando-o com carga negativa, para promover a
adsorcdo a placa passivamente por interacdo eletrostaticas, em virtude das cargas
positivas do poliestireno ou polivinil utilizado para condiciona-las. (AVILA, 2001)

A etapa de lavagem é realizada para retirar o excesso de imunorreagentes nao
ligados e ocorrem entre as demais etapas do método. Utilizamos em Bio-Manguinhos
lavadoras de placas automaticas, pois estas reduzem o tempo de realizacdo do teste e
proporcionam maior uniformidade ao processo.

A coloragdo do sistema é alterada quando adicionamos uma solucdo reveladora
composta de um substrato (H,O,) correspondente a enzima Peroxidase conjugada e um
cromdgeno, a tetrametilbenzidina (TMB). A quebra do substrato pela enzima conjugada e
seus produtos atuam no cromégeno que é um componente doador de elétrons. (AVILA,
2001)

O valor de corte (Cut-off) varia de acordo com o antigeno em analise, de maneira
que assegure as caracteristicas mais adequadas do ensaio para o correto diagnéstico
soroldgico. O titulo do Cut-off € determinado multiplicando a média dos soros negativos
pelo desvio padrdo do mesmo indicado na bula dos reativos. O titulo deve estar em uma
zona intermedidria entre os resultados reativos (positivos) e os nao reativos (negativos).
Pelo valor encontrado no titulo do Cut-off, estabelecemos a especificidade e sensibilidade
do reativo com um painel de soro de referéncia. (AVILA, 2001)

O método € altamente sensivel quando apresenta enzimas ativas, antigenos puros,
substratos de alta qualidade, anticorpo e conjugado em étimas condicdes. (AVILA, 2001)



1.2.1.2. IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IFI)

A imunofluorescéncia é o teste mais utilizado no diagnéstico laboratorial para a
pesquisa de anticorpos. (AVILA, 2001) Esta consiste na reacdo de anticorpos com
antigenos especificos para o teste fixados nas laminas de microscopia. A reacdo entre
antigeno fixado e o anticorpo presente na amostra é visualizada ap6s a adi¢do de anti-
imunoglobulina humana (lIg) conjugada com um fluorocromo. (BIO-MANGUINHOS, 2009a;
BIO-MANGUINHOS, 2009b; BIO-MANGUINHOS, 2009c)

Os fluorocromos geram um fendmeno denominado fluorescéncia, pois séo
substancias que absorvem luz de um comprimento de onda menor, e quando excitados
com a luz ultravioleta emitem luz de comprimento de onda maior. S8o0 muito sensiveis as
visualizacBes e diferem quanto ao espectro de excitacdo e emissdo.(AVILA, 2001) O
fluorocromo utilizado nos kits de Bio-Manguinhos é o Isotiocianato de Fluoresceina (FITC
— fluorescein isothiocyanate).

A grande vantagem do uso de marcadores é que mesmo concentracfes
extremamente baixas de fluorocromos, estes podem ser detectados através do
microscaépio de fluorescéncia. (AVILA, 2001)

As laminas antes de serem visualizadas no microscépio de imunofluorescéncia com
objetiva de aumento de 40X devem ser montadas em glicerina alcalina, porque a
intensidade de luz emitida pela fluoresceina depende do pH do meio, sendo maxima em
pH 8,5. (AVILA, 2001)

1.2.1.3. IMUNOCROMATOGRAFIA DE FLUXO

Os Testes Rapido sdo destinados para pesquisa de anticorpos especificos para
determinadas doencas em amostras de sangue total, soro ou plasma. (BIO-
MANGUINHOS, 2007; BIO-MANGUINHOS, 2010) Bio-Manguinhos produz estes testes
em duas plataformas, a convencional (fluxo lateral) e a de duplo percurso.

O teste é composto por uma membrana de nitrocelulose, contendo os elementos da
reacdo (anticorpos especificos e conjugados de proteinas A com ouro coloidal) ajustados
em um invélucro plastico apropriado. O principio de funcionamento baseia-se na reacao
especifica antigeno-anticorpo. Compde-se de uma fase soélida (membrana), na qual estéo

imobilizados elementos de captura (antigeno), e uma fase médvel, na qual estdo
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suspensos 0 conjugado de captura e a molécula-alvo que sdo os anticorpos. (BIO-
MANGUINHOS, 2007; BIO-MANGUINHOS, 2010)

Os anticorpos presentes (caso existam) se ligam as proteinas especificas
conjugadas ao ouro coloidal. Neste ensaio ocorre uma reacdo do tampéo de corrida com
0 soro, plasma ou sangue total utilizado para o teste. O tampéao de corrida propicia o fluxo
lateral dos componentes liberados, promovendo a ligacéo dos anticorpos aos antigenos.

No caso de uma amostra ser positiva, 0 complexo “imuno-conjugado” migra na
membrana de nitrocelulose, sendo capturado pelos antigenos fixados na area do teste (T)
e produzindo uma linha roxa/rosa (resultado reagente). Na auséncia de anticorpos, a linha
roxa/rosa ndo aparece na area do teste (resultado ndo reagente).

Em todos os casos, a amostra continua a migrar na membrana produzindo uma
linha roxa/rosa na area de controle (C), o que demonstra o funcionamento adequado dos
reagentes. (BIO-MANGUINHOS, 2007; BIO-MANGUINHOS, 2010)

1.3. PAINEIS SOROLOGICOS

S&o amostras de soros produzidas a partir de plasma processado e se destinam a
programas de controle de qualidade de produtos, de sorologia de laboratérios e
hemocentros e séo utilizados para controle interno. (BIO-MANGUINHOS, acessado em
10/01/2011)

As amostras de soro recebidas para a montagem dos painéis soroldgicos séo
provenientes de Instituicbes Nacionais e da Secdo de Processamento de Plasma
(SEPLA), pertencente ao Departamento de Reativos para Diagnéstico (DERED). Estas
amostras sdo processadas, caracterizadas sorologicamente e envasadas, sendo, em
seguida, enviadas ao Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saulde (INCQS)
para analise e validacdo para serem utilizadas como controle interno para suas
respectivas doencas.

Nas andlises de todas as metodologias empregadas no controle de qualidade dos
kits diagnésticos (Ensaio  Imunoenzimético, Imunofluorescéncia Indireta e
Imunocromatografia de Fluxo) é necessaria a utilizacdo de painéis soroldgicos. No
LACORE esses insumos sao utilizados em etapas do controle em processo, controle de
processo e produto final dos testes rapidos, controle de processo e produto final dos EIE e

IFI HIV-1, controle de produto final dos demais kits, além da utilizacdo nos estudos de
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estabilidade, validacéo dos métodos e atendimento ao SAC. Durante os testes de controle
de qualidade, seja pelo controle interno ou externo, deve-se realizar uma etapa onde o kit
€ exposto a amostras caracterizadas para a doenca a qual se deseja diagnosticar tendo
como objetivo avaliar os indices de sensibilidade e especificidade do produto em detectar
a doenca. Estes indices sdo calculados e precisam estar de acordo com os valores de
referéncia definidos em conjunto entre desenvolvimento, producédo e qualidade do kit.

Determina-se, dessa forma, a sensibilidade do teste a fim de demonstrar o quanto o
teste é sensivel para encontrar a porcentagem de pacientes doentes com teste positivo
em uma populacdo sabidamente infectada. Para determinar a especificidade do teste é
definida a porcentagem de individuos “normais” com teste negativo em populacdo
sabidamente identificada. Entende-se por individuo normal aquele que nao é portador da
doenca para a qual o diagnostico do teste é destinado. A especificidade pode ser
influenciada por inUmeros fatores que levam a falsos resultados positivos, como por
exemplo, individuos polinfectados por parasitas intestinais apresentam um somatério de
componentes antigénicos que reagem cruzadamente com inimeros antigenos - alvo dos
testes soroldgicos. (AVILA, 2001)

No entanto, a aquisicdo e o0 processamento de amostras para composicdo dos
painéis soroldgicos vém sendo um grande percal¢o, estas amostras sdo imprescindiveis
para a liberacdo de todos os kits, porém algumas ndo sdo encontradas para
comercializac@o e outras séo recebidas através de doac¢des. Além disso, as amostras de
soro precisam ser caracterizadas e de origem confiavel, tendo o LACORE a

responsabilidade de captacdo e processamento destas amostras.

1.4. OBJETIVOS

1.4.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma proposta de implementacdo de um sistema para captacdo e

processamento de painéis sorologicos que serdo utilizados na rotina do Laboratério de
Controle de Reativos de Bio-Manguinhos / FIOCRUZ.
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1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este trabalho visa modelar os processos existentes para captacdo e processamento
das amostras que compdem 0s painéis sorolégicos além de identificar e analisar as
principais falhas e problemas gerados com a utilizacdo deste sistema, propondo a
implementacéo de um novo processo para estas atividades.

1.5. DELIMITACAO DO ESTUDO

Serd abordada a situacdo atual do laboratério no que tange os processos de
recebimento e processamento das amostras de soro para producao dos painéis internos.
Os problemas encontrados durante todo o processo e sugestdes de melhorias com a
implementagdo de um novo sistema para tal, seguindo as Boas Praticas de Fabricacao
(BPF), conferindo uma maior confiabilidade nos resultados gerados por este laboratério.

A implantacdo deste sistema ndo sera descrita neste trabalho, pois o laboratério
precisaria de uma ampliacdo de sua estrutura fisica para comportar os equipamentos
utilizados para atendimento da demanda atual e 0s novos equipamentos que seriam
adquiridos para realizacédo desta atividade.

O termo sistema utilizado neste trabalho refere-se um conjunto de elementos

interconectados, de modo a formar um todo organizado, significando "combinar”, "ajustar",

"formar um conjunto”.

1.6. JUSTIFICATIVA

A implementacdo deste sistema possibilitara a melhoria dos processos, a fim de
garantir que as analises para liberacdo dos kits produzidos por Bio-Manguinhos sejam
realizadas com amostras caracterizadas, ou seja, amostras que tenham passado por
analises em diferentes metodologias tendo seu resultado identificado em relacdo a
doenca em questdo, aumentado a confianca aos resultados encontrados, a eficiéncia dos
processos e conseguientemente a diminuicdo das reanalises dos lotes, das reprovacdes e

das reclamacgdes ao SAC.
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1.7. METODOLOGIA

O trabalho consiste em um estudo de caso para a implementag¢édo de um sistema de
captacado e processamento das amostras de soro para elaboracdo dos painéis sorolégicos
que serdo utilizados na rotina do Laboratério de Controle de Reativos de Bio-Manguinhos
/ FIOCRUZ.

Para realizacao deste trabalho foram levantados os dados do laboratério referente a
este processo, como 0s procedimentos operacionais padrdes das atividades e as
instrucdes de trabalho, sendo realizada uma analise e modelagem dos processos atuais.
Além de entrevistas abertas com o gerente do LACORE, Luiz Alberto Pereira, para melhor
contextualizar as atividades desenvolvidas por este laboratério e com a gerente da
Divisdo de Producdo de Painéis Sorolégicos (DIPPS), Angélica Santos Lameiras
responsavel pela producgdo dos painéis sorolégicos para o INCQS, onde pode-se obter um
maior conhecimento sobre esta atividade e como este processo poderia ser implementado
no LACORE.

