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1. APRESENTACAO

O objetivo deste Manual de orientacdo é de apresentar as informacdes gerais
referentes aos procedimentos e as acdes para aplicar o programa de controle de
qualidade interno (CQI) em ensaios de imunoblot rapido (IBR) para HIV e de
guimioluminescéncia para deteccdo de anticorpos anti-treponémico. Esta analise é
executada empregando-se amostras especificas de reatividades conhecidas
preparadas no Instituto Adolfo Lutz - Central (IAL Central) e distribuidas aos
laboratérios participantes da rede publica do estado de Sao Paulo que executam,

respectivamente, os diagndsticos soroldgicos para HIV/Aids e para sifilis.



2. INTRODUCAO

O Instituto Adolfo Lutz - Laboratdrio Central de Saude Publica (IAL Central),
vinculado a Coordenadoria de Controle de Doencgas da Secretaria de Estado da
Salude de Sao Paulo (CCD/SES-SP) - tem como uma das atribuicbes promover e
implementar programas de garantia da qualidade nos laboratdérios publicos. Por
conseguinte, o IAL Central tem realizado oficinas, treinamentos, elaboracao de
manual técnico e de atividades afins, e tem contribuido para que essas acdes sejam
implantadas pelos laboratérios componentes da sub-rede do Estado nas respectivas
unidades®.

A area laboratorial tem sido motivada para implementar programas de
garantia da qualidade analitica, os quais conferem aos laboratdrios a capacidade de
demonstrar a competéncia técnica e de estar habilitado para produzir resultados
confidveis e rastredveis®.

Os resultados de testes soroldgicos sao inteiramente dependentes da
qualidade de medidas empregadas nas fases pré-analitica, analitica e pds-analitica;
e a consisténcia na producdo de bons resultados requer um programa global que
inclui controle e monitoramento dos procedimentos executados em todas as etapas
do processo””’.

A inclusao de amostra de reatividade conhecida como controle de qualidade
interno (CQI), durante os procedimentos da fase analitica dos testes soroldgicos,
fornece parametros adicionais para validar os ensaios e para identificar as variagoes
no desempenho dos conjuntos de reagentes diagndsticos de cada novo lote
utilizado. Estas medidas contribuem para efetuar o monitoramento de erros
aleatorios e sistematicos, cuja deteccdao pode ser dificultada quando sao empregados
apenas os controles fornecidos nos conjuntos de reagentes diagndsticos®!3. A
utilizacdo do CQI na rotina laboratorial € um parametro especialmente relevante aos
laboratérios que buscam o reconhecimento da competéncia técnica de acordo com a
I1SO/ IEC Guia 17025%.



Desde 2009, o IAL Central tem empenhado nas atividades de producgdo e
distribuicdo de painéis de soros constituidos de amostras conhecidamente negativas
e positivas quanto a auséncia ou a presenca de anticorpos anti-HIV. Estas amostras
sao os materiais de referéncia (MR) empregados para preparar o CQI positivo (soro
fracamente reagente) para ser incluido em cada procedimento de ensaios
soroldgicos anti-HIV (CQI HIV) nas atividades de rotina dos laboratérios inscritos no
Programa de Controle de Qualidade Interno, coordenado pelo IAL Central*1®,

Com a producao do MR, adotou-se no IAL Central um conjunto de medidas
para verificar e assegurar a qualidade dos lotes de painéis de soro produzidos,
conforme os requisitos estabelecidos pela ISO Guia 34 e ISO Guia 35/1°,

O processo de produgao do MR engloba diversas atividades: o processamento
e o fracionamento do insumo, a embalagem e a escolha dos métodos de medicao.
Além disso, o produtor do MR deve garantir que o produto oferecido cumpra uma
série de requisitos da qualidade, como a adequada homogeneidade e a estabilidade
avaliada e controlada. Segundo a ISO Guia 34'7, o produtor deve comprovar a
qualidade do produto para ser certificado e aprovado.

A producao de CQI em ensaios de imunoblot rapido para HIV e de
guimioluminescéncia anti-treponémico viabiliza a participacdo de mais laboratérios
no Programa de Controle de Qualidade Interno. Desta forma, o Centro de
Imunologia do IAL (CIM - IAL) contribui para obter a melhoria da qualidade dos

resultados soroldgicos para HIV/Aids e sifilis.



