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RESUMO

A Doenca de Chagas é de origem parasitaria e foi descoberta no inicio do século
XX, pelo cientista Carlos Chagas. Conhecida como tripanossomiase americana, a
patologia é causada pelo protozodrio Trypanosoma cruzi, que tem como hospedeiro
invertebrado o barbeiro, Triatoma infestans. A transmissdo ocorre na forma
tripomastigota metaciclica do T. cruzi que € eliminada nas fezes e urina do
triatomineo infectado, que ao entrar em contato com a pele, através de lesdes ou
arranhaduras, invade as células mais proximas e toma a forma amastigota para
multiplicar-se por divisdo binaria. A infeccdo apresenta-se na fase aguda, que é
caracterizada por alta parasitemia e a fase cronica, com queda da parasitemia e
aumento do nivel de anticorpos IgG. O diagndstico na fase aguda é realizado por
métodos parasitologicos, enquanto que a fase cronica é feita a partir de testes
sorolégicos baseando-se na deteccdo de imunoglobulinas especificas contra o T.
cruzi. Os testes empregados no diagndstico soroldgico da doenca, de acordo com a
Resolucdo RDC n° 36/2015, pertencentes a classe de risco IV, possuem a
obrigatoriedade de registro junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria e
também estd previsto a andlise prévia de tais produtos. A qualidade e eficiéncia
desses produtos séo avaliadas frente a painéis sorolégicos compostos por amostras
verdadeiras positivas e negativas. Dessa forma, o objetivo desse estudo é revalidar
o painel soroldgico verdadeiro positivo para a Doenca de Chagas do Laboratério de
Sangue e Hemoderivados (LSH) do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude, realizando um levantamento dos protocolos de analise de diferentes kits para
diagnostico da Doenca Chagas aprovados entre janeiro de 2010 e dezembro 2015.
Foram selecionados 45 kits para diagnéstico da doenca nas metodologias ELISA,
Teste Rapido e Imunofluorescéncia Indireta, Aglutinacdo e Quimiluminescéncia.
Atualmente, o painel positivo para Chagas, utilizado na avaliagdo dos kits de
diagnostico para fins de registro é constituido por 76 amostras validadas. Diante do
levantamento de dados foram estabelecidos critérios para a revalidacdo do painel
caracterizado como verdadeiro positivo, sdo eles: Positividade em: dois Testes
Rapidos; trés Ensaios de Imunofluorescéncia Indireta; um Testes de Aglutinagéo;
cinco Ensaios Imunoenzimaticos, dois Testes de Hemaglutinacdo, trés Ensaio de

Quimiluminescéncia para revalidar as amostras como verdadeiro positivas, além



disso, 0 volume das amostras sera usado como critério, que devera ser no minimo
10 mL para continuar compondo o painel. A partir desses critérios o0 painel
sorologico sera revalidado e utilizado nas analises prévias, fiscais e controles dos

kits destinados a deteccao da Doenca de Chagas.

Palavras-Chave: Doenca de Chagas. Trypanosoma cruzi. Painel sorolégico.



ABSTRACT

Chagas disease is of parasitic origin and was discovered at the beginning of the 20th
century by the scientist Carlos Chagas. Known as American trypanosomiasis, the
disease is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, which has as its main host
Triatoma infestans. Transmission occurs in the metacyclic trypomastigote form of T.
cruzi which is eliminated in the feces and urine of the infected triatomine, which upon
contacting the skin through lesions or scratches, invades the nearest cells and takes
the amastigote form to multiply by binary division. The infection occurs in the acute
phase, which is characterized by high parasitemia and chronic phase, with a
decrease in parasitemia and an increase in the level of IgG antibodies. Diagnosis in
the acute phase is performed by parasitological methods, while the chronic phase is
based on serological tests based on the detection of specific immunoglobulins
against T. cruzi. The tests used in the serological diagnosis of the disease, according
to Resolution RDC No. 36/2015, belonging to risk class IV, are required to be
registered with the National Sanitary Surveillance Agency and it is also foreseen the
prior analysis of such products. The quality and efficiency of these products are
evaluated against serological panels composed of true positive and negative
samples. Thus, the objective of this study is to revalidate the true positive serological
panel for Chagas disease from the Blood and Hemoderivative Laboratory (LSH) of
the National Institute of Health Quality Control, conducting a survey of protocols for
the analysis of approved Chagas' kits between January 2010 and December 2015.
We selected 45 kits for diagnosis of the disease in the ELISA, Fast Test and Indirect
Immunofluorescence, Agglutination and Chemiluminescence methodologies.
Currently, the positive Panel for Chagas, used in the evaluation of diagnostic kits for
registration purposes, consists of 76 validated samples. Before the data collection
were established criteria for the revalidation of the panel characterized as true
positive, they are: Positivity in: two Rapid Tests; three Indirect Immunofluorescence
Assays; one Agglutination Tests; two Hemagglutination Tests, three
Chemiluminescence Assays to revalidate the samples as true positive, in addition,
we will also use as criterion the volume of the samples, which should be at least 10

mL to continue composing the panel. Based on these criteria, the serological panel



will be revalidated and used in the previous, fiscal and control analyzes of kits for the

detection of Chagas Disease.

Key words: Chagas disease. Trypanosoma cruzi. Serological panel.
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1 INTRODUCAO

1.1 Historico de Chagas

A Doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana,
foi descoberta no inicio do século XX pelo cientista brasileiro Carlos Ribeiro
Justiniano Chagas, em Lassance, norte do estado de Minas Gerais, onde se
observou a presenca do hematofago Triatoma infestans, vulgarmente conhecido
como “barbeiro”. Através de estudos realizados por Carlos Chagas a partir de 1909
foi possivel identificar que alguns desses insetos hospedavam um protozoario
flagelado no intestino posterior. Esses triatomineos infectados foram enviados para o
Rio de Janeiro para fins de estudo e colocados em contato com uma espécie de
primata, o sagui (Callithrix penicilata), que foi submetido a diversas picadas dos
insetos. Apds o periodo de aproximadamente 30 dias pode-se identificar no sangue
periférico do animal uma nova espécie de tripanosomas, que na época foi chamada
Schizotrypanum cruzi e hoje € denominada Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909;
LEWINSOHN, 1979).

Outro fato importante destacado nessa pesquisa realizada com utilizagdo dos
barbeiros infectados por T. cruzi, foi a infeccdo de outras espécies como cobaias,
coelhos, caes e outros macacos onde o parasita flagelado mostrou-se patogénico e
circulante no sangue periférico dos animais (CHAGAS, 1909).

A partir de sua descoberta, Carlos Chagas pode descrever sobre os aspectos
da doenca, comportamento, caracteristica do agente etiolégico, transmissores,
sintomatologia e patogenia do novo protozoario baseada na observacdo da
populacdo da regido endémica, principalmente em criangcas, como relatado em seu
trabalho publicado no inicio do século XX (CHAGAS, 1911).

Atualmente, a tripanossomiase americana é classificada pela Organizacao
Mundial de Saude (WHO) como uma doenca negligenciada, sendo endémica em
populacdes pobres da Africa, Asia e América Latina (WHO, 2012). Esse quadro é
resultado, principalmente, da falta de saneamento basico que contribui para a
disseminacéo de diversas doencas negligenciadas, entre elas, a Doenca de Chagas.

Segundo relatos de Carlos Chagas, os insetos habitavam durante o dia nas
paredes das moradias precérias feitas de materiais como palha, barro, criando um

ambiente propicio para a proliferacdo do barbeiro, principalmente em areas rurais.
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Ou seja, este quadro apresenta-se intimamente relacionado as condi¢des sociais e
econdmicas da regido endémica, por esse motivo, a Doenga de Chagas tem grande
impacto na Saude Publica (CHAGAS, 1913).

1.2 Agente etiolégico

Em 1939, o agente etiolégico da Doenca de Chagas teve sua primeira revisao
taxondmica realizada por Carlos Chagas, mudando de Schizotrypanum cruzi para
Trypanosoma cruzi (MELLO, 2009). O protozoario Trypanosoma cruzi caracteriza-se
principalmente pela presenca de flagelo, conforme ilustrado na Figura 1, pertence a
familia Trypanosomatidae da ordem Kineroplastida e apresenta uma organela
chamada cinetoplasto, que fica localizada préxima ao ponto de origem do flagelo e
esta relacionado com o fornecimento de energia para a movimentacdo do
protozoario, devido a essa funcdo o cinetoplasto é considerado como mitocondria
especializada (BRENER, 1963).

Figura 1 - Trypanosoma cruzi em sua forma tripomastigota no sangue
"

Fonte: https://www.todamateria.com.br/trypanosoma-cruzi

1.2.1 Morfologia

O ciclo de vida do T. cruzi acontece em trés formas evolutivas que sao
diferenciadas pelo posicionamento do cinetoplasto levando em consideracdo o
nacleo da célula e a origem do flagelo. A forma amastigota, ilustrada na Figura 2, &

representada por organismos arredondados, se multiplica por divisdo binaria dentro
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das células hospedeiras. Esse estagio evolutivo é caracteristico da fase crénica da
doenca (BRENER, 1963).

Figura 2 - Forma amastigota do T. cruzi.
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Fonte: chaguismo.blogspot.com/2013/08/formas-de-desenvolvimento.html

Nesta fase evolutiva o cinetoplasto estd localizado entre o nucleo, que
apresenta o tamanho relativamente grande, e o flagelo encontra-se reduzido.

