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RESUMO

Evangelista, G. B. B. Manual técnico para producdo e uso do controle de
qualidade interno em Testes de Amplificacdo de Acidos Nucleicos (CQI-NAT).
2015. 110f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Medicina Ribeirdo Preto -
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2015.

A obrigatoriedade de realizacdo do Teste de Acidos Nucleicos (NAT) na
triagem laboratorial dos candidatos a doacdo de sangue, permite o aumento da
seguranca transfusional, uma vez que o teste detecta precocemente o material
genético dos virus transmissiveis por transfusdo. Com a introducdo do NAT na
pratica diaria dos servicos de hemoterapia brasileiros, foi também preconizada a
utilizacdo do controle interno de qualidade (CQI) como um parametro adicional para
liberac@o de resultados com maior confiabilidade. Este manual técnico tem como
objetivo subsidiar os servicos de hemoterapia na implantacéo e anélise do CQI-NAT,
auxiliando nas acGes de melhoria continua dos processos. Para tanto, foram
implantados e validados no laboratdrio NAT, do hemocentro de Ribeirdo Preto, nove
procedimentos operacionais que contemplam todo o fluxo de producdo das amostras
para CQI-NAT, desde sua validacdo com testes de homogeneidade e estabilidade,
definicdo dos limites dos graficos de controle e utilizacdo na rotina laboratorial,
possibilitando a identificacdo de erros sistematicos ou aleatorios que possam

prejudicar os resultados da rotina.



ABSTRACT

Evangelista, G. B. B. Technical manual for production and use of internal quality
control in Nucleic Acid Amplification Testing (NAT-CQI). 2015. 110f. Dissertacéo
(Mestrado). Faculdade de Medicina Ribeirdo Preto - Universidade de Sao Paulo,
Ribeirdo Preto, 2015.

The mandatory nucleic acid test in candidates for blood donors increased the
safety transfusion, since because the test detect first the genetic material of the virus
transmitted by transfusion. With the introduction of NAT in daily practice of blood
banks, the use of internal quality control also recommended as one additional
parameter to release results with more confiability. This technical manual can guide
the blood Banks in implantation of NAT-CQI to uniformize their production process
and analysis and contributing with the continuous process improvement. For both in
NAT laboratory of Ribeirdo Preto, were implemented and validated nine operating
procedures with the flow that allowed the production of NAT-CQI samples, from
validation with homogeneity and stability tests, definitions of the limits for the control
graphics to utilization in daily practice, enabling the identification of systematic or
random errors that can damaged the tests result.
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APRESENTACAO

Atualmente, a gestdo da qualidade é pratica intrinseca no ambito dos servicos
de hemoterapia para 0 monitoramento dos processos da rotina, com o objetivo de
oferecer a populacdo um produto final dentro dos padrbes de conformidade,
atendendo aos critérios de seguranca e qualidade.

Considerando a busca pela seguranca transfusional como um ponto importante
para o padrdo de exceléncia dos hemocomponentes e hemoderivados, o Ministério
da Saude tornou obrigatéria, em 2013, a realizacdo do Teste do Acido Nucleico
(NAT), que em conjunto com os testes de triagem soroldgica, visam diminuir a
transmissao de doencas infecciosas por transfuséo.

Dentro desse contexto, a utilizacdo de controle de qualidade interno, para o
monitoramento da reprodutibilidade das rotinas laboratoriais, inclusive do NAT, é
necessaria e obrigatoria pela legislacao brasileira.

Assim, este Manual técnico para producdo e uso do controle de qualidade
interno em Testes de Amplificacdo de Acidos Nucleicos (CQI-NAT) tem por objetivo
propor protocolos padronizados para producao de controle de qualidade interno para
o referido teste, além de auxiliar e orientar a Hemorrede quanto a utilizagdo do CQI-
NAT como importante ferramenta do sistema de gestdo da qualidade para
acompanhamento dos processos e proposicao de acdes de melhoria continua.
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MANUAL TECNICO PARA PRODUGAO E USO DO CONTROLE DE QUALIDADE INTERNO EM TESTES DE
AMPLIFICACAO DE ACIDOS NUCLEICOS (CQI-NAT).

INTRODUCAO

Teste do Acido Nucleico (NAT) para triagem laboratorial de doadores
de sangue no Brasil

Marco regulatério da implantagao, disponibilizagdo e obrigatoriedade
do NAT
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MANUAL TECNICO PARA PRODUGAO E USO DO CONTROLE DE QUALIDADE INTERNO EM TESTES DE
AMPLIFICACAO DE ACIDOS NUCLEICOS (CQI-NAT).

INTRODUCAO

1. Teste do Acido Nucleico (NAT) para triagem laboratorial de doadores de
sangue no Brasil.

O intenso aperfeicoamento dos conjuntos diagnosticos desde os anos 80, apos
o advento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), proporcionou 0
desenvolvimento de uma das éareas de suma importancia nos servicos de
hemoterapia, a triagem laboratorial. Também, as acdes de captacdo e de triagem
clinica dos candidatos a doacdo, ao longo dos anos, permitiram a selecdo de
doadores voluntarios e fidelizados e auxiliaram na diminuicdo da transmissao de
doencas infecciosas por transfusdo (Dodd, Notari e Stramer, 2002; Stramer et al.,
2004).

Ainda assim, € possivel ocorrer transmissdo de doencas infecciosas por
transfusdo, uma vez que a existéncia do risco residual transfusional pode ser
decorrente tanto da sensibilidade dos testes utilizados na triagem laboratorial, em
que nao é possivel identificar doa¢gBes que estejam no inicio do periodo de viremia
infecciosa, quanto de erros técnicos e humanos que ocorrem de forma sistematica
ou aleatéria durante a realizacdo das rotinas de testes (Busch et al., 2005).
Igualmente, a busca de testes por pessoas que tiveram uma recente exposicao ao
risco e a cinética de replicacdo viral durante o periodo compreendido entre a fase
inicial da infeccéo e a caracterizacdo da resposta imunolégica do organismo, janela
imunoldgica, podem contribuir para o0 aumento do risco residual transfusional (Busch
et al., 2005; Kleinman, Lelie e Busch, 2009). Dessa forma, 0 constante
aprimoramento das acfes de captacdo de doadores, bem como implantacdo de
conjuntos diagndsticos com maior sensibilidade e especificidade na detec¢do de

agentes infecciosos € essencial na busca da qualidade e seguranca transfusional.

No laboratério de sorologia, os testes imunoenziméaticos (do inglés, enzyme-
linked immuno sorbent assay, ELISA) de 32 geracdo permitem a deteccdo de
anticorpos ou antigenos presentes na amostra de plasma ou soro do doador. A
sensibilidade desses testes na deteccdo dos patdégenos apos a infec¢do é cerca de

20 dias para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), de 60 a 80 dias para o virus
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da hepatite tipo C (HCV) e, de 56 a 59 dias para o virus da hepatite tipo B (HBV)
(Busch et al., 1995; Stramer et al., 2004; Beer et al., 2006; Kleinman, Lelie e Busch,
2009; Kosan et al., 2010). Nos testes soroldgicos de 42 geracdo, também utilizados
pelos servigcos de hemoterapia para triagem de HIV e HCV em doadores de sangue,
ha a deteccdo simultanea de anticorpos e antigenos em uma mesma reacao. Este
fator possibilita uma diminuicdo do intervalo de deteccdo para aproximadamente 14
dias para o HIV e 17 dias para o HCV, sendo que este ultimo, quando comparado
com testes imunoenzimaticos apenas para anticorpos, apresenta uma reducéo de
70% no intervalo de deteccdo (Tuke et al., 2008; Daskalakis, 2011; Owen, 2012;
Cornett e Kirn, 2013).

Entretanto, a maioria dos testes apresentam limitacdes metodoldgicas, no caso
dos testes sorologicos, a deteccdo de antigenos e anticorpos depende previamente
da formacdo de uma resposta imunologica do organismo, impossibilitando a
identificag@o dos agentes virais no inicio de seu ciclo replicativo, aumentando, nesse
periodo, a possibilidade de transmisséo transfusional desses patégenos (Stramer et
al., 2004; Kleinman, Lelie e Busch, 2009).

Na década de 1990, iniciou-se a implantacdo das técnicas de biologia
molecular para pesquisa dos agentes infecciosos na triagem de doadores de
sangue. A Alemanha foi o primeiro pais a introduzir o NAT (1997) na triagem
laboratorial dos servicos de hemoterapia (Cardoso, Koerner e Kubanek, 1998). E,
devido a prevaléncia e longo periodo de janela imunoldgica, o HCV foi o primeiro
virus a ser pesquisado por tais técnicas (Cardoso, Koerner e Kubanek, 1998;
Willkommen, Schmidt e Lower, 1999; Coste et al., 2005).

Com a utilizacdo dos Testes de Amplificacdo de Acidos Nucleicos (NAT) é
possivel a deteccéo direta dos acidos nucleicos de virus na amostra do doador,
antes mesmo da producdo de anticorpos pelo organismo. Dessa forma, ha
diminuicdo do periodo de janela imunoldgica para 11, 12 e 20 dias apoés a infeccéo
para HIV, HCV e HBV, respectivamente (Roth, Weber e Seifried, 1999; Kleinman,
Lelie e Busch, 2009; Kosan et al., 2010). Entretanto, ha casos descritos de pessoas
gue com o NAT detectavel, especialmente para HCV e que ndo apresentam

soroconversdo, ou esta se d4 tardiamente (Stramer, 2004).
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2. Marco regulatério da implantacéo, disponibilizacdo e obrigatoriedade do
NAT.

A implantacdo do NAT nos servicos de hemoterapia nacionais foi introduzida
inicialmente, em 2002, pela publicacdo das Portarias n°® 262/2002 e n° 1.407/2002,
porém, uma vez identificada inexisténcia de registro dos conjuntos diagndsticos para
realizacdo do teste na triagem laboratorial de doadores, ambas foram revogadas
pela Portaria n® 79/2003. Essa, também nado pbéde ser praticada devido ao alto custo
de implantacdo da metodologia a época (BRASIL, 2002b; a; 2003; Jackson et al.,
2003; Petry, 2013).

Em 2004, foi publicada a Portaria n°® 112/2004, que possibilitou a implantagéo e
disponibilizagdo do teste de forma gradativa, além de determinar 0s servigos
responsaveis pela sua realizacdo, de maneira centralizada, para a Hemorrede
Nacional. Desde entdo, o Ministério da Saude promoveu o desenvolvimento e
producdo de um Kit nacional, bem como o registro e aprovacdo daqueles ja
disponiveis pelas empresas comerciais (BRASIL, 2004; Petry, 2013).

Assim, desde 2004, a evolucdo dos estudos de comprovacdo da eficacia e
eficiéncia do NAT na diminuicdo do risco residual de transmissao transfusional de
doencas infecciosas, fundamentaram tanto sua obrigatoriedade, no Brasil, pela
Portaria n® 2.712/2013 do Ministério da Saude e pela Resolucdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 51/2013 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
quanto a inclusdo dos critérios técnicos estabelecidos para realizacdo do NAT na
triagem de doadores de sangue, no ambito do SUS, pela Portaria n°® 25/2013 da
Comissédo Nacional de Incorporagdo de Tecnologias no SUS (CONITEC) e pela
Portaria Conjunta n® 239/2014 (BRASIL, 2013b; d; c; 2014b; c).

Em 2012, a Hemorrede Brasileira apresentou, 3.637.775 coletas de sangue,
dos quais 93,13% dessas coletas e 88,55% das transfusbes sdo realizadas no
Sistema Unico de Satde (SUS) (BRASIL, 2014a). Dessa forma, a importancia da

disponibilizacéo e obrigatoriedade do NAT em complemento aos testes soroldgicos
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atuais, contribui para reducdo do risco residual e aumento da seguranca
transfusional (AABB, 2011).

Existem trés kits comerciais NAT aprovados pelo Ministério da Saude e com
registro na ANVISA para utilizagcdo na triagem laboratorial de doadores de sangue.
Desses, dois sdo fabricados por empresas multinacionais e o outro é produzido
nacionalmente (ANVISA; Petry, 2013). O kit fabricado pela Gen-Probe
Incorporated®, Procleix Ultrio Assay® HIV/HBV/HCV, utiliza como metodologia a
amplificacdo mediada por transcricdo (TMA) que por meio de um ciclo continuo de
replicacdo do material genético e com temperatura constante, sintetiza ao final,
multiplas cépias de acido ribonucleico (RNA) do segmento de material genético alvo.
Sua plataforma € considerada totalmente automatizada, permitindo a realizacdo do
teste tanto em amostras individuais ou em pool de tamanhos variados (Mullis et al.,
1986; Grant e Busch, 2002; Gen-Probe, 2011).

O outro kit € o Cobas S201 TagScreen MPX® HIV/HBV/HCV, fabricado pela
Roche Molecular Systems Incorporated®, que utiliza como metodologia uma
variacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), a PCR em tempo real (RT-PCR
real time), que consiste em uma reacao de transcricdo reversa prévia catalisada pela
enzima transcriptase reversa, responsavel por sintetizar cépias de &cido
desoxirribonucleico (DNA) a partir do material genético alvo (RNA viral), seguida da
PCR que, utilizando sequéncias iniciadoras (primers) complementares ao fragmento
alvo, bases nitrogenadas, ions, enzima polimerase e trés etapas distintas de
temperatura (desnaturacdo, acoplamento de primers e extensdo) permitem a
amplificagdo exponencial de uma determinada sequéncia do material genético de
interesse. Ainda, pela incorporacdo de sondas fluorescentes a reacdo, a
amplificacdo desse material genético pode ser visualizada em tempo real, uma vez
que a emisséo de sinal fluorescente na fase exponencial da reagéo é proporcional a
guantidade de DNA alvo na amostra. Essa plataforma de testes € semi-automatizada
e permite o processamento de pool de seis amostras e amostras individuais (Mullis
et al., 1986; Grant e Busch, 2002; Roche, 2009b; a).

Os dois testes citados acima possibilitam a detec¢cdo dos virus HIV, HCV e

HBV em uma mesma reacdo, no entanto ha necessidade de se utilizar um kit
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complementar para discriminacdo dos virus em caso de amostras positivas (Roche,
2009b; Gen-Probe, 2011).

O kit NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos® é produzido nacionalmente pela
Fundacdo Oswaldo Cruz e, analogamente ao Cobas S201 TaqScreen MPX®
HIV/HBV/HCV, utiliza como metodologia de deteccdo a RT-PCR real time e
processa em rotina tanto amostras individuais quanto pool constituido por seis
amostras em plataforma semi-automatizada. O kit nacional detecta os virus HIV,
HCV e HBV, em uma mesma reacdo, e possibilita a identificacdo discriminatoria
desses quando presentes na amostra positiva, ndo sendo necessaria a utilizacédo de
kit complementar (Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, 2011).
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem por objetivo elaborar um manual técnico que redna todos os
procedimentos, de forma sistematizada e criteriosa, para a implantacdo do controle
de qualidade interno para os testes de amplificacdo de acidos nucleicos (CQI-NAT)

no servigo de hemoterapia do Hemocentro de Ribeirdo Preto.

1.1.OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver protocolos padronizados para producdo do CQI-NAT pelo

Hemocentro de Ribeirdo Preto;

e Estabelecer os critérios de aceitacdo para utilizacdo do CQI-NAT na rotina de

testes;
¢ Analisar a reprodutibilidade do CQI-NAT proposto;

e Auxiliar e orientar a Hemorrede quanto a utilizacdo do CQI-NAT, para triagem
laboratorial de doadores de sangue, considerando as fases analiticas e poés-

analiticas do processamento dos testes.
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CAPITULO |

Principais virus transmissiveis por transfusdo com triagem disponivel pelo NAT

Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)
Virus da hepatite tipo B (HBV)

Virus da hepatite tipo C (HCV)

26



MANUAL TECNICO PARA PRODUGAO E USO DO CONTROLE DE QUALIDADE INTERNO EM TESTES DE
AMPLIFICACAO DE ACIDOS NUCLEICOS (CQI-NAT).

