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1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana ¢ uma doenca parasitaria
sistémica causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi. Considerada uma
doenca tropical negligenciada, ¢ endémica em 21 paises das Américas. Na clinica da
doenca, observam-se duas fases: aguda, podendo ou ndo ser identificada, e que evolui para
fase cronica. No Brasil, atualmente predominam os casos cronicos decorrentes de infecgéo
por via vetorial, com aproximadamente trés milhdes de individuos infectados. O principal
vetor da doenca de Chagas € o inseto hematdfago hemiptera da familia Reduviidae, sendo
0s principais géneros: Triatoma, Rhodinius e Panstrongylus. Além da transmissao vetorial
existem outras formas habituais de transmisséo, tais como: a transfusdo de sangue, por via
congénita, e, mais recentemente, a transmissdo por via oral, por meio da ingestdo de
alimentos contaminados. TransmissGes mais raras acontecem em acidentes de laboratorio,
manejo de animais infectados, transplante de 6rgaos e pelo leite materno.

Nos Ultimos 25 anos a transmissao vetorial foi praticamente eliminada, devido a
varios fatores como a crescente urbanizacdo, melhorias das moradias rurais e a eliminacéo
do principal vetor, o Triatoma infestans. Em contrapartida, nos ultimos anos houve
aumento dos casos de doenca de Chagas aguda (DCA) por transmisséo oral por meio de
alimentos contaminados, em diferentes estados, em especial na regido da Amazonia Legal.

O diagnostico da doenca é sempre clinico, epidemioldgico e laboratorial. Durante
a fase aguda da doenca de Chagas o diagndstico laboratorial deve ser realizado por
métodos parasitologicos. O exame parasitolégico direto, técnica “padrdo ouro” para o
diagndstico desta fase da doenca deve ser realizado pelas técnicas: pesquisa a fresco de
tripanosomatideos, métodos de concentracdo (Strout, microhematdcrito ou creme
leucocitario) e lamina corada de gota espessa ou esfregaco sanguineo. O método
sorologico na fase aguda consiste na pesquisa de anticorpos da classe IgM no sangue
periférico e deve ser realizado quando as técnicas parasitologicas forem negativas e a
suspeita clinica persistir. No entanto, é importante salientar que nessa fase os métodos
sorologicos sdo pouco sensiveis. Durante a fase crénica da doenca o diagndstico
laboratorial deve ser realizado por meio dos métodos soroldgicos para a detec¢do de
anticorpos anti-T. cruzi da classe 1gG. De acordo com a norma do Ministério da Saude,
sdo necessarios dois testes de métodos diferentes que apresentem elevada sensibilidade

e especificidade. O Consenso Brasileiro da doenga de Chagas indica os seguintes testes:
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Ensaio Imunoenzimético (ELISA); Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e
Hemaglutinacdo Indireta (HAI). Estes trés testes convencionais, quando usados em
conjunto podem determinar o diagnostico em aproximadamente 100% dos casos.
Atualmente existe um novo método diagnostico, a Quimioluminescéncia (CMIA) com
Kits registrados pela ANVISA e que estad sendo amplamente utilizado pelos laboratorios
no Brasil. A CMIA ¢ de grande utilidade na exclusdo de doadores nos hemocentros,
entretanto, para a confirmacdo da infecgdo, este método devera ser acompanhado de um
segundo teste, como ja esclarecido acima. Este método foi avaliado pelo Laboratério de
Referéncia Nacional (LRN) apresentando resultados satisfatorios, contudo, ainda
necessita de aprovacdo pelo Consenso Brasileiro da doenca de Chagas.

O Servico de Doencas Parasitarias (SDP), LRN para o diagnéstico da doenca de
Chagas, através da Diretoria do Instituto Octavio Magalhdes (DIOM) da Fundacao
Ezequiel Dias (FUNED) é também o Laboratorio Central de Salde Publica de Minas
Gerais — Lacen MG. Entre as func¢des do Lacen e do LRN destacam-se agdes de vigilancia
epidemioldgica, supervisdo, capacitacdo de recursos humanos e controle da qualidade
(CQ) das analises de suas redes. Sendo assim, fica a cargo do laboratorio de referéncia
avaliar e garantir o grau de precisao e exatidao dos resultados liberados pelos laboratorios
destas redes.

