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INTRODUCAO

A sifilis continua sendo um problema
mundial, avaliando-se em 12 milhdes o niimero
de pessoas infectadas todos os anos, apesar de
existirem medidas de prevengdo e opgdes de

tratamento eficazes.!

A Organizagdo Mundial da Saude' estima
1 milhdo de casos de sifilis por ano entre as
gestantes e preconiza a deteccdo e o tratamento
oportunos destas e de seus parceiros sexuais
portadores da sifilis, considerando que a
infeccdo pode ser transmitida ao feto, com
graves implicagdes.? A eliminagdo da sifilis
congénita e da transmissdo vertical do HIV
constitui uma prioridade para a América Latina
e Caribe.?

O objetivo global é a eliminagdo da sifilis
congénita como um problema de saude publica.
Isto pode ser conseguido com a redugdo da
prevaléncia de sifilis em mulheres gravidas e
com a prevencao da transmissdo de mae para
filho. Um dos quatro pilares para a eliminagdo
da sifilis congénita é aumentar o acesso ¢
melhorar a qualidade de assisténcia materno-

infantis, incluindo o diagnostico laboratorial.!

A area laboratorial contou com importantes
iniciativas que culminaram na implementacao
de programas de controle da qualidade, que

tétm permitido padronizar metodologias,
avaliar o desempenho laboratorial e solucionar
problemas.* A implementagdo de programas
de garantia da qualidade analitica confere aos
laboratorios a capacidade de demonstrar a
competéncia técnica e de estar habilitado para

produzir resultados confiaveis e rastreaveis.*

O Instituto Adolfo Lutz (IAL) — o6rgdo
da Coordenadoria de Controle de Doengas
da Secretaria de Estado da Satde de Sao
Paulo (CCD/SES-SP) — tem contribuido
para que agdes sejam implementadas pelos
laboratorios da sub-rede no estabelecimento de
efetiva melhoria da qualidade do diagnostico
sorologico da infeccdo por HIV e sifilis no

estado de Sao Paulo.

Os resultados de testes soroldgicos sao
inteiramente dependentes da qualidade de
medidas empregadas nas fases pré-analitica,
analitica e poés-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 inclusdo de amostra de reatividade

conhecida como controle de qualidade

interno (CQI), durante os procedimentos da
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fase analitica dos testes sorologicos, fornece
parametros adicionais para validar os ensaios
e para identificar as variagcdes no desempenho
dos conjuntos de reagentes diagndsticos
de cada novo lote utilizado. Estas medidas
contribuem para efetuar o monitoramento de
erros aleatdrios e sistematicos, cuja deteccao
pode ser dificultada quando sdo empregados
apenas os controles fornecidos nos conjuntos

de reagentes diagnosticos.5 !

Desde 2009, o Centro de Imunologia
(CIM) do IAL Central tem-se empenhado
nas atividades de producdo 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 sorologicos
anti-HIV (CQI HIV) nas atividades de rotina
dos laboratérios inscritos no Programa de
Controle de Qualidade Interno, coordenado
pelo TAL Central >4

Neste contexto, o Laboratorio de HIV/
Aids — CIM - IAL inicia o processo de
transferéncia de tecnologia de producao de MR
ao Laboratorio de Sifilis — CIM — [AL para a
implementagdo do Programa de Controle de
Qualidade Interno de Sifilis. Deste modo, o
IAL contribui no fortalecimento do plano de
eliminacdo da sifilis congénita no estado de

Sdo Paulo.

OBJETIVO

Atuarno estabelecimento de efetivamelhoria
da qualidade do diagnostico sorologico da
infec¢do por sifilis no estado de Sdo Paulo,
por meio da padronizacdo e validagdo do

CQI em

anti-treponémico para, posteriormente, ser

ensaio de quimioluminescéncia

distribuido aos laboratorios da sub-rede do
estado de Sao Paulo.

METODOLOGIA

1. Producao do CQI no IAL

O processo de produgao 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

medig¢do. '

Os procedimentos para a produgdo e
distribuicdo desse MR estdo de acordo com
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) para as Boas Praticas de Fabricagdo.'*

Obtencio de Plasma

O IAL Central tem contado com a
colaboracdo da Hemorede — Coordenadoria de
Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos
da Satde — Secretaria de Estado da Saude de
Sao Paulo (CCTIES/SES-SP), por meio do
termo de responsabilidade firmado entre as
institui¢des, para tornar viavel a transferéncia
de bolsas de plasma com sorologia positiva
para sifilis e bolsas de plasma negativo para
os marcadores preconizados pela legislacdo
vigente para procedimentos hemoterapicos
para CIM — IAL. Pelo acordo estabelecido, foi
assegurada a obtencdo de amostras biologicas
para preparar materiais especificos, e para
atender a demanda de soros controles para os
procedimentos de CQI, no ambito da sub-rede
de laboratorios para o diagnostico da infeccao
de sifilis no estado de Sdo Paulo."
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Transformaciao de Plasma em Soro

O processo de transformagdo do plasma
em soro ¢ realizado por meio da técnica
de reclassificacdo ou trombinizacao,
seguindo-se a metodologia recomendada pela
Organizacdo Mundial da Satide (OMS) com

modificagoes.!>!"18

Caracterizacao dos Soros

A caracterizacdo dos soros quanto a reati-
vidade de anticorpos especificos anti-treponé-
mico ¢ realizada pelo emprego de diferentes
modalidades de testes imunodiagnoésticos.
Concomitantemente, sdo avaliados os painéis
de referéncia para verificar o desempenho dos
diferentes lotes dos conjuntos de reagentes
diagnosticos utilizados, quanto as caracte-
risticas de sensibilidade e de especificidade

analiticas.

