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RESUMO

Por iniciativa da Coordenagfio do Sistema Nacional de Laboratérios de Satde Priblica
(COLAB), da Fundagdio Nacional da Saiide, o Ministério da Sadde instituiu um comité composto
por diferentes membros da comunidade cientifica e de servigos, com a finalidade de avaliar os
conjuntos diagndsticos (CDs), comercializados no Brasil, para o diagnostico soroldgico da
tripanosomfase americana (doenga de Chagas). Cinco laboratérios avaliaram 11 CDs para o teste
de hemaglutinagdo indireta, disponiveis no mercado, seguindo as instrugdes de cada fabricante.
Cada CD foi testado através dos resultados obtidos num painel com 87 soros (52 reagentes e 35
ndo reagentes), provenientes das sorotecas dos mesmos laboratérios participantes da avaliagdo. O
critério para reatividade adotado nas amostras do painel baseou-se nos resultados obtidos com os
testes imunoenzimatico (ELISA) e de imunofluorescéncia indireta (diluigao de 1:40), sendo,
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assim, realizado um total de 4.524 testes sorologicos para HAI nos 11 CDs, O desempenho de
cada CD para cada soro, por cada um dos 5 laboratérios participantes, foi analisado em relagdo 4
reprodutibilidade, especificidade ¢ 4 sensibilidade de cada um. Destacam-se trés pontos
importantes neste estudo multicéntrico: 1) a avaliagio destes diferentes CDs permitiu detectar
diferengas significativas entre os mesmos, sendo que o desempenho foi aceitivel (auséncia de
resultados falso-negativos) apenas para quatro dos CDs avaliados (36%); 2) o desempenho
esteve geralmente relacionado ao ponto de corte recomendado pelo fabricante, logo, aqueles que
atribufram pontos de corte baixos (8-16 ou 10-20) tiveram melhor desempenho do que os que
fixaram este ponto de corte em 1/40, sem detrimento da especificidade; 3) a inclusdo de todos os
elementos necessérios para o processamento dos testes otimiza o desempenho do respectivo CD.
Realizaram-se recomendagdes para os fabricantes, visando melhorar a técnica de cada CD, bem
como avaliagdes periédicas do desempenho.

UNITERMOS: Doenga de Chagas. Diagnoéstico sorologico. Hemaglutinagéo
indireta. Trypanosoma cruzi. Estudo multicéntrico.

1. INTRODUGAO

A doenga de Chagas é a terceira doenga tropical no mundo, logo
ap6s a maldria e a esquistossomose (Moncayo, 1997) quando se considera a
sua carga social, determinada por indicadores como AVAI (Anos de Vida
Ajustados para Incapacidade) (Murray, 1996), bem como os gastos com
consultas, medicamentos, internag@es hospitalares, intervengdes cirtrgicas e
implantes de marcapasso (Fragata et al., 1996). No Brasil, de acordo com
dados de inquérito sorolégico nacional (1975-1980) (5) e segundo
estimativas recentes, 3.570.000 brasileiros foram acometidos por doenga de
Chagas (1, 23)

O Programa de Controle da Doenga de Chagas através da
Superintendéncia de Campanhas de Saide Puablica (SUCAM) e,
posteriormente, da Fundagdio Nacional de Saide (FNS) do Ministério da
Safide, conseguiu apds anos de trabalho interromper, em grande parte do
territério brasileiro, a transmissdo vetorial da infecgdo. Persistem, contudo,
alguns focos residuais de infestagdo domiciliar e peridomiciliar. Vale
ressaltar que outras formas de transmissdo tém merecido atengdo do ponto de
vista clinico-epidemiolégico, como as decorrentes da transfusio de
hemocomponentes (24), as de transmissdo congénita, ou por transplantes e a
da reativagdo em pacientes imunossuprimidos (Ferreira & Borges, 1996).
Estima-se atualmente que existam 2 milhdes de infectados apenas no Brasil
(23).

Tanto em termos individuais quanto em Saiade Publica, os
portadores das diversas formas clinicas necessitam de um diagndstico
laboratorial com testes soroldgicos controlados e confidveis (2, 3, 6, 9, 16,
21, 26, 27). Esses testes — realizados pelos Laboratérios Centrais de Saude
Piblica (LACEN), pela rede de laboratérios do Sistema Unico de Satde
(SUS) e pelos servigos de Hemoterapia — pressupdem a aquisi¢do de CDs no
mercado, exigindo, portanto, que se avalie o desempenho desses kits para que
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ndo se adquiram produtos sem a qualidade necessaria. Dentre os testes
utilizados no diagnéstico sorolégico da infecgdo pelo T. cruzi, destaca-se a
HAL

O teste de HAI apresenta algumas caracteristicas especiais, entre os
existentes no mercado, para o diagndstico sorolégico: é o que tem menos
passos e, portanto, menos possibilidades de erros no seu processamento;
dispensa centrifugagdes, apresenta apenas uma fase de incubago,
precedendo a leitura; o niimero de reagentes é minimo (diluente, microplaca e
antfgeno); dispensa equipamento especial (estufa, centrifuga, microscépio)
(17, 28). Por poder ser realizado em laboratérios com equipamento minimo,
seria interessante aperfeigoar este teste, haja vista as observagdes, feitas nos
Programas de Qualidade Externa em Sorologia de Bancos de Sangue no
Brasil, em que a HAI apresenta a maior porcentagem de resultados falsos
negativos (Sdez-Alquézar et al., Vox Sanguinis, 1998, no prelo).

Em 21 de dezembro de 1995, a Coordenag¢do Nacional de
Laboratérios de Satde Piblica (12) e a Geréncia Técnica de Chagas, da FNS,
convocaram, em Brasilia, especialistas em sorologia e técnicos para discutir a
necessidade da criagdo de um Comité Assessor, com o objetivo de subsidiar a
FNS no tocante ao diagnéstico e controle eficientes da doenga de Chagas no
Pais,

Criado por Portaria Ministerial em 22 de julho de 1996'”, um dos
primeiros atos do Comité foi o de desaconselhar a utilizagdo do Teste de
Fixagdo de Complemento (Reagio de Guerreiro e Machado) nos LACENs —
resolugdo publicada em diferentes periddicos da area de doengas tropicais (7,
13, 14). Outra medida foi a de elaborar um protocolo para a avaliagdo dos
conjuntos diagnoésticos (CDs) de hemaglutinagdo indireta (HAL), disponiveis
no mercado. O comité considerou também importante a padronizagio de
instrugdes (“bulas”) e de componentes dos CDs, bem como a recomendacio
do emprego de pelo menos duas das trés técnicas diagnosticas em uso (HAI,
IFI, ELISA), para a confirmagdo diagnostica e triagem sorolégica de
doadores em servigos de hemoterapia, como recomendado pela Organizagido
Mundial da Satde (4, 29, 30). Outro assunto foi a redagdo do Manual sobre
diagndstico laboratorial da doenga de Chagas.

A avaliagdo dos CDs ressalta a necessidade do diagndstico
laboratorial preciso, tanto no atendimento individual ambulatorial, na
identificagdo de infectados e na exclusdo de doadores de sangue, como em
estudos populacionais, o que exige reagentes e insumos de desempenho
correto (8, 15, 25), para evitar a transmissdo através de sangue ¢

* Portaria publicada no Didrio Oficial da Unido, n.140, de 22 de julho de 1996, p.5292. Comité
de Assessores: Aderbal Henry Strugo Arruda, Licio Flavio Castro Nasser, Amadeo Saecz-
Alquezar, Alejandro Luquetti Ostermayer, Eliana Furtado Moreira, Maria de Fatima Sampaio
Gadelha, José Borges Pereira ¢ Maria Ester de Carvalho.
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hemoderivados.O diagnostico laboratorial da Doenga de Chagas ¢, portanto,
de suma importéncia.