3. PRODUGCAO DO CQI NO IAL

O processo de producao do CQI engloba diversas atividades: o processamento e
o fracionamento do insumo, os testes de homogeneidade e de estabilidade do soro,
a embalagem e a escolha dos métodos de medigd02%2.

Os procedimentos para a producao e distribuicao desses materiais de referéncia
estdo de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para as

Boas Praticas de Fabricacdo??.

Obtencao de Plasma

O IAL Central tem contado com a colaboracao da Hemorede - Coordenadoria de
Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos da Saude - Secretaria de Estado da
Saude de S3ao Paulo (CCTIES/SES-SP), por meio do termo de responsabilidade
firmado entre as instituicbes, para tornar viavel a transferéncia de bolsas de plasma
com sorologia positiva para HIV, bolsas de plasma com sorologia positiva para sifilis
e bolsas de plasma negativo para os marcadores preconizados pela legislacao
vigente para procedimentos hemoterapicos para CIM - IAL. Pelo acordo estabelecido,
foi assegurada a obtencdo de amostras bioldgicas para preparar materiais
especificos, e para atender a demanda de soros controles para os procedimentos de
CQI, no ambito da sub-rede de laboratérios para o diagndstico da infeccdo pelo HIV

e de sifilis no estado de Sdo Paulo?°.

Transformacao de Plasma em Soro

O processo de transformacdao do plasma em soro é realizado por meio da

técnica de recalcificagdo ou trombinizacao, seguindo-se a metodologia recomendada

pela Organizacdo Mundial da Satude (OMS) com modificagdes?%?!.



Caracterizacao dos Soros

A caracterizacao dos soros quanto a reatividade de anticorpos especificos anti-
HIV e anti-treponémico é realizada pelo emprego de diferentes modalidades de
testes imunodiagndsticos. Concomitantemente, sdao avaliados os painéis de
referéncia para verificar o desempenho dos diferentes lotes dos conjuntos de
reagentes diagndsticos utilizados, quanto as caracteristicas de sensibilidade e de

especificidade analiticas?%2?,

Fracionamento dos Soros

Os soros preparados e caracterizados sao distribuidos na quantidade de 0,5 mL
em tubos para congelamento (“criotubos”), os quais sao etiquetados, numerados e

armazenados em freezer a -20°C em caixas para congelamento??%3,

Testes de Homogeneidade e de Estabilidade

Na producdao dos lotes de soros, varios procedimentos sdao cumpridos para
garantir a qualidade do produto, avaliando-se e controlando-se a adequacao de

homogeneidade e de estabilidade!®?%2°,

Preparo do Painel CQI

A diluicdo ideal para os anticorpos anti-HIV e anti-treponémico nas amostras

de soro é estabelecida, conforme preconizado no Manual Técnico *-?°

para o preparo
do CQI positivo (soro fracamente reagente), rotineiramente empregado no
Laboratério de HIV/Aids do IAL. Os kits de reagentes diagndsticos utilizados sao o
Imunoblot Rapido DPP (plataforma de migracao dupla) HIV 1/2 (Bio-Manguinhos -
Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil) e Advia Centaur - Syphilis (Siemens Healthcare

Diagnostics, Inc, NY, USA).

Painel CQI HIV para o ensaio de Imunoblot Rapido (IBR)

O painel de soros CQI HIV é composto por quatro amostras HIV positivo, que
apresentam reatividade em diferentes diluicdes (1/10, 1/100, 1/1000 e 1/10.000).



Painel CQI anti-treponémico para o ensaio de quimioluminescéncia

Para estabelecer a diluicdo ideal do CQI anti-treponémico, os soros positivos
(fortemente reagentes) sao inicialmente diluidos em série (razdao 10) em soros
negativos, e a amostra de cada diluicdo é testada no kit de reagentes diagndstico
Advia Centaur - Syphilis. A melhor diluicao da amostra selecionada para ser
empregada como CQI é aquela em que o valor do indice obtido na reacao de
guimioluminescéncia é detectado na faixa de 1,5 a 4,5 vezes o valor do cut-off ou
ponto de corte do teste (igual a 1,0)!. Esta faixa de reatividade facilita a percepcdo
dos erros que possam ocorrer durante a realizagao dos ensaios.