A forma epimastigota é caracterizada por ser extracelular, de morfologia
alongada e com potencial de replicacdo através de divisdo binaria no vetor,
especificamente no intestino médio dos triatomineos.

Nesse estagio evolutivo pode-se observar que o cinetoplasto e a bolsa
flagelar encontram-se em posi¢ao anterior ou proxima ao ndcleo e o posicionamento
de origem do flagelo acontece de forma lateral, como demonstrado na Figura 3A

(BRENER, 1963).
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Figura 3 - Forma epimastigota do T. cruzi (A) e Forma Tripomastigota do T. cruzi (B).

A
Fonte: chaguismo.blogspot.com/2013/08/formas-de-desenvolvimento.html

A forma tripomastigota, demonstrada na Figura 3B, caracteriza-se por ser a
fase extracelular circulante no sangue, presente na fase aguda da doenca e
potencialmente infectante aos vertebrados (BRENER, 1963).

O estagio evolutivo tripomastigota apresenta caracteristica alongada e
levemente achatada. O cinetoplasto assume uma forma arredondada e localiza-se
na extremidade posterior do corpo do parasito. O flagelo emerge de uma bolsa
flagelar e se adere ao longo da extensdo do corpo celular do parasita. As formas
tripomastigotas séo altamente infectantes, podendo ser encontradas no sangue e
espaco intercelular do mamifero e na regido posterior do tubo digestivo do inseto
(BRENER, 1963).

1.2.2 Ciclo de vida do T. cruzi no vetor

Os insetos responsaveis pela transmissdo do agente etiolégico possuem
caracteristica hematéfaga. Dessa forma, os triatomineos se alimentam do sangue de
mamiferos infectados com a forma tripomastigota presente na circulagédo, essa por
sua vez, passa por uma sequéncia de transformacgdes ao longo do tubo digestivo do
inseto. Quando o protozoario T. cruzi € ingerido e direcionado para o estbmago do
inseto ocorre uma diferenciagcdo na forma epimastigota, que sofre digestdo. O

protozoario flagelado diferenciado em epimastigota ao chegar no intestino do inseto
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multiplica-se sucessivamente por divisdo binaria. Em seguida, o T. cruzi move-se
para o intestino posterior do triatomineo e sofre um novo processo de diferenciacédo
para a forma tripomastigota metaciclico que € eliminada na urina e fezes do inseto
(BRENER, 1963).

1.2.3 Ciclo de vida do T. cruzi no hospedeiro vertebrado

A propagac¢édo do agente etioldgico para o hospedeiro vertebrado s6 acontece
através do vetor infectado pelo T. cruzi. A forma tripomastigota metaciclico, que
apresenta um potencial infectante, penetra a célula hospedeira e diferencia-se em
amastigota, iniciando seu processo de divisdo binaria intracelular. Ao transformar-se
novamente em tripomastigota, rompe a célula hospedeira, migra e invade novas
células através do sistema circulatorio. Por fim, diferencia-se em amastigota, forma
intracelular.

A Figura 4 ilustra os ciclos evolutivos do T. cruzi no vetor e no
hospedeiro vertebrado. Das fases evolutivas do protozoario é importante destacar
que a epimastigota é caracteristica no ciclo do vetor (BRENER, 1963).

Figura 4 - Ciclo evolutivo do T. cruzi no vetor e no hospedeiro vertebrado.
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1.3 Transmissao

A transmissdo vetorial tem grande importancia epidemioldgica, sendo
transmitida por insetos hematofagos da familia Reduvidae, os triatomineos. Das
principais espécies transmissoras pode-se destacar o Triatoma infestans, ilustrado
na Figura 5, Rhodnius prolixus, Panstrongylus megistus, Triatoma braziliensis, e
Triatoma dimidiata (STOTHARD, FRAME, MILES, 1999).

Figura 5 - Triatomineo transmissor da Doenca de Chagas

Fonte: https://www.gpabrasil.com.br/insetos/barbeiros

ApoOs a picada do inseto ocorre coceira através de reacédo inflamatéria aguda
devido as substancias presentes na saliva do vetor, ao cocar o hospedeiro facilita a
entrada do tripanosoma no organismo (PEREIRA, 1959).

Outra forma de transmissdo do protozoario é a via por transfusdo, que
segundo Silvano Wendell foi descrita pela primeira vez em 1936 por Salvador
Mazza, na Argentina (WENDELL, 1997). Os primeiros casos de doadores infectados
no Brasil foram descritos na década de 40 em Belo Horizonte, devido a migracéo
das areas endémicas para os grandes centros principalmente por busca de trabalho
(BONAMETTI, 1998).

A terceira forma de transmissao é a vertical, ou seja, transmissao congénita,
visto que o T. cruzi pode atravessar a barreira placentaria. Quando as maes estéao
na fase aguda da doenca ha 71% de possibilidade de ocorrer infeccdo congénita nos
recém-nascidos e 1,6% na gravidez durante a fase cronica (DIAS, 1997,
BITTENCOURT, 1992).

Outra via de transmissdo que vem causando alarde nos ultimos anos é

através da via oral devido a alimentos contaminados. O Ministério da Salde
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contabilizou 112 surtos no territorio nacional entre 2005 e 2013, envolvendo em sua
totalidade 35 municipios da Regido Amazénica. A fonte provavel de infecgéo foi a
ingestdo de alimentos contaminados com T. cruzi, entre eles: acai, bacaba, jaci
(coquinho), caldo de cana e palmito de babacu. A maioria dos surtos ocorreu nos
estados do Pard, 85 surtos (75,9%) e Amapa, 14 surtos (12,5%) e, em menor
proporcdo, nos estados do Amazonas com cinco surtos (4,5%), Tocantins, dois
surtos (1,8%) e Bahia, dois surtos (1,8%) (BRASIL, 2015).

Em dezembro de 2018 o jornal G1-globo publicou uma reportagem sobre um
surto da Doenca de Chagas provocado pela contaminagdo do suco de bacaba,
espécie de palmeira da Amazonia, possivel habitat do vetor transmissor do T. cruzi.
Nove pessoas na mesma familia foram contaminadas e quatro casos ainda estavam
sendo avaliados pela Secretaria de Saude. Os pacientes foram atendidos no Hospital
Geral de Palmas e no Hospital de Doencas Tropicais de Araguaina. O quadro descrito
conhecido como microepidemia.

O boletim epidemiolégico de 2015 destacou, em relagédo as principais formas
provaveis de transmissao ocorridas no pais, que 72% foram por transmissao oral,
9% por transmissao vetorial e em 18% né&o foi identificada a forma de transmisséo.
Entre os casos de Doenca de Chagas aguda confirmados no Brasil no periodo de
2000 a 2013, observou-se que a forma de transmisséo oral foi a mais frequente em
todos os anos (RAMOS, 2015).

1.4 Sintomatologia

O primeiro caso clinico da doenca foi descrito por Carlos Chagas em uma
crianca de dois anos de idade, moradora de uma area endémica que residia em uma
cabana infestada de barbeiros. Neste caso a crianca apresentava febre,
linfadenopatia, baco e figado aumentados. Foi feita uma microscopia direta do
sangue onde se observou um grande numero do parasita flagelado, o Trypanosoma
cruzi (CHAGAS, 1910).

Associando o0s sintomas com o0s quadros clinicos da doencga, é possivel
classifica-la através da sintomatologia das duas diferentes fases da patologia. A fase
aguda foi caracterizada pela primeira vez em criancas na primeira década de vida
por Carlos Chagas. O cientista brasileiro descreveu de forma detalhada 29 casos da
doenca na fase aguda (CHAGAS, 1916). A fase aguda ocorre imediatamente apds a
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infec¢@o, na maioria das vezes esse quadro clinico é assintomético ou imperceptivel
com febre baixa, mal-estar, linfadenopatia e hepatoesplenomegalia. Além disso, &
nessa fase que se manifesta a alta parasitemia, periodo correspondente a
multiplicacdo parasitaria e por esse motivo o diagndstico é feito principalmente por
métodos parasitologicos direto para identificar o parasita no exame de sangue do
paciente (MARKELL et al., 2003).

Quanto a fase crbnica, esse periodo € caracterizado pela baixa de parasita
circulante e presenca de anticorpos especificos contra o antigeno T. cruzi
(ALMEIDA, 2012). A fase cronica pode aparecer apds anos com efeitos significantes
em dérgados como o coracgdo, esbfago e sistema nervoso periférico (MARKELL et al.,
2003).

A forma mais grave da doenca é observada em criancas com menos de cinco
anos de idade, podendo comprometer o sistema nervoso central. J& em adultos e
criangas maiores de cinco anos a doenca mostra-se na forma mais branda
(MARKELL et al., 2003).

1.5 Epidemiologia

A tripanossomiase americana é passada de forma endémica do homem para
0S animais por meio de vetores, e no ciclo doméstico o homem é o principal
reservatoério da infeccdo, dessa forma, o parasita € levado para regides urbanas néo
endémicas. Vale ressaltar que a doenca € prevalente em populacdes rurais, onde se
encontram milhares de insetos vetores nas moradias de estrutura precéria. (DIAS,
2007). A Doenca de Chagas apresenta um ciclo doméstico e seu processo de
manutencao é principalmente determinado pela enzootia, pois mais de uma centena
de espécies foram identificadas portando a infeccdo pelo T. cruzi (MELLO et al.,
2009).

