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RESUMO

Introducéo: A doenca de Chagas apresenta infeccdo aguda com alta parasitemia e cronica
com queda da parasitemia e aumento de anticorpos. Segundo a RDC n° 36, de 26 de agosto de
2015, os testes de diagndstico da doenca pertencem a classe de risco IV, com obrigatoriedade
de registro junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. O desempenho desses produtos
€ avaliado na analise laboratorial prévia ao registro, frente a painéis soroldgicos compostos
por amostras verdadeiro-positivas e negativas. Objetivo: Revalidar o painel sorologico
composto de amostras verdadeiro-positivas para doenca de Chagas utilizado na analise de kits
de diagnostico in vitro destinados a deteccdo de anticorpos especificos contra Trypanosoma
cruzi. Método: Revalidacdo do painel sorolégico de Chagas por andlise retrospectiva de
resultados obtidos nas metodologias: ELISA, teste imunocromatografico, imunofluorescéncia,
aglutinacao, hemaglutinacéo e quimioluminescéncia, atendendo aos critérios de: positividade
em dois testes rapidos; trés imunofluorescéncias; um teste de aglutinacdo; cinco ELISA, dois
testes de hemaglutinacao; trés de quimioluminescéncias e volume > 10 mL. Resultados: Foram
selecionados 45 kits com laudo satisfatorio, sendo 60,0% ELISA, 16,0% imunofluorescéncia,
11,0% quimioluminescéncia, 7,0% hemaglutinacao, 4,0% teste imunocromatografico e 2,0%
aglutinacdo. Foram avaliados 160 registros nos quais, 56,2% destinados a ELISA, 14,4% de
quimioluminescéncia, 13,1% de imunoflurescéncia, 8,1% de hemaglutinacao, 5,6% de testes
rapidos e 2,5% de aglutinacdo. Foi elaborada uma planilha padronizada para insercdo dos
dados em Excel® e avaliagdo das amostras frente as metodologias. Um total de 64 amostras
foi revalidado. Conclusées: O painel revalidado, composto por 64 amostras, foi caracterizado
e seu uso garante resultados confiaveis, ampliando a capacidade analitica do Laboratério de
Sangue e Hemoderivados no controle de qualidade de kits para diagnostico.

PALAVRAS-CHAVE: Doenca de Chagas; Revalidacdo; Painel Sorologico; Trypanosoma cruzi;
Diagnostico

ABSTRACT

Introduction: Acute phase of Chagas disease is characterised by the presence of blood parasites
while in the chronic phase, parasite titres decrease and antibodies increase. According to
RDC n° 36, of August 26, 2015, diagnostic tests for the disease belong to risk class IV, with
mandatory registration with the National Health Surveillance Agency. The performance of
these products is assessed in the laboratory analysis prior to registration, against serological
panels composed of true positive and negative samples. Objective: Revalidate the
serological panel composed of true positive samples for Chagas disease used in the analysis
of in vitro diagnostic kits for the detection of specific antibodies against Trypanosoma cruzi.
Method: Revalidation of the Chagas serological panel by retrospective analysis of results
obtained in the methodologies: ELISA, Rapid Test, Immunofluorescence, Agglutination,
Hemagglutination and Chemiluminescence, meeting the criteria of: positivity in 02 Rapid
Tests; 03 Immunofluorescences; 01 Agglutination Test; 05 ELISAS, 02 Hemagglutination Tests,
03 Chemiluminescences and volume > 10 mL. Results: 45 kits with a satisfactory report were
selected, being 60.0% ELISA, 16.0% immunofluorescence, 11.0% chemiluminescence, 7.0%
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hemagglutination, 4.0% immunochromatographic test and 2.0% agglutination. 160 records were evaluated, 56.2% of which were destined for
ELISA, 14.4% of chemiluminescence, 13.1% of immunoflurescence, 8.1% of hemagglutination, 5.6% of rapid tests and 2.5% of agglutination.
A standardized spreadsheet was prepared to insert the data in Excel® and evaluate the samples against the methodologies. A total of 64
samples were revalidated. Conclusions: The revalidated Panel, composed of 64 samples, was characterized and its use guarantees reliable

results, expanding the analytical capacity of the Laboratory of Blood and Blood Products in the quality control of diagnostic kits.