Um extensivo levantamento bibliografico foi feito em bases de dados textuais e
referenciais disponiveis na Internet, no entanto, poucos apresentaram relevancia em

relacéo ao tema do trabalho proposto.

1.8. ESTRUTURA DO TRABALHO

O capitulo | traz as definicbes do que sdo os produtos diagnosticos e a forma de
como esses sdo controlados em Bio-Manguinhos, sendo que para essa liberacdo seja
realizada de uma forma confiavel é indispensavel a utilizacdo dos painéis sorolégicos
caracterizados, além dos objetivos, delimitacdo do estudo, justificativa, metodologia e
estrutura do trabalho.

O segundo capitulo traz a situacdo atual do laboratério, os problemas encontrados
durante todo o processo e sugestdes de melhorias com a implementacdo de um novo
sistema para esta atividade.

O ultimo capitulo traz as consideracdes finais deste trabalho.
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1.9. CONCEITOS ESSENCIAIS DE MODELAGENS DOS PROCESS OS

A gestédo de processos de negécio € um conjunto de métodos e técnicas que
auxiliam a organizacdo na gestdo de seu negoécio através do conhecimento e
entendimento de seus processos. Como primeiro passo para tal gestdo, as organizacdes
se véem em face a formalizar seus processos, representando-os através de uma
linguagem comum e de entendimento uniforme. A modelagem de processos de negécio
auxilia nesta formalizacdo, pois ajuda a organizacdo a responder as questdes criticas
sobre 0 seu neg6cio, como: o0 que esta sendo feito, por que esta sendo feito, onde, por
quem, quando e de que forma é feito. (ARAUJO, 2004)

A tarefa de modelagem de processos envolve o levantamento e representacao de
uma grande quantidade de informacdes. Para tanto, € interessante utilizar ferramentas
computacionais que auxiliem na construcdo, consulta e manutenc¢éo destas informacdes.
Atualmente, existem ferramentas que sdo projetadas para este fim, se propondo a apoiar
a modelagem de processos de negdcio, como: ARIS (IDS Scheer), ProVision (Proforma),
entre outras. (ARAUJO, 2004)

Tais ferramentas disponibilizam, para o usuario, funcionalidades diferentes para
manipulacdo dos modelos construidos. Além de representar graficamente o modelo de
negocio, também disponibilizam funcionalidades para validar a consisténcia estrutural dos
diagramas construidos. Outra caracteristica importante presente em varias ferramentas é
a simulacéo da execuc¢do dos processos. Através da simulacdo, a organizacao pode fazer
alteracbes em seus processos avaliando o impacto ocasionado por elas, antes de
executa-las realmente. Além de auxiliar na estimativa dos custos, do tempo e dos
recursos gastos durante a execucdo dos processos. (ARAUJO, 2004)

Este trabalho se concentrara na metodologia ARIS, da ID Sheer, devido a
facilidade de utilizac@o e personalizacédo, além desta ja ser utilizada em casos de Bio-
Manguinhos.

A plataforma ARIS foi criada por Scheer e considera que o modelo de negécio seja
constituido de modelos e descricdes sobre o negécio. Como principal vantagem, destaca
se a variedade de modelos, separando a informacédo e permitindo sua melhor visualizacao
e entendimento. Além dessa, a possibilidade da customizacdo da ferramenta, visando
adaptar-se a realidade de cada organizacdo. (CHAVES, 2008)
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1. PROCEDIMENTO ATUAL PARA RECEBIMENTO E PROCESSA MENTO DE
AMOSTRAS

Atualmente existe um procedimento utilizado pelo LACORE para recebimento e
processamento das amostras de sangue ou soro para a producdo dos painéis sorolégicos
utilizados na rotina. Este procedimento foi elaborado no ano de 2009, com o objetivo de
ter painéis caracterizados para a liberacao dos produtos, para a utilizacdo nos estudos de
estabilidade e validacdo dos métodos.

=

ReceDi . Liberagdo dos Kits
processamento > amostras nas pelo Controle de
das amostras analises Qualidade

Solicitacdo de

amostras

Figura 05: Macroprocesso das atividades inerentes as amostras.

Para o kit de Leptospirose foi realizada uma parceria entre Bio-Manguinhos e 0s
controles externos do kit, apés uma reunido entre o LACORE e a CGLAB, a fim de utilizar
0 mesmo painel para os trés controles. A FUNED seleciona as amostras, que séo
provenientes da sua rotina, testa em dois métodos, imunoenzimatico e microaglutinacao.
No método imunoenzimatico € testado com dois fabricantes diferentes, sendo um deles o
produzido por Bio-Manguinhos. Apds a montagem do painel por parte da FUNED, este é
enviado para o LNRL que desempenha o papel de confirmar os resultados encontrados
pela FUNED, antes das amostras serem utilizadas no controle dos kits.

No ato do recebimento dos soros que sdo provenientes destes laboratdrios, os
técnicos do LACORE conferem o volume, a quantidade de amostras e a humeracéo de
origem dos frascos com os dados contidos no protocolo de caracterizacdo enviado e
antes da utilizacdo, este é analisado com os kits de Bio-Manguinhos aprovados e os
resultados séo comparados aos enviados pelos dois laboratérios e arquivados em pastas
juntamente com a documentacao recebida, gerando os protocolos de processamento das

amostras. As amostras as quais obtiveram os mesmos resultados de ambos os
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laboratérios sdo armazenadas em camara fria a temperatura de -20°C, ficando disponiveis
para utilizacdo na rotina do LACORE. (BIO-MANGUINHOS / LACORE, 2009)

Este procedimento é realizado sempre que verificado o término das amostras, tendo
0 LACORE que solicitar por e-mail para a FUNED a elaboracdo de um novo painel.
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Figura 06: Processo de elaboragdo dos painéis para Leptospirose.



17

Algumas amostras utilizadas na montagem dos painéis para utilizacdo nos kits para
diagnéstico do virus HIV sao fornecidos pelo SEPLA e outras adquiridas através de
importacdo. A solicitacdo realizada para o SEPLA ocorre através de um protocolo de
solicitagdo de soros interno, onde descrevemos a quantidade de soro a ser enviada e o
tipo de amostra, sendo positiva ou negativa para a doenca. O fornecimento do soro leva

em média 48 horas (teis.
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Figura 07: Processo de solicitagdo de amostras para HIV a SEPLA.
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J& a aquisicdo dos painéis de origem comercial envolve muitos processos, pois
antes da solicitagcdo da compra precisa-se cadastrar em um sistema operacional de Bio-
Manguinhos denominado “ECM” as especificagbes como a quantidade de amostras que
compbem o painel, a caracterizacdo, a referéncia comercial, a temperatura de
armazenagem, a marca, entre outros. Apés o cadastro do painel, este podera ser
comprado sempre que houver demanda por parte do laboratério responsavel pelo
cadastro ou qualquer outro que precise utilizar este mesmo produto.

A solicitagdo de compra é realizada no sistema “ERP”, onde solicitamos através do
namero de registro do cadastro a quantidade que devera ser adquirida e o local onde o
mesmo sera entregue. Esta solicitacdo € visualizada pelo Setor de Compras por
Importacdo (SEIMP), que a partir dai tera toda a responsabilidade pela aquisicdo e
importacdo do mesmo. O tempo de recebimento dos painéis é relativo, pois depende de

muitos fatores que extrapolam as atribui¢cdes de Bio-Manguinhos.



Figura 08: Processo de cadastro e aquisicdo de painéis de amostras para HIV.
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Devido & doenca de chagas ser um problema epidemiolégico apenas dos paises da
Ameérica Latina, ndo existem painéis com as caracteristicas necessarias para a utilizacéo
no controle de reativos disponiveis para comercializagdo. As amostras utilizadas para
composicdo do painel para o diagnéstico desta doenca sdo fornecidas apenas pelo
SEPLA, com o0 mesmo procedimento para solicitagdo realizado para o HIV. Os controles

interno e externo dos kits para esta patologia ndo utilizam os mesmos painéis.

e
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Figura 09: Processo de solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral Canina e
Leishmaniose Humana a SEPLA.
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Através da estreita relacdo do LACORE com a FUNED algumas amostras para

composi¢cado dos painéis de Leishmaniose Visceral Canina e Leishmaniose Humana sao

doadas por esta institui¢do. A solicitacdo é feita informalmente através de e-mails.
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Figura 10: Processo de Solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral Canina e

Leishmaniose Humana a FUNED.
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Estes painéis também sdo compostos por algumas amostras fornecidas pelo
SEPLA, também seguindo o mesmo procedimento para solicitacdo realizado para o virus
HIV e a doencga de chagas. Os controles interno e externo dos kits para esta patologia ndo

utilizam os mesmos painéis.
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Figura 11: Processo de Solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral Canina e

Leishmaniose Humana a SEPLA.
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2.2.  PROBLEMATICA DO SISTEMA ATUAL

No sistema utilizado para captagdo e processamento das amostras de soros
empregadas para liberacdo dos kits produzidos por Bio-Manguinhos pode-se identificar
algumas causas que dificultam a realizac&o destes processos.

A primeira delas encontra-se na dificuldade de aquisicdo destes painéis, pois
alguns deles ndo sédo encontrados facilmente para comercializagdo e quando
encontrados, apresentam alto custo e um volume reduzido, 0 que gera uma grande
despesa para Bio-Manguinhos, pois com a crescente demanda faz-se necessario um
maior volume para utilizacdo nas analises de liberacdo dos lotes de kits produzidos.

Outra dificuldade é que algumas das amostras recebidas sdo provenientes de
doacdes da rotina de laboratérios publicos, ndo tendo as vezes um histérico clinico
disponivel e nem resultados em diferentes metodologias de analise, a fim de confirmar a
caracterizacdo desta amostra. O LACORE por sua vez, quando recebe estas amostras
também ndo dispde de recursos fisicos para uma correta confirmacado da caracterizagdo
destas amostras, apenas testando-as em lotes aprovados dos kits de Bio-Manguinhos. A
utilizacdo das referidas amostras na rotina do laboratério causa muitos problemas, pois
em determinados lotes algumas amostras apresentam-se com resultados discordantes,
nao havendo como distinguir se o lote esta realmente com problemas ou se as amostras €
gue nao estdo caracterizadas de forma correta e ndo expressam confiabilidade e as vezes
ndo h& outras disponiveis para substituicdo. Estes resultados discordantes causam
davidas em relacdo as analises, precisando que sejam realizadas retestes destes
produtos, ocasionando atrasos na liberagdo e entregas destes Kkits, ficando a rede publica
desabastecida.

Além do laboratério ndo possuir outros kits comerciais para confirmacdo dos
resultados das amostras enviadas, este também ndo possui uma estrutura fisica
adequada, devido a falta de equipamentos para 0 processamento destas amostras, pois
toda a manipulacdo destas é realizada fora de uma cabine de seguranca bioldgica,
ficando expostos os técnicos que realizam este procedimento, a falta de equipamentos de
andlise automatizados, falta de outros kits comerciais e de uma maior area fisica que
comporte as andlises de rotina para liberacao dos kits e o processamento das amostras.