CAPITULO |

1. Principais virus transmissiveis por transfusdo com triagem disponivel
pelo NAT.

1.1.Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)

O HIV é um virus da familia Retroviridae e possui classificacdo em quatro
grandes grupos, M, N, O e P e, estes em diversos subtipos, sub-subtipos e, ainda
em formas recombinantes circulantes (CRF). S&o virus constituidos por duas fitas
idénticas de acido ribonucleico (RNA), envolvidas pelas proteinas que compdem o
capsideo (p24) e o nucleocapsideo, onde também estdo presentes as enzimas
(transcriptase reversa, protease e integrase) responsaveis pela replicacdo e
integracdo do material genético viral na célula hospedeira (Goto, Nakai e lkuta, 1998;

Turner e Summers, 1999).

O seu genoma, é composto por genes estruturais (gag, pol e env), comuns aos
retrovirus, além de seis origens de replicacdo (do inglés, open reading frame, ORF)
responsaveis pela codificacdo de proteinas reguladoras da transcricdo viral e
proteinas auxiliares (Gelderblom, Ozel e Pauli, 1989; Bordin, Langhi e Covas, 2007).

O curso da infeccdo pelo HIV é definido pelas fases de laténcia; na qual ha
replicacdo viral restrita ao parénquima ou local de inoculacdo e, devido a
sensibilidade analitica dos testes atuais ndo é possivel a deteccdo dessas particulas
(Fiebig et al., 2003; Busch et al., 2005); fase de replicacdo com a disseminacéao viral
no sangue periférico, estabelecimento da infeccdo e possibilidade de deteccdo do
RNA viral e do antigeno p24 e, finalmente fase de platd, que apresenta carga viral
constante. Apds essa Ultima fase, ocorre o periodo de soroconversao, no qual é

possivel a deteccao de anticorpos anti-HIV (Kleinman, Lelie e Busch, 2009).

Os dados epidemioldgicos demonstram que aproximadamente 718 mil pessoas
vivem com HIV/Aids no Brasil, com notificacdo média de 37.446 novos casos por
ano (BRASIL, 2013a). Entre 2007 a 2013, foram feitas 58 notificacdes de doengas

transmissiveis por transfusdo no Sistema de Notificacdo em Vigilancia Sanitaria -
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NOTIVISA/ANVISA/MS, sendo que dessas, 11 casos concluidos e confirmados

correspondem a transmisséao transfusional de HIV (Brasil, 2014d).

Na triagem laboratorial para o HIV, realizada pelos servicos de hemoterapia
brasileiros, é preconizado o uso de dois tipos diferentes de testes, um ensaio do tipo
ELISA, ou um teste de deteccdo combinada, que identifica o anticorpo anti-HIV e o
antigeno viral especifico (p24) em 22 dias apos a infeccdo, e o NAT, que detecta o
RNA viral apés 11 dias de infeccdo (Schreiber, 1996; Sabino et al., 1999; Stramer et
al., 2004; BRASIL, 2013b). Para realizacdo de exames confirmatérios, quando
realizados por estes servicos de hemoterapia, sao utilizados o teste Western Blotting

e a imunofluorescéncia indireta.

1.2.Virus da hepatite tipo B (HBV)

Em 1963 foi descoberto no soro de um aborigene na Australia, um antigeno
gue reagia em contato com soro de hemofilicos que tinham sido poli transfundidos,
sendo atribuido a este antigeno a denominacdo de antigeno Australia que
posteriormente foi denominado antigeno de superficie da hepatite B (HBsAQ).
(Blumberg, 1965; Blumberg,1966). Desse modo a Hepatite tipo B foi a primeira
infeccdo identificada como passivel de transmisséo transfusional, com a transfusao
de hemoderivados associada ao desenvolvimento de hepatite clinica (Dane, 1970;

Dwyre, Fernando e Holland, 2011).

O HBV pertence a familia Hepadnaviridae e € classificado em oito genétipos,
de A-H, possui trés tipos de particulas virais. Duas com formato de filamentos e
esferas, compostas pelo HBsAg e lipidios do hospedeiro e portanto, ndo sé&o
consideradas infecciosas. A terceira particula, o HBV infeccioso, além de possuir em
sua estrutura o envelope lipidico contendo HBsAg, apresenta um nucleocapsideo
interno composto de antigeno do nucleo, ou core, (HBCAQ), uma enzima polimerase
e 0 material genético constituido de dupla fita de acido desoxirribonucleico (DNA)

circular, que pode integrar-se ao DNA das células hepaticas dos individuos
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infectados. Cada gene presente no genoma é responsavel pela codificacdo de

diferentes antigenos relacionados a replicacéo viral e infeccéo (Liang, 2009).

O estudo das infeccBes por hepatites virais, realizado entre 2005 e 2009, nas
capitais do Brasil, demonstrou uma prevaléncia de 7,4% de HBV na populacéo,
considerando a positividade sorolégica do anticorpo contra as proteinas do core do
HBV, o anti-HBc. Os dados do Ministério da Saude apontam discrepancias entre as
notificacdes do NOTIVISA/ANVISA/MS e no Sistema de Informacéo de Agravos de
Notificacdo - SINAN/SVS/MS, sendo registrados 2 casos de HBV transfusional no
primeiro sistema e 1.541 casos de HBV atribuido a transfusdo sanguinea entre 2007
a 2011, no segundo sistema de notificagéo (Brasil, 2014d).

Dos adultos infectados com HBV, cerca de 90 a 95% s&o consideradas
curadas, com niveis do genoma viral indetectavel pelos testes disponiveis. Entre as
pessoas adultas infectadas, 5 a 10% evoluem para a forma crénica da doenca,
porém quando a infeccdo acomete criangas, o risco de cronicidade é de 90% para
aquelas com menos de um ano (BRASIL, 2005).

Atualmente, os testes sorologicos utilizados para triagem de doadores de
sangue permitem a deteccdo do antigeno HBsAg e anticorpos anti-HBc, ambos
possibilitam a caracterizacdo da fase da doenca, estando também disponivel a
realizacdo do NAT para HBV (BRASIL, 2013b).

Entretanto, mesmo com a alta sensibilidade e especificidade, os testes ainda
apresentam um percentual consideravel de resultados falsos positivos e ap6s o
contato com o virus, o periodo de janela imunologica pode variar de 20 a 30 dias
(Kleinman, Lelie e Busch, 2009; Kosan et al., 2010; Dwyre, Fernando e Holland,
2011).

1.3.Virus da hepatite tipo C (HCV)

Outro importante virus para a triagem laboratorial nos servicos de hemoterapia
€ o0 HCV, em que a transfusdo de sangue apresenta-se como segunda maior fonte

de transmissao (26,9%), com prevaléncia de 1,38% na populacao brasileira segundo
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estudo das infec¢des por hepatites virais, realizado entre 2005 e 2009 nas capitais
do pais. (Donahue et al.,, 1992; Bordin, Langhi e Covas, 2007; BRASIL, 2012).
Também os dados dos sistemas de informacdo do Ministério da Saude sobre a
transmissdo transfusional do HCV, sao divergentes, sendo que conforme o
NOTIVISA/ANVISA/MS, foram concluidos e confirmados 5 casos entre 2007 a 2013
e no SINAN/SVS/MS foram notificados 6.622 casos entre 2007 a 2011 (Brasil,
2014d).

Aproximadamente 80% das pessoas infectadas pelo HCV evoluem para as
formas crénicas da doenca e 0s 20% restante eliminam o HCV em um periodo de
seis meses apos infeccdo e sdo consideradas curadas, com niveis do genoma viral

indetectavel pelos testes disponiveis atualmente.

O HCV esta classificado na familia Flaviviridae, género Hepacivirus, e dividido
em sete genotipos principais, nomeados de um a sete, contando com mais de 80

subtipos.

O virus é constituido por molécula de RNA de fita simples, nucleocapsideo e
envelope. Possui genes que codificam as proteinas estruturais, necessarias para
montagem das novas particulas e, proteinas ndo estruturais, relacionados com o
complexo de replicacdo viral, que ocorre exclusivamente no citoplasma da célula

hospedeira (Simmonds et al., 1993; Simmonds, 2004).

Nos servicos de hemoterapia, a deteccdo do HCV é realizada geralmente por
ensaio do tipo ELISA, que detecta anticorpos anti-HCV presentes no soro do
candidato a doacao (BRASIL, 2013b) em aproximadamente 70 dias ap0s o contato
viral e, também, por NAT que detecta o RNA viral apos 12 dias de infecgéo
(Schreiber, 1996; Busch et al.,, 2000; Kleinman, Lelie e Busch, 2009; Dwyre,
Fernando e Holland, 2011). Outros ensaios de deteccdo de anticorpos especificos
contra o HCV como aqueles utilizando antigenos aderidos a tiras de nitrocelulose,
quantificacdo de carga viral e genotipagem do HCV, também tem sido empregados

em servigos de hemoterapia como testes suplementares.
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CAPITULO Il

1. A qualidade e o inicio do sistema de gestdo aplicado aos servigcos de
hemoterapia.

No Brasil, ap6s 1916, foram implantados o0s servicos especializados na pratica
hemoterapica, e nesta ocasido a qualidade do produto hemoterapico era percebida
pela selecdo de doadores com boas condi¢cdes de saude. Na década de 40, a
tematica da qualidade na selecdo dos candidatos a doacgdo, nas transfusdes, na
seguranca e comodidade e no atendimento dos doadores e pacientes era
amplamente abordada no ambito desses servicos (JUNQUEIRA, ROSENBLIT e
HAMERSCHLAK, 2005).

No ano de 1980, foi criado o Programa Nacional de Sangue e Hemoderivados
para organizagdo e edicdo de normas de regulamentagdo da atividade
hemoterapica. Em seguida, o programa contou com a criagcdo de uma comissao
responsavel por implantar nos servicos de hemoterapia as diretrizes para a nao
comercializacdo de sangue; para o atendimento universal da populacdo e para a
qualidade na prestacdo dos servicos. Além disso, a cooperacao técnica entre a
Franca e o Brasil apresentou grande importancia na implantacdo de padrdes
internacionais de seguranca transfusional e de qualidade, inclusive em relacdo a
utilizacdo dos controles de qualidade na rotina laboratorial (JUNQUEIRA,
ROSENBLIT e HAMERSCHLAK, 2005).

Entretanto, as acdes e percepcdes de qualidade, nos servicos de hemoterapia,
somente tiveram um efetivo alcance social em 1998 quando o governo Federal
langcou como tema da Meta Mobilizadora Nacional do Setor de Saude o “sangue com
garantia de qualidade em todo o seu processo até 2003”, fortalecendo a prética
hemoterapica brasileira com qualidade e seguranca transfusional (BRASIL, 1999).

32



MANUAL TECNICO PARA PRODUGAO E USO DO CONTROLE DE QUALIDADE INTERNO EM TESTES DE
AMPLIFICACAO DE ACIDOS NUCLEICOS (CQI-NAT).

2. Conceito de qualidade

O conceito de qualidade teve seu marco histérico em 1920, com o inicio da era
industrial e a producdo em massa e, nessa época, estava relacionado a inspecao do
produto final. A evolugéo, desde o primeiro conceito, possibilita atualmente a analise
de todos os processos envolvidos com a producdo e a satisfacdo do usuério e,
nesse contexto, é possivel definir a qualidade esperada de determinado servigco ou
produto final considerando a avaliagdo de seus processos de produgédo (Malik e
Schiesari, 1998).

Assim, a avaliacdo da qualidade deve seguir critérios previamente
estabelecidos e em conformidade com o produto ou servico oferecido, além de
utilizar-se das ferramentas disponiveis, dentro do escopo do sistema de gestdo da
qualidade, para o monitoramento de todo o processo (Malik e Schiesari, 1998).

A interacdo entre 0s processos, produtos e servigcos, ferramentas de avaliacao,
0 monitoramento e documentacao configuram o sistema de gestdo da qualidade, por
meio do qual € possivel o gerenciamento e a prevencdo de ndo conformidades,
alcancando continuamente melhores resultados (Malik e Schiesari, 1998; ABNT,
2008b; a; Técnicas, 2008).

No ambito dos servicos de hemoterapia, a relacdo entre o hemocentro, o
doador e o paciente conforma uma interacao cliente-fornecedor. Assim, o sistema de
gestdo da qualidade, quando relacionado com os servicos de hemoterapia,
possibilita a padronizacdo dos procedimentos, adequagéo e controle dos processos,
desde a selecdo de doadores até a transfusdo sanguinea, permitindo o atendimento
as legislacdes vigentes e a constante melhoria da qualidade dos hemocomponentes

oferecidos e dos servicos prestados (Malik e Schiesari, 1998).
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3. Os resultados do controle de qualidade como ferramenta de avaliagéo

Para monitorar e mensurar a qualidade, no inicio dos anos 30, W. A. Shewhart
prop6s a aplicacdo, no escopo da gestdo da qualidade, de graficos de controle,
desenvolvidos para auxiliar na melhoria da producédo industrial, na oferta dos
servicos e na diminuicdo dos custos. Posteriormente, outras ferramentas
estatisticas, padrées, indicadores e avaliagdes possibilitaram comparacdes internas
e externas, monitoramento dos processos e avaliagdo do desempenho institucional
(Deming, 1990; Malik e Schiesari, 1998).

Em 1950, as técnicas para monitorar e mensurar a qualidade industrial foram
adaptadas por Levey-Jennings que, baseado nos graficos de controle de Shewhart,
utilizou plasma congelado com resultados conhecidos para controle dos ensaios
laboratoriais. Analogamente ao aplicado na indlstria, aos resultados obtidos pelo
processamento do plasma nos ensaios laboratoriais, eram realizadas analises
estatisticas e definidos limites de aceitacdo para os ensaios. Em 1981, James
Westgard descreveu o uso de regras multiplas, com combinacéo de varios critérios
que podem determinar a aceitabilidade de uma corrida analitica. Tais regras sdo
atualmente aplicadas para o controle de qualidade interno da triagem sorolégica
realizada nos servicos de hemoterapia (Westgard et al., 1981; Oliveira e Mendes,
2011).

Também, em 1980, a avaliacdo da qualidade em saude de maneira global, foi
descrita por Avedis Donabedian considerando a estrutura, oS processos e 0s
resultados no ambito dos sistemas de saude, atendendo assim a avaliagdo dos
recursos fisicos, disponibilidade de profissionais capacitados, existéncia de
equipamentos e manutengbes e, organizacdo dos servicos. Posteriormente o
conceito de qualidade foi ampliado e a ele foram introduzidas as teméaticas de
eficacia, efetividade, eficiéncia, otimizacdo, aceitabilidade, legitimidade e equidade
(Donabedian, 1994; Malik e Schiesari, 1998).
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O controle de qualidade dentro do escopo atual do sistema de gestdo da
qualidade é atualmente uma das ferramentas que, quando aplicada em conjunto
com a rotina de testes de triagem laboratorial dos servicos de hemoterapia,
possibilita monitorar a reprodutibilidade, ou seja, avaliar o desempenho de um
meétodo validado durante seu uso na rotina, controlar e acompanhar o processo com
base em dados estatisticos e, indicar aceitacdo ou rejeicdo de um determinado
resultado conforme os limites estabelecidos como aceitaveis, evidenciando a
necessidade de repeticdo de uma rotina que esteja fora dos padrées (THOMPSON e
WOOD, 1995; van der Voet, van Rhijn e van de Wiel, 1999). Ainda, a analise critica
dos dados estatisticos ou indicadores fornecidos pelo controle de quelidade, permite
a identificacdo de possiveis erros aleatorios ou sistematicos, que podem impactar
negativamente na qualidade dos resultados finais (ISO:9000, 2005; Sakuma,
Ottoboni e Sierra, 2011).