KEYWORDS: Chagas Disease; Revalidation; Serological Panel; Trypanosoma cruzi; Diagnosis

INTRODUCAO

Atualmente, a doenca de Chagas é classificada pela Organiza-
¢ao Mundial de Saude (OMS) como negligenciada, sendo endé-
mica em populacées pobres da Africa, Asia e América Latina'.
Esse quadro esta relacionado as condicdes sociais e econdmicas
dos paises afetados pela doenca, contribuindo para a dissemi-
nacao de doencas negligenciadas que tem grande impacto na
Salde Publica?.

A propagacdo do agente etioldgico para o homem pode se dar
através da picada do barbeiro infectado pelo Trypanosoma
cruzi®, por transfusdo sanguinea*e de forma vertical®. Sao consi-
deradas vias alternativas, a infeccao por via oral®, o transplante
de o6rgdos e a via acidental.

A OMS estima que exista entre 6 e 7 milhdes de pessoas no
mundo com a doenca e 21 paises da América Latina, concentram
5.742.167 pessoas infectadas pelo T. cruzi’.

No periodo de 2000 a 2013, o Ministério da Salde notificou 1.570
casos da doenca na forma aguda, principalmente na regiao Norte
com 91,1% dos casos, seguida da regiao Nordeste com 4,7%.
E importante destacar que o estado do Para foi responsavel por
75% de todos os casos do pais®.

Os exames laboratoriais para o diagnostico da doenca devem
levar em consideracao a fase da infeccao. A fase aguda é carac-
terizada por alta parasitemia e os exames parasitologicos como
pesquisa a fresco de tripanossomatideos, método de concen-
tracao (Strout) e gota espessa, sao preconizados. Entretanto,
na fase cronica, ha baixa parasitemia e presenca de anticorpos
especificos (IgG). Nesta fase, o diagnostico soroldgico é realizado
através da pesquisa de anticorpos especificos para o antigeno
do parasita T. cruzi pelos testes enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA), imunocromatografico, aglutinacdo, hemaglutina-
¢&o, quimioluminescéncia e imunofluorescéncia indireta (IF1)°.

De acordo com o artigo 12 da Lei Federal n° 6.360, de 23 de setem-
bro de 1976, nenhum dos produtos nacionais ou importados de
que trata esta Lei pode ser industrializado, exposto a venda ou
entregue ao consumo sem o registro no Ministério da Saude.

Além disso, a Resolucédo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 36, de
26 de agosto de 2015", utilizada como referéncia na avaliacao
desses produtos, disp6e sobre a classificacao de risco, os regimes
de controle de cadastro e registro, requisitos de rotulagem e ins-
trucdes de uso de produtos para diagnéstico in vitro. De acordo
com a RDC n° 36/2015", os produtos para diagndstico de uso
in vitro classificados como de alto risco sdo passiveis de analise
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prévia como parte do processo de registro na Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (Anvisa). Essa RDC define analise prévia
como “analise para verificar caracteristicas do produto com fina-
lidade de registro, alteracao (quando couber) ou revalidacao”.

O Laboratorio de Sangue e Hemoderivados (LSH), do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saide (INCQS), avalia a
sensibilidade e especificidade dos testes para diagnostico de uso
in vitro (IVD) para fins de registro junto a Anvisa. Um dos parame-
tros avaliados diz respeito a sensibilidade dos produtos frente ao
painel soroldgico constituido de amostras verdadeiro-positivas.
Dessa forma, o painel soroldgico verdadeiro-positivo para doenca
de Chagas € uma ferramenta importante na avaliacdo da sensibi-
lidade desses produtos.

Apds um periodo de 10 anos de utilizacao, a revalidacao do pai-
nel tornou-se necessaria e a reatividade das amostras, frente
as novas metodologias disponiveis no mercado nacional, foi
avaliada. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi revalidar
o painel sorolégico composto de amostras verdadeiro-positivas
para doenca de Chagas utilizado na analise de kits de diagndstico
in vitro destinados a deteccao de anticorpos especificos contra
T. cruzi, atualmente utilizados em laboratorios de analises clini-
cas e servicos de hemoterapia.