De acordo com dados de 2010 a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) 21
paises da América Latina apresentam 5.742.167 pessoas infectadas por
Trypanosoma cruzi. Na Figura 6 € possivel observar o mapa geografico de regides
endémicas, com destagues na Argentina com 1.505.235 casos, no Brasil indicando
1.156.821casos, 876.458 casos de infeccdo no México e 607.186 na Bolivia, essas

regides estdo destacadas na cor azul como endémica (WHO, 2015).
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Em fevereiro de 2018 a Organizacdo Mundial de Saude divulgou dados sobre
a Doenca de Chagas, onde estima-se que h& entre seis e sete milhées de pessoas
no mundo, a maioria na América Latina, infectadas pelo protozoario causador da
tripanossomiase americana (WHO, 2018).

O Ministério da Saude notificou 1.570 casos da Doenc¢a de Chagas aguda no
periodo de 2000 a 2013 nos estados brasileiros, principalmente na regido norte com
91,1% dos casos (1.430), seguida da regido nordeste com 4,7% totalizando 73
casos. Desses casos, € importante destacar que o estado do Para foi responsavel
por 75% de todos os casos do pais (BRASIL, 2015).

Figura 6 - Regifes endémicas da Doenca de Chagas.
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Fonte: www.dndial.org/doencas/doenca-chagas

A Doenga de Chagas foi mencionada como uma das causas de morte em
53.930 Obitos registrados entre 1999 e 2007 no Brasil. Quando analisada como
causa bésica, esta doenca foi a quarta principal causa de morte (10,8%) entre todas
as doencgas infecciosas e parasitarias (MARTINS-MELO, 2012).

Sendo assim, fica claro que ainda é inequivoca a relevancia da Doenca de
Chagas como problema de saude publica na Ameérica Latina, sob diferentes padrdes

regionais de expresséao epidemioldgica (DIAS, et al., 2015).
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1.6 Diagnostico laboratorial

Os exames laboratoriais para diagnoéstico da Doenca de Chagas devem levar
em consideracdo a fase da infec¢do, uma vez que a fase aguda é caracterizada por
alta parasitemia recomenda-se que sejam feitos exames que busquem a presenca
do parasita no sangue. Enquanto na fase cronica, ha baixa parasitemia e presenca
de anticorpos especificos (IgG), neste quadro clinico recomenda-se ensaios
sorolégicos para pesquisa de anticorpos especificos para o antigeno do parasita T.
cruzi, causador da Doenca de Chagas (MELLO et al., 2009).

1.6.1 Diagndstico na fase aguda da Doenca de Chagas

Nessa fase realizam-se preferencialmente exames parasitoldgicos
direto, considerado padrdo ouro. O sangue é colhido para realizacdo dos testes

abaixo:

a. Pesquisa a fresco de tripanossomatideos: € a primeira alternativa na fase
aguda devido a sua rapidez, simplicidade e baixo custo. E desejavel que o paciente
apresente febre no momento da coleta e dentro de 30 dias do inicio dos sintomas
(BRASIL, 2013). O sangue coletado é examinado em microscopio 6ptico no aumento
de 400 X e os campos sao analisados em busca da presenca de parasitas (GOMES,
2009).

b. Método de concentracdo (Strout): Possui maior sensibilidade e € indicada
gquando a pesquisa a fresco apresentar resultado negativo e indicado quando o

paciente apresentar os sintomas por mais de 30 dias (BRASIL, 2013).

c. Gota espessa: Possui menor sensibilidade, a lamina é corada pelo método de
Giemsa e observada no microscopio na busca por parasitas, como exemplificado na
Figura 7 (BRASIL, 2013).
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Figura 7 - Gota espessa com achado de parasita.
1 i

‘

Fonte: www.chagas.fiocruz.br/organizacao-estrutural.

1.6.2 Diagnoéstico na fase crénica da Doenca de Chagas

O diagnéstico na fase cronica é realizado preferencialmente através da
sorologia, utilizando kits para diagndéstico in vitro. Dentro dos Kits determinados para
esse estudo é importante conhecer as diferentes metodologias utilizadas no

diagnéstico sorologico para a Doenca de Chagas, séo eles:

a. ELISA: O teste de ELISA consiste na deteccdo de antigenos ou anticorpos
especificos através da interacdo antigeno-anticorpo por meio de reacles
enzimaticas. Uma placa de ELISA é sensibilizada com o antigeno especifico, onde o
soro/plasma em teste é adicionado para a busca de anticorpos que quando
presentes formam uma ligacdo antigeno-anticorpo. Em seguida, adiciona-se o anti-
anticorpo conjugado com uma enzima que se liga ao complexo antigeno-anticorpo
para detectar se houve a ligacdo. Logo ap6s adiciona-se o substrato que reage com
a enzima e emite um sinal ou uma coloracdo especifica que é detectada de forma
qualitativa ou quantitativa através de espectrofotometria, como mostra a Figura 8
que ilustra o passo a passo da metodologia (MATOS et al., 2014).
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Figura 8 - Demonstracdo da metodologia de ELISA.
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Fonte: www.kasvi.com.br/aplicacoes-microplaca-microtitulacao/
O ensaio de ELISA esta relacionado com o uso de microplacas, utilizada
principalmente em imunologia para detectar a presenca de um anticorpo ou um

antigeno.a microplaca esta ilustrada na Figura 9.

Figura 9 - Microplaca de 96 pocos utilizada para ELISA.
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Fonte: www.hemovision.pt/site/produtos/233.

b. Hemaglutinacdo: Trata-se de um teste para a pesquisa de anticorpos que utiliza
a reacdo entre o antigeno especifico presente na superficie da hemacia e o
anticorpo no soro ou plasma do paciente, quando ocorre essa ligacdo observa-se a
hemaglutinagdo, formando-se um “tapete” de hemacias unidas aos anticorpos

indicando reacdo, como mostra a Figura 10. Quando n&o ha reacdo as hemacias se
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depositam no fundo da placa formando um botdo compacto como mostra a Figura
11 (MATOS et al., 2014).

Figura 10 - Reacdo de Hemaglutinacao.
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Fonte: http://www.goldanalisa.com.br
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Fonte: www.kasvi.com.br/aplicacoes-microplaca-microtitulacao

c. Aglutinacdo: Trata-se de um teste soroldgico que utiliza o principio de reacédo
entre antigeno-anticorpo, assemelha-se ao teste de hemaglutinacdo. A diferenca
ocorre devido a substituicdo das hemacias por particulas insoliveis que contém o
antigeno determinado para capturar o anticorpo especifico, como demostrado na
Figura 12, onde o poco A refere-se a uma amostra ndo reativa, com formacéo de
botdes e 0 poco B uma amostra reativa (MATOS et al., 2014).



30

Figura 12 - Microplaca na andlise do teste de Aglutinagéo.

Fonte: www.foxlab.com.ar/s33/laboratorios/clinica/inmunologia

d. Quimiluminescéncia: Usa como base uma substancia luminescente que detecta
a reacdo antigeno-anticorpo de maneira automatizada. Através da emisséo da luz
ocorre a captacdo no proprio equipamento que quantifica o resultado das
amostragens e classifica como reagente ou ndo reagente. Alguns ensaios fazem uso
de microparticulas magnéticas recobertas por antigenos. Os anticorpos da amostra
ligam-se aos antigenos e em uma segunda etapa a reagéo produz luz, que € medida
pelo uso de equipamento. A presenca ou auséncia de anticorpos ou de antigenos é
determinada pela intensidade de luz obtida numa amostra, comparada com o ponto
de corte (cut off), a partir do qual as reacdes séo interpretadas como reagentes, néo
reagentes ou indeterminadas (CIARLINI, CIARLINI, FEITOSA 2002), esse esquema
pode ser observado na Figura 13.

Figura 13 - Esquematiza¢éo da metodologia de Quimiluminescéncia.

Producio de Luz

Fonte: www.telelab.aids.gov.br/ManualAula5.pdf
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e. Imunofluorescéncia: O ensaio caracteriza-se pela reagdo antigeno-anticorpo,
onde uma lamina é sensibilizada com antigenos do T. cruzi que reagem com 0S
anticorpos especificos presentes nas amostras de soro/plasma do paciente. Em
seguida adiciona-se um conjugado composto de anti-anticorpo ligado a uma
substancia fluorescente que pode ser vista através microscopio de fluorescéncia
(MATOS et al, 2014). A Figura 14 esquematiza 0 passo a passo da metodologia e a

Figura 15 demostra o resultado positivo com fluorescéncia no achado parasitario.

Figura 14 - Esquematizagcao da reacéao de IFI positiva.
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Fonte: (MINISTERIO DA SAUDE, 1998).

Figura 15 - Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta positiva, com antigeno de T.
cruzi.

i~ :
Fonte: www.saude.sp.gov.br/sucen-superintendencia-de-controle-de-endemias
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f. Teste Rapido: € um ensaio Imunocromatografico sorolégico com leitura de no
maximo 30 (trinta) minutos, de facil execugdo e baixo custo. O sistema € composto
uma tira ou cassete com uma matriz constituida de membrana de nitrocelulose onde
0 antigeno ou anticorpo é fixado. A amostra sorologica do paciente € aplicada no
dispositivo de teste rapido e se houver uma reagdo antigeno-anticorpo aparecera
uma resposta positiva. A linha C € o controle do teste que serve para garantir que a
amostra depositada correu pela membrana e o resultado € valido, como mostra a
Figura 16 e 17(LONGO, 2011).