As causas de erros identificadas podem ser previstas e corrigidas pela
aplicacdo de acbes preventivas ou corretivas, considerando o treinamento técnico
dos profissionais responsaveis pela execucdo dos testes, a realizacdo das técnicas
conforme os procedimentos operacionais padrdo (POP), a estrutura do laboratorio,
0S equipamentos utilizados, o armazenamento dos insumos, a conservagao dos
registros gerados e sua recuperacao e, os métodos empregados. Portanto, todo o
conjunto de processos deve trabalhar em consonancia para producéo de resultados
qualificados e confiaveis, sendo o controle de qualidade uma responsabilidade
compartilhada entre toda equipe (Sakuma, Ottoboni e Sierra, 2011).

4. Indicadores

O principal objetivo dos indicadores é o acompanhamento dos padrdes e metas
estabelecidas, auxiliando no sistema de gestdo da qualidade e nas agbes de
planejamento e melhoria continua. O bom indicador deve fornecer parametros para
avaliagcéo dos processos além de demonstrar a confiabilidade dos resultados obtidos
(Malik e Schiesari, 1998).

Como caracteristica, um indicador deve ser implementado para avaliar casos

em que existam ou possam existir potenciais problemas na qualidade, sendo
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desejavel que o mesmo auxilie na definicho de ndo conformidades com
especificidade, evidéncia, disponibilidade de dados, comparabilidade, validade,

analise evolutiva e custo-efetividade (Mainz, 2003).

Dessa maneira, considerando as definicbes para os indicadores, podemos
transpor a interpretacdo de que os dados do controle de qualidade interno podem
ser considerados indicadores de efetividade e eficiéncia do processo, demonstrando
que os resultados esperados sdo alcancados com o uso eficaz dos recursos

disponiveis (Malik e Schiesari, 1998).

5. Avaliacado de indicadores e andlise critica

A andlise de indicadores ndo pode ser realizada de maneira isolada, devendo
considerar também os critérios de estrutura, do processo, 0s resultados esperados e
as condicdes nas quais os dados estdo sendo reproduzidos. Dessa forma, depois de
estabelecida a sistematica de avaliacdo e monitoramento, € possivel utilizar os
indicadores para propor adequacdes de planejamento, acbes preventivas e de

melhoria continua (Malik e Schiesari, 1998).

Apés verificacdo dos resultados apresentados pelo grupo de indicadores e
identificacdo de uma potencial e possivel ndo conformidade inerente ao processo, é
necessario elaboracdo de plano de acdo, adotando uma das ferramentas que o
sistema de gestdo da qualidade oferece. Como concluséo, torna-se possivel, pela
analise critica dos indicadores de controle de qualidade interno, a proposicdo de
solugOes eficazes e a antecipacdo da tratativa aos problemas em potencial, que
podem gerar variagbes desnecesséarias ao processo, produto ou servico (Deming,
1990).

6. Melhoria continua da qualidade

As acdes de melhoria devem ser tratadas de maneira organizada com foco na

identificagdo e prevencdo das potenciais ndo conformidades. De maneira pratica,
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com a utilizacdo das ferramentas da qualidade € possivel identificar acdes e
solucdes utilizando-se o denominado ciclo PDCA (Planejar-Fazer-Verificar-Agir ou
Plan-Do-Check-Act) (Malik e Schiesari, 1998).

Acoes:
e Corretivas
e Preventivas

e Melhoria Continua Definigéo
/  de
_,—X Métodos
C D ™
ar
ultados Execugio

Figura 1: Ciclo Plan, Do, Check, Act (PDCA). Ferramenta de gestdo da
gualidade que tem como ponto inicial: o planejamento (do inglés, plan) no qual
h& definicdo das metas para um determinado processo; o fazer (do inglés, do)
que compreende as fases de treinamento, execucédo e coleta de dados para
verificar (do inglés, check) o cumprimento das metas e alcance dos resultados.
Posteriormente, o processo pode ser aprimorado com base nas a¢6es (do inglés,
action) corretivas, preventivas e de melhoria continua. Esquema modificado a
partir de: http://www.qualidade.wikidot.com/ciclo-pdca.

O controle de qualidade e o acompanhamento dos resultados podem ser
identificados no ciclo PDCA no momento da verificacdo (checar), que é essencial
para avaliar os resultados frente ao planejamento e identificar evidéncias de

atendimento aos objetivos propostos.

A realizacdo do controle de qualidade na rotina de triagem laboratorial de
doadores de sangue, inclusive no NAT, é preconizada conforme as Portarias
Ministeriais n° 1.544/1997 e n° 2.712/2013, com o0 objetivo de assegurar ao produto

final e ao servigo oferecido um padrdo 6timo de qualidade (BRASIL, 1996; 2013b)
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MANUAL TECNICO PARA PRODUGAO E USO DO CONTROLE DE QUALIDADE INTERNO EM TESTES DE
AMPLIFICACAO DE ACIDOS NUCLEICOS (CQI-NAT).

Em laboratérios analiticos, o controle de qualidade é dividido em dois tipos, o
controle de qualidade interno (CQI), no qual amostras conhecidas, padronizadas
pelo proprio laboratério ou adquiridas comercialmente, sdo testadas rotineiramente
para monitorar os procedimentos da fase analitica, detectando erros ou variagbes
intralaboratoriais, e o controle da qualidade externo (CQE), que consiste na
aplicacdo de ensaios de proficiéncia, pelo processamento de amostras ou painéis
com resultados conhecidos somente pelo produtor do CQE, distribuidos entre
diferentes laboratérios, para avaliagdo e monitoramento continuo do desempenho
(Valentine-Thon, 2002; Laperche et al., 2009).

Assim, seguindo o escopo do sistema de gestdo da qualidade e a padronizagéo
dos procedimentos, apods introducdo do NAT na rotina de testes de triagem
laboratorial dos doadores da Hemorrede nacional, é recomendada a realizacédo de
CQI para as rotinas e para a validacdo dos lotes dos conjuntos diagndsticos
(BRASIL, 2013b). Sendo possivel evidenciar, com um CQI padronizado, tanto
variacbes no desempenho a cada novo lote utilizado, quanto possiveis erros ou

desvios inerentes ao processamento da rotina.

Cabe ressaltar que, de maneira distinta, ao empregar os controles fornecidos
pelo fabricante juntamente com o0s conjuntos diagndsticos, é possivel validar o
ensaio e os resultados das amostras referentes aquela determinada rotina de testes,
porém a percepcao e identificacdo de variacfes relacionadas ao processo, bem
como a ocorréncia de possiveis erros sistematicos ou aleatoérios, podem ser

dificultadas pelo uso de amostras-controle ndo padronizadas internamente.
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MANUAL TECNICO PARA PRODUGAO E USO DO CONTROLE DE QUALIDADE INTERNO EM TESTES DE
AMPLIFICACAO DE ACIDOS NUCLEICOS (CQI-NAT).

CAPITULO Il

Procedimentos Operacionais Padréo (POP)
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MANUAL TECNICO PARA PRODUGAO E USO DO CONTROLE DE QUALIDADE INTERNO EM TESTES DE
AMPLIFICACAO DE ACIDOS NUCLEICOS (CQI-NAT).

CAPITULO Il

1. Procedimentos Operacionais Padrao (POP)

Inicio

Selecionar bolsas
positivas e confirmar
reprodutibilidade da

amostra
Segregar e Aliquotar as
greg bolsas

armazenar as =l

- selecionadas no
bolsas selecionadas
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de diluicéo e
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estatisticamente
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Processar o CQI
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resultados
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Condicdes
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Figura 2: Fluxograma para producéo e validacdo do CQI-NAT. As formas ovais indicam o
inicio e o final do processo; os retangulos indicam as fases do processo; os losangos
recomendam uma decisdo; os circulos sdo conectores que indicam as decisbes e as setas
apontam o fluxo de informacéo através do fluxograma.
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MANUAL TECNICO PARA PRODUGAO E USO DO CONTROLE DE QUALIDADE INTERNO EM TESTES DE
AMPLIFICACAO DE ACIDOS NUCLEICOS (CQI-NAT).

O fluxograma apresentado na figura 2 descreve a sequéncia de etapas para
confeccdo e validacdo do CQI-NAT. De forma resumida, as bolsas positivas para
confeccdo do CQI-NAT foram obtidas de doagdes voluntérias realizadas no
Hemocentro de Ribeirdo Preto e cedidas ao estudo com consentimento livre e
esclarecido do doador, por meio de termo de consentimento, assinado no momento

da triagem clinica.

Os protocolos de producédo e uso do CQI-NAT foram elaborados e validados na
rotina do laboratério NAT do Hemocentro de Ribeirdo Preto, utilizando-se o Kit NAT
HIV/HCV, fabricado nacionalmente por Bio-Manguinhos, e a plataforma de
equipamentos do NAT nacional, composta pelo pipetador Janus (Perkin Elmer), o
extrator e purificador acidos nucleicos Biorobot MDX (Qiagen) e o termociclador ABI
7500 (Life Technologies) para amplificacdo e deteccdo dos acidos nucleicos (Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ, 2011; Petry, 2013).

A padronizacéo dos protocolos e a validacdo da estabilidade e homogeneidade
do CQI-NAT foram realizadas conforme recomendado pelas normas ISO
17025:2006 e 17043:2011, que dispdem sobre 0s requisitos gerais para laboratérios
de ensaio e calibracdo e avaliacdo de conformidade para ensaios de proficiéncia
(ABNT, 2006; 2011). Foi calculado desvio padrdo e coeficiente de variagdo e a
média tanto para os dados de processamento das 20 réplicas da diluicdo, para cada
virus alvo, selecionada como ideal para uso na rotina, quanto para os dados do teste
de homogeneidade e estabilidade do CQI-NAT produzido. Os limites de aceitacao do
gréafico de disperséo, para acompanhamento dos dados do CQI-NAT na rotina, foram
propostos considerando uma curva de distribuicdo gama e as analises estaticas dos

resultados de Cycle Threshold (Ct) de 20 réplicas da diluicdo selecionada para uso.

Como forma de possibilitar a rastreabilidade dos dados desde a selecédo da
bolsa positiva, diluichio e preparo das amostras, realizacdo dos testes de
homogeneidade e estabilidade e uso do CQI-NAT na rotina diaria, foram propostas
planilhas para registros das informacdes referentes a todo o processo, de acordo
com os principios da qualidade e das boas praticas de fabricacdo (ABNT, 2008a).
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MANUAL TECNICO PARA PRODUGAO E USO DO CONTROLE DE QUALIDADE INTERNO EM TESTES DE
AMPLIFICACAO DE ACIDOS NUCLEICOS (CQI-NAT).

Caso o CQI-NAT, durante seu processamento na rotina, apresentasse valores
fora dos limites de aceitacdo estabelecidos, os resultados das amostras ndo eram

considerados validos e a rotina NAT, repetida.
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1.1.SELECAO DAS BOLSAS PARA PRODUCAO DO CQI-NAT

OBJETIVO:

Selecionar bolsas de plasma de doadores, previamente triadas pela sorologia
e NAT e que apresentem resultados positivos para os virus alvo do NAT
utilizado na rotina do servi¢co de hemoterapia.

AMOSTRAS:

Bolsas de Plasma Fresco Congelado (PFC), positivas unicamente para 0s
virus de interesse e, negativas para o0s demais parametros soroldgicos
triados.

MATERIAIS:

e Computador com acesso ao sistema do ciclo do sangue e resultados
soroldgicos e do NAT;

e Sacos plasticos transparentes;

e Teste do Acido Nucleico — NAT, conforme utilizado na rotina diaria do
servico de hemoterapia;

e Etiquetas de identificacdo do material.

PROCEDIMENTO:

a) Pesquisar no sistema do ciclo do sangue para identificagdo das bolsas
positivas para a producédo do CQI-NAT,;

b) Repetir na rotina NAT a amostra referente a bolsa selecionada em oito
replicas e individualmente para avaliar sua reprodutibilidade;

c) Avaliar se as bolsas selecionadas apresentam resultados negativos/nédo
reagente para os demais parametros sorolégicos, como hepatite tipo B
(HBV), virus linfotrépico de células T humanas tipo 1/2 (HTLV-1/2), sifilis e
doenca de Chagas;

d) Registrar os dados de identificag&o, volume, data da coleta e resultados de
positividade referente a sorologia e NAT das bolsas selecionadas,
conforme Apéndice I;

e) Segregar as bolsas positivas e armazenar na temperatura de 80°C
negativos, em sacos plasticos transparentes, com etiquetas de
identificagdo de risco biologico e de acordo com o disposto na norma da
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas - ABNT NBR 7500:2013,
conforme Apéndice Il.
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1.2. ALIQUOTAGEM DAS BOLSAS POSITIVAS SELECIONADAS

OBJETIVO:

Distribuir uniformemente todo o plasma fresco da bolsa positiva em frascos
menores para facilitar posterior manipulacao e preparo do CQI.

AMOSTRAS:

Bolsas de Plasma Fresco Congelado (PFC), positivas unicamente para 0s
virus de interesse e, negativas para 0s demais parametros sorologicos
triados.

MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:

e Pinga com trava e esterilizada;

e Tesoura esterilizada;

e Gaze estéril;

e Alcool 70%;

e Tubos de polipropileno de fundo conico com capacidade para 50 mL,;

e Estante suporte para tubos;

e Sacos plasticos;

e Equipo de transfuséo simples;

e Homogeneizador automatico para bolsas;

e Banho-maria;

e Capela de fluxo laminar;

e Equipamentos de protecdo individual: luvas, jaleco descartavel, 6culos e
mascara.

PROCEDIMENTO:
a) Paramentar-se adequadamente com o0s equipamentos de protecao
individual;

b) Retirar as bolsas do freezer oitenta graus Celsius negativos (-80°C) e
dispor cada uma em sacos plasticos transparentes;

c) Levar as bholsas para o banho-maria e deixar descongelar completamente a
temperatura de 37°C;

d) Registrar o tempo e a temperatura de descongelamento das bolsas,
conforme Apéndice lll;
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Nota: deve-se ter cuidado no descongelamento para que a bolsa ndo rasgue
e ndo haja derramamento de plasma positivo no banho-maria, contaminando-
0.

e) Limpar a capela de fluxo laminar e o homogeneizador com alcool 70% por
3 vezes, aguardando o tempo de evaporagdo do alcool 70% antes de
limpar novamente as superficies;

f) Ligar a luz ultravioleta da capela de fluxo laminar por 20 minutos e registrar
em planilha prépria, conforme Apéndice IV;

g) ldentificar os tubos com a data da aliquotagem, o nimero de identificacao
da bolsa, o patégeno para o qual o plasma € positivo, a temperatura de
armazenamento como 80°C negativos e o responsavel pelo procedimento,
conforme Apéndice V;

h) Colocar todos os materiais e 0 homogeneizador dentro do fluxo laminar;

i) Colocar a bolsa de plasma no homogeneizador por 10 minutos em agitacao
média,;

j) Limpar com gaze estéril e alcool 70% a extremidade que da acesso ao
conteudo da bolsa de plasma e retirar o lacre de protecéo;

k) Cortar a extremidade distal da camara do equipo e descarta-la;

[) Pincar a extremidade distal do equipo para que o plasma ndo extravase e
inserir a agulha do equipo de transfusédo na bolsa de plasma;

m)Transferir o plasma da bolsa para o tubo de polipropileno de fundo conico,
completando seu volume até 45 mL;

Nota: repetir as etapas |, L e M, acima, até finalizar todo o conteddo de
plasma da bolsa;

Apos realizar as aliquotas de uma bolsa positiva para determinado virus, o
fluxo deve ser novamente limpo e a luz ultravioleta ligada por 20 minutos e
registrar em planilha prépria, conforme Apéndice IV. Também deve ser
utilizada outra tesoura e pinga com trava e esterilizada, para evitar
contaminacdo das amostras com demais virus.

n) Armazenar todas as aliqguotas em freezer com temperatura de 80°C
negativos, devidamente identificadas com etiqueta de risco biologico e de
acordo com o disposto na norma da Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas - ABNT NBR 7500:2013, conforme Apéndice II;

0) Limpar e organizar da area de trabalho utilizada.
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1.3.CURVA DE DILUICAO E SELNE(;AO DA AMOSTRA IDEAL PARA
PRODUCAO DO CQI-NAT

OBJETIVO:

Realizar curva de diluicdo a partir da aliguota de 45 mL da bolsa positiva e
selecionar a diluicdo ideal para producédo do CQI-NAT.