METODO

O painel soroldgico positivo para doenca de Chagas do LSH,
constituido por 76 amostras de plasma caracterizadas como
verdadeiro-positivas, foi revalidado utilizando-se como cri-
tério a reatividade nas diferentes metodologias aplicaveis ao
diagndstico in vitro da doenca de Chagas. Os kits que obtive-
ram laudo de analise (LA) satisfatério, avaliados no INCQS no
periodo de janeiro de 2010 a dezembro de 2015, foram sele-
cionados e utilizados como parametro para avaliar a reativi-
dade e o comportamento das amostras que compoem o painel.
Foram identificados os protocolos analiticos com o registro dos
resultados das amostras nas diferentes metodologias e elabo-
rada uma planilha em Excel®. Os resultados correspondentes a
metodologia de ELISA e quimioluminescéncia foram registrados
na forma de racio, que corresponde a razado entre a densidade
optica (DO) e o valor do cut-off (CO). Para os testes de agluti-
nacao, hemaglutinacao e IFl foi observada a intensidade da res-
posta de cada amostra que é dada por cruzes “+”, variando de
1+ a 4+, sendo 4+ a resposta maxima da intensidade. Os resul-
tados das amostras frente aos testes rapidos foram descritos
como reagentes (R) e nao reagentes (NR).
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Baseados na metodologia aplicada na validacao do painel, rea-
lizada no ano de 2008 no LSH™, que incluiu a positividade em
trés testes ELISA, em um ensaio de hemaglutinagcdo, em um de
aglutinacao, em um de IFl e em um Western Blot, foram esta-
belecidos os seguintes critérios para revalidacao das amostras:
reatividade em pelo menos cinco ELISA com racio acima de 1,5;
reatividade em dois testes rapidos; reatividade em pelo menos
trés testes de quimioluminescéncia; positividade em pelo menos
trés testes de IFI, em um teste de aglutinacao, e em dois testes
de hemaglutinacao. Além da reatividade nos testes de escolha,
as amostras deveriam possuir volume superior ou igual a 10 ml,
pois a perda de volume é uma caracteristica comum as amostras
do painel com o passar dos anos pela grande demanda do labora-
torio, principalmente em analises automatizadas, onde volumes
maiores sao necessarios para realizacdo dos testes. Além disso,
as amostras recebidas passam por um processo de filtracao para
reducao de fibrina, o que resulta na diminuicao do volume total
e necessidade constante de renovacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de janeiro de 2010 a dezembro de 2015, foram rece-
bidos para analise no LSH do INCQS 54 kits para o diagnostico in
vitro da doenga de Chagas, assim distribuidos: nove kits (16,7%)
no ano de 2010, 15 (27,8%) em 2011, oito (14,8%) em 2012, um
(1,8%) em 2013, 11 (20,4%) em 2014 e dez (18,5%) em 2015.
O ndmero de kits recebidos anualmente esta relacionado a
demanda do registro de produtos na Anvisa que, no ano de 2013,
foi inferior aos demais avaliados. Do total de 54 produtos anali-
sados, 45 (83,0%) receberam laudo satisfatorio e nove (17,0%),
insatisfatorios. Dessa forma, o nimero amostral de kits utiliza-
dos na revalidacdo das amostras foi de 45 produtos, distribuidos
nas seguintes metodologias: 27 (60,0%) ELISA, trés (7,0%) teste
de hemaglutinagao, cinco (11,0%) de quimioluminescéncia, sete
(16,0%) de IFI, dois (4,0%) testes imunocromatograficos e apenas
um (2,0%) teste de aglutinacao (Figura).

60%
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O teste ELISA foi o método sorolégico de maior demanda para
analise (60,0%). Segundo Fitarelli®®, desde o ano 2000, ELISA foi
a metodologia de escolha para a determinacao da doenca de
Chagas no mercado de diagndstico e esse quadro se manteve
constante desde entao' ™.

Através da selecao dos 45 kits satisfatorios, foram identificados
160 protocolos de analise, nos quais 90 (56,25%) destinados a
ELISA, 23 (14,4%), a quimioluminescéncia, 21 (13,1%), a IFl, 13
(8,1%) a hemaglutinacao, nove (5,6%) aos testes rapidos e quatro
(2,5%) a aglutinacao.