Fracionamento dos Soros

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

freezer a -20°C em caixas para congelamento.

Testes de Homogeneidade e de Estabilidade

Na produgdo dos lotes de soros, varios
procedimentos sdo cumpridos para garantir
a qualidade do produto, avaliando-se ¢
controlando-se a adequagdo de homogeneidade

e de estabilidade.'*?!

Preparo do Painel CQI Anti-treponémico

A diluigdo ideal para os anticorpos
anti-treponémico nas amostras de soro ¢

estabelecida, conforme preconizado no Manual

Técnico!>® para o preparo do CQI positivo
(soro fracamente reagente), rotineiramente
empregado no Laboratorio de HIV/Aids — CIM
—IAL. O kit de reagentes diagnostico utilizado
¢ o Advia Centaur — Syphilis (Siemens
Healthcare Diagnostics, Inc, NY, USA).

Para a diluicdo do CQI anti-treponémico,
o0s soros positivos (fortemente reagentes) sao
diluidos inicialmente em série (razdo 10) em
soros negativos, ¢ a amostra de cada diluicao ¢é
testada no kit de reagentes diagndstico Advia
Centaur - Syphilis. A melhor dilui¢do da
amostra selecionada para ser empregada como
CQI ¢ aquela em que o valor do indice obtido
na reacdo de quimioluminescéncia ¢ 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
laboratorio.

2. Participacao dos Laboratorios no
Programa CQI - IAL

A participacdo no Programa de Controle de
Qualidade Interno de Sifilis — IAL ¢é restrita
aos laboratorios da rede publica convidados
pelo CIM — IAL. Apds o convite, os labora-
torios requerem a participacdo no Programa
por meio de oficio do representante legal da
respectiva unidade. Esse documento contém
as informag¢des que comprovam sua atividade
na prestacdo de servigco para o diagnostico
laboratorial de sifilis (ensaio de quimiolumi-
nescéncia — Advia Centaur — Syphilis) junto a

rede publica no estado de Sao Paulo.
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Solicitacdo do CQI ao CIM - IAL

Apés a celebragdo do termo de
responsabilidade junto ao IAL, no qual constam
as responsabilidades técnicas de solicitagao,
cessdo, transporte, recepcdo e utilizacdo
exclusiva para o CQI anti-treponémico, os
laboratorios participantes efetuam os pedidos ao
CIM — IAL, por meio de documento especifico
— Formulario de solicitacdo e transferéncia
de CQI anti-treponémico pronto para uso
devidamente preenchido.’® O Formulario
preenchido deve ser encaminhado ao 1AL, pelo

enderego eletronico cqisifilis@ial.sp.gov.br

Transporte das Amostras CQI
ao Laboratorio Participante

O laboratorio participante ¢ responsavel pela
retirada da amostra CQI no CIM — IAL e deve
seguir as instru¢des documentadas quanto as
condi¢des de temperatura ¢ ao padrdo técnico
para garantir a integridade e estabilidade do

soro.?

Recebimento das Amostras CQI
no Laboratério Participante

No ato do recebimento do painel de
soros (amostra CQI), o responsavel técnico
do laboratorio participante deve verificar
as condicoes de temperatura do material
recebido e reportd-las no formulario especifico
(Formulario de solicitagdo e transferéncia dos
soros) e, logo a seguir, encaminha-lo ao CIM -
IAL pelo e-mail cqisifilis@ial.sp.gov.br

Conservacao do Material

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

momento da realizacdo dos ensaios.

Painel CQI Anti-treponémico — Utilizacdo
na Rotina Laboratorial

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
diagnostico. Porém, antes de utilizar a
amostra CQI na rotina diaria, o laboratério
deve estabelecer a faixa de wvariacdo
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
reacdo estdo 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 préximo
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 esse procedimento, os
Formularios — Validagao e calculo de variagao
aceitavel CQI anti-treponémico positivo em
ensaio de quimioluminescéncia e Protocolo
de resultados do CQI anti-treponémico estao

disponiveis em www.ial.sp.gov.br

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

parametros:

1. Para que a reag@o seja considerada
valida pelas medigoes (desempenho
analitico adequado), os valores do
CQI devem estar dentro dos limites

aceitaveis e em torno da média.
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2. Quando o valor do CQI
diario estiver fora da variacdo
aceitavel ou demonstrar tendéncia
dos resultados para o limite superior
ou inferior, o técnico responsavel
deve analisar os dados e tomar

medidas corretivas.

Avaliacao dos Resultados do CQI
no CIM - TAL

O laboratdrio participante deve encaminhar

os resultados obtidos na rotina e o grafico
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