AMOSTRA:

Aliguota de 45 mL de PFC preparada conforme procedimento 1.2, positiva
para cada virus alvo.

MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:

e Estante suporte para tubos;

e Banho-maria;

e Tubos de polipropileno de fundo cénico com capacidade para 50 mL;

e Plasma Humano Negativo, preparado conforme procedimento 1.8;

e Pipeta graduada de 10 mL;

e Pipeta de 1.000 e de 200 pL e ponteiras descartaveis;

e Papel absorvente para forrar a bancada;

e Alcool 70%;

e Agitador de tubos;

e Equipamentos de protecdo individual: luvas, jaleco descartavel, o6culos e
mascara.

PROCEDIMENTO:
a) Paramentar-se adequadamente com o0s equipamentos de protecao
individual;

b) Limpar a bancada de trabalho com alcool 70% e forrar com papel
absorvente;

c) Descongelar em banho-maria na temperatura de 37°C uma aliquota de
PFC positivo para cada virus;

d) Identificar os tubos conforme tabela 1, abaixo.

Tabela 1: identificagéo dos tubos e diluigbes.
Tubos Solucéao Mae
Tubo 1 Diluigao 1:2
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Tubo 2 Diluicdo 1:4
Tubo 3 Diluicéo 1:8
Tubo 4 Diluicao 1: 16
Tubo 5 Diluigéao 1: 32
Tubo 6 Diluicdo 1: 64
Tubo 7 Diluicdo 1: 128
Tubo 8 Diluicdo 1: 256
Tubo 9 Diluigao 1: 512
Tubo 10 Diluigéo 1: 1024

e Preparo da solugédo mée:

e) Em um tubo de fundo cbénico de 50 mL adicionar PHN e a aliquota de
plasma positivo para o virus alvo, considerar o volume tanto o teste em
pool quanto individual.

e Exemplo de diluicdo realizada para avaliacdo das amostras
selecionadas para este trabalho:

o Para teste em pool:

Em um primeiro tubo, preparar a solucdo mé&e para HIV, adicionando
39,375 mL de PHN e 625 uL do plasma positiva para HIV.

Em outro tubo, preparar a solucdo mae para HCV, adicionando 39,687 mL
PHN e 313 uL do plasma positivo para HCV.

o Para teste individual, adicionar 39,844 mL PHN e 156 uL do plasma
positivo para HIV.

Nota: os volumes para preparo da solugdo méae devem considerar os valores
dos Ct obtidos inicialmente na triagem.

e Preparo dacurva de diluicdo seriada:

Nota: os volumes descritos abaixo se referenciam a curva de diluicdo seriada
realizada com as amostras utilizadas neste trabalho.

f) Dispor na estante suporte para tubos os tubos de fundo conico de 50 mL;

g) Distribuir em cada um dos tubos, 5 mL de PHN utlizando a pipeta
graduada,;
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h) Adicionar ao tubo 1, 1,5 mL da solu¢do mae;
i) Tampar o tubo 1 e homogeneizar vigorosamente por 5 minutos;

J) Abrir o tubo 1, conservar a tampa e transferir 5 mL para o tubo 2 com o uso
da pipeta graduada;

Nota: repetir as etapas H, | e J com os demais tubos, sucessivamente,
conforme figura 3:

N\
=" 1-1-1-1-a

Descarte

Figura 3: Esquema de diluicdo seriada. A figura demonstra esquematicamente a
confec¢éo da curva de diluicdo seriada em quatro diferentes concentracdes (tubos
azuis), a partir da solugdo méde com a maior concentracdo de amostra positiva (tubo
vermelho). Ao final, ap6s homogeneizagédo, o conteido de 5mL do ultimo tubo foi
desprezado, mantendo a propor¢édo de volume entre os tubos.

k) Desprezar, em descarte apropriado, o conteudo de 5 mL do ultimo tubo e
realizar a etapa | no ultimo tubo da curva;

[) Limpar e organizar da area de trabalho utilizada;

m)Submeter os tubos da curva de diluicdo seriada ao NAT, em duplicata para
cada diluigéo.

Nota: caso o NAT no servico de hemoterapia seja realizado em pool de
amostras e individual, deve-se fazer a avaliacdo das curvas de diluicdo para
essas duas situacdes especificas. Desse modo, no caso de utilizagcdo em
pool, esses também devem ser testados em duplicata, utilizando para sua
formacdo amostras da diluicdo seriada referente a cada virus alvo e PHN. E
recomendavel que a pipetagem do pool seja realizada pelo equipamento da
plataforma NAT.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS:

a) Analisar os resultados das duplicatas selecionar a maior diluicdo em que o
Ct da amostra positiva foi reprodutivel;
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b) Apds selecionar a diluicdo ideal de trabalho, realizar o NAT em 20 réplicas
desta diluicdo para confirmacao da sua reprodutibilidade;

Nota: para confirmacdo da reprodutibilidade da diluicdo deverdo ser testadas
20 réplicas da diluicdo em pool composto pelas diluicbes das amostras dos
virus alvo selecionadas para uso e PHN. Os registros devem ser realizados
conforme Apéndice VI.

c) Calcular, a partir dos resultados obtidos pelo processamento das 20
réplicas, a média, o desvio padrdo (DP) e o coeficiente de variacdo (CV) e
definir valores de referéncia para esses parametros, conforme o lote de
CQI-NAT produzido.

Nota: no CQI-NAT produzido foi utilizado critérios de coeficiente de variacao
abaixo de 10% a partir da média dos resultados de processamento de 20
réplicas da diluicdo selecionada para uso na confec¢do do CQI-NAT.

Célculo da média (X ): somar todos os valores (z x) e dividir o resultado

pelo numero de elementos somados (n).

X=X
n

X1+ X2 + X3 +...+ %20

Exemplo: X =
20

Equacdo 1: esquema que descreve o célculo utilizado para definicdo da média.

Célculo do desvio padréo: extrair a diferenca de cada valor (x) em relacao

a média (X ); elevar todas as diferencas ao quadrado e soma-las; dividir o
resultado por (n—1), onde (n) é o numero de elementos somados e, extrair a

raiz quadrada do resultado da divis&o.

Exemplo:

S :\/(Xl—Y)2 (2= X+ (x..— X F + (x20- X

19

Equacédo 2: esquema que descreve o célculo utilizado para definicdo do desvio padrao.

49



Célculo do coeficiente de variacdo (CV): dividir o desvio padrdo (S) pela

média dos resultados (7) e multiplicar por 100. O valor do coeficiente de
variacdo é dado em porcentagem (%).

Cv = ixlOO
X

Equacdo 3: esquema que descreve o calculo utilizado para definicdo do coeficiente de
variacao.

d) Definir, conforme curva de distribuicdo gama, resultados das 20 réplicas da
diluicdo ideal de trabalho e andlise estatistica pelo software de dominio
publico “R” (http://www.r-project.org/), os limites superiores e inferiores do
grafico controle para acompanhamento do CQI-NAT na rotina, conforme
férmula e programacao abaixo:

library(MASS)

x<-c(34.57, 36.69, 35.92, 36.44, 37.22, 37.83, 35.8, 38.32, 38.36,
37.57, 36.28, 38.85, 41.27, 40.85, 46.14, 36.73, 34.91, 34.89,
36.19, 35)

gammal <- function(x,theta,k,lambda) {
gammal <- ((1/(gamma(k)*theta™k)) * (x-lambda)*(k-1) * exp(-(x-
lambda)/theta))*(x>lambda) + 0*(x<=lambda) }

par(mar=c(5,3,1,1.5))

min<-trunc(min(x))

hist(x,prob=T,ylim=c(0,.25),ylab="Densidade",main="POOL  HIV" xlab="Valor
Ct")

a<-fitdistr(x,gammal,list(theta=2,k=2),lambda=min)
curve(gammal(x,a$estimate[1],a$estimate[2],min),xlim=c(0,100),add=T,col="bl
ue",n=1000,ylim=c(0,.25))
min+gqgamma(0.025,shape=a$estimate[1],scale=a$estimate[2])
min+ggamma(0.975,shape=a$estimate[1],scale=a$estimate[2])
min+gqgamma(0.05,shape=a$estimate[1],scale=a$estimate[2])
min+ggamma(0.95,shape=a$estimate[1],scale=a$estimate[2])

Equacédo 4: Descricdo exemplificada das linhas de comando R para a geragéo dos intervalos
de limite superior e inferior do grafico do CQI-NAT

Nota: na amostra com diluicdo selecionada para producéo do CQI-NAT, pode
ser realizada a quantificagao da carga viral.
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1.4.DILUICAO E PREPARO DO CQI-NAT

OBJETIVO:

Preparar as amostras de CQI-NAT conforme diluicdo e critérios definidos no
protocolo 1.3.

AMOSTRA:

Aliguota de 45 mL de PFC preparada conforme procedimento 1.2, positiva
para cada virus alvo.

MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:

e Etiquetas de identificacdo, conforme Apéndice VII;

e Estante para tubos;

e Tubos de polipropileno de fundo conico com capacidade para 50 mL;

e Microtubos de polipropileno de 1,5 mL;

e Pipeta de 1.000 uL e ponteiras descartaveis;

e Pipeta graduada de 25 mL;

e Plasma Humano Negativo, preparado conforme procedimento 1.7,

e Banho-maria;

e Agitador de tubos;

e Papel absorvente para forrar a bancada;

e Alcool 70%;

e Caixa tipo rack, para armazenamento;

e Equipamentos de protecdo individual: luvas, jaleco descartavel, 6culos e
mascara.

PROCEDIMENTO:

a) Paramentar-se adequadamente com o0s equipamentos de protecéo
individual;

b) Limpar a bancada de trabalho com alcool 70% e forrar com papel
absorvente;

c) Descongelar em banho-maria na temperatura de 37°C uma aliquota de
PFC positivo para cada virus;

d) Utilizar a formula abaixo para encontrar os volumes necessarios a diluicao
da amostra positiva com plasma humano negativo (PHN):

51



40 mL (volume final) = volume da aliquota positiva (mL) + PHN (mL)

Equacgao 5: esquema de célculo utilizado para diluigdo da amostra positiva com PHN.

Nota: utilizar 40 mL como volume final para facilitar a homogeneizacdo no
tubo de polipropileno de fundo cdnico de 50 mL.

e) Dividir 40 mL pela diluicédo ideal, conforme selecéo realizada no protocolo
1.3, para encontrar o volume (mL) necessario da aliquota positiva a ser
acrescido;

Nota: a diferenca entre a o volume final e o volume da aliquota positiva
corresponde ao volume necessario de PHN que deve ser acrescido a mistura.

e Exemplo:

o Concentracéo desejada = 1:64.

o Volume final = 40 mL

o 40 mL, dividido por 64 = 0,625 mL, que corresponde ao volume da
aliquota positiva a ser acrescido.

o 0,625 mL, subtraido de 40 mL = 39,375 mL, que corresponde ao
volume de PHN a ser acrescido.

Nota: os volumes descritos acima se referenciam ao preparo do CQI-NAT
deste trabalho, conforme diluicdo selecionada como ideal considerando o
valor de Ct da amostra inicial.

f) Adicionar ao tubo de polipropileno de fundo coénico os volumes de PHN e
aliguota positiva e homogeneizar delicadamente por 10 minutos;

g) Transferir 1.000ul do tubo de fundo cénico para o microtubo de 1,5 mL e, a
cada transferéncia, o conteutdo do tubo de fundo conico deve ser
homogeneizado aproximadamente cinco vezes com a pipeta de 1.000pl;

Nota: apds descongelamento do tubo de fundo conico com 45 mL do plasma
positivo, preparado conforme protocolo 1.2, a parte do conteudo que nao for
utilizada deve ser aliquotada em microtubo de 1,5 mL e identificados como
plasma positivo e armazenados a 80°C negativos, em caixa tipo rack, com
identificacdo conforme Apéndice V. Essa pratica tem como principal objetivo
evitar muitos descongelamentos e recongelamentos da aliquota positiva.

h) Identificar os microtubos de 1,5 mL com etiqueta conforme Apéndice VII;
i) Registrar a producéo do lote de CQI-NAT conforme Apéndice VIII;

]) Armazenar o lote de CQI-NAT na temperatura de 80°C negativos, em caixa
tipo rack, identificada para cada virus alvo e limpar e organizar da area de
trabalho utilizada.
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1.5.TESTE DE HOMOGENEIDADE

OBJETIVO:

Avaliar a homogeneidade das aliquotas do CQI-NAT, para cada virus alvo.

AMOSTRA:

Dez amostras de CQI-NAT, para cada virus alvo, preparadas conforme
protocolo 1.4.

MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:

e Teste do Acido Nucleico — NAT, conforme utilizado na rotina diaria do
servico de hemoterapia;
e Agitador de tubos.

PROCEDIMENTO:

a) Paramentar-se adequadamente com o0s equipamentos de protecdo
individual;

b) Selecionar aleatoriamente, para cada virus alvo, 10 amostras do lote de
CQI-NAT produzido.

Nota: para realizar a selecdo aleatéria de maneira confiavel, utilizar a funcéo
“aleatério entre”, do Excel. As etapas abaixo e o Apéndice IX - A e B,
descrevem a utilizacdo da funcéo para selecédo dos nimeros aleatorios.

o Listar na coluna do Excel o numero 1, que corresponde a primeira
amostra do lote do CQI-NAT e; o numero que corresponde a ultima
amostra do CQI-NAT do referido lote;

o Em uma célula do Excel, inserir a fun¢do abaixo:

fx =ALEATORIOENTRE(inferior;superior)

Equacgao 6: demonstracéo da fungdo aleatdrio utilizada para sele¢do das amostras de CQI-
NAT para o teste de homogeneidade.