Figura 16 - Interpretacéo de teste rapido.
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Fonte: www.biomedicinapadrao.com.br

Figura 17 - Respostas reativas e nao reativas utilizando a metodologia de teste
rapido.
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1.7 Regulamentacao

De acordo com a legislacdo baseada na Lei Federal n°® 6360/76 de 23 de
setembro de 1976, os kits para diagnostico destinados a deteccdo da Doenca de
Chagas devem ser registrados junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), de acordo com o artigo 12 dessa Lei: “Nenhum dos produtos de que trata
esta Lei, inclusive os importados, podera ser industrializado, exposto a venda ou
entregue ao consumo antes de registrado no Ministério da Saude” (BRASIL, 1976).

Além disso, a Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 36 de 26 de agosto
de 2015 é usada como referéncia na avaliagdo desses produtos, pois dispde sobre a
classificacdo de risco, os regimes de controle de cadastro e registro e 0s requisitos
de rotulagem e instrucbes de uso de produtos para diagndstico in vitro. De acordo
com essa legislacdo os produtos usados para diagnéstico de uso in vitro
classificados como alto risco sdo passiveis de andlise prévia como parte do
processo de registro na ANVISA. A RDC define andlise prévia como “andlise para
verificar caracteristicas do produto com finalidade de registro, alteracdo (quando
couber) ou revalidagao” (BRASIL, 2015). Ou seja, produtos pertencentes as classes
lll e IV sdo avaliados rotineiramente pelo Laboratério de Sangue e Hemoderivados
(LSH), do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) e neste
contexto enquadram-se os kits para diagndéstico de uso in vitro para Doenca de
Chagas, que esta presente na classe de risco IV (BRASIL, 2015).

Ainda em relacdo aos kits classificados como alto risco, a legislacdo prevé
que esses produtos sdo passiveis de analise fiscal, que é a efetuada sobre os
produtos, em carater de rotina, para apuracdo de infracdo ou verificacdo de
ocorréncia de desvio quanto a qualidade, seguranca e eficacia dos produtos; ou
analise controle, que é efetuada em produtos sob o regime de Vigilancia Sanitéaria,
apos sua entrega ao consumo e destinada a comprovar a conformidade do produto

com a formula que deu origem ao registro (BRASIL, 1976).
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2 JUSTIFICATIVA

O painel sorolégico positivo para Doenca de Chagas, objeto de estudo desse
trabalho, € uma ferramenta muito importante utilizada na analise prévia, controle e
fiscal de kits para diagnéstico de uso in vitro da Doenca de Chagas. Através da
utilizacdo desse painel, o Laboratério de Sangue e Hemoderivados realiza a
avaliacdo da sensibilidade dos produtos objetos de registro junto a ANVISA e
consequente comercializacdo no pais.

A revalidagdo tornou-se necessaria uma vez que a validacdo do painel
ocorreu em 2008, sendo importante avaliar as caracteristicas das amostras apos dez
anos, tais como a titulacdo de anticorpos e a positividade principalmente das
amostras mais antigas, devido ao seu tempo de uso. Além disso, 0 surgimento de
novas metodologias implica em amostras bem caracterizadas para atender ao fim
que se pretende.

Diante disso, a revalidacdo do painel composto de amostras verdadeiro
positivas para os diferentes marcadores sorolégicos da Doenca de Chagas, através
de critérios pré-estabelecidos nesse estudo, garante maior confiabilidade nos
resultados emitidos pelo LSH e permite que esses produtos tenham a segurancga e
eficacia necessaria para atender o mercado de diagnésticos.
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3 OBJETIVO

Revalidar o painel sorolégico composto de amostras verdadeiro positivas para
Doenca de Chagas utilizado para avaliar kits de diagndéstico in vitro, destinados a
deteccdo de anticorpos especificos contra T. cruzi, atualmente utilizados em

laboratorios de Analises Clinicas e Servicos de Hemoterapia.

3.1 Objetivos especificos

a. ldentificar os cadernos de registro referente ao periodo determinado para o
estudo (2010-2015);

b. Identificar os kits de diagndstico in vitro para deteccdo da Doenca de Chagas
registrados nos cadernos no periodo de janeiro de 2010 a dezembro de 2015 e
selecionar somente os que receberam laudo de analise satisfatorio pelo LSH;

c. ldentificar as metodologias dos kits selecionados e o0s protocolos gerados na
analise de cada um dos produtos aprovados;

d. Analisar exaustivamente os resultados das amostras para Chagas nos Kkits
aprovados utilizando as seguintes metodologias: ELISA, Teste Répido,
Quimiluminescéncia, Aglutinagdo, Hemaglutinacéo e Imunofluorescéncia Indireta;

e. Avaliar os resultados das amostras que compde o painel sorolégico positivo para
Chagas e tabular os resultados referentes a cada protocolo de acordo com a
metodologia usada pelo Kit;

f. Estabelecer critérios para revalidar o painel positivo e aplica-los em cada amostra;
g. Definir as amostras, com base nos critérios atendidos, para compor o painel

revalidado.



36

4 METODOLOGIA

4.1 Local dos procedimentos e analises

O painel sorolégico para diagnoéstico da Doenca de Chagas avaliado no
presente trabalho pertence ao Laboratdrio de Sangue e Hemoderivados (LSH),
localizado no departamento de Imunologia (DI) do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

O laboratorio é responséavel pela analise prévia, fiscal e controle de kits para
diagndstico in vitro das classes Il e IV e pelo controle de hemoderivados como as
albuminas, as imunoglobulinas, os complexos protrombinicos e os fatores de
coagulacéo. Além disso, o LSH trabalha com demandas vindas do governo, atuando
em parceria com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e os 6rgaos de
Vigilancia Sanitéria dos Estados (VISAS).

4.1.1 Painel positivo verdadeiro para Doenca de Chagas

O objeto principal deste estudo foi o painel soroldgico positivo para Chagas,
anteriormente validado no ano de 2008, resultado do trabalho de monografia de
especializacdo (PASSO, 2008).

A composicao desse painel € dada por 76 (setenta e seis) amostras de soro
ou plasma verdadeiro positivas validadas, na qual cada uma € armazenada em
criotubos de dois mililitros devidamente identificadas e codificadas para o uso na
rotina do laboratorio. Os volumes maiores das amostras sdo guardados em tubos

Falcon e armazenadas a temperatura -20°C.

4.2 Identificacdo dos cadernos usados na coleta de dados

O Laboratorio de Sangue e Hemoderivados (LSH) possui cadernos anuais de
registro de recebimento de kits para diagnostico in vitro onde sao registrados os
produtos a serem analisados através de analise prévia, controle ou fiscal para HIV,
HEPATITES B e C, SIFILIS, HTLV e CHAGAS. Esses cadernos recebem uma

numeragéo sequencial e a identificagdo do ano referente ao recebimento dos kits,
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como mostra na Figura 18, o caderno de numero 15 (quinze) relativo ao ano de

2010.

Figura 18 - Caderno de registro do LSH do ano de 2010.
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Fonte: (LSH, 2018).

Para selecionar os dados do presente estudo foi determinado o periodo de
janeiro de 2010 a dezembro de 2015, onde foi analisado o total de 6 (seis) cadernos:
15/2010, 16/2011, 17/2012, 18/2013, 19/2014, 20/2015.

Em cada pagina desses cadernos séo registradas informacgdes referentes ao
produto recebido para andalise abrangendo o nome do fabricante e metodologia do
produto, a data de entrada no LSH, a quantidade de kits recebidos, o nome do Kit,
assim como numero de lote e data de validade e o niumero do Laudo de Analise

(LA), que é a identidade do produto, garantindo a ele uma rastreabilidade, como

mostra a Figura 19.

Figura 19 - Pagina do caderno onde os produtos sdo registrados com as

informacgdes pertinentes a ele.
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Fonte: (LSH, 2018).
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4.3 Selecédo dos kits para anélise

Apos a identificacdo dos cadernos usados como ferramenta para a coleta de
dados fez-se a identificacdo dos kits destinados ao diagnostico a Doenca de
Chagas. Em seguida, foram separados para analise somente o0s produtos que
receberam laudo satisfatério emitido pelo Laboratorio de Sangue e Hemoderivados.
Essa informacéo relacionada ao laudo encontra-se nos cadernos utilizados nesse

estudo.

4.3.1 ldentificacdo das metodologias

As metodologias foram identificadas e selecionadas com base nos testes
satisfatorios para sensibilidade e especificidade no periodo avaliado. Dessa forma,
foi possivel destacar as diferentes metodologias para deteccao de anticorpos contra
antigenos especificos para Doenca de Chagas através do levantamento e avaliacdo

dos dados dos cadernos citados anteriormente.

4.4 Selecédo e andlise dos protocolos

Para a liberacdo dos laudos dos diferentes kits sdo gerados protocolos
analiticos com o registro dos resultados de cada uma das amostras confrontadas
com o produto em analise. Os protocolos recebem um namero sequencial de modo
a garantir a sua rastreabilidade. Os numeros dos protocolos gerados sédo
adicionados ao caderno de registro apos finalizar a andlise de cada kit. Dessa forma
foi feito o levantamento de dados e tabulacdo dos nimeros de protocolos de cada
kit, de modo a facilitar a etapa destinada a desarquivar os documentos referentes
aos produtos selecionados.