Com o avango técnico cientifico tém sido disponibilizados vérios
testes diagndsticos, porém é necessdrio estabelecer a sua reprodutibilidade —
concordéncia ou consisténcia de resultados quando o exame se repete — ¢ a
sua validade — o grau em que o exame ¢ capaz de determinar o verdadeiro
valor do que est4 sendo medido (20).

Este informe relata as conclustes do processo de avaliagdo, iniciado
pelo teste de hemaglutinagdo indireta. Os dados obtidos confirmam a
necessidade de estender tal procedimento para outras técnicas diagndsticas,
como as de imunofluorescéncia indireta (IFI) e as de ensaio imunoenzimaético
(ELISA). Faz-se também mister a manutengdo de um continuo controle de
qualidade tanto para testes como para reagentes utilizados no diagnéstico e na
triagem de portadores da infecc¢do pelo T. cruzi.

2. MATERIAL E METODOS

A metodologia para realizagio do presente estudo foi gerada a partir
de Protocolo (#3), feito para a avaliagio-resposta dos CDs de HAI,
disponiveis no mercado, para diagnostico sorologico da infecgdo pelo T.
cruzi.

De acordo com o referido Protocolo:

e a COLAB faria o levantamento, aquisi¢do (por compra) e distribuigio
dos conjuntos diagnosticos existentes;

e 0s participantes contribuiriam para selegdo e posterior encaminhamento
de soros para o Hemocentro-SP, onde verificar-se-ia a reatividade de
cada soro e seria constituido o painel a ser utilizado;

e 05 cinco centros receberiam os CDs e o painel de soros e procederiam a
inventariar os componentes de cada CD e a verificar a reatividade de
cada soro, com cada CD, seguindo rigorosamente as instrugdes
encontradas no conjunto diagndstico correspondente;

e representantes da COLAB e da Geréncia Técnica de Chagas, juntamente
com os responsaveis de cada centro participante, se reuniriam para
informar os resultados obtidos e elaborar um informe.
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2.1. Conjuntos diagndsticos

Foram levantados os conjuntos diagnosticos existentes no Brasil, a

época (Ver Tabela 1),

Tabela 1. Conjuntos diagnésticos existentes no Brasil (1996)

No. NOME DO CONJUNTO FABRICANTE FORNECEDOR
DIAGNOSTICO

01.BIOCHAGAS ou BIOKIT BIOSHOP/Laboratorio Protec Produtos Cientificos,
ou IMUNOLAB * IMUNOLAB, Goidnia, GO Goidnia - GO ou Testlab

02. BIOMERIEUX **

03. BIOLAB**

04, CECON

05. EBRAM

06. HEMAGEN

07.BIOMANGUINHOS
FIOCRUZ

08. IMUNOSERUM

09. SALK

10. TRILAB
11, WAMA

12, WIENER

BIOMERIEUX, Jacarépagua-
RJ

BIOMERIEUX, Sdo Paulo-SP
CECON, Séo Paulo-SP
EBRAM, Sdo Paulo-SP

HEMAGEN, Pinheiros-SP

Departamento de Produgdo 11,
Laboratério de Reativos,
Biomanguinhos-RJ
IMUNOSERUM
Biotecnolbgica Sdo Paulo
IMMUNOASSAY-SP

TRILAB, Sio Paulo-SP
WAMA-SP

WIENER - Sdo Paulo-SP

Brasilia-DF
BIOMERIEUX-RI

BIOLAB-SP
CECON-SP
EBRAM, Produtos
Laboratoriais-SP
HEMAGEN
DIAGNOSTICOS Litda,
Pinheiros-SP
FIOCRUZ-RJ

IMUNOSERUM,
Biotecnolégica-SP,
IMMUNOASSAY, Produtos
Hospitalares-SP
TRILAB-SP
WAMA-Produtos
Laboratoriais, SP
Wiener Lab.SP

* Nomes dos kits produzidos pela Bioshop-GO. Atualmente se desconhece se ainda continuam
circulando no mercado com diferentes nomes. De acordo com a prépria empresa, o nome do CD

atual é BioChagas.

** Empresa internacional fabricante do CD. Biolab ¢ a filial nacional dessa mesma empresa.
Diante desta situagdo, os fabricantes 2 ¢ 3 foram reduzidos a um s6, perfazendo, portanto, onze

fabricantes, no total,

2.2. Selegfio dos soros e constituigdo do painel de soros

O painel de soros foi elaborado a partir de amostras de soro
mantidas nas sorotecas de dois Hemocentros e de dois laboratérios de ensino
e pesquisa de doenga de Chagas (Tabela 2):

e Superintendéncia de Sorologia e Controle de Qualidade da Fundagio
Pr6-Sangue Hemocentro de Sdo Paulo. Responsavel: Dr. Amadeo Séez-
Alquézar (Codigo: FPS / HSP). Total de amostras: 39,
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* Divisdo de Laboratério de Sorologia de Doadores da Fundagdo
HEMOPE, Recife-PE. Responsivel: Dra. Maria de Fitima Sampaio
Gadelha (Codigo: HEMOPE). Total de amostras encaminhadas: 04.

* Laboratorio de Doengas Parasitirias do Departamento de Medicina
Tropical (DMT), do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de
Janeiro-RJ. Responsavel: Dr. José Borges Pereira (Codigo: FIO). Total
de amostras encaminhadas: 16.

* Laboratério de Pesquisa de Doenga de Chagas, do Instituto de Patologia
Tropical e Saide Publica (IPTSP) da Universidade Federal de Goias
(UFG), Goiéinia-GO. Responsavel: Dr. Alejandro Luquetti Ostermayer
(Codigo: GOCH). Total de amostras encaminhadas: 31.

Tabela 2. Origem e reatividade das amostras constituintes do painel de soros

Reatividade
Laboratério Reagente Ndo reagente Total
FPS/HSP 17 22 39
HEMOPE 04 00 04
FIO 09 07 16
GOCH 25 06 31
TOTAL 55 35 90

2.3, Constituigdo do painel
2.3.1. Quanto ao tamanho da amostra

_ _[fara se determinar a quantidade de soros positivos e negativos que
constituiriam o tamanho da amostra neste tipo de estudo, seria necessdrio
conhecer os valores de sensibilidade e especificidade de cada CD, o que néo
foi possivel por ndo constarem estes dados nas orientagdes técnicas (bulas)
fornecidas pelos fabricantes (apenas dois CDs (K7 e K11) apresentavam
esses dados). Pela experiéncia pratica dos membros do Comité, estes valores
deveriam ser muito diferentes entre os varios CDs disponiveis no mercado, o
que determinaria a necessidade de ntimeros diferentes de soros positivos e
negativos para testar cada um deles, o que traria certas dificuldades técnicas e
operacionais dificeis de equacionar. Porém, como estava acertado que
participariam do estudo cinco laboratorios e sabendo-se que cada CD teria
capacidade para testar até 90 soros, foi este o nimero escolhido, totalizando
entdio 480 testes para cada CD. A estimativa deveria incluir a maioria de
soros positivos. Cada soro positivo, apds a triagem, é diluido em média seis
vezes, sendo possivel entdo testar 16 soros por microplaca de titulagio,
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incluindo dois soros controle. Como os CDs para 480 testes incluem em geral
cinco microplacas, a primeira seria utilizada para a triagem da maioria dos 90
soros. Nas quatro restantes, haveria espago para testar 14 soros x 4
microplacas = 56 soros positivos. Como cada soro seria testado cinco vezes,
o tamanho da amostra foi considerado suficiente (vide discussio). Diante da
relativa freqiiéncia de soros com titulos baixos, foi estabelecido incluir um
grupo com estas caracteristicas.

Inicialmente o Comité pretendeu dividir os soros em trés grupos —
30 positivos (com titulos preferencialmente elevados), 30 negativos e 30
indeterminados e/ou com titulos baixos, totalizando um painel de 90 soros —,
divididos em dois grupos.