Apds analise retrospectiva dos dados e confeccdo de plani-
lha em Excel®, foi realizada a avaliagao da reatividade das
amostras frente as diferentes metodologias para o diagnostico
da doenca de Chagas. De acordo com os critérios de revalida-
cao estabelecidos, 100,0% das amostras foram reagentes em
pelo menos cinco testes ELISA, apresentando valores de racio
superiores a 1,5, assim como nos trés testes de IFI utilizados.
Quanto as demais metodologias, a reatividade do painel cor-
respondeu a 92,1% no teste imunocromatografico, a 97,4% no
teste de aglutinagao, a 93,4% para hemaglutinacao e a 98,7%
para quimioluminescéncia.

Um total de 12 (15,8%) amostras apresentou resultados nao rea-
gentes em uma ou mais metodologias. Quatro foram nao rea-
gentes nos testes rapidos, cinco amostras foram negativas no
teste de hemaglutinacdo, uma amostra no teste de aglutinacao,
uma amostra ndo atendeu simultaneamente ao teste imunocro-
matografico e de aglutinacdo e outra amostra teve resultado nao
reagente tanto para teste imunocromatografico quanto para o de
quimioluminescéncia (Tabela).

As 12 amostras que apresentaram resultados discordantes nos
testes rapidos, hemaglutinacdo, aglutinacdo e quimiolumines-
céncia nao foram revalidadas, passando a fazer parte de um
novo painel soroldgico indeterminado.
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Fonte: LSH, 2018.

Figura. Distribuicao das metodologias utilizadas na revalidacao das amostras do painel positivo da doenca de Chagas.
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Tabela. Quantitativo de amostras que nao atenderam aos critérios de
revalidacao frente aos testes estabelecidos.

Testes .Néo
revalidadas (%)
Teste imunocromatografico 4 (5,3%)
Teste imunocromatografico e aglutinacao 1(1,3%)
Teste imunocromatografico e quimioluminescéncia 1(1,3%)
Hemaglutinacao 5 (6,6%)
Aglutinacao 1(1,3%)

Fonte: LSH, 2018.

As seis amostras reprovadas no teste imunocromatografico
representaram 43,0% dos resultados discordantes, enquanto
cinco amostras com resultados negativos na hemaglutinacao
foram responsaveis por 36,0%. O critério de revalidacao para a
aglutinacao representou 14,0% dos resultados discordantes. Na
metodologia de quimioluminescéncia, foram observados 7,0%
de resultados discordantes, referentes a uma amostra com
resultado negativo.

A perda da reatividade das 12 amostras quando comparadas
aos resultados da validacao do painel’ pode estar relacionada
a queda do titulo de anticorpos, ao tempo de uso e ao limite de
deteccao do kit. Além disso, algumas amostras possuem niveis
diferentes de reatividade.

O processo de congelamento e de descongelamento do painel nao
interfere na reducado do titulo de anticorpo. A Universidade de
Sao Paulo (USP) realizou uma avaliacdo da estabilidade de amos-
tras positivas para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
que foram submetidas a ensaios de ELISA, Western Blot e IFI.
Nesse estudo foram realizados 11 ciclos de congelamento e des-
congelamento nos quais nao foi verificado efeito da reatividade
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16,0% das amostras (12/76) que ndo cumpriu os critérios de reva-
lidacao passou a constituir um painel de amostras indetermina-
das, que serao analisadas frente outros marcadores.

CONCLUSOES

Apos a analise das 76 amostras, que constituiam o painel soro-
logico da doenca de Chagas, frente aos 45 kits com laudo de
analise satisfatorio, de seis metodologias diferentes, foi possivel
revalidar o painel que passou a ser composto por 64 amostras
verdadeiro-positivas.

O painel revalidado destina-se a realizacdo da andlise prévia
para fins de registro, etapa obrigatoria para comercializacao dos
kits para o diagndstico soroldgico da doenca de Chagas no pais.
E uma ferramenta utilizada na analise de produtos para garantir
resultados confiaveis e ampliar a capacidade analitica do LSH.

Cabe ressaltar que os kits que obtiveram resultados insatisfato-
rios nao foram utilizados nesse processo de revalidacao retros-
pectiva, garantindo a confiabilidade dos resultados do painel.
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