Para auxiliar a fase de andlise e diagnéstico sera utilizado o Diagrama de Causa e
Efeito. Este, também é conhecido como Diagrama de Ishikawa ou de Espinha de Peixe,

7

foi criado por Kaoru Ishikawa e € uma ferramenta amplamente utilizada pelas mais



24

diversas organizacdes. O propésito principal de um diagrama de causa e efeito é fornecer
uma maneira de avaliar de forma sistematica todos os fatores que podem afetar
determinada situacdo, conforme figura 09. (O Gerente, acessado em 01/03/2011)

O diagrama apresentado abaixo ndo segue a classificacdo dos problemas na
forma estrutural dos 6M (Método, Matéria-prima, Mao-de-obra, Maquinas, Medicao, Meio

ambiente), sendo apenas utilizado para ilustrar os problemas encontados.

LACORE sem estrutura Atrasos na entrega dos produtos
adequada para processamento
das amostras existentes
Resultados das andlises discordantes

Dificuldade de aquisi¢éo Reandlises dos produtos
das amostras

Dificuldade na liberagéo
dos kits pelo LACORE

Amostras utilizadas no
controle analisadas em
poucas metodologias para
elaboracéo do painel

Auséncia de painéis
comerciais para
algumas patologias

Amostras recebidas
com pouco volume

Utilizagdo das amostras de forma
reduzida (apenas no Produto

Terminado e em algumas etapas do

controle de processo)

Figura 12: Diagrama de Causa e Efeito.

2.3. PROPOSICAO DE MELHORIAS E REDESENHO DO PROCESS O

A proposta de melhoria sera dividida em duas partes, melhoria dos processos de
captacdo e processamento das amostras para composi¢cdo dos painéis soroldgicos e
melhoria da estrutura fisica do laboratério para analise destas amostras.

Para melhoria dos processos de captacdo seriam realizadas parcerias com
instituicdes publicas com a finalidade de fornecimento de bolsas de sangue ou amostras

soroldgicas de rotina, que servirdo como matéria prima para a producdo dos painéis
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sorolégicos, de forma que o LACORE captasse todas estas amostras e realizasse as
andlises para caracterizacao em seu laborat6rio.

Primeiramente, o LACORE firmaria parcerias com os laboratérios que ja fazem o
uso dos kits em sua rotina, solicitando ao SAC a relacdo de todos os clientes da rede
publica. O primeiro contato seria realizado por telefone informalmente, onde o gerente do
LACORE explicaria a utilizagdo e a necessidade das amostras para o laborat6rio,
avaliando a viabilidade do fornecimento juntamente com o responsavel pela area
contatada. Se o fornecimento for viavel e aceito, este processo seria entdo formalizado
através de um oficio enviado por Bio-Manguinhos a instituicdo cedente. Neste oficio sera
descrito para qual finalidade estas amostras serdo empregadas e a responsabilidade do
LACORE com estas, conforme acordado por telefone.

As amostras recebidas serdo cadastradas com a humeracgao original e registradas
com um numero de controle interno do LACORE, garantindo-se assim a rastreabilidade
de qualquer bolsa ou amostra, caso haja necessidade. Logo apés o registro, estas serao
armazenadas e liberadas para os processos de recalcificacdo, clarificac@o e aliquotadas
em menores volumes para evitar possiveis contaminacdes e se ter reposicdes, visto que
as mesmas precisam ficar armazenadas em temperatura inferior a -20°C, e o constante
descongelamento das mesmas afeta as caracteristicas, pois sdo amostras de origem
biol6gica. A caracterizac@o das amostras deve ser realizada com uma aliquota deste soro.

O processo de recalcificacdo do plasma consiste na reposi¢éo do calcio perdido, por
meio da adi¢&o de cloreto de calcio e &cido aminocaprdico. Ja o processo de clarificacao
consiste na adicéo de caolin (silicato de aluminio) para tornar o soro limpido.

O processo de caracterizacdo das amostras serd realizado seguindo os algoritmos
para testagem da Portaria 153 de 14 de junho de 2004 para Sifilis, HIV e Doenca de
Chagas e para as demais patologias, devido a falta de uma normativa especifica serédo
utilizados os mesmos critérios.

Para realizacao das analises serao utilizados os kits produzidos por Bio-Manguinhos
e kits comerciais adquiridos através de solicitacdbes de compra. Os kits comerciais
utilizados para caracterizacdo das amostras foram selecionados de acordo com os ja
empregados na rotina do SECAS / DIPPS. Estas amostras serdo analisadas em dois
testes de triagem e um teste confirmatério. As relacfes das metodologias e dos

fabricantes estao descritas na tabela 02.
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Reacbes

Sorolégicas para:

Metodologias / Fabricantes

HIV 1/2

EIE Vironostika HIV
Uniform Il Ag/Ab

Biomérieux

Imunoblot Rapido DPP
HIV 1/2

Bio-Manguinhos

IFI HIV-1

Bio-Manguinhos

Leptospirose

EIE IgM Leptospirose

Bio-Manguinhos

EIE IgM Leptospira

Panbio

Sifilis

VDRL Bras

Laborclin

EIE Trepanostika

Biomérieux

FTA-ABS

Wama

Leishmaniose

Humana

Teste Répido IT LEISH
DiaMed

IFI Leishmaniose
Humana

Bio-Manguinhos

Leishmaniose

Visceral Canina

EIE Leishmaniose
Visceral Canina

Bio-Manguinhos

Calazar Canino Elisa / S7

Biogene

IFI Leishmaniose
Visceral Canina

Bio-Manguinhos

Doenca de Chagas

EIE Chagas

Bio-Manguinhos

EIE Chagatest

Wener

IFI Imunocruzi

Biomérieux

Tabela 02: Kits comerciais utilizados para caracterizagao.

Apoés todo este processo, as amostras que obtiverem os mesmos resultados nas

diferentes analises serdo armazenadas na temperatura de -20°C e algumas aliquotas
empregadas na rotina e também encaminhadas para utilizacdo nos controles externos e
nos laboratorios da producéo dos Kits.

Com a definicdo das analises de caracterizacdo das amostras, torna-se necessario
a adequacdo da estrutura fisica do laboratério a fim de se atender as normas de
biosseguranca e as boas praticas de fabricacdo. O LACORE atualmente esta alocado em
uma éarea de 42 m? no Departamento da Qualidade / Complexo Tecnolégico de Vacinas —
CTV e conta com 15 técnicos. Para a realizacdo das analises de caracterizacdo das
amostras na metodologia de EIE seria necessaria a aquisicdo de uma lavadora e uma
leitora de microplacas, pois as que o laboratério possui sado utilizadas para a rotina do
controle dos kits e atendem a uma crescente demanda.



27

Além destes equipamentos, também seria necessaria a aquisicdo de uma
centrifuga, um banho-maria, uma cabine de seguranca, um agitador de tubos e uma
estufa, para complementar os equipamentos que ja existem no laboratério e que néo
precisam ter sua utilizacdo dedicada as atividades de processamento das amostras.

As atividades de processamento das amostras para composicdo dos painéis
soroldgicos também podem ser realizadas em uma outra area, necessitando, de acordo
com as caracteristicas minimas para constru¢do de um laboratério para este fim, faz-se
necessario no minimo 18 m? para alocacéo dos equipamentos que serfo utilizados. Para
a implantacdo deste sistema em outra area também seria preciso o aumento do quadro
de funcionarios, pois os funcionarios alocados no laborat6rio atendem a demanda de toda
a rotina existente, sendo preciso a contratacdo de mais 02, para atendimento exclusivo
das analises de caracterizacdo, de acordo com as atividades que serdo realizadas.

Todo este levantamento das necessidades do laboratério foi definido pelo gerente

do mesmo, e a partir da identificagcdo e analise das causas foi possivel estabelecer um

plano de acdo para o alcance dos objetivos deste projeto.

N° Problema Acéo de Melhoria Recursos Necessarios Prazo
Aquisi¢éo de equipamentos como
Adequacé&o do laboratério lavadoras, leitoras, cabine de 01 ano
existente. seguranca, centrifuga, banho
LACORE sem estrutura gurang 9
maria, entre outros.
1 adequada para processamento p
Alocagéo do
das amostras . G .
processamento dos Disponibilizagdo de uma area 02 anos
painéis em outro fisica de 18 m2.
laboratério.
Parceria com instituicdes
- I Ublicas para - .
Dificuldade de aquisi¢édo das P S P Oficios gerados pelo préprio
2 fornecimento de bolsas de 03 meses
amostras LACORE.
sangue ou amostras
sorolégicas de rotina.
3 Auséncia de painéis comerciais | Elaboragéo de painéis Bolsas de sangue ou amostras 06 meses
para algumas patologias para estas patologias soroldgicas de rotina.
. . ~ Pessoal capacitado e treinado
Amostras recebidas com pouco | Pré-selecdo de amostras o . R
4 . para a atividade de recebimento 01 més
volume com volume suficiente.
das amostras.
Analises realizadas com L -
Atrasos na entrega dos P L Painéis soroldgicos
5 painéis sorolégicos . 06 meses
produtos . caracterizados.
caracterizados.
- Anélises realizadas com e -
Resultados das analises g . Painéis soroldgicos
6 . painéis soroldgicos ; 06 meses
discordantes . caracterizados.
caracterizados.
Anélises realizadas com e -
- P L Painéis soroldgicos
7 Reanalises dos produtos painéis sorolégicos ; 06 meses
. caracterizados.
caracterizados.
8 Amostras utilizadas no controle | Amostras analisadas em Kits comerciais para analise das 06 meses
analisadas em poucas diferentes metodologias amostras.




metodologias para elaboragéo
do painel

para elaboracéo do painel.

Utilizagao das amostras de
forma reduzida (apenas no
Produto Terminado e em alguns
produtos no controle de
processo)

Utilizagéo dos painéis na
etapa final do controle de
processo de todos os kits.

Painéis soroldgicos
caracterizados e em volume
suficiente para analise em todas
as etapas do controle.

06 meses

Tabela 03: Plano de agéo para alcance dos objetivos.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho tem o objetivo de propor a implantagdo de um sistema de captacéo e
processamento de amostras para elaboracdo de painéis sorolégicos para a utilizacdo na
rotina do LACORE. Através do levantamento das informacdes a cerca destes processos,
obtidas através de entrevistas abertas e andlise dos processos atuais foi possivel a
estruturacdo de uma visdo sistémica do funcionamento destes.

O trabalho cumpriu com seu objetivo que era fazer uma proposta de
implementacédo deste processo. Desta forma, conseguimos levantar os pontos criticos dos
processos atuais e analisa-los, a fim de trazer incrementos no nivel de eficiéncia dos
processos.