Através da tabela com a discriminacdo dos protocolos os quais foram
desarquivados e analisados. Nessa etapa identificou-se o perfil das amostras que

compdem o painel positivo frente a cada um dos kits nas diferentes metodologias.
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4.5Tabulacao e avaliacdo dos dados

Apés a selecdo dos testes satisfatorios e identificacdo dos protocolos
analiticos com o registro dos resultados das amostras foi possivel elaborar uma
planilha no Excel®, tabulando os resultados encontrados de cada uma das amostras
que compdem o painel positivo. As informagfes contidas na planilha foram as

seguintes:

e Identificacdo da amostra,

e Numero do laudo de analise (LA) de cada kit tabulado,

e Identificacdo da metodologia de cada Kkit,

e Numero do protocolo do documento com os resultados das amostras,

e Resultados das amostras em cada teste.

A tabela foi elaborada respeitando-se as peculiaridades de cada metodologia
possibilitando a avaliacdo dos resultados. A padronizacdo garante a aplicabilidade
na leitura dos resultados na planilha de acordo com a metodologia adotada pelo Kkit,
por exemplo, para a metodologia de ELISA a planilha engloba, além das
informac@es destacadas acima, a densidade 6ptica (DO), o valor do cut-off (CO) e o

Racio, que é a razéo entre DO e CO.

Racio = Densidade Optica (DO)
Cut-off (CO)

Para os testes de Aglutinacdo e Imunofluorescéncia adicionou-se a tabela a
intensidade da resposta de cada amostra que é dada por cruzes “+”, variando de 1+
a 4+, sendo 4+ a resposta maxima da intensidade. Dessa maneira a ferramenta
apresentaria dados completos de acordo com a metodologia do kit analisado,
garantindo maior confiabilidade do resultado final de cada uma das unidades

analisadas.



40

A Figura 20 foi retirada da planilha elaborada através do Excel® apos a
tabulacdo dos resultados retirados dos cadernos analisados, onde é possivel

identificar as informacdes listadas anteriormente.

Figura 20 - Tabela usada como ferramenta para esse estudo.

MNimero de Laudo

de Anilise do Kit Metodologia "Teste Répido

Identificagdo 1
da amostra 7 AMOSTRAS|
\ # Resposta |# Resposta

a4 T 1 1559|POS 1635|POS
5 2 1559|POS 1635|POS
& 3 1553|POS 1635|POS Resultado da Amostra
7 4 g 1559|POS 1635|POS
Fi

INL]mero de protocolo

Fonte: (LSH, 2018).

4.6 Critérios adotados para revalidacao

Para a revalidacdo de cada amostra estabeleceu-se critérios que foram
baseados minimante nos métodos de validacdo das amostras, realizada através do
trabalho de especializa¢do no Laboratério de Sangue e Hemoderivados no ano de
2008. Os critérios usados na validagédo do painel sorologico positivo para a Doenca
de Chagas foram trés ELISAS, um teste de Hemaglutinacdo, um de Aglutinacédo, um
de Imunofluorescéncia e um Western Blot, (PASSO, 2008). Ou seja, as amostras
deveriam ser revalidadas usando critérios iguais ou superiores para garantir
robustez no método de revalidagéo.

Dessa forma, os critérios de revalidacdo foram estabelecidos, sdo eles:

¢ Reatividade em pelo menos cinco ELISAS com o Racio acima de 1,5;

¢ Reatividade em dois Testes Imunocromatograficos (teste rapido);

e Reatividade em pelo menos trés Testes de Quimiluminescéncia com o Racio
acima de 1,5;

¢ Positividade em pelo menos trés testes IFI;

¢ Reatividade em um teste de Aglutinagao;
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¢ Reatividade em dois testes de Hemaglutinagao.

Outro fator importante para revalidacéo do painel sorologico foi o volume das
amostras, que deveria ser suficiente para a realizacdo de futuras analises. Dessa
forma, o valor exigido das amostras deveria ser igual ou superior a 10 mL.

Tendo em vista os critérios de revalidacao referente as metodologias e ao
volume esperado, as amostras foram avaliadas com o auxilio da tabela criada no
Excel® a fim de verificar se cumprem as exigéncias estabelecidas acima, para
finalmente reclassificar cada amostra individualmente estabelecendo se atende ou

nao os critérios determinados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Selecdo da amostragem

Apés identificar e analisar minunciosamente os cadernos 15/2010, 16/2011,
17/2012, 18/2013, 19/2014 e 20/2015 observou-se o recebimento de 54 kits para
diagnéstico in vitro para deteccdo da Doenca de Chagas de diferentes metodologias
para analise no Laboratério de Sangue e Hemoderivados, assim distribuidas: 2010
foram recebidos nove produtos, 2011 foi o ano com maior recebimento de kits no
total de 15 produtos, 2012 foram oito, em 2013 apenas um kit foi recebido, em 2014

e 2015 foram 11 e 10 recebimentos respectivamente, como demonstra a Tabela 1.

Tabela 1 - Levantamento dos dados dos cadernos de kits de diagndstico no periodo
de 2010 a 2015.

Ano Numero de Produtos Recebidos
2010 9
2011 15
2012 8
2013 1
2014 11
2015 10
Total 54

Fonte: (LSH,2018).

A baixa demanda de kits recebidos no ano de 2013 néo foi caracteristica
apenas dos produtos destinados a Doenca Chagas. Observou-se que o total de kits
para diagnostico in vitro dos demais marcadores também apresentou uma reducao,
se comparado aos outros anos.

Os kits com laudo satisfatorio foram tabulados a fim de avaliar as informacdes
pertinentes para elaboracdo dos resultados. A tabela desenvolvida encontra-se
exemplificada abaixo, onde é possivel identificar o nome do kit destinado a deteccao
de anticorpos especificos para Chagas, o numero e ano de caderno no qual o
produto foi registrado, a pagina do caderno em que foi cadastrado as informacgdes do
kit, a empresa fabricante do produto e os nimeros de protocolos dos documentos
contendo os resultados das amostras frente a avaliacdo de desempenho destinadas

ao controle de qualidade do produto. Esse esquema esté ilustrado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Formatacéo da planilha criada para gerar os primeiros resultados desse

estudo.

N°e Ano do Caderno P4agina do caderno  Nome do Produto Fabricante N° de Protocolo

15/2010 1 Produto A Empresa X 1234

Fonte: (LSH, 2018).

Dessa forma, nove kits (17%) foram excluidos devido ao laudo de analise (LA)
insatisfatorio, resultando na reprovacdo dos mesmos e consequente impossibilidade
de comercializacdo. Logo, o nimero amostral para realizacdo desse estudo foi de 45
produtos, ou seja, 83% do total de kits recebidos no periodo de janeiro de 2010 a

dezembro de 2015, como mostra a Figura 21.

Figura 21 - Distribuicdo dos resultados analiticos.

Laudos dos Produtos Analisados

B Insatisfatério

m Satisfatorio

Fonte: (LSH, 2018).

5.2 Identificacdo das metodologias soroldgicas

Através da selecdo dos 45 produtos foi possivel identificar as diferentes
metodologias, sendo assim, foram encontrados 27 (60%) Ensaios Imunoenzimaticos
(ELISA); sete Testes de Imunofluorescéncia (16%); cinco testes de
Quimiluminescéncia (11%); trés testes de Hemaglutinacdo (7%); dois Testes
Rapidos (4%) e apenas um Teste de Aglutinacdo (2%), conforme mostrado na
Figura 22.
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Figura 22 - Distribuicdo das metodologias utilizadas no estudo.

Metodologias

u Elisa

u|FI

® Quimiluminescéncia
Hemaglutinacéo

m Teste Rapido

m Aglutinacao

Fonte: (LSH, 2018).

De acordo com o grafico € possivel identificar que o0 ensaio
imunoenzimético, ELISA, do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay é a
metodologia sorologica de predominancia. Esse fato foi descrito no ano 2000 em um
trabalho publicado por Fitarelli, onde ele afirma que na época era a metodologia
mais utilizada, mostrando que é a principal escolha no ensaio para determinacéo da
Doenca de Chagas no mercado de diagndstico e esse quadro se manteve constante
desde entdo, de acordo com o grafico acima na Figura 22 (FITARELLI, 2000).

Sobre a metodologia de ELISA é importante ressaltar que suas vantagens
estdo compreendidas em apresentar alta sensibilidade e bom limite de quantificacéo,
ou seja, existe um menor risco de diagnéstico falso negativo pela capacidade de
detectar quantidades minimas do analito. Essa metodologia permite avaliar variadas
amostras ao mesmo tempo, possui realizacdo rapida e de baixo custo. Por outro
lado, para a realizacdo desse ensaio € necessaria mao de obra de profissionais
qualificados, por se tratar de uma técnica especifica e sensivel, pois existe a
possibilidade de erros de pipetagem, de tempo de incubacdo e do manuseio
incorreto dos reagentes, pois quando expostos a luz e temperaturas inadequadas
podem degradar com facilidade (WATSON, 2013).
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5.3 Identificacdo dos protocolos analiticos

A tabulacdo dos numeros de protocolos analiticos, como foi destacado na
tabela 2, permitiu a rastreabilidade e analise da parte documental de cada um dos
kits separadamente a fim de identificar os resultados das amostras.

Os protocolos analiticos se encontram arquivados em caixas devidamente
identificadas no acervo do laboratorio, no qual foi realizada a busca ativa contendo
os resultados das amostras do painel verdadeiro positivo submetidas aos kits
selecionados.