Em um teste diagnostico ¢ fundamental determinar a sua capacidade
de discriminar corretamente doentes (ou infectados) e sadios (ou nio
infectados) (Pereira, 1995). A validade nestes casos ¢ obtida através da
comparagio dos resultados obtidos no estudo em avaliagdo com os resultados
dos testes de ELISA e IFI, que reconhecidamente mais se aproximam do teste
confirmatério ideal (padrdio ouro), por serem os que mais fielmente retratam
os fendmenos em questdo. Para o presente estudo foram utilizados estes dois
testes (ELISA e IFI), como referéncia para a caracterizagéo do painel.

2.3.2. Elaboragio do painel

A constituigdo final do painel de soros foi elaborada na
Superintendéncia de Sorologia da FPS/HSP. A reatividade de referéncia de
cada amostra (padrdo ouro) foi determinada através de dois testes sorolégicos
de principios diferentes aos da HAI, para detecgdo de anticorpos anti-T.
cruzi: o teste de Imunofluorescéncia Indireta (IFI), utilizando antigeno e
conjugado da marca BIOLAB (Lote 60304/ outubro 1996), e o teste
imunoenzimético de ELISA, com o CD EMBRABIO (Lote
ECA3F8/dezembro 1996). O ponto de corte utilizado para IFI foi 1/40 de tal
forma que todas as amostras positivas na diluigdo de 1/40 fossem
consideradas reagentes, Para o teste imunoenzimdtico (ELISA) foram
consideradas amostras reagentes aquelas com relagdo densidade 6ptica/ponto
de corte da placa maior que 2.0 (DO/PC >2.0) (vide Anexo 1).

Cinco painéis de constituigdo idéntica, com 90 soros cada um,
contendo entre 250 e 300 pl por amostra, codificados em seqiiéncia
numérica, sem conhecimento da sua reatividade de referéncia, foram
encaminhados para cada um dos cinco laboratorios participantes: os quatro ja
mencionados na elaboragdo do painel, e mais o Laboratério de Sorologia da
Fundagdo Ezequiel Dias (FUNED), de Belo Horizonte-MG, sob a
responsabilidade da Dra, Eliana Furtado Moreira.
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2.3.3. Andlise de cada CD

Cada laboratério procedeu a verificagdo da reatividade de cada soro
com cada CD, seguindo estritamente as recomendagdes de cada fabricante,
constantes das instrugdes (“bula”) que acompanharam cada CD. Assim,
foram realizados testes de triagem com as dilui¢tes recomendadas e os soros
que tiveram resultado reagente na diluigdo de triagem foram repetidos no
mesmo CD para o teste quantitativo,

Para simplificagdo da apresentagdo, ndo foram incluidos os titulos
obtidos com cada soro reagente em cada CD por cada centro. Apenas foi
classificado como positive aquele soro que forneceu titulo considerado como
reagente, pelas respectivas instrugdes técnicas.

A andlise final dos resultados foi realizada em trés etapas, com a
participagfo de todos os responsidveis dos laboratorios participantes, assim
como de representantes da COLAB e da Geréncia Técnica de Chagas (FNS).

Na primeira etapa, foram verificadas as reatividades de cada soro
pelas técnicas de IFI e de ELISA, Nesta fase foram excluidos trés soros (n.”
41, 47 e 51) de reatividade inconclusiva com a utilizagdo dos testes padrio, o
que foi confirmado pelos laboratérios que enviaram as referidas amostras.

Na segunda etapa foram verificados os resultados obtidos por cada
laboratério participante e fez-se a identificagdo dos resultados concordantes e
discordantes (falsos positivos, falsos negativos e inconclusivos), obtidos por
cada laboratério com cada CD, em relagdo a caracterizagdo do painel,

Na terceira etapa, baseando-se nos resultados obtidos pelos cinco
laboratérios participantes, procurou-se estabelecer um consenso dos
resultados (Anexo 2), visando minimizar problemas individuais que
pudessem ter ocorrido em cada um dos laboratérios, uma vez que o objetivo
do presente trabalho era o de avaliar o comportamento da técnica de
Hemaglutinagdo Indireta (HAI) em suas diferentes procedéncias e ndo o de
avaliar o desempenho de cada laborat6rio em particular.

Desta forma, o desempenho final de cada CD foi independente dos
resultados isolados obtidos por um centro em particular, minimizando vieses,
como, por exemplo, menor destreza no uso de um determinado CD, levando
a resultados erroneos sistematicamente, ou a erros técnicos ocasionais que
dificilmente seriam repetidos com o mesmo soro e/ou com 0 mesmo CD nos
outros laboratorios participantes. Assim, vigorou o resultado obtido por
maioria simples (Tabela 3).
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Tabela 3. Critérios adotados para o consenso de resultados

Relagdo com a maioria dos resultados obtidos para cada soro, Consenso
nos cinco centros

3, 4 ou 5 resultados positivos Positivo

3, 4 ou 5 resultados negativos Negativo

2 resultados positivos e 1 resultado negativo Posilivo

2 resultados negativos e 1 resultado positivo Negativo

2 resultados positivos ¢ 2 resultados negativos Inconclusivo

Os resultados individuais considerados como “‘inconclusivos” nio
foram levados em conta para a elaboragdo do consenso. Foi definido como
inconclusivo aquele resultado que n3o permitiu concluir sobre a positividade
ou a negatividade do mesmo, em fungio de dificuldades na leitura, bem como
na obtengdio de imagens maiores em diluigdes maiores do soro analisado (por
exemplo, soro diluido 1/32= imagem negativa; mesmo soro diluido 1/64=
imagem positiva). Em alguns casos, um dos soros teve volume insuficiente
para ser testado nos 11 CDs, impedindo a realizagdo do teste por um dos
cinco laboratérios em um dos CDs. Em outros, o reagente foi insuficiente,
seja pela falta de antigeno, seja pelo insuficiente numero de placas.

Levando em consideragdo os resultados obtidos para cada amostra
pelo consenso, determinou-se, a seguir, o nimero de resultados discrepantes
(“falsos positivos”, “falsos negativos” e “inconclusivos™) em relagdo a
caracterizagfo das amostras do painel de soros.

2.4. Instrumento utilizado

Visando & padronizagdo dos resultados que permitissem uma analise
logica e a mais realistica possivel, foi elaborado um roteiro para a avaliagio
de cada um dos CDs (vide anexo 3), para cada laboratério, incluindo data ¢
condigdes de chegada do CD, tipo de embalagem, inventério dos respectivos
componentes, analise das informagdes técnicas, analise global dos resultados
obtidos e recomendagdes sugeridas.

2.5. Andlise estatistica

A reprodutibilidade dos testes de cada CD nos cinco laboratérios
participantes foi avaliada através do indicador denominado Kappa e a
validade, em relagdo ao padrido ouro, através dos valores de sensibilidade e
especificidade  (Pereira, 1995). Taxas de concordancia (para
reprodutibilidade) e valores preditivos positivos e negativos (para validade)
foram utilizados de maneira complementar, quando necessério. Para obtengio
destes indicadores foi utilizado o software Epi-Info 6, version 6.04b, January
1997, distribuido pela Organizagdo Mundial de Satde.
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3. RESULTADOS

Cada centro participante realizou a avaliagdo dos 11 CDs, de acordo
com os seguintes itens previamente padronizados:

* avaliar as condigdes de chegada de cada conjunto diagn6stico (Tabela 4),
inventariar os seus componentes e identificar os lotes respectivos do
conjunto diagndstico, dos antigenos, do diluente, das microplacas e de
outros reagentes incluidos (tabela 5);

avaliar o padrio de leitura obtido (Tabela 6);

anotar, nos respectivos protocolos de trabalho, os titulos obtidos com
cada soro constituinte do painel.