A implementacdo de um sistema de captacdo e processamento de painéis
sorologicos para utilizagdo nas metodologias de controle de qualidade dos kits
diagnoésticos produzidos em Bio-Manguinhos além de contribuir para a seguranca da
liberacdo desses produtos, reduziria as reanalises dos processos, pois seriam utilizadas
amostras conhecidamente caracterizadas e que nado gerariam duavidas quanto a sua
procedéncia e, também, valorizaria a imagem do LACORE em relagdo aos controles

externos de qualidade devido a confiabilidade das andlises realizadas.
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Os reativos para diagnéstico sdo insumos ou conjunto de insumos
usados na detecc¢do de antigenos ou anticorpos, visando obter um diagndstico laboratorial
para determinada doencga. O Laboratério de Controle de Reativos é responséavel pelas
analises de controle de qualidade de todos os reativos produzidos por Bio-Manguinhos.
Este necessita de painéis de amostras caracterizadas para desempenho de varias
atribuicdes, entre elas as analises dos kits para liberacédo. O sistema utilizado atualmente
é falho e apresenta sérios problemas, sendo modelados os processos existentes para
captacdo e processamento das amostras que compdem o0s painéis soroldgicos utilizados
na rotina do laboratério, identificando e analisando as principais falhas e os problemas
gerados com a utilizacdo deste sistema, propondo a implementacdo de um novo processo

para estas atividades.
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1 INTRODUCAO

1.1. KITS REATIVOS PARA DIAGNOSTICO

Os reativos para diagndstico sdo insumos ou conjunto de insumos usados na
deteccdo de antigenos ou anticorpos, visando obter um diagnostico laboratorial para
determinada doenca. (BIO-MANGUINHOS, acessado em 07/01/2011). Entre estes
produtos se incluem os reagentes, instrumentos e sistemas que, em conjunto com as
instrucbes para seu uso, contribuem para efetuar uma determinacdo qualitativa,
guantitativa ou semi-quantitativa em uma amostra biolégica e que ndo estejam destinados
a cumprir funcdo anatbmica, fisica ou terapéutica alguma, que ndo sejam ingeridos,
injetados ou inoculados em seres humanos e que séo utilizados exclusivamente para
prover informacdes sobre amostras coletadas do organismo humano.

A Portaria 686, de 27 de agosto de 1998, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), determina que todos os estabelecimentos que fabriquem produtos
para diagndstico de uso "in vitro", cumpram as diretrizes de Boas Préticas de Fabricacao
(BPF) e Controle estabelecidas nesse regulamento.

Bio-Manguinhos através da sua Divisdo de Producéo de Reativos para Diagnostico
(DIPRE) conta com uma linha diversificada de reativos para diagnéstico de doencgas
virais, bacterianas e causadas por protozoéarios e tem sua producdo dimensionada para
atender as demandas do Ministério da Salde, através de convénios que permitem a
distribuicdo de seus kits aos laboratérios publicos.

1.2. LABORATORIO DE CONTROLE DE REATIVOS

O laboratério de controle de qualidade foi criado em 1999 com a necessidade de se
controlar os kits de reativos produzidos por Bio-Manguinhos. As analises eram incipientes
e realizadas em uma pequena area da producdo, fato que nado condizia com as Boas
Praticas de Fabricacdo. No ano seguinte durante uma auditoria interna o laboratorio
recebeu uma nao-conformidade, pois o controle de qualidade dos produtos era realizado
no ambiente da producdo, pela prépria producdo, estando em desacordo com as

legislacdes vigentes, onde o laboratério produtor ndo pode ser responsavel pelas analises



de controle de qualidade dos produtos, havendo a necessidade de adequacéo, a fim de
garantir uma maior confiabilidade aos reativos produzidos por Bio-Manguinhos.

Apés a auditoria foi iniciada a implementacdo do Controle de Reativos para
Diagnostico (CORED) através de um projeto patrocinado pela Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ), sendo 0 marco inicial do controle de
qualidade de reativos. Apesar de todo esforco o espaco fisico e a aquisicdo de
equipamentos ainda era um problema. Neste mesmo ano o laboratério recebeu a ANVISA
para auditéria externa, onde esta ratificou a ndo-conformidade, sendo o laboratério
realocado em uma darea no quarto andar do prédio Rocha Lima, adequada para as
atividades realizadas. No ano de 2006 o laboratério foi alocado na area que ocupa até os
dias de hoje, no Centro Tecnoldgico Konosuke Fukai, Departamento da Qualidade
(DEQUA).

Anos depois, a fim de adequar este laboratério aos modelos organizacionais de Bio-
Manguinhos, este passou a se chamar Setor de Controle de Qualidade de Reativos
(SECQR), tendo a criacdo de um centro de custos para compra de equipamentos e
contratacdo de pessoal capacitado, visto que a demanda dos produtos estava em
constante crescimento. Ainda com o intuito de adequar cada vez mais, no ano de 2008
passou a se chamar Laboratério de Controle de Reativos (LACORE), se dividindo ainda
em duas subunidades organizacionais, de acordo com 0s processos realizados, sendo
estas as Sec¢bes de Controle de Produto Intermediario (SECPI) e de Controle de Produto

Final (SECPF), conforme apresentado na figura 01.
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Figura 01: Organograma da Vice Diretoria de Qualidade de Bio-Manguinhos



A SECPI tem como atribuicbes atender as demandas procedendo as analises dos
controles de matéria prima de microplacas, laminas e cassetes, controles em processo
dos kits (posto avancado da producdo) e controle de processo (andlises realizadas
durante a producdo de forma, se necessario, ajustar 0 processo para garantir que o
produto se mantenha conforme suas especificacdes), além de emitir laudos e protocolos
das andlises processadas, de realizar a padronizacédo e / ou otimizacdo de métodos sob
sua competéncia, entre outros. (BIO-MANGUINHOS / ASSPO, 2008) Esta secéo utiliza os
painéis sorolégicos nas etapas de analise dos cassetes, controle em processo dos testes
rapidos e controle de processo dos kits de IFI HIV-1, EIE Leishmaniose Visceral Canina,
EIE IgM Leptospirose e EIE Doenca de Chagas, a fim de avaliar o desempenho dos kits
em detectar a doenca em amostras sabidamente positivas e negativas. As analises com
0s painéis de amostras ndo sdo realizadas na SECPI em todos os kits devido a
qguantidade disponivel para utilizagdo ser reduzida. A partir dos resultados destas
amostras, pode-se calcular os indices de sensibilidade e especificidade.

Ja a SECPF é responsavel pelas andlises dos produtos finais, ou seja, produto que
tenha passado por todas as etapas de producao, incluindo rotulagem e embalagem final,
emitir os laudos e protocolos das analises processadas, executar os ensaios periédicos
de estudos de estabilidade e validagdo dos métodos, realizar a padronizacdo e / ou
otimizacdo de métodos sob sua competéncia, além de dar suporte ao Servico de
Atendimento ao Cliente, através de reandlises e contatos diretos com os clientes para
solucionar possiveis questfes técnicas e executar e supervisionar os treinamentos
ministrados para a rede de Laboratérios do Programa de Doencas Sexualmente
Transmissiveis — DST / AIDS do Ministério da Saude, com objetivo de preparar e
qualificar os profissionais na utilizacdo dos nossos produtos. (BIO-MANGUINHOS /
ASSPO, 2008) Esta secdo analisa toda a amostragem dos kits com painéis soroldgicos,
também com a finalidade de avaliar o desempenho dos kits em detectar a doenca em
amostras sabidamente positivas e negativas. A partir dos resultados destas amostras,
também calculam-se os indices de sensibilidade e especificidade. A figura 02 representa
as atividades de andlise desenvolvidas no LACORE.
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Os produtos produzidos séo distribuidos nacionalmente pelo Programa DST / AIDS
para os kits IFI HIV-1 e Testes Rapido HIV-1/2 e pela Coordenagdo Geral dos
Laboratérios — CGLAB para os demais kits. A distribuicdo é representada conforme figura
03 e 04.

Programa DST / AIDS
|

Teste R4pido TR DPP HIV-1/2 Imunoblot Répido

HIV-1/2 DPP HIV 1/2 IFIHIV-1

Figura 03: Kits distribuidos pelo Programa DST / AIDS do Ministério da Saude.

CGLAB
EIE Leishmaniose EIE IgM EIE Doencga de IFI Leishmaniose IFI Leishmaniose
Visceral Canina Leptospirose Chagas Visceral Canina Humana

Figura 04: Kits distribuidos pela Coordenacao Geral dos Laboratérios.

Esta Instituicdo, por sua vez exige para distribuicdo dos produtos que estes sejam
também testados por outros laboratdrios de referéncia, pertencentes ao Ministério da
Saude, tendo Bio-Manguinhos que estabelecer parcerias com outras instituicbes para
liberacdo dos produtos, as quais séo “nomeadas” controle externo dos kits, recebendo de
Bio-Manguinhos um quantitativo de todos os lotes de kits produzidos, baseados no plano
de amostragem utilizado pelo controle de qualidade interno, estando relacionado ao
numero de kits produzidos.

O controle externo deve proceder as analises conforme o controle de qualidade de
Bio-Manguinhos e a instrucdo de uso do kit de reativos e apés estas realizadas deve
encaminhar um laudo de liberacdo, dando ao lote um resultado de reprovado ou
aprovado. Os kits s6 sdo realmente encaminhados para os usuarios, se aprovados pelos
controles externo e interno.

Os kits de Elisa para diagnéstico da Leptospirose Humana tém como controles
externos o Laboratério Nacional de Referéncia para Leptospirose (LNRL), pertencente ao
Instituto Oswaldo Cruz (IOC) / Fiocruz e o Laboratério de Doencas Bacterianas e

Fungicas, pertencente a Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED).



J& os kits de EIE e IFI para Doenca de Chagas e Leishmaniose Visceral Canina e
IFI Leishmaniose Humana sdo controlados externamente pelo Laboratério de Doengas

Parasitarias, também pertencente a FUNED.

1.2.1.METODOLOGIAS EMPREGADAS

Sao empregadas trés metodologias de andlises: Ensaio Imunoenzimatico (EIE),
Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e Imunocromatografia de Fluxo. Ao todo Bio-
Manguinhos possui 13 kits de reativos em seu portifélio ja com os devidos registros junto
aos oOrgdos regulatérios competentes e almeja registro de mais 2 kits. Os kits sado

apresentados conforme Tabela 1:

Ensaio Imunoenzimatico

EIE Leishmaniose Visceral Canina
EIE IgM Leptospirose
EIE Doenca de Chagas

Imunofluorescéncia Indireta
IFI Chagas
IFI Leishmaniose Visceral Canina
IFI Leishmaniose Humana
IFI HIV-1

Imunocromatografia de Fluxo
Teste Rapido HIV-1/2
TR DPP HIV-1/2 FO
TR DPP HIV-1/2 SSP
Imunoblot Rapido DPP HIV-1/2
Imunoblot R4pido DPP HIV-1/2 LAC
TR DPP Leishmaniose Visceral Canina
TR DPP Leptospirose
TR DPP Sifilis

Tabela 01: Kits de Reativos produzidos por Bio-Manguinhos.