A quantidade de aliquotas encaminhada ao participante do Programa de
controle de qualidade interno depende da demanda mensal de exames de rotina do

laboratério participante.



4. PARTICIPAGCAO DOS LABORATORIOS NO PROGRAMA CQI - IAL

A participacdao no Programa CQI - IAL é restrita aos laboratérios da rede publica
convidados pelo CIM- IAL. Apds o convite, os laboratérios requerem a participacao
no Programa de Controle de Qualidade Interno do IAL por meio de oficio do
representante legal da respectiva unidade. Neste documento contém as informacdes
gue comprovam sua atividade na prestacdo de servico para o diagndstico
laboratorial da infeccdo pelo HIV (IBR DPP HIV 1/2) e sifilis (ensaio de
guimioluminescéncia - Advia Centaur - Syphilis) junto a rede publica no estado de

Sao Paulo.

Solicitacao do CQI ao CIM - IAL

Apds a celebracao do termo de responsabilidade junto ao IAL, no qual constam
as responsabilidades técnicas de solicitacdo, cessdo, transporte, recepcao e
utilizacdo exclusiva para o CQI HIV e CQI anti-treponémico, os laboratorios
participantes efetuam os pedidos ao CQI ao CIM - IAL, por meio de documentos
especificos - Formulario de solicitacdo e transferéncia de CQI HIV positivo para o
ensaio de IBR DPP HIV 1/2 (Anexo 1) e Formulario de solicitacdo e transferéncia de
CQI anti-treponémico pronto para uso (Anexo 2) devidamente preenchidos.! O
Formuldrio preenchido deve ser encaminhado ao IAL por meio de e-mail
cqihiv@ial.sp.gov.br (solicitacdao do CQI HIV - Anexo 1) e cqisifilis@ial.sp.gov.br

(solicitacdo do CQI anti-treponémico - Anexo 2)

Transporte das amostras CQI ao laboratério participante

O laboratorio participante é responsavel pela retirada da amostra CQI no CIM -
IAL e deve seguir as instrucdoes documentadas quanto as condicdes de temperatura

e ao padrdo técnico para garantir a integridade e estabilidade do soro®®.



NOTA: A data para a retirada da amostra CQI no CIM - IAL pelo laboratério

solicitante é informada por e-mail.

Recebimento das amostras CQI no laboratdrio participante

No ato do recebimento do painel de soros (amostra CQI), o responsavel técnico
do laboratério participante deve verificar as condicdes de temperatura do material
recebido e reporta-las no formulario especifico (Formulario de solicitacdo e
transferéncia dos soros) e, logo a seguir, encaminha-lo ao CIM - IAL por e-mail
cqihiv@ial.sp.gov.br (CQI HIV) ou cqisifilis@ial.sp.gov.br (CQI anti-

treponémico).

NOTA: Em caso de danos no material, o laboratério deve fazer o relatério e,

imediatamente, envia-lo ao CIM -IAL

Conservacao do material

Ao receber o painel de soros CQI, o técnico do laboratério participante deve
acondiciona-lo em freezer (aproximadamente -20°C) até o momento da realizacao

dos ensaios.

Utilizacao do CQI pelo laboratoério participante

o Painel CQI HIV para IBR

Cabe ao laboratério participante em testar as quatro amostras CQI HIV no
ensaio IBR DPP HIV - 1/2 (Bio-Manguinhos-R] - Brasil) de lote utilizado na sua
rotina, e definir a maior diluicdo dos soros que apresentam as bandas especificas do
HIV para atender ao critério de positividade para este virus®’.

Apds estabelecida a diluicdo ideal, o soro deve ser bem homogeneizado e
fracionado em aliquotas de 20uL e distribuidas em frascos. Na rotina laboratorial,

uma aliquota é utilizada diariamente para validar a reacdo. A reacdao é validada



guando a diluicao utilizada mantém o perfil de bandas demonstrado na diluicdo pré-
estabelecida.

Os frascos contendo as demais diluicbes devem ser homogeneizados e as
respectivas amostras distribuidas em aliquotas de 100 ulL, para serem utilizadas na

analise do préoximo lote de IBR adquirido e recebido no laboratério.