Nota: inferior sera o niamero 1, ou seja, a primeira aliquota do CQI-NAT e;
superior sera a ultima aliquota do CQI-NAT do lote produzido, considerando a
identificagdo do CQI-NAT por numeros sequenciais, conforme proposta no
Apéndice VII.
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o A cada selecédo, a célula do Excel devera ser selecionada novamente
com duplo clique e, um cliqgue em uma célula em branco para que a
funcdo possa selecionar aleatoriamente os numeros entre o intervalo
determinado. Repetir essa etapa até obter 10 nimeros aleatorios.

c) Separar as 10 amostras de CQI-NAT correspondente aos numeros
selecionados aleatoriamente e descongelar a temperatura ambiente (22 a
24°C);

d) Homogeneizar as 10 amostras de CQI-NAT com auxilio de um agitador de
tubos;

e) Submeter as 10 amostras ao NAT, utilizado na rotina diaria;

Nota: no momento da realizacdo do NAT, identificar as duplicatas, no mapa
de trabalho da rotina, correlacionando-as com a amostra de CQI-NAT de
origem, conforme Apéndice X;

f) Limpar e organizar da area de trabalho utilizada.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS:

a) Registrar os resultados obtidos, conforme Apéndice X e proceder a analise
estatistica da homogeneidade considerando a média, o desvio padréo e
coeficiente de variacdo entre as amostras.

Nota: para classificacdo da homogeneidade das amostras, foram utilizados os
critérios de variacdo de dois Ct, acima ou abaixo, em relacdo a média dos Ct
obtidos, e o coeficiente de variacao inferior a 10%.
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1.6. TESTE DE ESTABILIDADE

OBJETIVO:

Avaliar a estabilidade das aliquotas do CQI-NAT, para cada virus alvo,
guando armazenadas em temperatura de 80°C negativos, durante os trés
primeiros dias de armazenamento.

AMOSTRA:

Trés amostras de CQI-NAT, para cada virus alvo, preparadas conforme
protocolo 1.4

MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:

e Teste do Acido Nucleico — NAT, conforme utilizado na rotina diaria do
servico de hemoterapia;

e Agitador de tubos;

e Freezer 80°C negativos com controle de temperatura;

PROCEDIMENTO:

a) Paramentar-se adequadamente com o0s equipamentos de protecao
individual;

b) Selecionar aleatoriamente, seis amostras, para cada virus alvo, do lote de
CQI-NAT produzido;

c) Separar as trés amostras, de CQI-NAT, para cada virus alvo,
correspondente aos numeros selecionados aleatoriamente.

d) Descongelar as trés amostras nas mesmas condi¢cbes de temperatura
ambiente;

e) Selecionar uma amostra e recongelar as demais;

f) Homogeneizar as amostras de CQI-NAT com auxilio de um agitador de
tubos;

g) Submeter cada amostra ao NAT, em trés dias subsequentes, congelando e
descongelando as amostras selecionadas para o teste;

h) Limpar e organizar da area de trabalho utilizada.
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INTERPRETACAO DOS RESULTADOS:

a) Registrar os resultados obtidos, e proceder a analise estatistica da
estabilidade considerando a meédia, o desvio padrdo e coeficiente de
variacao das réplicas, conforme Apéndice XI.

Nota: para classificacdo da estabilidade das amostras, foram propostos os
critérios de variacdo de dois Ct, acima ou abaixo, em relacdo a média dos Ct
obtidos, e o coeficiente de variacéo inferior a 10%.

Nota: recomenda-se avaliagdo da estabilidade com comparacdo dos
resultados, sendo que qualquer diferenca significativa dos resultados obtidos
pode ser evidéncia de instabilidade do CQI-NAT.
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1.7.PRODUCAO DO PLASMA HUMANO NEGATIVO (PHN)

OBJETIVO:

Producéo de plasma humano negativo (PHN), utilizado como diluente do CQI-
NAT, a partir de plasma fresco congelado.

AMOSTRA:

Cinco bolsas de plasma fresco, congeladas proveniente, de doadores que
tenham no minimo duas doacdes nos ultimos 12 meses e que apresentem
resultados sorolégicos negativos ou nao reagentes para HIV 1 e 2, Virus
linfotrépico Humano (HTLV) 1 e 2, HCV, HBV, Sifilis e doenca de Chagas,
bem como NAT negativo e microbiolégico negativo. Considerar a utilizacdo de
plasma que apresentem 0 mesmo grupo sanguineo.

MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:

e Pinga com trava e esterilizada;

e Tesoura esterilizada;

o Gaze estéril;

e Alcool 70%;

e Tubos de polipropileno de fundo conico com capacidade para 50 mL,;

e Estante suporte para tubos;

e Sacos plasticos;

e Equipo de transfusédo simples com filtro;

e Homogeneizador automatico para bolsas;

e Banho-maria;

e Capela de fluxo laminar;

e Equipamentos de protecdo individual: luvas, jaleco descartavel, 6culos e
mascara;

e Teste do Acido Nucleico — NAT, conforme utilizado na rotina diaria do
servico de hemoterapia;

e Freezer 20°C negativos, ou abaixo e com controle de temperatura;

e Equipamento de conexao esteéril;

e Bolsa de transferéncia;

e Bolsa de drenagem com capacidade para 2.200mL;

e Frasco de hemocultura aerobio;

e Agulha e seringa de 10 mL.
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PROCEDIMENTO:

a) Selecionar cinco bolsas de plasma fresco congelado que tenham sido
coletadas no dia, provenientes de doadores com no minimo duas doacfes
nos ultimos 12 meses e resultados negativos ou nao reagentes para todos
os testes sorologicos e NAT. Registrar as bolsas selecionadas conforme
Apéndice XIl;

b) Paramentar-se adequadamente com o0s equipamentos de protecao
individual;

c) Proceder a realizacdo do NAT individual nas bolsas selecionadas para
compor o lote de PHN;

d) Retirar as bolsas do freezer e dispor cada uma das bolsas em sacos
plasticos transparentes;

e) Levar as bolsas para o banho-maria e deixar descongelar completamente a
temperatura de 37°C;

f) Registrar o tempo e a temperatura de descongelamento das bolsas,
conforme Apéndice lll;

Nota: deve-se ter cuidado no descongelamento para que a bolsa néo rasgue
e ndo haja derramamento de plasma no banho-maria.

g) Limpar a capela de fluxo laminar com gaze estéril e alcool 70% por 3
vezes, aguardando o tempo de evaporacao do alcool 70% antes da limpar
novamente as superficies;

h) Colocar o frasco de hemocultura aerébio na capela de fluxo laminar, ligar a
luz ultravioleta por 20 minutos e registrar em planilha propria, conforme
Apéndice IV;

i) Utilizar o equipamento de conexdo estéril para acoplar o equipo de
transfusdo simples com filtro a extremidade pontiaguda de uma bolsa de
transferéncia, de modo a obter duas extremidades pontiagudas acopladas
ao equipo de transfuséo;

Nota: para proceder a mistura das bolsas de plasma negativo, sem
interferéncia no resultado final, pode-se utilizar como método alternativo um
frasco do tipo Erlenmeyer, limpo e esterilizado, para mistura das bolsas
negativas e, posterior aliquotagem com pipeta graduada. Porém, com este
meétodo, ha impossibilidade de filtrar o plasma e podera ocorrer a formacgéo de
bolhas no plasma durante a mistura.
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j) Limpar o lacre de insercdo lateral da bolsa de plasma fresco com gaze
estéril e alcool 70%;

k) Romper o lacre de insercéo lateral da bolsa de plasma fresco e conectar a
ponta do equipo de transfusdo simples (extremidade proxima ao filtro);

[) Filtrar as bolsas de plasma fresco para a bolsa de drenagem com
capacidade para 2.200 mL;

Nota: o limite maximo de cinco bolsas de plasma fresco deve ser respeitado
para que o volume final ndo exceda 2.200mL e o filtro do equipo néo fique
saturado com fibrina.

m)Proceder com as etapas J a L até a finalizacdo da filtragem de todas as
bolsas de plasma fresco selecionadas;

n) Homogeneizar, por inversdo, ou com auxilio de um homogeneizador
automatico, a bolsa de drenagem por cinco minutos;

0) Coletar com seringa e agulha, 10 mL de plasma da bolsa de drenagem e
inocular no frasco de hemocultura para realizacdo do teste microbiolégico;

p) Dispor os tubos de fundo conico de 50 mL na estante de tubos;

g) Cortar a extensdo do equipo com tesoura esterilizada, de modo que a
extremidade da extenséo que contenha o filtro seja descartada;

r) Aliquotar 45 mL do PHN em cada tubo de polipropileno de fundo conico,
com auxilio de uma pinca com trava e esterilizada;

s) Identificar os tubos do lote de PHN produzido, conforme Apéndice Xlll e
armazenar a temperatura de 20°C negativos, ou abaixo, com validade de
até seis meses para uso. Os frascos do lote de PNH que ndo foram
utilizados dentro do prazo de validade devem ser descartados;

Nota: depois de descongelado, o plasma pode ser mantido em temperatura
de 2 a 6°C, nao devendo ser utilizado caso apresente fibrina ou turbidez.

t) Limpar e organizar da area de trabalho utilizada.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS:

a) Apos a inoculagdo no tubo de hemocultura dos 10 mL do lote de PHN
preparado, o frasco deve ser mantido em cultura por sete dias para verificar
0 crescimento de contaminantes como bactérias ou fungos que podem ter
contaminado o lote, durante o preparo;
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b) Para uso do PHN como diluente, deve-se aguardar o resultado do teste
microbiolégico;

c) Caso o resultado do teste microbiolégico seja negativo apds sete dias de
cultura, o lote é liberado para uso na rotina;

d) Se o resultado do teste microbiologico apresentar positividade, um novo
frasco de hemocultura deve ser inoculado com 10 mL da amostra de PHN
do lote ja preparado e, sendo esse ultimo também positivo, o lote de PHN
deve ser descartado.

Nota: um tubo de PHN de 50 mL pode ser armazenado em temperatura de
2°C a 4°C durante uma semana, ou até que se observe turbidez ou formacéao
de fibrina, devendo ser descartado posteriormente.
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1.8.ANALISE ESTATISTICA COMPLEMENTAR PARA DEFINICAO
DOS LIMITES DE ACEITACAO DO CQI-NAT NA ROTINA

OBJETIVO:

Definir os limites superior e inferior para aceitacédo dos resultados do CQI-NAT
na rotina de testes.

AMOSTRA:

Resultado, em Ct, das 20 réplicas do CQI-NAT durante seu processo de
validacéao.

MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:

e Computador com acesso a internet
e Resultado expresso em Ct das 20 réplicas do CQI-NAT

PROCEDIMENTO:

Instalacdo do software R

a) Acessar a pagina eletrénica http://www.r-project.org/;

b) Selecionar a opgao “download R”, conforme indicado abaixo:

The R Project for Statistical Computing

Getting Started

[Home

R is a free software environment for statistical compuiiogand graphics. It compiles and runs on a wide
Download variety of UNIX platforms, Windows and MacOS. Tojdownload R, please choose your preferred CRAN

CRAN mirrar.

If you have questions about R like how to download and install the software, or what the license terms

R Project are, please read our answers to frequently asked questions before you send an email.
About R
Contributors News
What's New?
Malling Lists + R3.2.0 (Full of Ingredients) prerelease versions will appear starting March 19. Final release is
Bug Tracking scheduled for 2015-04-16.
Conferences -+ Rversion 3.1.3 (Smooth Sidewalk) has been released on 2015-03-09.
Search
+ The R Journal Volume €/2 is available.
R Foundation « Rversion 3.1.2 (Pumpkin Helmet) has been released on 2014-10-31
Foundation + useR! 2015, will take place at the University of Aalborg, Denmark, June 30 - July 3, 2015.
I:'(F:::n'rc + useR! 2014, took place at the University of California, Los Angeles, USA June 30 - July 3, 2014.
vie ers
Donaors
Donate
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c) Selecionar uma plataforma de download de um endereco eletronico
proveniente do Brasil, conforme indicado abaixo:

CRAN Mirrors

The Comprehensive R Archive Network 1s available at the following URLs. please choose a location close to vou. Some statistics on the status of the mirrors can be found h

release
0-Cloud

http://cran rstudio.com/
Algeria

http://eran usthb.dz
Argentma

hittp://mirror feaglp unlp edu ar/CRAN
Australia

http://cran csiro.au

http:/eran ms unimelb edu.an
Austria

http://eran at.r-project.org
Belgium

http://www freestatistics org/cran
Brazil

http://nbegib.uese br/mirrors/cran

http://eran-r c3slufpr br

http://cran fiocruz br,

http:www vps fmvz usp br/CRAN

http://brieger. esalg.usp.br/ CRAN/

Canad

http://eran stat sfu.cal
http://mirror.its.dal.ca/cran
hittp://cran utstat.utoronto.ca
http://cran skazkaforvou.com
http://cran parentingamerica.com
Chile
http://dirichlet. mat puc.cl
China

Rstudio. automatic redirection to servers worldwide
University of Science and Technology Houari Boumediene
Universidad Nacional de La Plata

CSIRO

University of Melbourne
‘Wirtschaftsuniversitaet Wien
K.ULeuven Association

Center for Comp. Biol. at Universidade Estadual de Santa Cruz
Universidade Federal do Parana

Oswaldo Cruz Foundation. Rio de Janeiro

University of Sao Paulo. Sao Paulo

University of Sao Paulo. Piracicaba

Simon Fraser University. Bumaby
Dalhousie University. Halifax
University of Toronto

1Web, Montreal

iWeb, Montreal

Pontificia Universidad Catolica de Chile, Santiago

d) Selecionar a opcao de download de acordo com o sistema operacional do
computador, conforme indicado abaixo:

Task Views
Search

About R

R Homepage
The R Journal

Software
R Sources
R Binaries
Packages
Other

Documentation
Manuals
FAQs

ibuted

The Comprehensive R Archive Network

Download and Install R

[Precompiled binary distributions of the base system and contributed packages, Windows and Mac users most likely want one of these
[versions of R:

¢ Download R for Linux

¢ Download R for (Mac) 0S X

¢ Download R for Windows

[R is part of many Linux distributions. you should check with your Linux package management system in addition to the link above

Source Code for all Platforms

|Windows and Mac users most likely want to download the precompiled binaries listed in the upper box. not the source code. The sources
lhave to be compiled before you can use them. If you do not know what this means. you probably do not want to do it!

¢ The latest release (2015-03-09, Smooth Sidewalk) R- tar 5z, read what's new in the latest version.

+ Sources of R alpha and beta releases (daily snapshots. created only in time periods before a planned release)

+ Daily snapshots of current patched and devel versions are available here Please read about new features and bug fixes
before filing corresponding feature requests or bug reports.

¢ Source code of older versions of R is available here.

¢ Contributed extension packages

Questions About R

s If you have questions about R like how to download and install the software. or what the license terms are. please read our answers
1o frequently asked questions before you send an email.

What are R and CRAN?

Ris 'GNU S, a freely available language and environment for statistical computing and graphics which provides a wide variety of statistical and graphical techt
and nonlinear modelling. statistical tests. time series analysis. classification. clustering. etc. Please consult the R project | for further

CRAN s a network of ftp and web servers around the world that store identical. up-to-date. versions of code and documentation for R. Please use the CRAN mi
you to minimize network load.
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e) Acessar “install R for the first time”, conforme indicado abaixo:

What's new?
Task Views
Search

About R

R Homepage
The R Journal

Software
R Sources
R Binaries

Packages

R for Windows
Subdirectories:

base Binares for base distribution (managed by Duncan Murdoch). This 1s what you want #p install R for the first time

Binaries of contributed packages (managed by Uwe Ligges). There is also information on third party saftware avatable for

contrib . -
CRAN Windows services and corresponding environment and make variables.

Tools to build R and R packages (managed by Duncan Murdoch). This is what you want to build your own packages on

Rtools Windows. or to build R itself.

Please do not submit binaries to CRAN. Package developers might want to contact Duncan Murdoch or Uwe Ligges directly in case of questions / suggestions re
Windows binaries.