1.2.1.1. ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE)

Destinado ao diagnéstico de Leptospirose, Chagas e Leishmaniose Visceral Canina.
Com este ensaio realizamos a pesquisa de anticorpos especificos em soro ou plasma
reagindo soros com antigenos ou imunorreagentes previamente adsorvidos nas

cavidades das microplacas (fase sélida) previamente sensibilizadas. S&o adicionados nas



microplacas os controles do teste e as amostras a serem analisadas que, possuindo
anticorpos especificos, se fixam aos antigenos. Em seguida, é adicionada uma
antiimunoglobulina marcada com a enzima peroxidase, que se ligara aos anticorpos, caso
estejam presentes. A reacdo é evidenciada pela utilizacdo de substancias cromégenas
gue reagem com a enzima peroxidase, gerando coloracdo medida em aparelho de
absorbancia. (BIO-MANGUINHOS, 2008a; BIO-MANGUINHOS, 2008b; BIO-
MANGUINHOS, 2008c)

A sensibilizacdo da microplaca consiste em revestir a placa com o antigeno tratado
com solucao alcalina (pH superior a 8), deixando-o com carga negativa, para promover a
adsorcdo a placa passivamente por interacdo eletrostaticas, em virtude das cargas
positivas do poliestireno ou polivinil utilizado para condiciona-las. (AVILA, 2001)

A etapa de lavagem é realizada para retirar o excesso de imunorreagentes nao
ligados e ocorrem entre as demais etapas do método. Utilizamos em Bio-Manguinhos
lavadoras de placas automaticas, pois estas reduzem o tempo de realizacdo do teste e
proporcionam maior uniformidade ao processo.

A coloragdo do sistema é alterada quando adicionamos uma solucdo reveladora
composta de um substrato (H,O,) correspondente a enzima Peroxidase conjugada e um
cromdgeno, a tetrametilbenzidina (TMB). A quebra do substrato pela enzima conjugada e
seus produtos atuam no cromégeno que é um componente doador de elétrons. (AVILA,
2001)

O valor de corte (Cut-off) varia de acordo com o antigeno em analise, de maneira
que assegure as caracteristicas mais adequadas do ensaio para o correto diagnéstico
soroldgico. O titulo do Cut-off € determinado multiplicando a média dos soros negativos
pelo desvio padrdo do mesmo indicado na bula dos reativos. O titulo deve estar em uma
zona intermedidria entre os resultados reativos (positivos) e os nao reativos (negativos).
Pelo valor encontrado no titulo do Cut-off, estabelecemos a especificidade e sensibilidade
do reativo com um painel de soro de referéncia. (AVILA, 2001)

O método € altamente sensivel quando apresenta enzimas ativas, antigenos puros,
substratos de alta qualidade, anticorpo e conjugado em étimas condicdes. (AVILA, 2001)



1.2.1.2. IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IFI)

A imunofluorescéncia é o teste mais utilizado no diagnéstico laboratorial para a
pesquisa de anticorpos. (AVILA, 2001) Esta consiste na reacdo de anticorpos com
antigenos especificos para o teste fixados nas laminas de microscopia. A reacdo entre
antigeno fixado e o anticorpo presente na amostra é visualizada ap6s a adi¢do de anti-
imunoglobulina humana (lIg) conjugada com um fluorocromo. (BIO-MANGUINHOS, 2009a;
BIO-MANGUINHOS, 2009b; BIO-MANGUINHOS, 2009c)

Os fluorocromos geram um fendmeno denominado fluorescéncia, pois séo
substancias que absorvem luz de um comprimento de onda menor, e quando excitados
com a luz ultravioleta emitem luz de comprimento de onda maior. S8o0 muito sensiveis as
visualizacBes e diferem quanto ao espectro de excitacdo e emissdo.(AVILA, 2001) O
fluorocromo utilizado nos kits de Bio-Manguinhos é o Isotiocianato de Fluoresceina (FITC
— fluorescein isothiocyanate).

A grande vantagem do uso de marcadores é que mesmo concentracfes
extremamente baixas de fluorocromos, estes podem ser detectados através do
microscaépio de fluorescéncia. (AVILA, 2001)

As laminas antes de serem visualizadas no microscépio de imunofluorescéncia com
objetiva de aumento de 40X devem ser montadas em glicerina alcalina, porque a
intensidade de luz emitida pela fluoresceina depende do pH do meio, sendo maxima em
pH 8,5. (AVILA, 2001)

1.2.1.3. IMUNOCROMATOGRAFIA DE FLUXO

Os Testes Rapido sdo destinados para pesquisa de anticorpos especificos para
determinadas doencas em amostras de sangue total, soro ou plasma. (BIO-
MANGUINHOS, 2007; BIO-MANGUINHOS, 2010) Bio-Manguinhos produz estes testes
em duas plataformas, a convencional (fluxo lateral) e a de duplo percurso.

O teste é composto por uma membrana de nitrocelulose, contendo os elementos da
reacdo (anticorpos especificos e conjugados de proteinas A com ouro coloidal) ajustados
em um invélucro plastico apropriado. O principio de funcionamento baseia-se na reacao
especifica antigeno-anticorpo. Compde-se de uma fase soélida (membrana), na qual estéo

imobilizados elementos de captura (antigeno), e uma fase médvel, na qual estdo
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suspensos 0 conjugado de captura e a molécula-alvo que sdo os anticorpos. (BIO-
MANGUINHOS, 2007; BIO-MANGUINHOS, 2010)

Os anticorpos presentes (caso existam) se ligam as proteinas especificas
conjugadas ao ouro coloidal. Neste ensaio ocorre uma reacdo do tampéo de corrida com
0 soro, plasma ou sangue total utilizado para o teste. O tampéao de corrida propicia o fluxo
lateral dos componentes liberados, promovendo a ligacéo dos anticorpos aos antigenos.

No caso de uma amostra ser positiva, 0 complexo “imuno-conjugado” migra na
membrana de nitrocelulose, sendo capturado pelos antigenos fixados na area do teste (T)
e produzindo uma linha roxa/rosa (resultado reagente). Na auséncia de anticorpos, a linha
roxa/rosa ndo aparece na area do teste (resultado ndo reagente).

Em todos os casos, a amostra continua a migrar na membrana produzindo uma
linha roxa/rosa na area de controle (C), o que demonstra o funcionamento adequado dos
reagentes. (BIO-MANGUINHOS, 2007; BIO-MANGUINHOS, 2010)

1.3. PAINEIS SOROLOGICOS

S&o amostras de soros produzidas a partir de plasma processado e se destinam a
programas de controle de qualidade de produtos, de sorologia de laboratérios e
hemocentros e séo utilizados para controle interno. (BIO-MANGUINHOS, acessado em
10/01/2011)

As amostras de soro recebidas para a montagem dos painéis soroldgicos séo
provenientes de Instituicbes Nacionais e da Secdo de Processamento de Plasma
(SEPLA), pertencente ao Departamento de Reativos para Diagnéstico (DERED). Estas
amostras sdo processadas, caracterizadas sorologicamente e envasadas, sendo, em
seguida, enviadas ao Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saulde (INCQS)
para analise e validacdo para serem utilizadas como controle interno para suas
respectivas doencas.

Nas andlises de todas as metodologias empregadas no controle de qualidade dos
kits diagnésticos (Ensaio  Imunoenzimético, Imunofluorescéncia Indireta e
Imunocromatografia de Fluxo) é necessaria a utilizacdo de painéis soroldgicos. No
LACORE esses insumos sao utilizados em etapas do controle em processo, controle de
processo e produto final dos testes rapidos, controle de processo e produto final dos EIE e

IFI HIV-1, controle de produto final dos demais kits, além da utilizacdo nos estudos de
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estabilidade, validacéo dos métodos e atendimento ao SAC. Durante os testes de controle
de qualidade, seja pelo controle interno ou externo, deve-se realizar uma etapa onde o kit
€ exposto a amostras caracterizadas para a doenca a qual se deseja diagnosticar tendo
como objetivo avaliar os indices de sensibilidade e especificidade do produto em detectar
a doenca. Estes indices sdo calculados e precisam estar de acordo com os valores de
referéncia definidos em conjunto entre desenvolvimento, producédo e qualidade do kit.

Determina-se, dessa forma, a sensibilidade do teste a fim de demonstrar o quanto o
teste é sensivel para encontrar a porcentagem de pacientes doentes com teste positivo
em uma populacdo sabidamente infectada. Para determinar a especificidade do teste é
definida a porcentagem de individuos “normais” com teste negativo em populacdo
sabidamente identificada. Entende-se por individuo normal aquele que nao é portador da
doenca para a qual o diagnostico do teste é destinado. A especificidade pode ser
influenciada por inUmeros fatores que levam a falsos resultados positivos, como por
exemplo, individuos polinfectados por parasitas intestinais apresentam um somatério de
componentes antigénicos que reagem cruzadamente com inimeros antigenos - alvo dos
testes soroldgicos. (AVILA, 2001)

No entanto, a aquisicdo e o0 processamento de amostras para composicdo dos
painéis soroldgicos vém sendo um grande percal¢o, estas amostras sdo imprescindiveis
para a liberacdo de todos os kits, porém algumas ndo sdo encontradas para
comercializac@o e outras séo recebidas através de doac¢des. Além disso, as amostras de
soro precisam ser caracterizadas e de origem confiavel, tendo o LACORE a

responsabilidade de captacdo e processamento destas amostras.

1.4. OBJETIVOS

1.4.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma proposta de implementacdo de um sistema para captacdo e

processamento de painéis sorologicos que serdo utilizados na rotina do Laboratério de
Controle de Reativos de Bio-Manguinhos / FIOCRUZ.
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1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este trabalho visa modelar os processos existentes para captacdo e processamento
das amostras que compdem 0s painéis sorolégicos além de identificar e analisar as
principais falhas e problemas gerados com a utilizacdo deste sistema, propondo a
implementacéo de um novo processo para estas atividades.

1.5. DELIMITACAO DO ESTUDO

Serd abordada a situacdo atual do laboratério no que tange os processos de
recebimento e processamento das amostras de soro para producao dos painéis internos.
Os problemas encontrados durante todo o processo e sugestdes de melhorias com a
implementagdo de um novo sistema para tal, seguindo as Boas Praticas de Fabricacao
(BPF), conferindo uma maior confiabilidade nos resultados gerados por este laboratério.

A implantacdo deste sistema ndo sera descrita neste trabalho, pois o laboratério
precisaria de uma ampliacdo de sua estrutura fisica para comportar os equipamentos
utilizados para atendimento da demanda atual e 0s novos equipamentos que seriam
adquiridos para realizacédo desta atividade.

O termo sistema utilizado neste trabalho refere-se um conjunto de elementos

interconectados, de modo a formar um todo organizado, significando "combinar”, "ajustar",

"formar um conjunto”.

1.6. JUSTIFICATIVA

A implementacdo deste sistema possibilitara a melhoria dos processos, a fim de
garantir que as analises para liberacdo dos kits produzidos por Bio-Manguinhos sejam
realizadas com amostras caracterizadas, ou seja, amostras que tenham passado por
analises em diferentes metodologias tendo seu resultado identificado em relacdo a
doenca em questdo, aumentado a confianca aos resultados encontrados, a eficiéncia dos
processos e conseguientemente a diminuicdo das reanalises dos lotes, das reprovacdes e

das reclamacgdes ao SAC.
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1.7. METODOLOGIA

O trabalho consiste em um estudo de caso para a implementag¢édo de um sistema de
captacado e processamento das amostras de soro para elaboracdo dos painéis sorolégicos
que serdo utilizados na rotina do Laboratério de Controle de Reativos de Bio-Manguinhos
/ FIOCRUZ.