Os resultados ficaram resumidos nas tabelas apresentadas,

Tabela 4. Condigdes de chegada dos CDs aos laboratorios

Nome do CD FUNED-MG  IPTSP-GO  HEMOPE-PE FIOCRUZ-R) FPS-5P
BIOCHAGAS Boas Boas Boas Boas Boas
BIOLAB Boas Boas Boas Boas Boas
CECON Boas Boas Boas Boas Boas
EBRAM Regulares Regulares  Regulares Regulares Regulares
FIOCRUZ Boas Boas Boas Boas Boas
HEMAGEN Boas Regulares  Boas Boas Boas
IMUNOSERUM Boas Boas Boas Boas Boas
SALCK Boas Boas Boas Boas Boas
TRILAB Boas Regulares  Boas Boas Boas
WAMA Boas Boas Boas Boas Boas
WIENER Regulares Boas Boas Boas Boas

A embalagem dos CDs foi em caixas de isopor ou de papeldo. Dois
laboratérios receberam frascos de diluente com vazamento do contetdo,
impossibilitando a realizagfio dos testes. Um deles, apos a reclamagio, fez a
reposigdo imediata. Um dos laboratérios ndo recebeu as placas embaladas.
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Tabela 5, Caracteristicas dos componentes dos CDs

“TDNo. Loiedo  Venc DIl Gual Vol Val. Tipo  Tempo Tso IME Outros Microplacas DI, Quani
D, Saro Ag Ag inc. reag (Fﬁ.ﬁ_
Ki THwe 10T 1A 28ul 15l em T-Th i fido WV all
K2 Hi60 164 12/% 1140 Sl 25ul ave Ih sim ndo wim V" 40 8 1,280
K3 410 a3 140 Stnal il ave 121 h nfio ndo sm U AD w1280
K4 04 s 1132 25ul 25ul niko Ih plm nda sim V" A2alom
K3 451042 M6 1400 25ul il Tuien 1-2h o nda NAO,,. 400 1,280
K6 6OR152 DGR 17126 S0ul 25ul hum 1i2h iy nio Sim"V" M #32
K Gl o7 1 a5ul 25ul cam 1an shin s s V" LEREL]
KE & De7 Wi 25w 25ul wem h o ndo sim "V I6a 512
K9 4096 0598 140 Sl 250l nio I'h sm nia wim VT 40w 1280
Kio 1117 196 1112 2l 25ul ave I<1h sim ndo wim "V 32a 102
Kl 603515 1146 1740 S0l 25l ave Ih wlm sl whm V" A0 o | 2800

CD: conjunto diagnostico. Venc.: data de vencimento. Dil.Qual: dilui¢do qualitativa. Vol. Soro:
volume de soro ou sua diluigdo em cada pogo. Vol. Ag: volume de antigeno por pogo. Tipo Ag:
tipo de antigeno: sem: sem especificagio; hum: hemdcias humanas; ave: hemdcias de ave; carn,;
hemécias de carneiro. Tempo inc.: tempo recomendado para incubagdo. Uso 2ME: utilizagio de
2Zmercapto-etanol. Outros reag.: necessidade de utilizar albumina bovina no diluente, incluida no
K11; Microplacas: inclusio no CD e forma do fundo(em “V*” ou em “U™); Dil. Quant. diluigdes
recomendadas de soros que foram positivos na triagem,

Um dos CDs (K8) exige inativagio do soro a 56° C, o que requer mais uma etapa na realizagho
do teste.

Tabela 6. Avaliago do padrdo de leitura dos diferentes CDs

Nome do kif FUNED- MG IPTSP-GO HEMOPE- PE FIOCRUZ-R]  FPS-SP
BIOCHAGAS Nio Evidentes  Evidentes Evident Evid Nio Evidentes
BIOLAB Evidentes Evident Evident Evident Evid

CECON Nio Evident Nio Evid Evidentes Evid Evid

EBRAM Evidentes Evidentes Evidentes Evidentes Evidentes
FIOCRUZ Nio Evident Nio Evident Evident Nio Evidentes  Nio Evidentes
HEMAGEN Nio Evidentes  Nao Evidentes  Evidentes Niio Evidentes  Evidentes
IMUNOSERUM  Evidentes Evidentes Evident Evident Nio Evidentes
SALCK Nio Evidentes  Nio Evidentes  Nio Evidentes  Evidentes Evidentes
TRILAB Nio Evidentes  Evidentes Nio Evident Nio Evident Evidentes
WAMA Nio Evidentes Nao Evidentes  Evidentes Nio Evidentes  Evidentes
WIENER Evidentes Nio Evid Nio Evident Evident: Evident

Na avaliagdo do padrio de leitura, foi observada a facilidade de
interpretagdo de cada imagem como positiva ou negativa, assim como a
existéncia de diminuigdo progressiva no tamanho da imagem, ao utilizar
dilui¢des maiores. A maioria dos centros identificou seis CDs com imagens
nitidas (Tabela 6).

A Tabela 7 apresenta os valores de Kappa obtidos para cada
laboratério utilizando os resultados positivos, negativos e inconclusivos, de
acordo com cada CD testado, em comparagdo com os resultados do
laboratério de Séo Paulo. Este ultimo foi escolhido como padrdo para evitar
maiores perdas nos dados, pois foi o que apresentou menor nimero tanto de
exames ndo realizados quanto de resultados inconclusivos. O total refere-se
aos resultados obtidos com todos os CDs, em que os laboratérios de BH, RE
e GO apresentaram concordancia boa e o laboratério de Rio de Janeiro
concordincia 6tima com relagio ao laboratorio de Sdo Paulo. Estes resultados
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numa primeira avaliagdo fornecem uma boa consisténcia quanto 2
reprodutibilidade dos resultados, mesmo tendo-se utilizado 11 CDs com tio
diferentes desempenhos, como veremos na seqiiéncia (para interpretagéio do
Kappa ver tabela 8).

Tabela 7. Indicadores Kappa entre o laboratorio de SP e os demais, por
laboratério, de acordo com o conjunto diagnéstico utilizado.

CD BH GO RE Rl TODOS
Kl 0,48 0,73 0,83 0,92 0,74
K2 0,88 0,93 0,79 0,82 0,86
K3 -0,04 0,65 0,52 0,70 0,82
K4 0,00 0,90 0,47 0,86 0,82
K5 0,17 0,55 0,06 0,44 0,30
K6 0,80 0,78 0,83 0,88 0,82
K7 0,81 0,90 0,83 0,90 0,85
K8 0,90 0,84 0,62 0,93 0,82
K9 0,67 0,75 0,76 0,75 0,73
K10 -0,08 0,64 0,82 0,98 0,69
K11 e 0,95 0,93 0,83 0,90
TOTAL 0,65 0,78 0,67 0,82 0,72

Tabela 8. Interpretagdo de Kappa

Kappa Concordancia

<0,00 Ruim
0,00-0,20 Fraca
0,21-0,40 Sofrivel
0,41-0,60 Regular
0,61-0,80 Boa
0,81-0,99 Otima

1,00 Perfeita

Fonte: PEREIRA, M.G., Epidemiologia, 1995, p.365, adaptado de LANDIS, J.R. & KOCH,
G.G., Biometrics, 33:159-174, 1977,
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A concordéncia, medida por Kappa, de todos os resultados obtidos
pelos laboratérios de BH, GO, RE e RJ com relagdo aos resultados do
laboratério de SP foi de 0,72 (concordéncia boa), com uma taxa de
concordéncia global de 86%. Obviamente, estes niimeros sofrem a influéncia
de todos os CDs utilizados e de algumas intercorréncias havidas em cada
laboratério.