NOTA: Verificar o prazo de validade da amostra CQI na etiqueta do tubo e

utilizar a aliquota apenas uma vez.

o Painel CQI anti-treponémico para o ensaio de quimioluminescéncia

Uma aliquota do CQI anti-treponémico "pronto para uso" no ensaio Advia
Centaur - Syphilis - Siemens dever ser utilizada juntamente com os controles
fornecidos pelo fabricante do conjunto de reagentes diagndstico. Porém antes de
utilizar a amostra CQI na rotina diaria, o laboratério deve estabelecer a faixa de
variacdo aceitavel para o lote de reagentes e para os equipamentos utilizados.
Portanto, devem ser analisadas cinco aliquotas da amostra CQI para verificar se os
resultados obtidos na reacao estao dentro da faixa de reatividade recomendada, ou
seja, de 1,5 a 4,5 vezes o valor do ponto de corte (igual a 1,00). Se os cinco valores
do CQI anti-treponémico estiverem na faixa recomendada, o proximo passo consiste
em calcular a média dos cinco resultados obtidos e dos limites da variacdo aceitavel
para o CQI positivo (Limite inferior = média menos 25% e Limite superior = média
mais 25%). Para este procedimento, estdo disponiveis os Formularios - Validacdo e
calculo de variacdo aceitavel CQI anti-treponémico positivo em ensaio de
quimioluminescéncia (Anexo 3) e Protocolo de resultados do CQI anti-treponémico
(Anexo 4).

Os valores do CQI obtidos diariamente devem ser colocados nos graficos de
controle de qualidade (quality control chart) para serem analisados de acordo com
0s seguintes parametros:

1. Para que a reacdo seja considerada valida pelas medicdes (desempenho
analitico adequado), os valores do CQI devem estar dentro dos limites aceitaveis e
em torno da média.

2. Quando o valor do CQI diario estiver fora da variacdo aceitavel ou
demonstra tendéncia dos resultados para o limite superior ou inferior, o técnico

responsavel deve analisar os dados e tomar medidas corretivas.
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Avaliacao dos resultados do CQI no CIM - IAL

O laboratorio participante deve informar ao Laboratério de HIV/Aids - IAL a
diluicao estabelecida para o CQI HIV no lote do conjunto de reagentes IBR utilizado.
Para o CQI anti-treponémico, o laboratdrio participante deve encaminhar os
resultados obtidos na rotina e o grafico com anédlise critica realizada pelo técnico

responsavel.

As informagdes acima ou as duvidas referentes ao CQI devem ser
encaminhadas ao CIM - IAL por e-mail cqihiv@ial.sp.gov.br (IBR HIV) ou

cqisifilis@ial.sp.gov.br (quimioluminescéncia anti-treponémico).

As andlises desses dados possibilitam ao CIM - IAL verificar a reprodutibilidade
dos resultados nos diferentes lotes dos conjuntos de reagentes diagndsticos,
utilizados na rotina diagndstica de HIV e sifilis nas unidades da Rede de Laboratorios
do Estado de Sao Paulo.

11



5. DESCARTE DE MATERIAL BIOLOGICO

Cabe ao laboratério participante adotar as praticas de biosseguranca adequadas
as atividades em execucdo. Os soros devem ser manuseados como materiais
potencialmente infectantes e descartados de acordo com RDC n° 306 de 07 de
dezembro de 2004%® - que dispde sobre o Regulamento Técnico para o
Gerenciamento de Residuos de Servicos de Saude e da Resolugao CONAMA n° 358
de 29 de abril de 2005%° - que dispde sobre tratamento e disposi¢do final dos

residuos dos servicos de saude, ou legislagdes que vierem substitui-las.
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servicos de saude. [Acesso em 08 abr. 2016].Disponivel em:

http://www.mma.gov.br/port/conama/legiabre.cfm?codlegi=462
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7. ANEXOS

Solicitacdao e transferéncia de CQI HIV positivo para o ensaio de IBR DPP HIV
1/2 (Anexo 1);

Solicitacdo e transferéncia de CQI anti-treponémico pronto para uso (Anexo 2);

Validacdo e célculo de variacao aceitavel CQI anti-treponémico positivo em

ensaio de quimioluminescéncia (Anexo 3);

Protocolo de resultados do CQI anti-treponémico (Anexo 4)
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SOLICITAGAO E TRANSFERENCIA DE CQI HIV POSITIVO
PARA O ENSAIO IMUNOBLOT RAPIDO DPP HIV - 1/2
(ANEXO 1)