Para realizacao deste trabalho foram levantados os dados do laboratério referente a
este processo, como 0s procedimentos operacionais padrdes das atividades e as
instrucdes de trabalho, sendo realizada uma analise e modelagem dos processos atuais.
Além de entrevistas abertas com o gerente do LACORE, Luiz Alberto Pereira, para melhor
contextualizar as atividades desenvolvidas por este laboratério e com a gerente da
Divisdo de Producdo de Painéis Sorolégicos (DIPPS), Angélica Santos Lameiras
responsavel pela producgdo dos painéis sorolégicos para o INCQS, onde pode-se obter um
maior conhecimento sobre esta atividade e como este processo poderia ser implementado
no LACORE.

Um extensivo levantamento bibliografico foi feito em bases de dados textuais e
referenciais disponiveis na Internet, no entanto, poucos apresentaram relevancia em

relacéo ao tema do trabalho proposto.

1.8. ESTRUTURA DO TRABALHO

O capitulo | traz as definicbes do que sdo os produtos diagnosticos e a forma de
como esses sdo controlados em Bio-Manguinhos, sendo que para essa liberacdo seja
realizada de uma forma confiavel é indispensavel a utilizacdo dos painéis sorolégicos
caracterizados, além dos objetivos, delimitacdo do estudo, justificativa, metodologia e
estrutura do trabalho.

O segundo capitulo traz a situacdo atual do laboratério, os problemas encontrados
durante todo o processo e sugestdes de melhorias com a implementacdo de um novo
sistema para esta atividade.

O ultimo capitulo traz as consideracdes finais deste trabalho.
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1.9. CONCEITOS ESSENCIAIS DE MODELAGENS DOS PROCESS OS

A gestédo de processos de negécio € um conjunto de métodos e técnicas que
auxiliam a organizacdo na gestdo de seu negoécio através do conhecimento e
entendimento de seus processos. Como primeiro passo para tal gestdo, as organizacdes
se véem em face a formalizar seus processos, representando-os através de uma
linguagem comum e de entendimento uniforme. A modelagem de processos de negécio
auxilia nesta formalizacdo, pois ajuda a organizacdo a responder as questdes criticas
sobre 0 seu neg6cio, como: o0 que esta sendo feito, por que esta sendo feito, onde, por
quem, quando e de que forma é feito. (ARAUJO, 2004)

A tarefa de modelagem de processos envolve o levantamento e representacao de
uma grande quantidade de informacdes. Para tanto, € interessante utilizar ferramentas
computacionais que auxiliem na construcdo, consulta e manutenc¢éo destas informacdes.
Atualmente, existem ferramentas que sdo projetadas para este fim, se propondo a apoiar
a modelagem de processos de negdcio, como: ARIS (IDS Scheer), ProVision (Proforma),
entre outras. (ARAUJO, 2004)

Tais ferramentas disponibilizam, para o usuario, funcionalidades diferentes para
manipulacdo dos modelos construidos. Além de representar graficamente o modelo de
negocio, também disponibilizam funcionalidades para validar a consisténcia estrutural dos
diagramas construidos. Outra caracteristica importante presente em varias ferramentas é
a simulacéo da execuc¢do dos processos. Através da simulacdo, a organizacao pode fazer
alteracbes em seus processos avaliando o impacto ocasionado por elas, antes de
executa-las realmente. Além de auxiliar na estimativa dos custos, do tempo e dos
recursos gastos durante a execucdo dos processos. (ARAUJO, 2004)

Este trabalho se concentrara na metodologia ARIS, da ID Sheer, devido a
facilidade de utilizac@o e personalizacédo, além desta ja ser utilizada em casos de Bio-
Manguinhos.

A plataforma ARIS foi criada por Scheer e considera que o modelo de negécio seja
constituido de modelos e descricdes sobre o negécio. Como principal vantagem, destaca
se a variedade de modelos, separando a informacédo e permitindo sua melhor visualizacao
e entendimento. Além dessa, a possibilidade da customizacdo da ferramenta, visando
adaptar-se a realidade de cada organizacdo. (CHAVES, 2008)
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1. PROCEDIMENTO ATUAL PARA RECEBIMENTO E PROCESSA MENTO DE
AMOSTRAS

Atualmente existe um procedimento utilizado pelo LACORE para recebimento e
processamento das amostras de sangue ou soro para a producdo dos painéis sorolégicos
utilizados na rotina. Este procedimento foi elaborado no ano de 2009, com o objetivo de
ter painéis caracterizados para a liberacao dos produtos, para a utilizacdo nos estudos de
estabilidade e validacdo dos métodos.

=

ReceDi . Liberagdo dos Kits
processamento > amostras nas pelo Controle de
das amostras analises Qualidade

Solicitacdo de

amostras

Figura 05: Macroprocesso das atividades inerentes as amostras.

Para o kit de Leptospirose foi realizada uma parceria entre Bio-Manguinhos e 0s
controles externos do kit, apés uma reunido entre o LACORE e a CGLAB, a fim de utilizar
0 mesmo painel para os trés controles. A FUNED seleciona as amostras, que séo
provenientes da sua rotina, testa em dois métodos, imunoenzimatico e microaglutinacao.
No método imunoenzimatico € testado com dois fabricantes diferentes, sendo um deles o
produzido por Bio-Manguinhos. Apds a montagem do painel por parte da FUNED, este é
enviado para o LNRL que desempenha o papel de confirmar os resultados encontrados
pela FUNED, antes das amostras serem utilizadas no controle dos kits.

No ato do recebimento dos soros que sdo provenientes destes laboratdrios, os
técnicos do LACORE conferem o volume, a quantidade de amostras e a humeracéo de
origem dos frascos com os dados contidos no protocolo de caracterizacdo enviado e
antes da utilizacdo, este é analisado com os kits de Bio-Manguinhos aprovados e os
resultados séo comparados aos enviados pelos dois laboratérios e arquivados em pastas
juntamente com a documentacao recebida, gerando os protocolos de processamento das

amostras. As amostras as quais obtiveram os mesmos resultados de ambos os
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laboratérios sdo armazenadas em camara fria a temperatura de -20°C, ficando disponiveis
para utilizacdo na rotina do LACORE. (BIO-MANGUINHOS / LACORE, 2009)

Este procedimento é realizado sempre que verificado o término das amostras, tendo
0 LACORE que solicitar por e-mail para a FUNED a elaboracdo de um novo painel.
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PROCESSAR AS FUNED
AMOSTRAS
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I

/

{
{ ANALISEND METODD { awiusenoweraon
| o | | S

% % 4
ELABORAR PAINEL “—1
DE AMOSTRAS ‘ FUNED

/" Ewviopo
\ PAINEL PARA O
LNRL

ANALISAR PAINEL P ARA [
CONFIRMACAD DOS
RESULTADOS DAS RL
AMOSTRAS ||

y

ol

ENVIODO
PAINELPARA O
LACORE

CONFERIR O PAINEL |
COM O FROTOCOLO | LACORE
ENVIADO

/ ANALISE COM
KIT DE BIO-
MANGUINHOS

COMPARAROS

DOS —
ENCONTRADOS COM 08
ENVIADOS

1

ELABORAR A |
DOCUMENTAGAO LACORE

DO PAINEL

LACORE

ARMAZENAR OS

PAINEIS NA CAMARA LACORE
FRIA20°C |

PAINEIS
DISPONIVEIS PARA
UTILZAGAO

ANALISE DOS KITS
PRODUZIDOS POR BIO-
MANGUINHOS COM 05
PAINEIS SOROLOGICOS

Figura 06: Processo de elaboragdo dos painéis para Leptospirose.
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Algumas amostras utilizadas na montagem dos painéis para utilizacdo nos kits para
diagnéstico do virus HIV sao fornecidos pelo SEPLA e outras adquiridas através de
importacdo. A solicitacdo realizada para o SEPLA ocorre através de um protocolo de
solicitagdo de soros interno, onde descrevemos a quantidade de soro a ser enviada e o
tipo de amostra, sendo positiva ou negativa para a doenca. O fornecimento do soro leva

em média 48 horas (teis.

/4 SOLATAGAO DE
X

AMOSTRAAQ
SEPLA

ENVIAR O PROTOCOLO

COM A5 INFORMACOES

DASAMOSTRAS
SOLICITADAS

/
RECEBIMENTO
| DAS AMOSTRAS

LACORE

CONFERIR AS
AMOSTRAS COM O LACORE
PROTOCOLO RECERIDO|

L

ANALISAR COM O
KIT DE EIO- LACORE
MANGUINHOS

L

LOMPARAR DS

RESULTADOS f c
ENCONTRADOSCOM D05 | i
EMVIADDS

L

ELABORAR A i
DOCUMENTACAD DAS

AMDSTRAS OUE LOCRRE

COMPORAD O PAINEL |

L

ARMAZENAR 05 |
PAINEIS NA CAMARA LACORE
FRIA -20°C |

/o pamgls
DISPONIVEIS PARA
uTiLZAGRD

ANALISE DOS KITS

PRODUZIDOS POR BIO-

MANGUINHOS COM 05
PAINEIS SOROLOGICOS ||

Figura 07: Processo de solicitagdo de amostras para HIV a SEPLA.
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J& a aquisicdo dos painéis de origem comercial envolve muitos processos, pois
antes da solicitagcdo da compra precisa-se cadastrar em um sistema operacional de Bio-
Manguinhos denominado “ECM” as especificagbes como a quantidade de amostras que
compbem o painel, a caracterizacdo, a referéncia comercial, a temperatura de
armazenagem, a marca, entre outros. Apés o cadastro do painel, este podera ser
comprado sempre que houver demanda por parte do laboratério responsavel pelo
cadastro ou qualquer outro que precise utilizar este mesmo produto.

A solicitagdo de compra é realizada no sistema “ERP”, onde solicitamos através do
namero de registro do cadastro a quantidade que devera ser adquirida e o local onde o
mesmo sera entregue. Esta solicitacdo € visualizada pelo Setor de Compras por
Importacdo (SEIMP), que a partir dai tera toda a responsabilidade pela aquisicdo e
importacdo do mesmo. O tempo de recebimento dos painéis é relativo, pois depende de

muitos fatores que extrapolam as atribui¢cdes de Bio-Manguinhos.



Figura 08: Processo de cadastro e aquisicdo de painéis de amostras para HIV.
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Devido & doenca de chagas ser um problema epidemiolégico apenas dos paises da
Ameérica Latina, ndo existem painéis com as caracteristicas necessarias para a utilizacéo
no controle de reativos disponiveis para comercializagdo. As amostras utilizadas para
composicdo do painel para o diagnéstico desta doenca sdo fornecidas apenas pelo
SEPLA, com o0 mesmo procedimento para solicitagdo realizado para o HIV. Os controles

interno e externo dos kits para esta patologia ndo utilizam os mesmos painéis.

e
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5 AMOSTRA AO
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ENVIAR O PROTOCOLO ‘
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DAS AMOSTRAS
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| DAS AMOSTRAS

LACORE

CONFERIR AS
AMOSTRAS COM O LACORE
PROTOCOLO RECEBIDO

L

ANALISAR COM O |
KIT DE BIO- LACORE
MANGUINHOS

L

COMPARAR DS
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ENCONTRADOS COM DS
ENVIADOS

L
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L

LACORE

LACORE

ARMAZENAR 05 |
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DISPONIVEIS PARA
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ANALISE DOS KITS
PRODLIZIDOS POR BIO-
MANGUINHOS COM 0S
PAINEIS SOROLOGICOS

Figura 09: Processo de solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral Canina e
Leishmaniose Humana a SEPLA.
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Através da estreita relacdo do LACORE com a FUNED algumas amostras para

composi¢cado dos painéis de Leishmaniose Visceral Canina e Leishmaniose Humana sao

doadas por esta institui¢do. A solicitacdo é feita informalmente através de e-mails.