O laboratério de Belo Horizonte apresenta o menor Kappa geral
(0,65), com uma concordincia global de 82%. No caso de K3 e K4
processou apenas 57 amostras com cada um, com concordancias globais de
87% e 92%, respectivamente, porém o Kappa foi prejudicado por terem sido
processados predominantemente soros positivos. No caso de K10 houve o
teste de apenas 52 soros, dos quais 20 apresentaram resultado inconclusivo
(Kappa = - 0,08 e concordancia global de 51%). No caso do Kappa de K5
(0,17 - concordéncia fraca), todas as amostras foram processadas, porém a
concordancia global ficou em apenas 57%. O laborat6rio ndo processou as
amostras com o K11, em virtude de ter recebido o CD com derramamento da
solugdo diluente, de cor laranja, o que prejudicou o seu contetido, além de
impedir a dilui¢@o das amostras e o processamento das mesmas.

No caso de Goidnia, todas as concordincias foram boas ou 6timas,
exceto para K5, para o qual apresentou concordéncia regular (Kappa = 0,55 e
concordancia global de 77%).

O laboratério de Recife apresentou concordincia fraca para K5
(Kappa = 0,06 e concordéincia global de apenas 49%), igual ao laboratério de
Belo Horizonte, mesmo tendo realizado todos os testes e ndo ter apresentado
nenhum resultado inconclusivo. As concordéncias de K3 (Kappa = 0,52 e
concordincia global de 74%) e de K4 (Kappa = 0,47 e concordancia global
de 71%) foram regulares, principalmente pelos muitos resultados negativos,
0s quais para o laboratério de Séo Paulo foram positivos.

O laboratério do Rio de Janeiro foi o que obteve melhores
concordincias com o de Sdo Paulo, exceto para K5 (Kappa = 044 ¢
concordincia global de 73%) e também por classificar varios testes como
negativos, que o laboratério de Sdo Paulo classificou como positivos,

Destaca-se que nenhum centro obteve indices Kappa bons com o
CD §, quando comparado com o desempenho do centro de SZo Paulo. A
explicagdo deste fato foi dada na reunidio com os responsaveis dos centros,
quando identificou-se que a divergéncia se devia a utiliza¢do de microplacas
especiais, de procedéncia estrangeira, nfio incluidas no CD (este foi o tnico
CD que ndo incluiu microplacas no seu contetudo, o que levou os vérios
centros a utilizar microplacas de origens diversas), o que pode ter sido uma
das causas da baixa reprodutibilidade de resultados apresentada pelo CD nos
outros quatro laboratérios.
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Do ponto de vista de cada CD apresentaram concordéncia 6tima os
CDs K2, K3, K4, K6, K7, K8 e K11, concordancia boa, K1 K9 e K10 ¢
concordincia sofrivel, K5.

Devem-se avaliar, além dos adjetivos que expressam qualidade
(6tima, boa, sofrivel), os valores numéricos apresentados por cada CD, pois a
reprodutibilidade de um teste (capacidade de gerar os mesmos resultados
quando se mede a mesma varidvel) é fundamental medida de seu
desempenho.

A Tabela 9 mostra os resultados obtidos nos 4524 testes realizados
com os 11 CDs, classificados de acordo com a sua concorddncia ou
discordéncia com os resultados estabelecidos com o padrio ouro (IFI e
ELISA), descritos em material e métodos. Para a obtengdo da sensibilidade e
da especificidade com seus respectivos intervalos de confianga de 95%,
apresentados por cada CD neste estudo (tabela 10), foram utilizados os
valores de verdadeiros positivos, verdadeiros negativos, falsos positivos e
falsos negativos. Os resultados inconclusivos estdo relacionados mais com a
reprodutibilidade (medida por Kappa), discutida acima, do que com a
validade (medida pela sensibilidade e especificidade). Alguns CDs
mostraram uma sensibilidade inferior a 90%, a qual possibilita um maior
numero de resultados falsos negativos, de maneira alarmante nos CDs K1,
K3, K9 e, principalmente, K5. A especificidade de todos os CDs manteve-se
acima de 95%, porém, verificando-se os respectivos intervalos de confianga,
nota-se que K3, K4, K6 e K11 descem para niveis inferiores a 90%.

Tabela 9. Resultados obtidos em comparagdo com o padrdo ouro, por
conjunto diagndstico

Conjunto verdadei ladeiros falsos falsos resultados total
diagnéstico positivos negativos positivos negativos inconclusi- exames
VoS realizados
Kl 201 157 3 36 13 410
K2 227 175 0 22 1 425
K3 208 135 10 45 6 404
K4 233 131 14 5 | 403
K5 114 169 6 144 2 435
K6 230 165 13 14 4 426
K7 239 172 3 10 0 424
K& FLY 169 5 16 5 427
K9 176 171 4 70 1 422
K10 211 139 5 12 33 400
Kll 199 128 12 8 1 348
TOTAL 2.270 1.711 75 401 67 4,524
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Tabela 10. Valores de sensibilidade e especificidade, com seus respectivos
intervalos de confianga de 95% (IC95%), por conjunto
diagndstico, de acordo com os resultados positivos e negativos
obtidos por todos os testes realizados

Conjunto Sensibilidade Especificidade

Diagnostico % | 1C95% Yo | 1C95%
Kl 84,8 79,5-89,0 98,1 94,2- 88,5
K2 91,2 86,8-94,3 100,0 97,3-100,0
K3 82,2 76.8-86,6 93,1 87,3- 96,5
K4 90,7 86,3-93.8 90,3 84,0- 94,5
K5 44,2 38,1-50,5 96,6 92,3- 98,6
K6 94,3 99,3-96,7 92,7 87.4- 959
K7 96,0 92,5-97,9 98,3 94,7- 99,6
K8 93,5 89,5-96,1 97,1 93,1- 88,9
K9 71,5 65,4-77,0 97,7 93,9- 88,3
K10 94,6 90,6-97,1 96,5 91,7- 88,7
K11 96,1 92,3-98,2 91,4 85,2- 85,3

Aplicando-se o conceito do consenso, explicado em material e
métodos, observa-se que os valores de sensibilidade e especificidade
melhoram em praticamente todos os CDs (tabela 11), porém os intervalos de
confianga também aumentam, devido ao pequeno nimero de elementos na
amostra, pois cada soro entra apenas uma vez na contagem.

Tabela 11. Valores de sensibilidade e especificidade, com seus respectivos
1C95%, por conjunto diagndstico, de acordo com os resultados
positivos e negativos obtidos por consenso

Conjunto Sensibilidade Especificidade

Diagnostico % | 1C95% % | IC95%
K1 86,3 73,1- 93,8 100,0 87,7-100,0
K2 92,0 79,9- 97,4 100,0 90,4-100,0
K3 84,6 71,4- 92,7 97,1 83,4- 99,9
K4 100,0 91,4-100,0 100,0 87,7-100,0
K5 46,7 31,9- 62,0 100,0 87,7-100,0
K6 98,0 88,2- 99,9 97,1 83,4- 999
K7 100,0 91,4-100,0 100,0 87,7-100,0
K8 100,0 91,3-100,0 100,0 87,4-100,0
K9 79,2 64,2- 89,0 97,1 83,4- 99,9
K10 100,0 91,1-100,0 100,0 87,7-100,0
K11 96,2 85,7- 99,3 94,3 79,5- 99,3
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Os CDs da Tabela 12 foram colocados em ordem decrescente em
relagio ao melhor desempenho, pelo consenso, tendo em conta a
sensibilidade, a especificidade e a auséncia de resultados inconclusivos.