Até 2014, o controle de qualidade do diagnostico soroldgico dos testes de doenca
de Chagas era realizado por meio do envio bimestral para os laboratorios referéncias
(Lacen e LRN) de 10% das amostras reativas; 20 amostras ndo reativas e todas as amostras
indeterminadas nos ensaios até o numero maximo de 50 amostras, para avaliacdo de
concordancia entre os laboratérios.

Em 2014, o LRN decidiu fazer uma revisdo deste programa e propor mudancas
estatisticamente fundamentadas ndo s6 no calculo amostral, como também na
periodicidade, no planejamento e analises da concordancia. Este novo modelo de
avaliacdo de qualidade é uma proposta para todos os Lacens e as suas respectivas redes.

O novo formato do programa foi denominado Programa de Avaliacdo da
Qualidade de Doenga de Chagas (PAQ-Chagas) e contempla todas as esferas do
diagnostico: laboratorio da rede estadual, Lacen e LRN. O diagndstico do laboratério da

rede estadual € avaliado pelo respectivo Lacen e este pelo LRN (Figura 1).
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LABORATORIO DA REDE

LACEN

LRN

Figura 1: Fluxograma do PAQ

Para estabelecer um nimero apropriado de amostras, foi realizada uma consultoria
em estatistica e a partir dela estabeleceu-se o quantitativo das amostras de acordo com
duas variaveis principais: o nimero de exames realizados e a taxa de amostras reativas do

laboratorio.

2. AVALIACAO DA QUALIDADE DO LABORATORIO DA REDE ESTADUAL

A avaliacdo da qualidade do laboratério da rede estadual sera realizada por meio
do envio trimestral de um percentual de amostras ndo reativas e reativas para o Lacen. O
nimero de amostras sera determinado pelo nimero de exames realizados no trimestre, de
cada método (ELISA, RIFI, HAI e CMIA) e o nimero de amostras reativas em cada
método, de acordo com as seguintes tabelas 1, 2, 3 e 4. As amostras encaminhadas para o
PAQ-Chagas devem ser escolhidas de forma aleat6ria, para que represente todo o

universo das amostras analisadas pelo laboratorio.
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Tabela 1: Namero de amostras a serem enviadas para o0 PAQ- método RIFI

Positividade <10%
Produgdo | Amostra | Amostra
Trimestral | Reativa | Nao Reativa
0a25 5 5
26 a 50 5 14
51a100 5 21
101 a 150 10 20
151 a 300 10 23
301 a 500 15 20
500 a 1000 15 21
>1000 15 22

Positividade <10%
Producéo | Amostra | Amostra
Trimestral | Reativa | Ndo Reativa
0abs0 7 8
51 a 100 10 16
101 a 150 10 20
151 a 300 10 23
301 a 500 15 20
500 a 1000 15 21
>1000 15 22

Positividade <10%
Producdo |Amostra | Amostra
Trimestral | Reativa | Ndo Reativa
0abs0 7 8
51a100 10 16
101 a 150 15 15
151 a 300 15 18
301 a 500 15 20
500 a 1000 15 21
>1000 15 22
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Tabela 4: Namero de amostras a serem enviadas para o PAQ- método CMIA

Positividade <10% Positividade 10 a 20% Positividade >20%

Producdo |Amostra | Amostra Amostra | Amostra Amostra Amostra
Trimestral | Reativa | Ndo Reativa | Reativa | Ndo Reativa | Reativa Nao Reativa
0ab0 7 8 6 6 5 5
51 a100 10 16 9 9 5 9
101 a 150 10 20 9 11 7 9
151 a 300 10 23 10 11 7 9
301 a 500 15 20 10 12 7 10
500 a 1000 15 21 10 12 7 10
>1000 15 22 10 12 7 10

Célculo taxa de positividade RIFI: N° de amostras reativas RIFI x100
Total de RIFI realizados no trimestre

Calculo taxa de positividade ELISA: N° de amostras reativas ELISA x100
Total de ELISA realizados no trimestre

Célculo taxa de positividade HAI: N° de amostras reativas HAI x100
Total de HAI realizados no trimestre

Calculo taxa de positividade CMIA: N° de amostras reativas CMIA x100
Total de CMIA realizados no trimestre

Observacao: Quando ndo houver o numero necessario de amostras reativas o laboratorio
deve enviar todas as amostras reativas e completar o nimero total com as amostras nao

reativas.