£
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L

COMPARAROS
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ENCONTRADOS COM OS5
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DOCUMENTACAD DAS
AMOSTRAS OUE
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LACORE

L
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Figura 10: Processo de Solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral Canina e

Leishmaniose Humana a FUNED.
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Estes painéis também sdo compostos por algumas amostras fornecidas pelo
SEPLA, também seguindo o mesmo procedimento para solicitacdo realizado para o virus
HIV e a doencga de chagas. Os controles interno e externo dos kits para esta patologia ndo

utilizam os mesmos painéis.

SOLICTAGAO DF
AMOSTRA AQ
SEPLA.

E!VVIAR o P_RDTD[IDLEI i
COM A5 INFORMAGEES | —— LAC
DASAMOSTRAS DRE
SOLICITADAS

RECEBIMENTO
| DAS AMOSTRAS

CONFERIR AS
AMOSTRAS COM O LACORE
PROTOCOLO RECEBIDO!

L

ANALISAR COM O
KIT DE BIO- LACORE
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L

ARMAZENAR OS5 |
PAINEIS NA CAMARA LACORE
FRIA -20°C
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Figura 11: Processo de Solicitacdo de amostras para Leishmaniose Visceral Canina e

Leishmaniose Humana a SEPLA.
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2.2.  PROBLEMATICA DO SISTEMA ATUAL

No sistema utilizado para captagdo e processamento das amostras de soros
empregadas para liberacdo dos kits produzidos por Bio-Manguinhos pode-se identificar
algumas causas que dificultam a realizac&o destes processos.

A primeira delas encontra-se na dificuldade de aquisicdo destes painéis, pois
alguns deles ndo sédo encontrados facilmente para comercializagdo e quando
encontrados, apresentam alto custo e um volume reduzido, 0 que gera uma grande
despesa para Bio-Manguinhos, pois com a crescente demanda faz-se necessario um
maior volume para utilizacdo nas analises de liberacdo dos lotes de kits produzidos.

Outra dificuldade é que algumas das amostras recebidas sdo provenientes de
doacdes da rotina de laboratérios publicos, ndo tendo as vezes um histérico clinico
disponivel e nem resultados em diferentes metodologias de analise, a fim de confirmar a
caracterizacdo desta amostra. O LACORE por sua vez, quando recebe estas amostras
também ndo dispde de recursos fisicos para uma correta confirmacado da caracterizagdo
destas amostras, apenas testando-as em lotes aprovados dos kits de Bio-Manguinhos. A
utilizacdo das referidas amostras na rotina do laboratério causa muitos problemas, pois
em determinados lotes algumas amostras apresentam-se com resultados discordantes,
nao havendo como distinguir se o lote esta realmente com problemas ou se as amostras €
gue nao estdo caracterizadas de forma correta e ndo expressam confiabilidade e as vezes
ndo h& outras disponiveis para substituicdo. Estes resultados discordantes causam
davidas em relacdo as analises, precisando que sejam realizadas retestes destes
produtos, ocasionando atrasos na liberagdo e entregas destes Kkits, ficando a rede publica
desabastecida.

Além do laboratério ndo possuir outros kits comerciais para confirmacdo dos
resultados das amostras enviadas, este também ndo possui uma estrutura fisica
adequada, devido a falta de equipamentos para 0 processamento destas amostras, pois
toda a manipulacdo destas é realizada fora de uma cabine de seguranca bioldgica,
ficando expostos os técnicos que realizam este procedimento, a falta de equipamentos de
andlise automatizados, falta de outros kits comerciais e de uma maior area fisica que
comporte as andlises de rotina para liberacao dos kits e o processamento das amostras.

Para auxiliar a fase de andlise e diagnéstico sera utilizado o Diagrama de Causa e
Efeito. Este, também é conhecido como Diagrama de Ishikawa ou de Espinha de Peixe,

7

foi criado por Kaoru Ishikawa e € uma ferramenta amplamente utilizada pelas mais
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diversas organizacdes. O propésito principal de um diagrama de causa e efeito é fornecer
uma maneira de avaliar de forma sistematica todos os fatores que podem afetar
determinada situacdo, conforme figura 09. (O Gerente, acessado em 01/03/2011)

O diagrama apresentado abaixo ndo segue a classificacdo dos problemas na
forma estrutural dos 6M (Método, Matéria-prima, Mao-de-obra, Maquinas, Medicao, Meio

ambiente), sendo apenas utilizado para ilustrar os problemas encontados.

LACORE sem estrutura Atrasos na entrega dos produtos
adequada para processamento
das amostras existentes
Resultados das andlises discordantes

Dificuldade de aquisi¢éo Reandlises dos produtos
das amostras

Dificuldade na liberagéo
dos kits pelo LACORE

Amostras utilizadas no
controle analisadas em
poucas metodologias para
elaboracéo do painel

Auséncia de painéis
comerciais para
algumas patologias

Amostras recebidas
com pouco volume

Utilizagdo das amostras de forma
reduzida (apenas no Produto

Terminado e em algumas etapas do

controle de processo)

Figura 12: Diagrama de Causa e Efeito.

2.3. PROPOSICAO DE MELHORIAS E REDESENHO DO PROCESS O

A proposta de melhoria sera dividida em duas partes, melhoria dos processos de
captacdo e processamento das amostras para composi¢cdo dos painéis soroldgicos e
melhoria da estrutura fisica do laboratério para analise destas amostras.

Para melhoria dos processos de captacdo seriam realizadas parcerias com
instituicdes publicas com a finalidade de fornecimento de bolsas de sangue ou amostras

soroldgicas de rotina, que servirdo como matéria prima para a producdo dos painéis
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sorolégicos, de forma que o LACORE captasse todas estas amostras e realizasse as
andlises para caracterizacao em seu laborat6rio.

Primeiramente, o LACORE firmaria parcerias com os laboratérios que ja fazem o
uso dos kits em sua rotina, solicitando ao SAC a relacdo de todos os clientes da rede
publica. O primeiro contato seria realizado por telefone informalmente, onde o gerente do
LACORE explicaria a utilizagdo e a necessidade das amostras para o laborat6rio,
avaliando a viabilidade do fornecimento juntamente com o responsavel pela area
contatada. Se o fornecimento for viavel e aceito, este processo seria entdo formalizado
através de um oficio enviado por Bio-Manguinhos a instituicdo cedente. Neste oficio sera
descrito para qual finalidade estas amostras serdo empregadas e a responsabilidade do
LACORE com estas, conforme acordado por telefone.

As amostras recebidas serdo cadastradas com a humeracgao original e registradas
com um numero de controle interno do LACORE, garantindo-se assim a rastreabilidade
de qualquer bolsa ou amostra, caso haja necessidade. Logo apés o registro, estas serao
armazenadas e liberadas para os processos de recalcificacdo, clarificac@o e aliquotadas
em menores volumes para evitar possiveis contaminacdes e se ter reposicdes, visto que
as mesmas precisam ficar armazenadas em temperatura inferior a -20°C, e o constante
descongelamento das mesmas afeta as caracteristicas, pois sdo amostras de origem
biol6gica. A caracterizac@o das amostras deve ser realizada com uma aliquota deste soro.

O processo de recalcificacdo do plasma consiste na reposi¢éo do calcio perdido, por
meio da adi¢&o de cloreto de calcio e &cido aminocaprdico. Ja o processo de clarificacao
consiste na adicéo de caolin (silicato de aluminio) para tornar o soro limpido.

O processo de caracterizacdo das amostras serd realizado seguindo os algoritmos
para testagem da Portaria 153 de 14 de junho de 2004 para Sifilis, HIV e Doenca de
Chagas e para as demais patologias, devido a falta de uma normativa especifica serédo
utilizados os mesmos critérios.

Para realizacao das analises serao utilizados os kits produzidos por Bio-Manguinhos
e kits comerciais adquiridos através de solicitacdbes de compra. Os kits comerciais
utilizados para caracterizacdo das amostras foram selecionados de acordo com os ja
empregados na rotina do SECAS / DIPPS. Estas amostras serdo analisadas em dois
testes de triagem e um teste confirmatério. As relacfes das metodologias e dos

fabricantes estao descritas na tabela 02.
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Reacbes

Sorolégicas para:

Metodologias / Fabricantes

HIV 1/2

EIE Vironostika HIV
Uniform Il Ag/Ab

Biomérieux

Imunoblot Rapido DPP
HIV 1/2

Bio-Manguinhos

IFI HIV-1

Bio-Manguinhos

Leptospirose

EIE IgM Leptospirose

Bio-Manguinhos

EIE IgM Leptospira

Panbio

Sifilis

VDRL Bras

Laborclin

EIE Trepanostika

Biomérieux

FTA-ABS

Wama

Leishmaniose

Humana

Teste Répido IT LEISH
DiaMed

IFI Leishmaniose
Humana

Bio-Manguinhos

Leishmaniose

Visceral Canina

EIE Leishmaniose
Visceral Canina

Bio-Manguinhos

Calazar Canino Elisa / S7

Biogene

IFI Leishmaniose
Visceral Canina

Bio-Manguinhos

Doenca de Chagas

EIE Chagas

Bio-Manguinhos

EIE Chagatest

Wener

IFI Imunocruzi

Biomérieux

Tabela 02: Kits comerciais utilizados para caracterizagao.

Apoés todo este processo, as amostras que obtiverem os mesmos resultados nas

diferentes analises serdo armazenadas na temperatura de -20°C e algumas aliquotas
empregadas na rotina e também encaminhadas para utilizacdo nos controles externos e
nos laboratorios da producéo dos Kits.

Com a definicdo das analises de caracterizacdo das amostras, torna-se necessario
a adequacdo da estrutura fisica do laboratério a fim de se atender as normas de
biosseguranca e as boas praticas de fabricacdo. O LACORE atualmente esta alocado em
uma éarea de 42 m? no Departamento da Qualidade / Complexo Tecnolégico de Vacinas —
CTV e conta com 15 técnicos. Para a realizacdo das analises de caracterizacdo das
amostras na metodologia de EIE seria necessaria a aquisicdo de uma lavadora e uma
leitora de microplacas, pois as que o laboratério possui sado utilizadas para a rotina do
controle dos kits e atendem a uma crescente demanda.
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Além destes equipamentos, também seria necessaria a aquisicdo de uma
centrifuga, um banho-maria, uma cabine de seguranca, um agitador de tubos e uma
estufa, para complementar os equipamentos que ja existem no laboratério e que néo
precisam ter sua utilizacdo dedicada as atividades de processamento das amostras.