De acordo com os resultados constantes na Tabela 12, observou-se
que aparentemente existe uma relagdo diretamente proporcional entre o
desempenho de cada conjunto diagnéstico e o ponto de corte (cut off)
recomendado pelo fabricante. Assim, o menor ponto de corte correspondeu a
um melhor desempenho, com excegdo dos CDs K4 e K10,

Tabela 12. Conclusdo final sobre o desempenho do painel de 52 soros
positivos e 35 soros negativos, de acordo com o consenso

CD Falsos Falsos Inconclusivos  Titulos de
negativos positivos corte*

K7 0 0 0 1:8
K4 0 0 0 1:32
K10 0 0 2 1:32
K8 0 0 2 1:16
K6 ] | | 1:26
K1l 2 2 0 1:40
K2 4 0 I 1:40
K1 7 0 1 1:32
K3 8 1 0 1:40
K9 10 1 4 1:40
K5 29 0 2 1:40

Codigos dos conjuntos diagnbsticos: K1 (Bio-Chagas); K2 (Biolab), K3 (Cecon), K4 (Ebram),
K5 (Fiocruz); K6 (Hemagen); K7 (Imunoserum); K8 (Salck), K9 (Trilab); K10 (Wama);
K11{Wiener)

4, DISCUSSAO

Este estudo multicéntrico permitiu analisar o desempenho dos onze
conjuntos diagnosticos existentes no mercado brasileiro na época em que foi
iniciado o estudo, para diagndstico sorolégico da tripanosomiase americana,
pelo teste de hemaglutinagdo indireta. Esta € a primeira vez que se realiza no
Brasil um estudo desta natureza, empregando um painel constituido de soros
de diferentes procedéncias e analisado simultaneamente por diferentes
centros.

O estudo permitiu avaliar, de forma independente, o desempenho de
cada CD por cinco centros localizados em diferentes regides geograficas do
pais, detectando diferengas que possibilitaram definir aqueles de 6timo e de
bom desempenho, e outros com resultados abaixo do desempenho minimo
necessario.
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Destacam-se algumas caracteristicas que foram evidentes apenas na
fase final de andlise. Assim, com excegdo do K4, com ponto de corte 1:32,
houve relagdo entre bom desempenho e adogfo, por parte do fabricante, de
um ponto de corte abaixo de 1:25. Observou-se que, para alguns conjuntos
diagndsticos, o desempenho teria sido satisfatorio, se um ponto de corte
menor tivesse sido recomendado (como no caso do K2). Consideramos que
pontos de corte de 1:40 ndo deveriam ser adotados, pois existem soros nos
quais a reatividade ¢é evidente apenas até o titulo de 1:20.

Deve-se destacar também que a definigdo da imagem ¢é importante,
evitando dividas no momento da leitura. Houve consenso de que os CDs
Biochagas, Biolab, Cecon, Ebram, Imunoserum e Wiener tiveram leituras
mais faceis que as obtidas com outros conjuntos diagnosticos, o que facilitou
a interpretagdo de resultados, independentemente do desempenho. Apenas
dois destes 6 CDs tiveram | soro inconclusivo. Em contraposigdo todos os
cinco CDs com padrio de leitura ndo evidente tiveram resultados
inconclusivos pelo consenso.

Observou-se também a diversidade de apresentagdo dos conjuntos
diagndsticos analisados no que se refere as especificagdes técnicas (desde as
detalhadas até as sucintas), ao nimero de microplacas (em um conjunto para
480 testes, vieram apenas quatro microplacas), a insuficiéncia de antigeno
(que motivou a ndo-realizago de todos os testes em alguns centros), & falta
de soros controle, aos soros controle que ndo forneceram o resultado indicado
€ a outras irregularidades.

A inclusdo do agente redutor 2 mercapto-etanol (2ME) nio esteve
presente em todos os CDs; alguns apresentaram-no separado, em outros o
redutor se encontrava incluido no préprio diluente e em outros ndo existia
especificagdo a respeito. Desde que o objetivo deste estudo foi o de avaliar o
desempenho de cada conjunto diagnostico, em relagfo a reatividade de cada
soro, com os reagentes incluidos, é possivel que com a inclusdo sistematica
do 2ME, em todos os conjuntos diagnésticos, o desempenho de alguns
pudesse ter sido melhor. Este ponto, em particular, poderd ser objeto de
avaliagdo posterior. Em algumas regides, com grande prevaléncia de
helmintiases, foi observado que a inclusdo sistematica de 2ME seria
imprescindivel, pois de outra forma haveria grande quantidade de reagoes
inespecificas (Gadelha, comunicagdes pessoais).

Chama a atengdo o fato de que, mesmo entre os centros participantes
de longa experiéncia na execugiio deste tipo de exame, houve algumas
divergéncias em relagfio aos diversos itens analisados, tais como condigdes de
chegada dos reagentes, facilidade de leitura e interpretagdo dos resultados.
Infere-se, entdo, que as divergéncias em laboratérios ndo especializados
sejam maiores, razdo pela qual se impde a elaboragdo de um manual sobre o
assunto, visando padronizar procedimentos técnicos para obten¢do de
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resultados mais confidveis e, ainda, para a adogdo de controle de qualidade
interlaboratorial.

Algumas discrepéncias encontradas foram equacionadas na reunido
final. O K5, por exemplo, ndo inclui as microplacas, levando os laboratérios
participantes do estudo a utilizar microplacas das origens mais diversas. Esse
CD foi considerado ruim, exceto para um dos cinco participantes, para quem
seu desempenho foi muito melhor. Ao investigar a discrepincia dos
resultados, descobriu-se que, com a nio-inclusdo das microplacas neste CD
em particular, o referido laboratério tinha utilizado microplacas Nunc, de
procedéncia estrangeira ¢ de excelente qualidade, ndo disponiveis em outros
laboratorios. Assim, um ftnico fator — como, no caso, a qualidade da
microplaca — pode interferir e fazer com que um conjunto diagn6stico que
teve o pior desempenho fosse considerado bom quando da utilizagdo de
placas de outra procedéncia.

Destaca-se que os fabricantes ndo tinham conhecimento do motivo
da aquisi¢iio dos CDs, que foi realizada nos moldes de licitagdo utilizados
habitualmente no servigo publico.

Dada a baixa prevaléncia da doenga de Chagas em nosso meio (até
1%), seria de se esperar que os testes laboratoriais utilizados pelos servigos
de saide publica apresentassem uma sensibilidade e uma especificidade
préximas de 100%. Para uma sensibilidade de 95% (mais ou menos 5%),
aplicando-se a férmula, (20): N=Z*Z {P(1-P)}/D*D, onde, P= propor¢do
esperada (sensibilidade esperada); D= semi-amplitude do intervalo de
confianga; e Z= 1,96 (para 0=0,05 e 1C95%), seriam necessarios 73 soros
positivos para serem testados, Para uma especificidade também de 95% (mais
ou menos 5%), seriam necessarios 73 soros negativos. Logo, o tamanho ideal
de amostra para se estabelecer uma sensibilidade entre 90 e 100% e uma
especificidade entre 90 e 100% seria de 146 soros, dos quais 73 deveriam ser
positivos e 73 deveriam ser negativos. Neste estudo foram testados 52 soros
positivos e 35 soros negativos, cinco vezes em cada CD; logo, o numero de
testes superou com ampla margem o numero minimo estabelecido pela
formula acima.

Os valores encontrados com relagio a sensibilidade e a
especificidade dos diferentes CDs, utilizando-se de todos os testes realizados
no presente trabalho, constantes da Tabela 10, devem ser vistos também do
ponto de vista de sua utilidade quando aplicados na rotina dos servigos,
marcadamente nos bancos de sangue, que tém por finalidade precipua
garantir a qualidade do sangue e dos hemoderivados utilizados em
hemoterapia. A titulo de ilustragdo, aplicando-se estes valores para uma
prevaléncia de 1% (2 milhdes de chagasicos em uma populagdo de 200
milhdes de habitantes) e ao analisar os valores preditivos positivo e negativo
para cada CD (Tabela 13), pode-se observar que apenas K2 apresentou um
VPP de 100%, enquanto os demais flutuam entre 8,6% e 36,3%. Obviamente,
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se nestas condigGes um paciente apresentar resultado positivo para o teste, ele
tem mais chance de ser um falso positivo do que estar realmente infectado
pelo 7. cruzi. Surpreendentemente, os valores preditivos negativos de todos
0s testes se manteriam acima de 99,4% (menos de 6 falsos negativos para
cada 1.000 testes realizados); estes numeros podem parecer satisfatérios a
uma primeira vista, porém o numero de falsos negativos (pessoas infectadas
que ndo seriam identificadas como portadoras do 7. cruzi) deveria aproximar-
se 0 maximo possivel de zero, principalmente em bancos de sangue. Pelo
exposto pode-se entender melhor a necessidade de implementar agdes no
sentido de garantir que os testes diagndsticos utilizados pelos servigos
tenham um excelente desempenho em termos de sensibilidade e
especificidade.