You may also want to read the R FAQ and R for Windows FAQ.

Note: CRAN does some checks on these binaries for viruses. but cannot give g

Use the normal precautions with downloaded executables

f) Acessar “download R”, conforme indicado abaixo:

Search

About R

R Homepage
The R Journal

Software
R Sources
R Binaries
Packages
Other

Documentation
Manuals

EAQs
Contributed

R-3.1.3 for Windows (32/64 bit)

I Download R 3.1.3 for Windows Iﬁ-’l megabytes, 32/64 bit)

Installation and other instructions
New features in this version

If you want to double-check that the package you have downloaded exactly matches the package distributed by R. you can compare the ¢
fingerprint. You will need a version of md5sum for windows: both graphical and command hine versions are available

Frequently asked questions
¢ How do I install R when using Windows Vista?

¢ How do I update packages in my previous version of R?
¢ Should [ run 32-bit or 64-bit R?

Please see the R FAQ for general information about R and the R Windows FAQ for Windows-specific information
Other builds
* Patches to this release are imncorporated 1n the r-patched snapshot build.
¢ A build of the development version (which will eventually become the next major release of R) is available in the r-devel snapshot

¢ Previous releases

Note to webmasters: A stable link which will redirect to the current Windows binary release 1s
=CRAN MIRROR=/bin‘windows /base/release htm

g) Instalar o software no computador, depois de concluida a etapa acima.

h) Na primeira utilizagdo do software R, escolher, na barra de tarefas superior,
a opgao “pacotes” e em seguida “instalar pacotes”.

R RGui (64-bit)

Arquive  Editar  Visualizar Misc [Pacotes]l]anelas Ajuda

(=] @] [[@[o]

R R Console

Carregar pacote...

Escolher espelho CRAM...

Selecionar repositdrios...

R wversion 3.1.1 (2014-07
Copyvright (C) 2014 The B
Platform: x86_ 64-w64-mip

Atualizar pacotes...

Instalar pacote(s) a partir de arquivos zip locais...

R & um software livre e vem sem GARANTIA ALGUMA.
Vocé pode redistribui-lo sck certas circunstédncias.
Digite 'license()"' ou "licence()' para detalhes de distribuicgio.

E & um projeto colaborativo com muitos contribuidores.
Digite 'contributors()' para obter mais informagdes e
'citation()"' para saber como citar o R ou pacotes do R em publicagdes.

Digite 'demo()' para demonstracgdes, 'help()' para o sistema on-line de ajuda,
ou '"help.start ()" para abrir o sistema de ajuda em HTML no seu navegador.

Digite 'g()"'" para =sair do R.

=
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i) Selecionar um dos repositorios “CRAN mirror”, por exemplo: BRAZIL (SP1)
e posteriormente o comando “OK”.

R Foui (64-bit)

Arquive  Editar  Visualizar Misc  Pacotes  Janelas

“ . 0-Cloud A

Ajuda CRAN mirrar

Algeria |
Argentina (La Plata)
R Console i El
R Australia (Canberra)
Australia (Melbourne) e
R version 3.1.1 (2014-07-10) -- "Sock it to Me" Austria
Copyright (C) 2014 The R Foundation for Statistig| Belgium
Platform: x86 64-wd-mingw32/x64 (64-bit) Brazil (BA) L
= Brazil (PR) £

R & um software livre e vem sem GARANTIA ALGUMA.
Vocé pode redistribui-lo sob certas circunsténcia =
Digite 'license()"' ou "licence()' para detalhes d Canada (BC)
i Canada (NS)
R & um projeto colaborativo com muitos contribuid Canada (OM)
Digite 'contributors()' para obter maiz informag Canada (QC1) L.
"citation()' para saber como citar o R ou pacotes Canada (QC 2)

Chile

Digite 'demo()' para demonstragfes, 'help()' paral| China(Bejingl)

ou 'help.start()' para abrir o sistema de ajuda & China (Beijing 2)

Digite 'g()' para sair do R. China (Beijing 3)
China (Hefei)
» utils:::menulnstallPkgs () China (Lanzhou)

China (Xiamen)
Colombia (Bogota)
Colombia (Cali)
Czech Republic
Denmark

Ecuador

El 5alvador

Estonia

France (Lyon 1)
France (Lyon 2)
France (Montpellier)
France (Paris 1)
France (Paris 2}
France (Strasbourg)
Germany (Berlin)
Germany (Geettingen)
Germany (Frankfurt)

[Cec]

-—— Please select a CRAN mirror for use in thi=s 3

J) Selecionar na janela “packages” a biblioteca “MASS” e o comando “OK”.
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IR RGui (64-bit)

Arquivo  Editar  Visualizar Misc Pacotes Janelas  Ajuda

E
R R Console

R wversion 3.1.1 (2014-07-10) -- "Sock it to M
Copyright (C) 2014 The R Foundation for Statd)
Placform: x86 64-wé4-mingw32/x64 (64-birt)

Digite 'license()"' ou 'licence()' para detalh

R & um projeto colaborativo com muitos contril
Digite 'contributors()' para obter mais infox
'citation()" para saber como citar o R ou pad]

Digite 'demo()' para demonsztragfes, 'help()'
ou '"help.start()' para abrir o sistema de ajul
Digite 'g()' para sair do R.

> utils:::imenuInstallPkgs ()
--- Please select a CRAN mirror for use in th
Erro em contrib.url (repos, type) :

trying to use CRAN without setting a mirrox]
> utils:::menuInstallPkgs()
—-— Please select a CRAN mirror for use in thi

Packages

markdown
marked
maRket5im
markovchain
MarkowitzR
marmap
marglevilg
MARSS

R & um software livre e vem sem GARANTIA RLG IMASS
Vocé pode redistribui-lo sob certas circunstal e VIATE

MasterBayes
MAT

Matching
MatchingFrontier
matchingMarkets
Matchlt
mathgraph

matie

matlab

matpow

matR

Matrix

matrixcalc
MatrixkEQTL
MatrixModels
matrixpls
matrixStats
MATTOOLS
MAVIS

MAVTgsa
MaXact

maxent

maxlik

maxlike

MaxPro

maxstat
MazamaSpatialUtils
MBA

mbbefd

Nota: as etapas acima devem ser realizadas no primeiro acesso ao
software R e repetidas quando necessaria atualizacdo do mesmo.

Utilizacao do software R

k) Abrir o software R e digitar o comando

acionar

x<-scan ()

Enter

em seguida,

[) Digitar os valores de Ct obtidos das 20 réplicas do CQI-NAT durante o

processo de validagéo.

Nota:

a

Enter

tecla

também ao final de todas as digitacdes.

deve ser acionada a cada digitacdo e
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Nota: o software R ndo reconhece a virgula como separagdo das casas
decimais, devendo-se utilizar ponto para separacdo das casas decimais e a
virgula para separacao das determinacdes.

m) Copiar os comandos, conforme dispostos abaixo que corresponde a
férmula estatistica da curva de distribuicdo gama, elaborada para definicdo
dos intervalos de referéncia para os limites de aceitacéo dos resultados do
CQI-NAT na rotina.

library(MASS)

gammal <- function(x,theta,k,lambda) {

gammal <- ((1/(gamma(k)*theta”k)) * (x-lambda)*(k-1) * exp(-(x-
lambda)/theta))*(x>lambda) + 0*(x<=lambda) }

par(mar=c(5,3,1,1.5))

min<-trunc(min(x))
hist(x,prob=T,ylim=c(0,.25),ylab="Densidade",main="POOL HIV",xlab="Valor
Ct")

a<-fitdistr(x,gammal,list(theta=2,k=2),lambda=min)
curve(gammal(x,a$estimate[1],a$estimate[2],min),xlim=c(0,100),add=T,col="blu
e",n=1000,ylim=c(0,.25))
min+gqgamma(0.025,shape=a$estimate[1],scale=a$estimate[2])
min+ggamma(0.975,shape=a$estimate[1],scale=a$estimate[2])
min+gqgamma(0.05,shape=a$estimate[1],scale=a$estimate[2])
min+ggamma(0.95,shape=a$estimate[1],scale=a$estimate[2])

Nota: no exemplo abaixo, o limite superior foi definido com o valor de Ct de
34,5 e o limite inferior, com o valor de Ct de 42,6, considerando o intervalo
de confianca de 95%.
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Nota: para alterar o titulo do grafico de determinacdo deve-se substitui-lo
na formula de maneira que todos os demais caracteres sejam preservados,
alterando somente a nomenclatura, que deve ser adicionada entre aspas,
conforme indicado abaixo.

library(MASS)

gammal <- function(x,theta,k,lambda) {

gammal <- ((1/(gamma(k)*theta”k)) * (x-lambda)*(k-1) * exp(-(x-
lambda)/theta))*(x>lambda) + 0*(x<=lambda) }

par(mar=c(5,3,1,1.5))

min<-trunc(min(x))
hist(x,prob=T,ylim=c(0,.25),ylab="Densidade",main=POOL HI}',xlab="Valor
Ct")

a<-fitdistr(x,gammal,list(theta=2,k=2),lambda=min)
curve(gammal(x,a$estimate[1],a$estimate[2],min),xlim=c(0,100),add=T,col="blu
e",n=1000,ylim=c(0,.25))
min+ggamma(0.025,shape=a$estimate[1],scale=a$estimate[2])
min+ggamma(0.975,shape=a$estimate[1],scale=a$estimate[2])
min+ggamma(0.05,shape=a$estimate[1],scale=a$estimate[2])
min+ggamma(0.95,shape=a$estimate[1],scale=a$estimate[2])

n) A partir da definicdo dos limites de aceitacdo, construir um gréfico no
programa Excel de modo a registrar os resultados do CQI-NAT obtidos na

rotina, permitindo seu acompanhamento.

67



1.9.PROCESSAMENTO NA ROTINA E ACOMPANHAMENTO

OBJETIVO:

Processar o CQI-NAT em cada rotina NAT para avaliacdo e acompanhamento
dos resultados obtidos.

AMOSTRA:

Um microtubo de CQI-NAT para cada virus alvo e um tubo de fundo cénico de
PHN produzido conforme os procedimentos descritos nesse Manual.

MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:

e Teste do Acido Nucleico — NAT, conforme utilizado na rotina diaria do
servico de hemoterapia;

e Pipeta de 1.000 puL e ponteiras descartaveis;

e Equipamentos de protecdo individual: luvas, jaleco descartavel, 6culos e
mascara;

e Grafico controle, para cada virus, para acompanhamento do CQI-NAT na
rotina.

PROCEDIMENTO:

a) Descongelar uma amostra de CQI-NAT para cada virus alvo;

b) Transferir, com pipeta de 1.000 uL e ponteiras descartaveis, a amostra de
CQI-NAT para um tubo semelhante aquele utilizado na coleta de amostras
dos doadores;

c) Processar o CQI-NAT na rotina de acordo com o teste realizado no servi¢o
de hemoterapia;

Nota: caso o teste seja realizado em pool de amostras, 0 CQI-NAT deve ser
reproduzido da mesma forma. Assim, para composi¢cao do pool de amostras,
deve-se utilizar um tubo de CQI-NAT para cada virus alvo separadamente e o
volume restante deve ser completado com PHN de preferéncia pipetado pelo
equipamento da plataforma utilizada.

d) Se, o teste for realizado em amostras individuais, o CQI-NAT para cada
virus deve ser utilizado separadamente sem a necessidade completar o
volume com PHN.
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INTERPRETACAO DOS RESULTADOS:

a) Registrar os valores obtidos pelo CQI-NAT para cada virus em graficos
controle separados, conforme Apéndice XIV;

b) Avaliar rotineiramente se o0s valores dispostos no grafico controle
encontram-se dentro dos limites definidos como aceitaveis e realizar
analise critica dos resultados obtidos.

c) Caso o valor do CQI-NAT apresentar de variagdo acima dos limites
definidos como aceitaveis, a rotina NAT deve ser repetida.

Nota: na analise critica dos dados do CQI-NAT, deve-se analisar a
guantidade de rotinas que foram invalidas e investigar o possivel motivo
dessa ocorréncia, propondo ac¢des corretivas ou preventivas.

Ainda, CQI-NAT também pode ser utilizado para avaliacdo lote a lote,
conforme preconiza a Portaria n° 2.712/2013. Assim, caso apresente valores
diferentes dos limites aceitaveis, deve-se avaliar a rejeicdo do referido lote
para uso na rotina.

DESVIOS:

Cabe ressaltar que durante a producdo e padronizacdo do CQI-NAT,
interferentes como o tubo utilizado para pipetagem do CQI-NAT pela
plataforma de testes utilizada na rotina, o descongelamento e recongelamento
das bolsas positivas e a diluicdo ideal selecionada para trabalho, podem ser
consideradas como limitagdes dos protocolos desenvolvidos.

Dessa forma, o CQI-NAT é um produto aprimorado a cada rotina de producao
e os resultados do seu processamento diario fora dos padrées estabelecidos
devem ser observados considerando, inclusive, possiveis limitacbes de
producéao.
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CAPITULO IV

Resultados obtidos durante o desenvolvimento do CQI-NAT
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CAPITULO IV

1. RESULTADOS

1.1.Caracterizagdo das bolsas de plasma positivas para HIV e HCV

Foram selecionadas duas bolsas com resultados positivos tanto na triagem
soroldgica quanto no NAT. A bolsa positiva para HIV, como volume total de 450 mL e
coletada em 10/09/2013, apresentou inicialmente resultado sorologico para ELISA
anti-HIV de densidade Optica (DO) de 3,096 e nas repeticées de 3,379 e 3,305 pelo
teste HIV 1+2 Siemens, lote 42013, validade 13/11/13, para quimiluminescéncia, pelo
teste HIV Ag/Ab Abbott, lote 235091i00, validade 30/07/14, apresentou resultado de
290,000 unidades relativas de luz (RLU) e nas repeti¢cdes 292,800 RLU, 296,990 RLU,
Western Blot positivo e NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos, lote 137NT035Z, validade
01/14 detectavel com valor de Ct de 25,510 individualmente.

A bolsa positiva para HCV, com volume total de 450 mL, coletada em
30/11/2013 foi triada com teste soroldgico HCV Ag/Ab Biorad, lote 3b05698, validade
30/07/14 e apresentou resultados de DO de 1,886 e, nas repeticdes, resultados de
1,663 e 1,647. Para o NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos, lote 139NT045Z, validade
03/14, o resultado foi detectavel, com Ct de 19,110 na amostra individual. Foram
guantificadas as cargas virais de ambas as bolsas com a colaboracdo do Hemocentro
da Unicamp e do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
da Universidade de Sao Paulo, sendo que para o HIV, o valor foi de 173.360
copias/mL Log=5,239 e para o HCV de 5.753.706 Ul/mL Log=6,76 (Tabela 2). As
bolsas foram segregadas e armazenadas a temperatura de 80°C negativos, em sacos

plasticos transparentes, com etiquetas de identificacdo de risco biologico.
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Tabela 2: Resultados de triagem sorologica, NAT e carga viral das bolsas

selecionadas para producdo do CQI-NAT.