N.© da solicitagao:

1. Servico solicitante (Laboratério)

A. Instituicdo:

* N.° de testes realizados por més/n®. de ensaios realizados més /
Responsavel pela solicitacdo: A
Assinatura e carimbo Data
2. Instituto Adolfo Lutz — Central
Lote N.© aliquotas Volume (mL) Prazo de validade
Diluicao 1:10
Diluicao 1:100

Diluicao 1:1.000

Diluicao 1:10.000

Responsavel pela entrega:
/]

Nome legivel e assinatura Data Horario ToC

Declaro que recebi a(s) aliquota(s) de soros acima descrita(s).

Responsavel pelo transporte:

] ]
Nome legivel e assinatura Data Horario
Responsavel pelo recebimento:
]/
Nome legivel e assinatura Data Horario ToC

Referéncia Manual Técnico - Programa de Controle de Qualidade Interno em Ensaios Soroldgicos para HIV/AIDS, S&o Paulo, 2016..
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SOLICITACAO E TRANSFERENCIA DE CQI ANTI-TREPONEMICO
POSITIVO PRONTO PARA USO
(ANEXO 2)

N.© da solicitacao:

A. Instituicdo:

* N.O de testes realizados por més/n©. de ensaios realizados més /

Responsavel pela solicitacdo: I
Assinatura e carimbo Data

Soro CQI anti-treponémico positivo (pronto para uso) para o conjunto de reagentes diagnostico:

Lote Diluicao N.© aliqguotas | Volume (mL) Prazo de validade

Responsavel pela entrega:

S

Nome legivel e assinatura Data Horario ToC

Declaro que recebi a(s) aliquota(s) de soros acima descrita(s).

Responsavel pelo transporte:

] ]
Nome legivel e assinatura Data Horario
Responsavel pelo recebimento:
_ /]
Nome legivel e assinatura Data Horario ToC

Referéncia: Manual Técnico para Implementagéo do Controle de Qualidade Interno nos Procedimentos laboratoriais para Diagndstico Soroldgico da Infecgdo
pelo HIV no Estado de S&o Paulo, Séo Paulo, 2007.
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VALIDAGAO E CALCULO DE VARIAGAO ACEITAVEL CQI
ANTI-TREPONEMICO POSITIVO EM ENSAIO DE QUIMIOLUMINESCENCIA

(ANEXO 3)
Conjunto diagnéstico: Fabricante:
Lote: Validade:
Lote CQI: Validade: Diluigao:

A. Registro dos resultados dos ensaios

Ensaio Aliquota Valor de Indice
1
Valor de indice = 1,5 a 4,5
2
Data:
3
4
5

n=>5 s Valor de Indice =

B. Média dos resultados dos valores de indice obtidos
X = Z(valor de indice) =
n

C. Calculo dos limites da variagao aceitavel para CQI positivo
Limite inferior = X - 25% =
Limite superior = X + 25% =

Conclusao:
CqQl [ 1 Validado ] N&ao validado

Variagao aceitavel:

Responsavel: Data:

n: numero de aliquotas; Zvalor de indice: somatério do valor de indice; X: média do valor de indice;

Referéncias: Manual Controle de Qualidade Interno de Testes Soroldgicos — TELELAB — CN DST/Aids — MS; Manual Técnico para Implementagdo do Controle de
Qualidade Interno nos Procedimentos laboratoriais para Diagndstico Soroldgico da Infecgdo pelo HIV no Estado de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2007.
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PROTOCOLO DE RESULTADOS DO CQI ANTI-TREPONEMICO POSITIVO

(ANEXO 4)
Conjunto diagndstico: Lote:
Diluicao de uso: 1:
INTERVALO DE ACEITACAO DO CQI
INFERIOR MEDIA SUPERIOR
, , AO *
DATA LOTE ALIQUOTA Indice AVALIAGAO

(*) Conforme (C) - Valor dentro do intervalo de aceitagdo; Nao conforme (NC) - Valor acima do limite superior ou abaixo do limite inferior

Referéncia: Manual Técnico para Implementag&o do Controle de Qualidade Interno nos Procedimentos laboratoriais para Diagndstico Soroldgico da Infecgdo pelo HIV no
Estado de Sao Paulo, Séo Paulo, 2007.
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