Tabela 13. Sensibilidade, especificidade ¢ valores preditivos positivo ¢
negativo para os diferentes CDs de hemaglutinagéio, para uma
prevaléncia de infecgio pelo T. cruzi de 1%.

Conjunto Sensibilidade | Especificidade VPP VPN
Diagnostico Yo %

K1 84.8 98,1 31,1 99,8
K2 91,2 100,0 100,0 99,9
K3 82,2 93,1 10,7 99.8
K4 90,7 90,3 8,6 99,9
K35 44,2 96,6 11,6 99,4
K6 94,3 92,7 11,5 99.9
K7 96,0 98,3 36,3 100,0
K8 93,5 97.1 24,6 99,9
K9 7 e 971 239 99,7
K10 94,6 96,5 21,4 99.9
KI1 96,1 91.4 10,1 100,0

O objetivo deste estudo foi, entre outros, o de auxiliar os fabricantes
na detecgdio de problemas em cada conjunto diagnéstico, visando a melhoria
do produto. Apesar de, neste estudo, terem sido estabelecidos valores de
sensibilidade e especificidade para cada CD, cabe aos fabricantes o
estabelecimento dos valores padrdo de sensibilidade ¢ especificidade de seus
respectivos CDs, bem como as autoridades de saide a tarefa de exigir que os
estudos para tal sejam conduzidos de forma apropriada.

Outrossim, o desempenho de cada conjunto diagnéstico relatado se
refere ao lote testado, para cada procedéncia, nfo significando que lotes
anteriores ou posteriores das mesmas procedéncias ndo possam ter
apresentado desempenhos melhores ou piores aos encontrados neste estudo.
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5. RECOMENDAGCOES

5.1. Que todos os CDs para o diagnostico sorolégico da infecglo pelo T,
cruzi sejam testados frente a painéis de soros conhecidos (positivos e
negativos) antes de sua distribui¢io no mercado nacional, sendo estas
informagdes contidas nos respectivos textos explicativos ou informes
técnicos do conjunto diagnostico (folhetos ou “bulas”).

5.2. Que a Secretaria de Vigildncia Sanitaria - Ministério da Satde (SVS-
MS) fiscalize as empresas que fabricam os CDs.

5.3. Que a SVS-MS implante um sistema de normatizagdo dos informes
técnicos dos conjuntos diagnOsticos, obrigando a que sejam
especificados com clareza os diversos componentes (antigenos, soros,
placas, outros reagentes etc.), bem como outros dados de importéncia
para a sua execugdo, como a implantagio de um sistema de
normatizagdo das embalagens e componentes minimos necessarios aos
conjuntos diagndsticos. Que a SVS-MS em conjunto com o Instituto de
Controle de Qualidade em Saide (INCQS) - MS e a COLAB-FNS-MS
credenciem Centros de Referéncia Nacional para a avaliagdo dos
conjuntos diagnosticos na rede SUS e que o laudo de avaliagio seja pré-
requisito para o registro do produto no MS.

5.4. Que representantes tanto da SVS-MS como do INCQS sejam
informados das atividades deste Comité.

5.5. Que seja dada continuidade ao trabalho deste Comité no tocante a
andlise de outros conjuntos diagnoésticos, de principios diferentes ao da
HALI, tais como ELISA, imunofluorescéncia e de outros que, no futuro,
sejam considerados pertinentes. Para tanto, a COLAB/CENEPI/FNS em
conjunto com a GT-Chagas/DEOPE/FNS deverdo possibilitar a
aquisigdo e fazer a respectiva distribuigdo para os laboratérios de
referéncia responsaveis pela avaliagdo.

5.6. Que se divulguem os resultados constantes neste relatério, levando em
consideragdo os aspectos éticos pertinentes, em orgdos de ampla
divulgagdo técnico-cientifica, no &mbito do préprio Ministério da
Sande, assim como em revistas especializadas em Satde Publica, em
doengas infecciosas e parasitdrias, visando ndo apenas informar aos
Laboratérios Centrais de Saude Publica (LACENS) e Hemocentros, mas
também a todos os profissionais de saide e pesquisadores interessados
no assunto em questédo,

5.7. Que os resultados e as recomendagdes deste documento sejam
comunicados a cada um dos fabricantes dos conjuntos diagndsticos
avaliados, visando a um aprimoramento na qualidade dos mesmos.

5.8. Que as consideragdes constantes em “Minuta Padrdo” sejam
referendadas como um instrumento legal que permita a compra de CDs
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de boa qualidade e ndo apenas aqueles que, apesar de apresentarem o
menor prego, tém qualidade discutivel.

5.9. Que este tipo de avaliagdo seja estendido para outros agravos de
importancia epidemiologica no Brasil, como infec¢do pelo HIV,
hepatite, sifilis, maléria, leishmanioses etc.

SUMMARY

Multicentric study: evaluation of the performance of kits for indirect
hemagglutination available in Brazil for the serological diagnosis of the
infection by Trypanosoma cruzi

By initiative of the Coordination of the National System of Public
Health laboratories, the Ministry of Health designated a Committee
composed by members of the scientific community and services with the
proposal of evaluation of the different kits available in the market for the
serological diagnosis of American Trypanosomiasis. Five laboratories
evaluated the eleven kits available for indirect hemagglutination test (IHA)
following strictly the technical instructions of each. Each kit was tested
through results obtained with a panel of 87 sera (52 positive and 35 negative)
originated from the serotheques of the same participant laboratories. The
reactivity of the samples was based on results obtained with
immunoenzimatic (ELISA) and indirect immunofluorescence (1:40 dilution)
tests. A total of 4.524 serological tests for IHA were performed with the 11
kits. The performance of each serum for each kit for each laboratory was
analyzed in relation with reproducibility, specificity and sensibility. Three
main conclusions were drawn: a) significative differences were detected
among the 11 kits tested, with four of them acceptable in terms of no false
negative results; b) a good performance was related as a whole with the cut
off titer recommended by each manufacturer, in such a way that those with
lower cut-off (1:8/1:16 or 1:10/1:20) have had a better performance than
those which fixed cut off at 1/40, without worse specificity; c) the inclusion
of all the necessary reagents optimizes the performance of each Kit.
Recommendations for the factories were made, in order to obtain a better
performance from each kit, and also for the authorities for periodical
evaluations,

KEYWORDS: Chagas  disease.  Serological  diagnosis.  Indirect

Hemagglutination Test. Trypanosoma cruzi. Multicentric
study.
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ANEXOS

Anexo 1. Relagdio das amostras selecionadas pelo Comité, para constituir o painel de soros
empregados na andlise dos conjuntos diagnosticos de HAI, para diagnéstico de
tripanosomiase americana,