Bolsas Sorologia
ositivas Quimiluminescéncia  Western
p ELISA (DO) (RLU) Blot
3,096 290,000
HIV 3,379 292,800 Positivo

3,305 296,990
1,886

HCV* 1,663 - -
1,647

NAT (Ct)
Detectavel (25.51)
Detectavel (19,11)

Carga
Viral

173.360
cOpias/mL
Log=5,239

5.753.706
ul/MI
Log=6,76

*: na triagem sorolégica para HCV nédo sao realizados testes de quimiluminescéncia e Western Blot.
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Figura 4: Curva
referente a bolsa

de amplificacdo de amostra positiva para HIV. Este resultado NAT é
de plasma positivo para HIV selecionada para producdo do CQI-NAT. A

curva na cor verde demonstra a amplificacdo da amostra positiva para HIV. Na figura é
possivel identificar a curva da amostra positiva e a ndo amplificacdo do controle interno da
reacao devido (em vermelho) a positividade da amostra.
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Figura 5: Curva de amplificacdo de amostra positiva para HCV. Na figura, observa-se a
curva de amplificagdo da amostra positiva para HCV (em azul) selecionada para producéo do
CQI-NAT HCV. Na figura é possivel identificar as curvas tanto da amostra positiva (em azul)
guanto do controle interno da reacdo (em vermelho).

Antes da selecdo das bolsas positivas, as amostras foram testadas
individualmente no NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos, em replicatas para confirmacédo da
positividade, bem como avaliar a reprodutibilidade dos resultados. No momento de
uso, as bolsas foram descongeladas em banho-maria a temperatura de 37°C e
aliquotadas individualmente, dentro da capela de fluxo laminar, em tubos de
polipropileno de 45 mL, de modo que antes da aliquotagem, cada bolsa positiva foi

homogeneizada durante 10 minutos.

Com a finalidade de encontrar a diluicdo ideal da amostra a ser utilizada no CQI-
NAT, a partir da aliguota de 45mL, foi realizada curva de diluicdo seriada,

considerando como pontos de diluicdo 1:2 até 1:1024, com solucdo inicial para HIV de
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625 pL da amostra positiva e 39,375 mL de PHN e para HCV, 39,687 mL PHN e 313
uL bolsa positiva. Para cada ponto da curva, foi realizado o NAT HIV/HCV Bio-

Manguinhos em pool e individualmente, ambas as determina¢cées em duplicata.

Apés avaliagcdo dos resultados obtidos na curva de diluigdo, foram
selecionadas para utilizacdo no CQI-NAT as diluigdes trabalho de 1:64 para HIV e
1:128 para HCV, uma vez que estas foram o maior fator de diluicdo no qual foi
observada a amplificacdo das duas réplicas com valores de Ct homogéneos. Para
avaliacdo da reprodutibilidade dessas diluicGes, foi realizado NAT HIV/HCV Bio-
Manguinhos, lote 143NT007Z de 20 réplicas processadas em pool de seis amostras:
uma diluicéo positiva para HIV, uma diluicdo positiva para HCV e quatro amostras de
PHN. A partir dos dados de Ct, tanto dos pools quanto dos controles internos da

reacado, obtidos em cada uma das duas plataformas NAT do Hemocentro de Ribeirdo

Preto, foram calculados os valores de média ( X ), desvio padrdo (S) e coeficiente de
variacdo (CV) entre as amostras processadas (Tabela 3) para avaliacdo da

reprodutibilidade da diluicdo selecionada e posterior confeccdo do CQI-NAT.
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Tabela 3: Resultados de processamento das 20 réplicas da diluicao selecionada para uso na confecgcédo do CQI-NAT, processadas em pool
de seis amostras.

Plataforma 1 - processamento pool Plataforma 2 - processamento pool
HIV - 1:64 Controle interno HCV - 1:128 HIV - 1:64 Controle interno HCV - 1:128
Valor Ct Valor Ct Valor Ct Valor Ct Valor Ct Valor Ct
37,86 33,42 32,95 35,69 34,86 29,84
36,27 33,99 34,01 35,32 35,46 30,13
35,97 33,59 32,76 35,49 34,79 30,44
35,3 32,3 33,11 37,00 33,75 30,09
36,19 32,68 32,55 35,74 33,83 30,53
34,29 32,49 29,43 35,37 34,15 30,35
34,39 32,48 29,58 35,54 33,6 31,02
34,68 33,09 29,75 35,6 33,39 30,35
40,82 *ND 30,03 35,76 34,58 30,11
34,26 35,33 29,7 37,3 34,59 30,76
35,65 32,67 29,45 35,74 34,49 30,08
33,98 33,09 29,53 37,56 33,95 29,55
34,16 32,47 29,37 36,11 33,45 29,78
35,74 32,68 30,06 38,71 33,11 29,91
42,1 31,63 33,19 36,59 33,28 30,95
37,31 32,96 33,35 37,84 34,3 30,63
34,3 33,29 29,51 37,33 33,42 29,79
35,23 32,45 29,58 40,23 34,16 33,92
33,99 34,21 29,83 *ND 33,45 34,28
34,95 34,01 30,38 37,5 32,59 33,73
Média 35,87 33,10 30,91 36,61 33,96 30,81
*»*Dp 2,150 0,832 1,669 1,313 0,685 1,386
***CV 6,0% 2,5% 5,4% 3,6% 2,0% 4,5%

Resultados de média, desvio padrao e coeficiente de variacdo calculados para os controles internos de reacdo e para as amostras processadas em 20 réplicas com
o teste NAT em pool de seis amostras com o objetivo de avaliar a reprodutibilidade das diluicbes de 1:64 para HIV e 1:128 para HCV, selecionadas para producao
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do CQI-NAT. *ND: nao detectavel. Na plataforma 1, para HIV a média foi de 35,87, o desvio padrdo de 2,150 e o coeficiente de variacdo de 6,0% e para HCV, a
média foi de 30,91, o desvio padrdo de 1,669 e coeficiente de variagédo de 5,4%. Na plataforma 2, para HIV, os valores de média, desvio padréo e coeficiente de
variacdo foram 36,61, 1,313 e 3,6% e, para HCV 30,81, 1,386 e 4,5% respectivamente. **DP: desvio padréo; ***CV: coeficiente de variagao.
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Posteriormente, as amostras do CQI-NAT para uso na rotina foram preparadas,
conforme a diluicdo de 1:64 para HIV e 1:128 para o HCV, utilizando como diluente
PHN, homogeneizadas por 10 minutos e aliquotadas em microtubo de 1,5 mL. Apés o
preparo, o lote de CQI-NAT produzido foi armazenado a 80°C negativos.

Para definicdo dos limites superiores e inferiores do grafico controle para
acompanhamento do CQI-NAT na rotina, foram analisados estatisticamente os dados
do processamento das 20 réplicas da diluicdo ideal de trabalho no software de
dominio publico R, disponivel em (http://www.r-project.org/). Considerando que 0s
resultados obtidos dos valeres de Ct ndo apresentam uma distribuicdo normal, foi
proposta curva de distribuicho gama a partir da funcdo densidade de

probabilidade f(x) de uma variavel aleatéria X. Essa funcao foi incluida no software R
gue, juntamente com os dados das 20 determinacfes, resultou na definicdo do

intervalo de referéncia para o grafico controle.

1.2.Teste de Homogeneidade e estabilidade

Foram selecionadas aleatoriamente 10 aliquotas do lote de CQI-NAT, para cada
virus alvo, e estas foram submetidas individualmente ao NAT HIV/HCV Bio-
Manguinhos para avaliagdo da homogeneidade, obtendo os resultados de coeficiente
de variagdo de 0,81%, entre as amostras de CQI-NAT HCV e de 1,31% entre as
amostras de CQI-NAT HIV (Tabela 4). Também, foi realizado teste de estabilidade
(Tabela 5), durante os trés primeiros dias de armazenamento e antes da utilizacdo do
CQI-NAT na rotina, sendo avaliada a temperatura de armazenamento de 80°C
negativos para trés amostras, selecionadas aleatoriamente, mantidas sob as mesmas
condi¢cdes de congelamento e descongelamento durante os trés dias consecutivos.
Para o teste de estabilidade, foi avaliado o resultado do coeficiente de variagéo entre
os trés dias consecutivos de processamento das amostras individualmente no NAT,
sendo que para HCV, o resultado foi de 1,78% e para HCV de 0,58%. Como critério

de aceitacdo da homogeneidade e estabilidade das amostras foi utilizada a variagao
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de dois Ct, acima ou abaixo, em relacdo a média dos Ct obtidos, com coeficiente de

variacao inferior a 10%.

Tabela 4.

Resultado do teste
homogeneidade para o lote de CQI-NAT.

de

Teste Homogeneidade*

Amostra
CQI-NAT HCV

1

© 00 N O OB WD

10
Média
Desvio padrao

Coeficiente de
variacao (%)

Ct

26,76
26,76
26,69
26,8
26,65
26,76
26,83
26,98
27,09
27,36
26,87
0,22

0,81

Amostra
CQI-NAT HIV

1

© 00 N O o B W

10
Media

Ct

33,08
32,82
33
31,89
32,57
33,5
32,96
32,52
32,69
32,56
32,76

Desvio padrdgo 0,43

Coeficiente de

variacao (%)

1,31

*O teste de homogeneidade realizado em 10 amostras

selecionadas aleatoriamente do

produzido e processadas no NAT individualmente.

lote de COQI-NAT

Tabela 5: Resultado do teste de estabilidade

para o lote de CQI-NAT.

Teste Estabilidade*

Dias
1
2
3
Média

Desvio padréo

Coeficiente de variagdo

(%)

HCV
27,46
27,71
26,58
27,25

0,48

1,78

HIV
32,95
33,07
32,62
32,88

0,19

0,58

*O teste de estabilidade realizado nas amostras do lote
CQI-NAT durante trés dias consecutivos sob as
mesmas condicbes de armazenamento a 80°C
negativos, descongelamento e recongelamento. Os
resultados de coeficiente de variagdo para HIV foi

0,58% e para HCV de 1,78%,

estabilidade durante os dias avaliados.

indicando boa
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1.3.Producéao do plasma humano negativo

O plasma humano negativo (PHN), utilizado como diluente do painel foi
produzido a partir de cinco bolsas de plasma fresco congelado proveniente de
doadores com no minimo duas doagfes nos dltimos 12 meses e que apresentaram
resultados sorologicos negativos ou ndo reagentes para HIV 1 e 2, Virus linfotrépico
Humano (HTLV) 1 e 2, HCV, HBYV, sifilis e doenca de Chagas, bem como NAT
negativo e microbiolégico negativo. Essas bolsas foram segregadas, descongeladas
em banho-maria e limpas com gaze e alcool 70%. Posteriormente, todas foram
filtradas e misturadas em uma Unica bolsa de drenagem com capacidade para 2.200
mL com auxilio de equipo de transfusdo simples com filtro, acoplado por conexao
estéril a extremidade pontiaguda de uma bolsa de transferéncia, de modo a obter
duas extremidades pontiagudas acopladas ao equipo de transfusdo. Apds mistura e
homogeneizagdo, 10 mL de plasma da bolsa de drenagem foram inoculados no frasco
de hemocultura para realizacdo de teste microbiolégico, que depois de sete dias de
incubacdo apresentou resultado negativo. Todo contetudo da bolsa de drenagem foi
distribuido tubos de polipropileno de fundo cénico em aliquotas de 45 mL e, essas

armazenadas na temperatura de 20°C negativos.

1.4. Definicdo dos limites do grafico controle para acompanhamento do CQI-
NAT narotina NAT

Para definicao dos limites do gréfico e do intervalo de referéncia representativo
dos resultados do CQI-NAT na rotina, foi proposta a utilizacdo da curva de distribuicéo
gama, considerando que, apds analise estatistica dos dados de Ct das amostras NAT,

foi evidenciado que estes ndo seguem uma distribuicdo normal.

A funcdo densidade de probabilidade f(x) de uma variavel aleatéria X, que
segue uma distribuicdo normal (Equacdo 7), € uma funcdo em que os valores da

variavel pertencem a todo o espaco dos numeros reais.
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1 (x —n)?
- T - a [l"—gcqc »
( 2a° ) s }[x:]

Equagdo 7: fungéo densidade de probabilidade com distribuigdo normal. X & a variavel aleatoria; H e

9 s&o respectivamente a média e o desvio padrdo populacional de X; T ¢ a constante 3,14159..., e

[{ e o) (x) € uma funcao indicadora que informa que os valores da variavel podem assumir pertencem

a todo o espaco dos nimeros reais.

Assim, o gréfico da funcao f(x) & uma curva simétrica em torno da média H,
conhecida como curva normal. Uma propriedade desta curva é que no intervalo entre
B—20 et 20 temos uma area que ocupa aproximadamente 95% de seu total
(Figura 6).

<

| | [ I
p—4c p-3c p-26 p-o

I | | |
p+o p+20 pu+3c p+4do

= |7

Figura 6: Curva normal em torno da média. A area sombreada
corresponde a aproximadamente 95% da area sob toda a extensao
da curva, ou seja, cerca de 95% dos valores populacionais da
variavel encontram-se dentro deste intervalo e, quase a totalidade
das observacdes populacionais da variavel estdo representadas

entre # —30 g i+ 30

A curva normal é bastante utilizada na area da saude para a obtencdo de
regides de referéncia (ou normalidade) para diversas variaveis de interesse. Porém,
essa curva somente € valida quando a distribuicdo da variavel de interesse é

simétrica, ou pode aproximar-se de uma curva simétrica com o uso de logaritmos.

Entretanto, os valores de Ct para CQI-NAT analisado neste trabalho seguem
uma determinada distribuicdo assimétrica, assim, como alternativa para a geragao
dos limites superior e inferior do grafico de controle, foi proposto o uso da distribuicéo
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gama (Equacdo 8), em que os parametros k e & foram estimados pelo método da

maxima verossimilhanca (Choi e Wette, 1969).

1 x
flx) = NI x*exp (_ g) I(g,00) (%)

Equagdo 8: funcdo densidade de probabilidade f(x) de uma variavel aleatéria X gue segue uma

k=0 =0

indicadora que assume 1 se * pertence ao conjunto A & zero caso contrario. A média da variavel & é
E(X)=k#f Var(X) = k8*.

distribuicdo gama. , parametro de forma, , parametro de escala e Iy (%) € uma funcéo

dada por e a variancia € dada por

A curva gama representa uma variavel que sempre assume valores maiores que

zero, e sua distribuicdo € assimétrica.

15

1.0

0.5

Figura 7: Curvas de distribuicdo gama. Representagéo
esquematica de diferentes curvas de distribuicdo gama,

assimétricas e com ponto de origem em * = 0.

Como os valores de Ct, ndo possuem ponto de origem em zero (* = 9Y), nesse
caso, a funcdo densidade de probabilidade f(x) de uma variavel aleatoria X que

segue uma distribuicdo gama foi acrescida de um parametro de locacao 4=0

(Equacéo 9).

+4
(x+A)* Texp (—XT) Iiie ().

1
) = ra96x
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Equacdo 9: funcdo densidade de probabilidade f(x) de uma variavel aleat6ria % gue segue uma

k=0 =0

indicadora que assume 1 se * pertence ao conjunto A & zero caso contrario. A média da variavel & é
dada por E(X) = A + k6 e a variancia é dada por Va7 (X) = k6~

distribuicdo gama. parédmetro de forma, pardmetro de escala e Itay (x) funcéo

Assim, para obtencéo de um intervalo de referéncia para a variavel (Equacéao 10)
(Figura 8), foi utilizado o software de dominio publico, denominado R, disponivel
gratuitamente na pagina eletrénica http://www.r-project.org/ e os dados de Ct obtidos

pelo processamento de 20 réplicas do CQI-NAT.