A amostragem dos protocolos desarquivados esta expressa na Figura 23,
totalizando 160 protocolos analisados neste estudo, no qual 90 (56,25%) dos
protocolos eram destinados a ELISA, 23 (14,4%) de Quimiluminescéncia, 21 (13,1%)
de Imunoflurescéncia, 13 (8,1%) de Hemaglutinacdo, nove (5,6%) de testes rapidos
e quatro (2,5%) de Aglutnacao.

Figura 23 - Quantitativo dos protocolos analisados por metodologia.

Protocolos Analiticos

Fonte: (LSH, 2018).

5.4 Andlise dos protocolos analiticos e tabulacdo dos resultados das

amostras

Os 160 protocolos foram analisados e os dados foram acrescentados na
planilha de acordo com a metodologia do produto, como ilustrado na Tabela 3 para
ELISA, Tabela 4 referente ao método de Quimiluminescéncia, Tabela 5 para
Hemaglutinacdo, Aglutinagdo e Imunofluorescéncia, e por fim, a Tabela 6 a respeito

do Teste Rapido. As tabelas foram desenvolvidas de modo a apresentar
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informagdes essenciais para a interpretacdo dos resultados de cada amostra no
ambito geral do estudo. A Tabela 3 exemplifica dados de trés amostras quanto a
metodologia de ELISA. No entanto, a tabela original € composta por 76 amostras e

os dados coletados totalizam resultados de 27 Testes Imunoenzimaticos.

Tabela 3 - Exemplo da tabulagc&o dos dados referentes a metodologia de ELISA.

ELISA
LA: xxxx/Ano
Amostra #N° Protocolo DO CcO Racio DO/CO Resposta
1 1201 3 0,359 8,3565 POS
2 1201 1,267 0,359 3,5292 POS
3 1201 1,469 0,359 4,0919 POS

Fonte: (LSH,2018).

A Tabela 3 apresenta informacdes quanto a densidade 6tica e o valor do cut-
off, sendo através da razao desses dados que é calculado o racio das amostras. Tal
informacdo é importante para atender ao critério de revalidacdo referente a
metodologia de ELISA, uma vez estabelecido que as amostras precisam apresentar
reatividade em pelo menos cinco resultados com o racio acima de 1,5 para serem
revalidadas.

Essas informacdes facilitam na analise individual das amostras, assim como
ocorre na Tabela 4 para o0 método de Quimiluminescéncia, que usa 0 mesmo critério
para o racio com valores acima de 1,5. A Tabela 4 exemplifica dados de duas
amostras quanto a metodologia de Quimiluminescéncia. Vale ressaltar que a tabela
original € composta por 76 amostras e os dados coletados totalizam resultados de

cinco testes.

Tabela 4 - Exemplo da tabulacdo dos dados referentes a metodologia de

Quimiluminescéncia.

Quimiluminescéncia
LA: xxxx/Ano

Amostra #N° Protocolo Racio Resposta
1 1523 9,1 POS
2 1523 7,3 POS

Fonte: (LSH,2018).
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Os testes qualitativos, como as metodologias de Aglutinagéo,
Hemaglutinagcdo e Imunofluorescéncia apresentam resultados em forma de cruzes e
guanto maior o numero de cruzes, maior € a reatividade da amostra, como
exemplificado na Tabela 5. Sobre a tabela original, as 76 amostras foram tabuladas
frente as diferentes metodologias qualitativas, sendo cada uma das amostras
confrontadas com sete testes de Imunofluorescéncia, trés testes de Hemaglutinagcéo

e um teste de Aglutinacao.

Tabela 5 - Exemplo da tabulacdo dos dados referentes as metodologias qualitativas.

Hemaglutinagdo/Aglutinac&@o/Imunofluorescéncia
LA: xxxx/Ano

Amostra #N° Protocolo Intensidade Resposta
1 1201 1+ POS
2 1201 2+ POS
3 1201 4+ POS

Fonte: (LSH, 2018).

A interpretacdo dos testes exemplificados na tabela 5 depende do
profissional que realiza o ensaio, por exemplo, a amostra 1 na tabela 5 apresenta
intensidade 1+, a amostra 2 apresenta 2+ e a amostra 3, intensidade em 4+, o que
significa que todas as amostras sdo positivas, porém apresentam reatividade
diferenciada, onde a amostra 3 é mais reativa que as demais amostras presentes na
tabela.

A Tabela 6 representa os dados referentes a Imucromatografia, ou Teste
Rapido Por se tratar de um método rapido e simples, a tabela seguiu 0 mesmo
critério de padronizacdo, informando apenas a amostra em teste, o niumero de
protocolo analitico e as respostas das amostras do painel sorolégico frente ao kit
testado. A Tabela 6 exemplifica a padronizacdo frente a tabulacdo dos Testes
Rapidos, visto que a tabela original € composta pelos resultados das 76 amostras

contidas no painel sorolégico confrontadas com dois Testes Rapidos.
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Tabela 6 - Exemplo da tabulagédo dos dados referentes a metodologia de Teste

Réapido.
Teste Rapido
LA: xxxx/Ano
Amostra #N° Protocolo Resposta
1 1635 POS
2 1635 POS
3 1635 POS

Fonte: (LSH, 2018).

A padronizacao das tabelas de acordo com a metodologia, como ilustrado nas
Tabelas 3, 4, 5 e 6, possibilitou inserir na planilha os resultados de cada uma das
amostras presente nos protocolos de maneira clara e objetiva. Além disso, as
tabelas apresentam informacdes necessarias para interpretar o perfil das amostras

de acordo com cada uma das metodologias.

5.5 Critérios de revalidacao

ApoOs a elaboracdo da tabela padronizada foi possivel submeter as amostras
gue compdem o painel sorolégico verdadeiro positivo para Doenca de Chagas aos
critérios de revalidagdo anteriormente estabelecidos. Lembrando, os critérios de

revalidac&o foram:

¢ Reatividade em pelo menos cinco ELISAS com o racio acima de 1,5;

e Reatividade em dois Testes Imunocromatograficos (teste rapido);

e Reatividade em pelo menos trés Testes de Quimiluminescéncia com 0 racio
acima de 1,5;

e Positividade em pelo menos trés testes IFI,

¢ Reatividade em um teste de Aglutinacéo,

e Reatividade em dois testes de Hemaglutinacao.

e Volume da amostra acima de 10 mL.

A partir da definicdo dos critérios de revalidacdo foi possivel confrontar os
resultados das amostras do painel e avaliar o comportamento de cada uma delas,
pois dessa forma a revalidagcdo garante que somente as amostras que atendam aos

critérios de positividade/reatividade e volume permanecam no painel soroldgico
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verdadeiro positivo destinado a analise dos kits para diagnéstico da Doenca de
Chagas.
Os resultados estdo expressos abaixo levando em consideracdo cada

critério de maneira individual.

5.5.1 ELISA

Todas as 76 amostras do painel soroldgico para Chagas atenderam ao
critério de revalidacdo de positividade em pelo menos cinco ensaios com o Racio

acima de 1,5, dessa forma 100% dos resultados foram obtidos como o esperado.

5.5.2 Teste Rapido

As 76 amostras foram confrontadas quanto ao critério referente ao Teste
Rapido e foi possivel identificar que seis amostras ndo atenderam a reatividade
esperada. As amostras 22, 24, 35 e 46 e 48 apresentaram discordancia nos
resultados em um teste rapido, enquanto a amostra 36 apresentou resultado
negativo em dois testes imunocromatogréaficos, como observado na Tabela 7.

Tabela 7 - Amostras que ndo atenderam ao critério de revalidacdo para o Teste

Rapido.

Amostras Quantitativo de resultado Negativo

22 1
24
35
36
46
48

B RPN R

Fonte: (LSH, 2018).

As amostras presentes na tabela acima ndo atenderam ao critério de
revalidacéo referente ao teste rapido. Sobre elas € importante observar que foram
submetidas aos dois testes rapidos exigidos e ndo obtiveram a positividade
esperada, ou seja, apesar de expostas ao quantitativo estabelecido de testes nao foi
obtido o resultado esperado no critério para revalida-las. Portanto, essas amostras

passam a fazer parte do painel sorolégico pra Chagas denominado indeterminado,
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que posteriormente sera submetido a novos testes para complementar na
caracterizagao.

A Figura 24 demonstra os resultados obtidos quanto a analise das amostras
frente ao Teste Rapido, relacionando a porcentagem entre as amostras que
estiveram em concordancia e discordancia, tendo 06 (8%) amostras ndo atendendo
ao critério e 70 (92%) atenderam ao critério de positividade referente aos testes

rapidos.

Figura 24 - Resultados para o critério para revalidagdo referente aos Testes
Rapidos.

CRITERIO QUANTO AO TESTE RAPIDO

m Satisfatorio

m Insatisfatério

Fonte: (LSH,2018).

5.5.3 Testes de Quimiluminescéncia

Para essa metodologia, de acordo com o critério estabelecido, esperava-se
a reatividade em trés ensaios com o racio acima de 1,5. Apos a andlise dos dados
tabulados foi identificado que a amostra 36 apresentou resultado insatisfatério
devido a um resultado negativo, como mostra a Tabela 8.

Tabela 8 - Amostras que n&o atenderam ao critério de revalidagdo para

Quimiluminescéncia.

Amostras Quantitativo de resultado Negativo

36 1

Fonte: (LSH, 2018).
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Dessa forma, a amostra em ndo conformidade foi direcionada para o painel
indeterminado, para que posteriormente seja submetida a novos testes. As demais
75 amostras (99%) apresentaram a reatividade e racio necessarios para atender ao
critério de revalidacdo. Essa relacdo de discordancia de resultados é possivel

observar na Figura 25.