SOROS POSITIVOS

No. PROCEDENCIA __ IDENTIFICACAQ F1=>40 ELISA DO/DO pe
01 FIO2 VL 99/9441 POS 2,561/0,306
02 F103 VL 113/9442 POS 2,202/0,306
03 FIO1 VL. 2555/9455 POS 2,406/0,306
04 FI013 VL 2567/9457 POS 2,378/0,306
05 FIO14 VL 548/9457 POS 2,348/0,306
06 F1020 VL 1340/9475 POS 2,434/0,306
07 GOCHS 270795/5055 POS 2,186/0,306
08 GOCH6 280795/5056 POS 2,157/0,306
09 GOCHY 170895/5071 POS 2,321/0,306
10 GOCHI10 280895/5109 POS 2,167/0,306
11 GOCHI11 280895/5110 POS 2,044/0,306
12 GOCHI6 220995/5135 POS 1,979/0,306
13 GOCHI19 181095/5248 POS 2,246/0,306
14 GOCH21 261095/5254 POS 2,208/0,306
15 GOCH22 061195/5263 POS 2,188/0,306
16 GOCH28 231195/5284 POS 2,386/0,306
17 GOCH33 080196/5333 POS 2,087/0,306
18 GOCH34 090196/5334 POS 2,124/0,306
19 GOCH40 010296/5372 POS 2,392/0,306
20 GOCH42 080296/5381 POS 2,205/0,306
21 FPS/HSP 0500136924-0 POS 1,938/0,304
22 FPS/HSP 0500136910-0 POS 1,708/0,304
23 FPS/HSP 0500137244-5 POS 2,089/0,304
24 FPS/HSP 0500136911-8 POS 2,141/0,304
o FPS/HSP 0500136839-1 POS 1,373/0,304
26 FPS/HSP 0500106469 POS 2,402/0,304
27 HEMOPE 03 M.CM. POS 1,832/0,302
28 HEMOPE 18 CAP POS 2,088/0,307
29 HEMOPE 26 G.AP. POS 2,411/0,307
30 HEMOPE 35 LM.C, POS 2,030/0,307
31 FIO7 VL1401/9451 POS 2,310/0,306
32 FIO 12 VL2565/9456 POS 1,994/0,306
33 FIO 16 VL2655/9461 POS 1,953/0,306
38 GOCH 2 030795/5042 POS 2,109/0,306
39 GOCH 8 090895/5065 POS 2,109/0,306
40 GOCH 12 280895/5111 POS 2,161/0,306
42 GOCH 26 201195/5274 POS 1,049/0,306
43 GOCH 29 291195/5292 POS 2,312/0,306
44 GOCH 30 281195/5293 POS 2,237/0,306
45 GOCH 35 110196/5335 POS 1,781/0,306
46 GOCH 41 050296/5374 POS 2,087/0,306
48 GOCH 48 050396/5481 POS 1,564/0,304
49 FPS/HSP 0500246736-9 POS 1,094/0,204
52 FPS/HSP 0500264224-1 POS 0,776/0,304
53 FPS/HSP 0500289356-2 POS 0,667/0,304
54 FPS/HSP 05002893546 POS 0,538/0,304
55 FPS/HSP 050009265-7 POS 1,532-0,304
56 FPS/HSP 270106,9.94 POS 1,048/0,304
57 FPS/HSP 500063905 POS 1,189/0,304
58 FPS/HSP 500063914 POS 2,101/0,304
59 FPS/HSP 500063917 POS 0,872/0,304
60 FPS/HSP 500080378 POS 0,718/0,304
366 REVISTA DE PATOLOGIA TROPICAL

SOROS-NEGATIVOS

No. __ PROCEDENCIA __ IDENTIFICACAO 1FI <40 ELISA DO/DO0pe
34 Fi0 23 VLI110/9448 NEG 0,006/0,306
35 FIO 24 VL2656/9462 NEG 0,006/0,306
36 FI10 26 VL2659/9465 NEG 0,0006/0,306
37 FIO 28 V1.2662/9468 NEG 0,005/0,306
50 FPS/HSP 0500246879-9 NEG 0,003/0,304
61 FPS/HSP 0500295979-2 NEG 0,004/0,306
62 F10 32 VL2667/9474 NEG 0,003/0,306
63 FIO 34 VL2674/9480 NEG 0,004/0,306
64 FIO 35 VL 2675/9481 NEG 0,005/0,306
65 GOCH 01 260695/5035 NEG 0,006/0,306
66 GOCH 07 040895/5058 NEG 0,005/0,306
67 GOCH 17 260995/5139 NEG 0,005/0,306
68 GOCH 18 021095/5142 NEG 0,005/0,306
69 GOCH 23 071195/5265 NEG 0,005/0,306
70 GOCH 24 131195/5269 NEG 0,007/0,306
N FPS/HSP 0500295888-5 NEG 0,003/0,303
72 FPS/HSP 0500295918-0 NEG 0,002/0,303
73 FPS/HSP 0500295908-3 NEG 0,002/0,304
74 FPS/HSP 0200029670-0 NEG 0,001/0,303
75 FPS/HSP 0500296055-3 NEG 0,001/0,304
76 FPSHSP 0500295679-3 NEG 0,001/0,302
77 FPS/HSP 0500295706-4 NEG 0,001/0,302
78 FPS/HSP 0500295645-9 NEG 0,001/0,302
79 FPS/HSP 0500295765-0 NEG 0,000/0,302
80 FPS/HSP 0500295647-5 NEG 0,000/0,302
81 FPS/HSP 05002956742 NEG 0,001/0,302
82 FPS/HSP 0500295690-4 NEG 0,001/0,302
83 FPS/HSP 0500295897-4 NEG 0,002/0,303
84 FPS/HSP 0200029676-9 NEG 0,003/0,303
85 FPS/HSP 0500295325-5 NEG 0,000/0,302
86 FPS/HSP 05002957021 NEG 0,001/0,302
87 FPS/HSP 0500295696-3 NEG 0,002/0,302
88 FPS/HSP 0200029699-8 NEG 0,001/0,303
89 FPS/HSP 0500295827-3 NEG 0,001/0,303
90 FPS/HSP 0700027409-3 NEG 0,001/0,303
367
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Anexo 3. Modelo de Roteiro para aval iag¢do de Conjuntos Diagnésticos

MINISTERIO DA SAUDE .

FUNDAGCAO NACIONAL DE SAUDE

CENTRO NACIONAL DE EPIDEMIOLOGIA (CENEPI) .

COORDENAGAO DO SISTEMA NACIONAL DE LABORATORIOS DE SAVDE PUBLICA (COLAB)

IV. - ROTEIRO PADRONIZADO PARA ELABORACAO DO RELATORIO SOBRE O ESTUDO DE
AVALIACAO DO TESTE DE HEMAGLUTINACAO PARA O DIAGNOSTICO DA DOENCA DE
CHAGAS.

1. - CONDICOES DE CHEGADA AO LABORATORIO DO KIT:
- Data do recebimento: Hora:

- Tipo de Embalagem:

- Lote n*:

- Validade:

- Componentes do Kit:

* N° de placas: (lote: )

* N° de frascos com diluente: vol./frasco: (lote: )

* N de frascos c/hemicias sensibilizadas: vol /frasco: (lote: )
* N° de frascos com 2 mercaptoetanol:  vol./frasco: (lote; )
* N de frascos com controle negativo: vol./frasco: (lote: )
* N° de frascos com controle positivo: vol./frasco: (lote: )

* Outros componentes:

- N° de frascos com : vol ffrasco: (lote: )
- N® de frascos com ¢ vol/frasco: (lote; )
= N° de frascos com 1 vol/frasco: (lote: )

2. - CARACTERISTICAS DOS COMPONENTES DO KIT:

Componentes Procedéncia/origem Observagdes
Hemécias sensibilizadas
Antigeno
Controle Positivo
Controle Negativo
Outro:
Outro;
Outro:
Tipo de meio empregado no cultivo do 7, cruzi:

3.- ANALISE CRITICA DO INFORME TECNICO OU "BULA" ANEXO AO KIT:
Apropriado ( ) Inapropriado ( )

4. - RESULTADOS OBTIDOS NA AVALIACAO DO KIT :
5. - RECOMENDACOES E COMENTARIOS:
6. - CONCLUSOES:

Instituigdo onde foi avaliado o KIT:

Data: _ /| e

(assinatura e carim bo.do responsavel)
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