Equacédo 10: Descricdo exemplificada das linhas de comando R para a geracéo
dos intervalos de limite superior e inferior do grafico do CQI-NAT.

library(MASS)

x<- scan(34.57, 36.69, 35.92, 36.44, 37.22, 37.83, 35.8, 38.32, 38.36,
37.57, 36.28, 38.85, 41.27, 40.85, 46.14, 36.73, 34.91, 34.89,
36.19, 35)

gammal <- function(x,theta,k,lambda) {
gammal <- ((1/(gamma(k)*theta”k)) * (x-lambda)™(k-1) * exp(-(x-
lambda)/theta))*(x>lambda) + 0*(x<=lambda) }

par(mar=c(5,3,1,1.5))

min<-trunc(min(x))

hist(x,prob=T,ylim=c(0,.25),ylab="Densidade",main="POOL HIV" xlab="Valor Ct")
a<-fitdistr(x,gammal list(theta=2,k=2),lambda=min)
curve(gammal(x,a$estimate[1],a$estimate[2],min),xlim=c(0,100),add=T,col="blue",n=1
000,ylim=c(0,.25))

min+ggamma(0.025,shape=a$estimate[1],scale=a$estimate[2])
min+gqgamma(0.975,shape=a$estimate[1],scale=a$estimate[2])
min+ggamma(0.05,shape=a$estimate[1],scale=a$estimate[2])
min+gqgamma(0.95,shape=a$estimate[1],scale=a$estimate[2])

Equacdo 10: linhas de comando no software “R” referente a equagédo 9 para gerar o intervalo de
referéncia do CQI-NAT com base em 20 réplicas deste.

82




POOL HIV

0.20
|

0.15
|

0.10
|

0.05
|

0.00
L

[ T T T T T T 1
34 36 38 40 42 44 46 48

Valor Ct

Figura 8: Curva de distribuicdo gama gerada a partir dos
dados do Ct de 20 réplicas do CQI-NAT HIV processado
em pool. O grafico demonstra a curva azul referente a
distribuicAo gama e histograma dos dados amostrais (Ct
de CQI-NAT HIV). Analise realizada pelo software R.

A analise da distribuicdo dos dados de Ct (Figura 8) demonstra que a
distribuicdo gama pode ser uma alternativa a curva normal para a geracdo dos
intervalos de referéncia entre os limites superiores e inferiores do gréafico controle para

acompanhamento do CQI-NAT na rotina.

Assim, sdo propostos que entre o intervalo de referéncia (34,3298 a 44,29222)
para os valores Ct, estejam contidos 95% da totalidade dos dados do CQI-NAT

processado na rotina (Figura 9).

As figuras 10 e 11 representam exemplos da aplicabilidade da curva de
distribuicdo gama para definicdo dos limites inferior e superior do gréfico controle para
acompanhamento do CQI-NAT para HCV e HIV na rotina de testes do laboratério

NAT do Hemocentro de Ribeirdo Preto.
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Figura 9: Curva de distribuicdo gama e intervalo de
referéncia para os dados de Ct do CQI-NAT HIV. A
regido sombreada sob a curva contém o intervalo de 34,32
e 44,29 em que 95% da totalidade dos dados de Ct do
CQI-NAT HIV podem estar contidos.
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CONTROLE DE QUALIDADE INTERNO

CQI-NAT HCV lote 001 - diluicdo 1:128

TESTE: HCV Bio-Manguinhos — Lote Kit 142NT007Z e 8Z — Plataforma 1
Periodo: Abril/14

A)

HCV
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0.00
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Valor Ct

B) Estima-se que 95% dos dados populacionais pertencem ao intervalo de Ct de 29,13 ; 37,39.
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Figura 10: Aplicabilidade da curva de distribuicdo gama para definicdo dos limites inferior e superior do
grafico controle para acompanhamento do CQI-NAT HCV durante a rotina do més de abril de 2014. A)
Curva de distribuicdo gama e histograma contendo os resultados dos Ct. B) intervalo determinado pela
curva gama foi utilizado para definicAo dos limites de aceitagdo do grafico utilizado para
acompanhamento dos resultados do CQI-NAT HCV, com as rotinas dispostas em triplicata. Para o més
de abril/2014, todas as rotinas de HCV encontraram-se dentro do intervalo de confianca de 95%, ndo
havendo rejeicdes devido a aplicacdo do CQI.
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CONTROLE DE QUALIDADE INTERNO

CQI-NAT HIV lote 001 - diluigao 1:64

TESTE: HIV Bio-Manguinhos — Lote Kit 142NT007Z e 8Z - Plataforma 1
Periodo: Abril/14
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HIV
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B) Estima-se que 95% dos dados populacionais pertencem ao intervalo de Ct de 33,29 ; 43,30.
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Figura 11: Aplicabilidade da curva de distribuicdo gama para definicdo dos limites inferior e superior do
gréafico controle para acompanhamento do CQI-NAT HIV durante a rotina do més de abril de 2014. A)
curva de distribuicAo gama (em azul) e histograma contendo os resultados dos Ct. B) intervalo
determinado pela curva gama foi utilizado para definicdo dos limites de aceitagdo do gréfico utilizado
para acompanhamento dos resultados do CQI-NAT HIV, com as rotinas dispostas em triplicata. Para o
més de abril/2014, trés rotinas de HIV encontraram-se fora do intervalo de confianca de 95%, sendo
portanto repetidas para liberacdo das amostras.
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1.5.Processamento do CQI-NAT narotina

Na rotina NAT do Hemocentro de Ribeirdo Preto, o CQI-NAT é processado
preferencialmente em pool constituido de seis amostras, sendo o CQI-NAT HIV, o
CQI-NAT HCV e quatro amostras de PHN. Caso a rotina seja realizada com amostras
individuais, também os controles de qualidade sédo processados individualmente,
porém sem a adicdo de PHN. Todos os critérios utilizados para confeccdo do CQI-
NAT desde a selecdo da amostra até a definicdo dos limites de aceitacdo estdo

descritos a seguir (Tabela 6).

Tabela 6: Resumo dos critérios utilizados no processo de producéo e utilizacao
do CQI-NAT na rotina do laboratério NAT do Hemocentro de Ribeirdo Preto.

Etapa Critério proposto e utilizado*
Bolsas de Plasma Fresco Congelado (PFC),
Selecdo da bolsa positiva para producdo do positivas unicamente para os virus de interesse e,
CQI-NAT. negativas/ndo reagente para 0s demais

parametros sorologicos triados.

Amostras com a maior diluicdo em houve a
amplificagdo das duas replicas com valores de Ct
homogéneos.

Selec¢do da diluicdo ideal para uso na rotina
NAT apdés avaliacao da curva de diluigdo.

Variacéo de dois Ct, acima ou abaixo, em rela¢éo
Homogeneidade e estabilidade. a média dos Ct obtidos, e o coeficiente de
variacao inferior a 10%.

Intervalo de referéncia proposto conforme curva
de distribuicdo gama considerando os resultados
de 20 réplicas do CQI-NAT.

Definicédo dos limites do gréafico controle para
acompanhamento do CQI-NAT na rotina NAT.

*Relagdo dos critérios utilizados na confec¢éo e utilizacdo do CQI-NAT conforme todas as etapas do
ciclo de producdo, compreendendo desde a selecdo da bolsa positiva, sua validacdo e posterior
utilizacdo na rotina NAT do Hemocentro de Ribeirdo Preto.

Durante a realizagéo da rotina NAT, o CQI-NAT foi processado em triplicata e os
valores dos Ct para cada virus, foram inseridos nos gréaficos de dispersao (Figuras 10
e 11) para acompanhamento da conformidade. Para os resultados que apresentaram
valor de Ct fora dos limites de aceitacdo, a rotina NAT foi repetida.
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CONCLUSAO

A obrigatoriedade da realizacdo do NAT na triagem laboratorial, em 2013, como
teste de rotina para deteccdo de doencas infecciosas transmissiveis por transfusao,
em complemento com os testes de triagem sorolégica, tem como objetivo a

diminuicao do risco residual de transmisséo de doencas por transfuséo.

Seguindo os principios do sistema de gestdo e controle de qualidade, os testes
de biologia molecular devem acompanhar a cultura de validacdo e monitoramento dos
processos dentro dos servicos de hemoterapia. Assim, a introducdo do controle de
gualidade interno como ferramenta para validacdo dos resultados obtidos nas rotinas
NAT possibilita uma viséo critica da rotina e, contribui para identificacdo de possiveis
nao conformidades que podem interferir negativamente no padrao de qualidade final.

Com o objetivo de orientar os servicos de hemoterapia na implantacdo e
utilizacdo do controle de qualidade interno para o NAT, foram sugeridos neste
manual, oito protocolos, validados com éxito na rotina do laboratério NAT do

Hemocentro de Ribeirdao Preto.

Os protocolos descrevem detalhadamente as etapas de selecdo das bolsas
positivas e realizacao de testes de validacdo até a producdo das amostras de CQI-
NAT, seu uso na rotina e a definicdo dos limites de aceitacdo conforme andlises
estatisticas, propondo assim, um novo modelo de avaliagdo dos dados das rotinas de

testes.

Dessa forma, foi possivel a utilizagdo do CQI-NAT proposto neste trabalho pelo
Hemocentro de Ribeirdo Preto como uma ferramenta completa, acessivel,
padronizada, com registros de producéo rastreaveis, de baixo custo operacional e que
visa avaliar a reprodutibilidade dos testes e equipamentos utilizados na rotina,

auxiliando na identificacdo de acdes de melhoria continua da qualidade no laboratorio.
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Apéndice | - Modelo de planilha de registro dos resultados da triagem
laboratorial soroldgica e molecular das bolsas selecionadas para produgdo do CQI-
NAT e avaliacdo da reprodutibilidade da amostra.

Identificacdo da
bolsa positiva de
Plasma Fresco
Congelado (PFC)

Volume
(mL)

Data da
coleta

Triagem sorolégica (valor
de corte, ou cut off mais
elevado registrado no
teste sorolégico)

Triagem molecular NAT
(valor de Cycle
threshold no NAT
individual da amostra)

HIV HCV HBC

HIV

HCV HBC

Avaliacado da reprodutibilidade da amostra referente a b

olsa positiva n®

Réplica

Ct virus alvo

Ct controle
interno

Ct controle
positivo
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Apéndice Il - Modelo de etiqueta de identificacdo para bolsa segregada com
finalidade de producéo do CQI-NAT.

PLASMA FRESCO CONGELADO PARA PRODUCAO DO
CONTROLE DE QUALIDADE INTERNO NAT

SUBSTANCIA
INFECTANTE

Fonte: ABNT NBR 7500:2013
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Apéndice Il -

Modelo de planilha para
descongelamento das bolsas de PFC para produgéo do CQI-NAT.

registro da temperatura de

Identificacédo da bolsa

Virus para o qual
a bolsa é positiva

Tempo (em horas) de
descongelamento

Temperatura média
do banho-maria
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Apéndice IV - Modelo de planilha para registro de uso da luz ultravioleta.

Data

Horario de inicio

Horario de término

Responsavel
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Apéndice V - Modelo de etiqueta para identificacdo do tubo de aliquotagem da
bolsa de plasma positiva.

Aliquota de bolsa de plasma fresco congelado positivo para produgdo de Controle de
Qualidade Interno NAT.

Data de aliquotagem:__ /[

Bolsa de origem n°:

Positiva para:

Conservar preferencialmente a -80°C (oitenta graus Celsius negativos)

Responsével:
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Apéndice VI - Modelo de planilha para registro da curva de diluicdo da amostra

positiva.

Registro da curva de diluicéo

CQI-NAT — virus alvo:

Lote:

Data de producéo:

S S

Bolsa de origem n°:

Valor NAT (Ct):

Valor carga viral:

Diluicéo: 1: 1: 1:

PHN:

Amostra:

Resultado individual 1

Resultado individual 2

Resultado individual 3

Resultado individual 4

Resultado pool 1

Resultado pool 2

Resultado pool 3

Resultado pool 4

Avaliacdo da reprodutibilidade da diluicdo de

réplicas.

, selecionada como ideal, em 20

Réplicas R1 R2 | R3

R4 R5 R6

R7

R8 R9

R 10

Ct

Réplicas R11 | R12 |R 13

R 14 R 15 R 16

R 17

R 18 R 19

R 20

Ct

Valor de limites estabelecidos: superior

[ inferior:

Observacoes:

Responsavel:

96




Apéndice VII - Modelo de registro da reprodutibilidade da diluicdo ideal

amostra positiva para CQI-NAT.

da

Confirmacéo dos critérios da diluicdo da amostra positiva
Virus alvo: Diluicéo ideal selecionada: 1:
Processamento individual Processamento pool
Réplica Valor amostra Controle Réplica Valor amostra Controle
1 1
2 2
3 3
4 4
5 5
6 6
7 7
8 8
9 9
10 10
11 11
12 12
13 13
14 14
15 15
16 16
17 17
18 18
19 19
20 20
Média Média
*DP *DP
*CV *CV

*DP: desvio padrao; **CV: coeficiente de variacéo.
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Apéndice VIII - Modelo de etiqueta para identificacdo do CQI-NAT.

Controle de Qualidade Interno NAT.

Data de aliquotagem:___ / [/

Virus alvo:

Diluicao selecionada: 1:

Valor do Ct ou carga viral:

Bolsa de origem n°:

Valores limites:

NUmero sequencial da amostra de CQI-NAT:

Conservar preferencialmente a -80°C (oitenta graus Celsius negativos).

Utilizar em até duas rotinas e descartar posteriormente.

Responsavel:
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Apéndice IX - Exemplo para selecdo de amostras aleatorias utilizando a funcao

do programa Excel.

A B C
Primeira aliquota 1 =ALEATORIOENTRE(B1;B2)
Ultima aliquota 30
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Apéndice X - Modelo de registro dos dados do teste de homogeneidade do CQI-
NAT.

Teste de Homogeneidade

Virus alvo:

Data: [

Responsavel:

Amostra CQI-NAT (numeracéo sequencial

. : Resultado NAT
da amostra selecionada aleatoriamente)

*Seq.

1 Exemplo: 04

9

10

Média

**DP

***CV

*Seq. — numeracdo sequencial; **DP: desvio padrdo; ***CV: coeficiente de
variacao.
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Apéndice Xl - Modelo de registro dos dados do teste de estabilidade.

Teste de Estabilidade

Virus alvo:
Responsavel:
Amostra CQI-
NAT
3 Data do Resultado
Temperatura (numerag&o NAT
sequencial da teste )
amostra
selecionada
aleatoriamente)
Exemplo: 14
1
(-80°C)
Média
*DP
***CV

**DP: desvio padrdo; ***CV: coeficiente de variacéo.
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Apéndice Xl - Modelo de planilha para registro da producao de PHN.

Producéo de Plasma Humano Negativo (PHN)

Lote:

Data de producéo:

Data de validade:

Responsavel pela producéo:

Informacdes das bolsas de plasma selecionadas para produc¢do do lote:

Cddigo

Data de validade Volume total

Numero de doagdes

I:l Testes soroldgicos negativos

|:| NAT negativo

|:| Microbiolégico negativo — Frasco de Hemocultura lote:

PHN aprovado para uso:

Responsavel pela liberacao:

Data de liberacéo:

Observacoes:

102



Apéndice Xlll - Modelo de etiqueta para identificacdo dos tubos do lote de PHN.

Plasma Humano Negativo (PHN)

Lote: Responsavel:

Data de preparo: Data de validade:

(seis meses apds preparo)

Armazenar a temperatura de 20°C negativos ou abaixo.

Descricdo: Plasma negativo utilizado como diluente para producdo do Controle de Qualidade
Interno do Teste do &cido Nucleico — CQI-NAT
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Apéndice XIV - Modelo de tabela contendo dados relevantes para
acompanhamento do CQI-NAT na rotina de testes e para construcdo do gréfico
de dispersao.

Ct controle

Data da rotina Ct HIV CtHCV .
interno

Teste (pool ou
individual)
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