Figura 25 - Critério de revalidacéo referente a metodologia de Quimiluminescéncia.

CRITERIO QUANTO AO TESTE DE
QUIMILUMINESCENCIA

m Satisfatorio

m Insatisfatério

Fonte: (LSH,2018).

5.5.4 Imunofluorescéncia

Para essa metodologia o critério de revalidacao estabelecido € a positividade
em pelo menos trés testes. Diante desse parametro todas as 76 amostras do painel
sorologico em estudo apresentaram resultados satisfatérios, com isso, 100% dos

resultados foram obtidos como o esperado.
5.5.5 Aglutinagao
Para essa metodologia e baseado no critério de revalidagédo estabelecido, ou

seja, esperando-se a reatividade em um teste de Aglutinacdo, as amostras 24 e 25

ndo atenderam a esse critério, como ilustrado na Tabela 9.
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Tabela 9 - Amostras que ndo atenderam ao critério de revalidacao para Aglutinacao.

Amostras Quantitativo de resultado Negativo
24 1
45 1

Fonte: (LSH, 2018).

As amostras 24 e 45 apesar de terem sido submetidas a quantidade
necessaria de testes, ndo obtiveram a reatividade necessaria para atender ao
critério de revalidacao, faltando um resultado positivo para cada uma. Dessa forma,
das 76 amostras avaliadas quanto a esse critério duas apresentaram resultados
discordantes, representando 3% do painel soroldgico, como observado na Figura 26.

Figura 26 - Critério de revalidacao referente a metodologia de Aglutinacao.

CRITERIO QUANTO AO TESTE DE AGLUTINACAO

m Satisfatorio

m Insatisfatério

Fonte: (LSH,2018).

5.5.6 Hemaglutinacdo

Diante dessa metodologia e baseado no critério de revalidacéo estabelecido,
espera-se que as amostras apresentem positividade em pelo menos dois testes de
Hemaglutinagdo. Tendo em vista esse parametro, as amostras 63, 65, 71, 72 e 73,
listadas na Tabela 10, ndo obtiveram a positividade necesséaria para atender ao
critério de revalidacdo, apesar de submetidas as quantidades necessarias de testes.
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Tabela 10 - Amostras que ndo atenderam ao critério de Revalidagdo para o

Hemaglutinacéo.

Amostras Quantitativo de resultado Negativo
63 1
65 1
71 2
72 1
73 2

Fonte: (LSH, 2018).

Do painel sorolégico composto por 76 amostras houve resultado discordante
para as cinco amostras destacadas nas Tabela 10. Frente a metodologia de
Hemaglutinacdo 71 amostras apresentaram resultados conforme o esperado,

totalizando 93% do painel soroldgico, como ilustrado na Figura 27.

Figura 27 - Critério de revalidacao referente a metodologia de Hemaglutinacao.

CRITERIO QUANTO AO TESTE DE
HEMAGLUTINACAO

m Satisfatorio

m Insatisfatorio

Fonte: (LSH, 2018).

5.6 Revalidacdo das amostras verdadeiro positivas

5.6.1 Amostras com resultados discordantes

Apés aplicar os critérios de revalidacdo em cada amostra do painel
sorolégico positivo para a Doenca de Chagas foi possivel identificar que 12 amostras
nao apresentaram comportamento necessario para compor o painel revalidado.
Diante disso, as amostras 22, 24, 35, 36, 45, 46, 48, 63, 65, 71, 72 e 73 passam a
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compor um painel indeterminado por ndo atenderem aos critérios de revalidacao
estabelecidos nesse estudo, como pode ser observado na Tabela 11.
Posteriormente elas serdo submetidas a novos testes de modo que sejam

devidamente caracterizadas.

Tabela 11 Amostras que ndo atenderam aos critérios de revalidagéo estabelecidos.

Amostras Critério Reprovado
22 Teste Rapido
24 Teste Rapido/ Aglutinacdo
35 Teste Rapido
36 Teste Rapido/ Quimiluminescéncia
45 Aglutinacédo
46 Teste Rapido
48 Teste Rapido
63 Hemaglutinac&o
65 Hemaglutinagdo
71 Hemaglutinacio
72 Hemaglutinagdo
73 Hemaglutinagéo

Fonte: (LSH, 2018).

Essas amostras poderao ser utilizadas na anélise de produtos, no entanto,
ndo serdo consideradas verdadeiro positivas. JA as demais amostras estédo
devidamente caracterizadas, revalidadas, de modo a garantir resultados confidveis
nas suas proximas analises e volume suficiente para realizacdo de procedimentos
futuros.

Diante disso, a Figura 28 ilustra em porcentagem a relacdo entre a
quantidade de amostras discordantes com a metodologia em que 0s critérios nao
foram atendidos. Pode-se observar que as seis amostras reprovadas no critério do
Teste Rapido representam 43% dos resultados discordantes, enquanto que as cinco
amostras com resultados negativos na metodologia de Hemaglutinagdo sao
responsaveis por 36% dos resultados discordantes. O critério de revalidacdo para a
Aglutinacéo representa 14% dos resultados discordantes com duas amostras de
resultados negativos. Por fim, 7% dos resultados discordantes é referente a uma

amostra com resultado negativo na metodologia de Quimiluminescéncia.
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Figura 28 - Porcentagem de amostras discordantes em cada metodologia.

RESULTADOS DISCORDANTES

m Algutinagdo mHemaglutinacdo = Teste Rapido = Quimiluminescéncia

Fonte: (LSH, 2018).

A Figura 29 retrata os resultados discordantes das 12 amostras que né&o
atenderam aos critérios de revalidacdo estabelecidos e as 64 amostras revalidadas

com resultados satisfatorios.

Figura 29 - Revalidac&o das amostras.

Amostras Discordantes Amostras Concordantes

Fonte: (LSH, 2018).

5.7 Fatores que influenciam nos resultados analiticos

Sobre o comportamento das amostras em discordancia, a mudanca das
respostas quando comparadas aos resultados de validacdo pode ser explicada
devido ao tempo de uso, que resulta na queda da titulacdo dos anticorpos das
amostras. Além disso, algumas amostras sdo mais reativas que outras. Ou seja,
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dependendo do tempo de uso e do limite de deteccdo do kit, pode haver um
comportamento negativo quanto aos seus resultados. Tendo em vista esse cenario,
fica claro que o painel sorolégico € uma ferramenta de constante renovagcao e por
esse motivo a revalidacdo € um procedimento necessario para garantir um painel
com amostras bem caracterizadas.

Sobre o processo de congelamento e descongelamento do painel, ndo ha
interferéncia nesse aspecto frente a titulacdo dos anticorpos nas amostras. A
Universidade de S&o Paulo (USP) realizou uma avaliacdo em que se estudou a
estabilidade de amostras positivas para HIV, que foram submetidas a ensaios de
ELISA, Western Blot e imunofluorescéncia. Nesse estudo foram realizados 11 ciclos
de congelamento e descongelamento onde ndo foi identificado efeito
estatisticamente significante na reatividade dos anticorpos especificos. Portanto, o
procedimento de congelamento e descongelamento ndo causou efeitos adversos na
reatividade das amostras de soro positivas para deteccdo de anticorpos, sem
ocorréncia de reacdes falso-negativas (CASTEJON, 2012). Tal fato também foi
comprovado neste estudo, pois as amostras foram descongeladas pelo menos 45

vezes durante o processo de revalidagao.

5.8 Volume das amostras

O dultimo critério estabelecido para a revalidacdo estd relacionado com o
volume das amostras, que devem ter no minimo 10 mL. Esse valor foi definido para
garantir que haja volume suficiente para os proximos ensaios de kits que daréo
entrada no LSH para fins de andlise. A partir desse levantamento foi identificado que
apenas uma amostra ndo atende a esse critério, como ilustrado na Tabela 12,

apresentando 9,0 mL.

Tabela 12 - Amostra que nao atendeu ao critério de revalidacéo para o teste rapido.

Amostras Volume

35 9,0 mL

Fonte: (LSH, 2018).

A amostra 35 foi a Unica que ndo atendeu ao critério de revalidacdo quanto

ao volume minimo desejado de 10 mililitros. A perda de volume é uma caracteristica
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comum as amostras do painel com o passar dos anos, pelo uso constante devido a
grande demanda do laboratério, principalmente quando se trata de andlises
automatizadas, no qual o equipamento exige volumes maiores para realizacdo do
teste. A Figura 30 aborda em porcentagem esse resultado, onde 99% do painel

atendeu ao critério de volume.

Figura 30 - Critério de revalidacéao referente ao critério de volume.
CRITERIO QUANTO AO VOLUME DAS AMOSTRAS

m Satisfatorio

m Insatisfatério

Fonte: (LSH, 2018).

Além disso, as amostras recebidas passaram por um processo de filtracédo
para eliminar fibrinas presente nas amostras, que resulta na diminuicdo do volume
total. Dessa forma, a renovagcdo constante do painel torna-se necessaria, uma vez

gue as amostras tendem a se esgotar em volume, devido ao tempo de uso.

5.9 Resultado final

Enfim, apds o processo de revalidacdo o painel passou a ser composto por
64 amostras devidamente caracterizadas, ou seja, 84% das amostras
permaneceram no painel e 16% das amostras (12/76) foram direcionadas ao painel

indeterminado, como mostras a Figura 31.
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Figura 31 - Resultado final do estudo de revalidacéo.

Resultado da revalidacao

m Revalidadas

m Nao Revalidadas

Fonte: (LSH, 2018).