As atividades de processamento das amostras para composicdo dos painéis
soroldgicos também podem ser realizadas em uma outra area, necessitando, de acordo
com as caracteristicas minimas para constru¢do de um laboratério para este fim, faz-se
necessario no minimo 18 m? para alocacéo dos equipamentos que serfo utilizados. Para
a implantacdo deste sistema em outra area também seria preciso o aumento do quadro
de funcionarios, pois os funcionarios alocados no laborat6rio atendem a demanda de toda
a rotina existente, sendo preciso a contratacdo de mais 02, para atendimento exclusivo
das analises de caracterizacdo, de acordo com as atividades que serdo realizadas.

Todo este levantamento das necessidades do laboratério foi definido pelo gerente

do mesmo, e a partir da identificagcdo e analise das causas foi possivel estabelecer um

plano de acdo para o alcance dos objetivos deste projeto.

N° Problema Acéo de Melhoria Recursos Necessarios Prazo
Aquisi¢éo de equipamentos como
Adequacé&o do laboratério lavadoras, leitoras, cabine de 01 ano
existente. seguranca, centrifuga, banho
LACORE sem estrutura gurang 9
maria, entre outros.
1 adequada para processamento p
Alocagéo do
das amostras . G .
processamento dos Disponibilizagdo de uma area 02 anos
painéis em outro fisica de 18 m2.
laboratério.
Parceria com instituicdes
- I Ublicas para - .
Dificuldade de aquisi¢édo das P S P Oficios gerados pelo préprio
2 fornecimento de bolsas de 03 meses
amostras LACORE.
sangue ou amostras
sorolégicas de rotina.
3 Auséncia de painéis comerciais | Elaboragéo de painéis Bolsas de sangue ou amostras 06 meses
para algumas patologias para estas patologias soroldgicas de rotina.
. . ~ Pessoal capacitado e treinado
Amostras recebidas com pouco | Pré-selecdo de amostras o . R
4 . para a atividade de recebimento 01 més
volume com volume suficiente.
das amostras.
Analises realizadas com L -
Atrasos na entrega dos P L Painéis soroldgicos
5 painéis sorolégicos . 06 meses
produtos . caracterizados.
caracterizados.
- Anélises realizadas com e -
Resultados das analises g . Painéis soroldgicos
6 . painéis soroldgicos ; 06 meses
discordantes . caracterizados.
caracterizados.
Anélises realizadas com e -
- P L Painéis soroldgicos
7 Reanalises dos produtos painéis sorolégicos ; 06 meses
. caracterizados.
caracterizados.
8 Amostras utilizadas no controle | Amostras analisadas em Kits comerciais para analise das 06 meses
analisadas em poucas diferentes metodologias amostras.




metodologias para elaboragéo
do painel

para elaboracéo do painel.

Utilizagao das amostras de
forma reduzida (apenas no
Produto Terminado e em alguns
produtos no controle de
processo)

Utilizagéo dos painéis na
etapa final do controle de
processo de todos os kits.

Painéis soroldgicos
caracterizados e em volume
suficiente para analise em todas
as etapas do controle.

06 meses

Tabela 03: Plano de agéo para alcance dos objetivos.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho tem o objetivo de propor a implantagdo de um sistema de captacéo e
processamento de amostras para elaboracdo de painéis sorolégicos para a utilizacdo na
rotina do LACORE. Através do levantamento das informacdes a cerca destes processos,
obtidas através de entrevistas abertas e andlise dos processos atuais foi possivel a
estruturacdo de uma visdo sistémica do funcionamento destes.

O trabalho cumpriu com seu objetivo que era fazer uma proposta de
implementacédo deste processo. Desta forma, conseguimos levantar os pontos criticos dos
processos atuais e analisa-los, a fim de trazer incrementos no nivel de eficiéncia dos
processos.

A implementacdo de um sistema de captacdo e processamento de painéis
sorologicos para utilizagdo nas metodologias de controle de qualidade dos kits
diagnoésticos produzidos em Bio-Manguinhos além de contribuir para a seguranca da
liberacdo desses produtos, reduziria as reanalises dos processos, pois seriam utilizadas
amostras conhecidamente caracterizadas e que nado gerariam duavidas quanto a sua
procedéncia e, também, valorizaria a imagem do LACORE em relagdo aos controles

externos de qualidade devido a confiabilidade das andlises realizadas.
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Os reativos para diagnéstico sdo insumos ou conjunto de insumos
usados na detecc¢do de antigenos ou anticorpos, visando obter um diagndstico laboratorial
para determinada doencga. O Laboratério de Controle de Reativos é responséavel pelas
analises de controle de qualidade de todos os reativos produzidos por Bio-Manguinhos.
Este necessita de painéis de amostras caracterizadas para desempenho de varias
atribuicdes, entre elas as analises dos kits para liberacédo. O sistema utilizado atualmente
é falho e apresenta sérios problemas, sendo modelados os processos existentes para
captacdo e processamento das amostras que compdem o0s painéis soroldgicos utilizados
na rotina do laboratério, identificando e analisando as principais falhas e os problemas
gerados com a utilizacdo deste sistema, propondo a implementacdo de um novo processo

para estas atividades.
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1 INTRODUCAO

1.1. KITS REATIVOS PARA DIAGNOSTICO

Os reativos para diagndstico sdo insumos ou conjunto de insumos usados na
deteccdo de antigenos ou anticorpos, visando obter um diagnostico laboratorial para
determinada doenca. (BIO-MANGUINHOS, acessado em 07/01/2011). Entre estes
produtos se incluem os reagentes, instrumentos e sistemas que, em conjunto com as
instrucbes para seu uso, contribuem para efetuar uma determinacdo qualitativa,
guantitativa ou semi-quantitativa em uma amostra biolégica e que ndo estejam destinados
a cumprir funcdo anatbmica, fisica ou terapéutica alguma, que ndo sejam ingeridos,
injetados ou inoculados em seres humanos e que séo utilizados exclusivamente para
prover informacdes sobre amostras coletadas do organismo humano.

A Portaria 686, de 27 de agosto de 1998, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), determina que todos os estabelecimentos que fabriquem produtos
para diagndstico de uso "in vitro", cumpram as diretrizes de Boas Préticas de Fabricacao
(BPF) e Controle estabelecidas nesse regulamento.

Bio-Manguinhos através da sua Divisdo de Producéo de Reativos para Diagnostico
(DIPRE) conta com uma linha diversificada de reativos para diagnéstico de doencgas
virais, bacterianas e causadas por protozoéarios e tem sua producdo dimensionada para
atender as demandas do Ministério da Salde, através de convénios que permitem a
distribuicdo de seus kits aos laboratérios publicos.

1.2. LABORATORIO DE CONTROLE DE REATIVOS

O laboratério de controle de qualidade foi criado em 1999 com a necessidade de se
controlar os kits de reativos produzidos por Bio-Manguinhos. As analises eram incipientes
e realizadas em uma pequena area da producdo, fato que nado condizia com as Boas
Praticas de Fabricacdo. No ano seguinte durante uma auditoria interna o laboratorio
recebeu uma nao-conformidade, pois o controle de qualidade dos produtos era realizado
no ambiente da producdo, pela prépria producdo, estando em desacordo com as

legislacdes vigentes, onde o laboratério produtor ndo pode ser responsavel pelas analises



de controle de qualidade dos produtos, havendo a necessidade de adequacéo, a fim de
garantir uma maior confiabilidade aos reativos produzidos por Bio-Manguinhos.

Apés a auditoria foi iniciada a implementacdo do Controle de Reativos para
Diagnostico (CORED) através de um projeto patrocinado pela Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ), sendo 0 marco inicial do controle de
qualidade de reativos. Apesar de todo esforco o espaco fisico e a aquisicdo de
equipamentos ainda era um problema. Neste mesmo ano o laboratério recebeu a ANVISA
para auditéria externa, onde esta ratificou a ndo-conformidade, sendo o laboratério
realocado em uma darea no quarto andar do prédio Rocha Lima, adequada para as
atividades realizadas. No ano de 2006 o laboratério foi alocado na area que ocupa até os
dias de hoje, no Centro Tecnoldgico Konosuke Fukai, Departamento da Qualidade
(DEQUA).

Anos depois, a fim de adequar este laboratério aos modelos organizacionais de Bio-
Manguinhos, este passou a se chamar Setor de Controle de Qualidade de Reativos
(SECQR), tendo a criacdo de um centro de custos para compra de equipamentos e
contratacdo de pessoal capacitado, visto que a demanda dos produtos estava em
constante crescimento. Ainda com o intuito de adequar cada vez mais, no ano de 2008
passou a se chamar Laboratério de Controle de Reativos (LACORE), se dividindo ainda
em duas subunidades organizacionais, de acordo com 0s processos realizados, sendo
estas as Sec¢bes de Controle de Produto Intermediario (SECPI) e de Controle de Produto

Final (SECPF), conforme apresentado na figura 01.
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Figura 01: Organograma da Vice Diretoria de Qualidade de Bio-Manguinhos



A SECPI tem como atribuicbes atender as demandas procedendo as analises dos
controles de matéria prima de microplacas, laminas e cassetes, controles em processo
dos kits (posto avancado da producdo) e controle de processo (andlises realizadas
durante a producdo de forma, se necessario, ajustar 0 processo para garantir que o
produto se mantenha conforme suas especificacdes), além de emitir laudos e protocolos
das andlises processadas, de realizar a padronizacédo e / ou otimizacdo de métodos sob
sua competéncia, entre outros. (BIO-MANGUINHOS / ASSPO, 2008) Esta secéo utiliza os
painéis sorolégicos nas etapas de analise dos cassetes, controle em processo dos testes
rapidos e controle de processo dos kits de IFI HIV-1, EIE Leishmaniose Visceral Canina,
EIE IgM Leptospirose e EIE Doenca de Chagas, a fim de avaliar o desempenho dos kits
em detectar a doenca em amostras sabidamente positivas e negativas. As analises com
0s painéis de amostras ndo sdo realizadas na SECPI em todos os kits devido a
qguantidade disponivel para utilizagdo ser reduzida. A partir dos resultados destas
amostras, pode-se calcular os indices de sensibilidade e especificidade.

Ja a SECPF é responsavel pelas andlises dos produtos finais, ou seja, produto que
tenha passado por todas as etapas de producao, incluindo rotulagem e embalagem final,
emitir os laudos e protocolos das analises processadas, executar os ensaios periédicos
de estudos de estabilidade e validagdo dos métodos, realizar a padronizacdo e / ou
otimizacdo de métodos sob sua competéncia, além de dar suporte ao Servico de
Atendimento ao Cliente, através de reandlises e contatos diretos com os clientes para
solucionar possiveis questfes técnicas e executar e supervisionar os treinamentos
ministrados para a rede de Laboratérios do Programa de Doencas Sexualmente
Transmissiveis — DST / AIDS do Ministério da Saude, com objetivo de preparar e
qualificar os profissionais na utilizacdo dos nossos produtos. (BIO-MANGUINHOS /
ASSPO, 2008) Esta secdo analisa toda a amostragem dos kits com painéis soroldgicos,
também com a finalidade de avaliar o desempenho dos kits em detectar a doenca em
amostras sabidamente positivas e negativas. A partir dos resultados destas amostras,
também calculam-se os indices de sensibilidade e especificidade. A figura 02 representa
as atividades de andlise desenvolvidas no LACORE.
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