ApoOs a andlise das 76 amostras frente aos 45 kits estudados de seis
metodologias diferentes, e depois de estabelecido os critérios de revalidacdo foi
possivel compor um painel sorolégico de chagas composto por 64 amostras
verdadeiro positivas devidamente revalidadas, destinadas ao controle de qualidade
de kits para o diagnoéstico sorologico da Doenca de Chagas.

A planilha final esta exposta no apéndice A desse trabalho e as amostras

nao revalidadas estéo especificadas no apéndice B.
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6 CONCLUSAO

A identificacdo dos kits para diagndstico in vitro para detec¢do da Doenca de
Chagas possibilitou levantar os resultados das amostras do painel positivo e
confeccionar a planilha utilizada como ferramenta principal desse estudo. Os kits
que obtiveram resultados insatisfatérios ndo foram utilizados nesse processo de
revalidacéo retrospectiva, pois os resultados das amostras frente a esses kits nao
teriam a confiabilidade necessaria devido a reprovacao desses produtos.

A tabulacdo dos resultados permitiu identificar o comportamento de cada
uma das amostras frente aos kits aprovados no periodo de janeiro de 2010 a
dezembro de 2015 e, além disso, os critérios usados para revalidacdo puderam ser
estudados individualmente através da planilha criada.

Dessa forma, o painel contendo 66 amostras verdadeiro positivas para
Doenca de Chagas foi caracterizado. Seu uso como ferramenta garante resultados
confiaveis e amplia a capacidade analitica do Laboratério de Sangue e
Hemoderivados no controle de qualidade de kits para diagnéstico da Doenca de
Chagas.

O painel sorologico positivo passou a ser composto por 66 amostras
revalidadas com volume suficiente para realizacdo de novas andlises voltadas ao
controle de qualidade de kits para o diagnéstico sorologico da Doenca de Chagas

utilizados em laboratérios de Analises Clinicas e Servicos de Hemoterapia.
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APENDICE A — PLANILHA FINAL UTILIZADA COMO FERRAMENTA PARA A REVALIDACAO (continuag&o)

5 —
Amostras g;i?g Fa’l?lta g%t:ém; Fa;lta 03 If Fa?l’ta ngia Fz%;ta 1 Aglut Fa}?lta (\r:]OLI) étig ?ﬁ: nga?gtgzzs
>1,5 ' ’
1 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 21,8 Sim Sim
2 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 58 Sim Sim
3 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 48,8 Sim Sim
4 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 37,5 Sim Sim
5 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 37 Sim Sim
6 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 35 Sim Sim
7 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 19,5 Sim Sim
8 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 63 Sim Sim
9 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 41 Sim Sim
10 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 46 Sim Sim
11 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 34,5 Sim Sim
12 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 14 Sim Sim
13 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok | Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 67,5 Sim Sim
14 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok | Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 112,5 Sim Sim
15 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 148 Sim Sim
16 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 112,5 Sim Sim
17 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok | Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 62,5 Sim Sim

64



APENDICE A — PLANILHA FINAL UTILIZADA COMO FERRAMENTA PARA A REVALIDACAO (continua)

5 .
Amostras EI;?; Fa}?Ita :F)’z%:lfslom; Fa;lta 03 If Fa}?lta ngzna Fe};ta 1 Aglut Fa}?lta (\r:]OLI) étig (;lr?: Rg\Ta?j;t;zZs
>1,5 0 7
18 Sim Ok Sim Ok Sim Ok Sim Ok Sim Ok 52,5 Sim Sim
19 Sim Ok Sim Ok Sim Ok Sim Ok Sim Ok 97,5 Sim Sim
20 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok | Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 107 Sim Sim
21 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 57,5 Sim Sim
22 Sim Ok | Nao 1 Sim Ok | Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 51 Sim N&o
23 Sim OK | Sim Ok Sim Ok | Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 58 Sim Sim
24 Sim Ok | Nao 1 Sim Ok Sim | Ok Sim Ok N&o 1 62,5 Sim N&o
25 Sim OK | Sim Ok Sim Ok | Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 52 Sim Sim
26 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok | Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 52,8 Sim Sim
27 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 57,5 Sim Sim
28 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 58,3 Sim Sim
29 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok | Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 37 Sim Sim
30 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok | Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 52,5 Sim Sim
31 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 57,5 Sim Sim
32 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 52 Sim Sim
33 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 52 Sim Sim
34 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok | Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 52 Sim Sim
35 Sim Ok | Nao 1 Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 9 Né&o N&o
36 Sim Ok | Nao 2 N&o 1 SIM | OK SIM OK Sim Ok 87 Sim N&o
37 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim Ok Sim Ok Sim Ok 55,3 Sim Sim
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38

|Sim ‘Oleim‘ Ok | Sim |0k lSimlOkl Sim |0k| Sim | Ok |56,5| Sim |

Sim

APENDICE A — PLANILHA FINAL UTILIZADA COMO FERRAMENTA PARA A REVALIDACAO (continua)

5 _—
Amostras g;i?g Fa’l?lta é%t::)m; Fa;lta 03 If Fa?l’ta ngia Fe};ta 1 Aglut Fa}?lta (\r:]OLI) étig ?ﬁ: R/g\r?a?iztazZZs
>1,5 S g
39 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 55 Sim Sim
40 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 47 Sim Sim
41 Sim OK | Sim Ok Sim Ok | Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 65,5 Sim Sim
42 Sim OK | Sim Ok Sim Ok | Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 36 Sim Sim
43 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok | Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 52,5 Sim Sim
44 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 52,5 Sim Sim
45 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Nao 1 58 Sim N&o
46 Sim Ok | Nao 1 Sim Ok | Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 28 Sim Né&o
47 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok | Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 53 Sim Sim
48 Sim Ok | Nao 1 Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 58 Sim N&o
49 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 57 Sim Sim
50 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 53 Sim Sim
51 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok | Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 72 Sim Sim
52 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok | Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 54,5 Sim Sim
53 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 62 Sim Sim
55 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 62 Sim Sim
56 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 67 Sim Sim
57 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 27 Sim Sim
58 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 47 Sim Sim
59 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 62 Sim Sim
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60

|Sim ‘Oleim‘ Okl Sim |0k|5im|0k| Sim |0k| Sim | Ok | 34 | Sim |

Sim

APENDICE A — PLANILHA FINAL UTILIZADA COMO FERRAMENTA PARA A REVALIDACAO (conclus&o)

5 .
Amostras EI;?S' Fa}?Ita g%ﬁslom; Fa;lta 03 If Fa}?lta ngzna Fz%;ta 1 Aglut Fa}?lta (\r:]OLI) étig Orlsf Rg\Ta?j;t;zZs
>1,5 ' ‘
61 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 67,5 Sim Sim
62 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok | Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 20 Sim Sim
63 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok | Sim | Ok Néo 1 Sim Ok 52,5 Sim Né&o
64 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 62,5 Sim Sim
65 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Nao 1 Sim Ok 87 Sim N&o
66 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 27,5 Sim Sim
67 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok | Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 21,5 Sim Sim
68 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok | Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 87 Sim Sim
69 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 82,5 Sim Sim
70 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 62,5 Sim Sim
71 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok N&o 2 Sim Ok 80 Sim N&o
72 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok | Sim | Ok Néo 1 Sim Ok 27 Sim Néo
73 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok | Sim | Ok Néo 2 Sim Ok 27,5 Sim Néo
74 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 147 Sim Sim
75 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 1475 Sim Sim
76 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok | Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 92 Sim Sim
77 Sim Ok | Sim Ok Sim Ok | Sim | Ok Sim Ok Sim Ok 110,5 Sim Sim
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APENDICE B — PLANILHA FINAL DAS AMOSTRAS NAO REVALIDADAS

5 Eligas 3 qumi Atende? Amo§tras
Amostras | Racio Falta? Racio > Falta? 03 If |Falta? |02 Hema | Falta? | 1 Aglut | Falta ? | Vol (mL) | néao
>1,5 15 = 2oLl Revalidadas
22 Sim Ok 1 Sim Ok Sim Ok Sim Ok Sim Ok 51 Sim N&o
24 Sim Ok N&o 1 Sim Ok Sim Ok Sim Ok N&o 1 62,5 Sim N&o
85 Sim Ok N&o 1 Sim Ok Sim Ok Sim Ok Sim Ok 9 N&o N&o
36 Sim Ok Nao 2 Nao 1 Sim Ok Sim Ok Sim Ok 87 Sim N&o
45 Sim Ok Sim | Ok Sim Ok Sim Ok Sim Ok Néo 1 58 Sim N&o
46 Sim Ok N&o 1 Sim Ok Sim Ok Sim Ok Sim Ok 28 Sim N&o
48 Sim Ok N&o 1 Sim Ok Sim Ok Sim Ok Sim Ok 58 Sim Nao
63 Sim Ok Sim| Ok Sim Ok Sim Ok N&o 1 Sim Ok 52,5 Sim N&o
65 Sim Ok Sim| Ok Sim Ok Sim Ok Nao 1 Sim Ok 87 Sim N&o
71 Sim Ok Sim| Ok Sim Ok Sim Ok N&o 2 Sim Ok 80 Sim N&o
72 Sim Ok Sim| Ok Sim Ok Sim Ok Nao 1 Sim Ok 27 Sim N&o
73 Sim Ok Sim| Ok Sim Ok Sim Ok Nao 2 Sim Ok 27,5 Sim N&o
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