2.1. Avaliacao da concordancia dos resultados do laboratério da rede estadual com
0 Lacen

O Lacen ira repetir as amostras com 0 mesmo metodo utilizado pelo laboratério da
rede e enviara um relatério de concordancia trimestral. Sera feita, anualmente, uma
avaliacdo de todos os envios e emitido um certificado com a classificacdo do laboratorio.
Para verificacdo da concordancia sera utilizado o indice estatistico Kappa, uma técnica
apurada para a verificacdo da concordancia. Para padronizacdo, deve ser utilizada a
seguinte interpretacdo do Kappa, proposta por Altman, 1991:
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Tabela 5: Interpretacédo do valor do Kappa

Vlg;(:)rp(io Interpretacdo da concordancia
<0.20 POBRE

0.21-0.40 FRACA

0.41 - 0.60 MODERADA

0.61-0.80 BOA

0.81-1.00 EXCELENTE

Os resultados indeterminados ndo sdo considerados como discordantes para efeito
de anélise de concordéncia dos resultados de RIFI, ELISA, HAI e CMIA. Na RIFI séo
considerados resultados discordantes as variagdes de mais de dois titulos nas amostras
reativas.

O Kappa pode ser calculado por varios programas estatisticos. Como sugestdo

pode-se utilizar o programa OpenEpi - Estatisticas Epidemiolégicas de Codigo Aberto

para a Saude Publica. Para utiliza-lo, entre no site www.openepi.com. Na pagina inicial

do site clicar em Counts, em seguida Screening. Se a pagina estiver traduzida para o
portugués clicar em Calcular, em seguida Triagem. Abrird uma nova janela, clicar em
Entrar dados. Abrird uma nova janela, digitar o namero 2 e clicar em ok. Aparecera uma
tabela 2x2, que devera ser preenchida conforme a seguir:
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Figura 2. Modelo de tabela 2X2 para calculo do valor do Kappa.

a= numero de amostras reativas no Lacen e no laboratério da rede

b= nlimero de amostras nado reativas no Lacen e reativas no laboratério da rede
c= numero de amostras reativas no Lacen e ndo reativas no laboratério da rede
d= nimero de amostras ndo reativas no Lacen e no laboratério da rede

Depois da tabela preenchida, basta marcar o icone calcular e o valor do Kappa
aparecera juntamente com outros calculos.
A partir do valor Kappa encontrado, o Lacen tomar as seguintes decisdes:

- Concordancia excelente: sem intervencoes;

- Concordancia boa: o Lacen entra em contato com o laboratorio da rede (por telefone,
e-mail ou através do relatorio) para verificar alguma anormalidade, e se for necessario o
orienta tecnicamente;

- Concordancia moderada: o Lacen entra em contato com o laboratério da rede por
telefone para verificar alguma anormalidade, e se for necessario o orienta tecnicamente;
- Concordancia fraca: o Lacen prop@e treinamento ao laboratério da rede;

- Concordéancia pobre: o Lacen marca uma supervisdo ao laboratério da rede e propde
treinamento.

O laboratorio da rede devera realizar uma analise critica do valor do Kappa e da
sugestdo de melhoria proposta pelo Lacen. Se o valor do Kappa for menor que 0,60 (abaixo
de boa) e reincidente o laboratério da rede devera abrir um relatério de anomalia, descobrir
a causa e desenvolver um plano de acédo (anexo Ill) para trata-la. Esse plano de agdo devera

ser encaminhado para o Lacen juntamente com a proxima rodada de envio do controle de

qualidade.
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2.2. Exercicio

Um laboratorio realiza no 1° més de trabalho 200 amostras para o diagnostico de
doenca de Chagas, no 2° més 30 amostras e no 3° més 100 amostras pelos métodos de
HAI e ELISA em todas as amostras. Quantas amostras devem ser enviadas para o0 PAQ-
Chagas, sabendo que foram encontradas 20 amostras reativas no método de HAI e 23
amostras reativas no ELISA no trimestre?

Resposta: Total de amostras realizadas no trimestre= 200 (1° més) + 30 (2° més) + 100
(3° més) =330 amostras
Caélculo da positividade de ELISA:

23 100 =69
330 F 0

Consultar na tabela de ELISA na tabela de positividade <10%, na linha 301 a
500. Assim o Laboratdrio deve enviar 15 amostras reativas e 20 amostras nao reativas no

trimestre.

Célculo da positividade de HAL:

20 100 =60
330 F 0

Consultar na tabela de HAI na tabela de positividade <10%, na linha 301 a 500.
Assim o Laboratério deve enviar 15 amostras reativas e 20 amostras ndo reativas no

trimestre.

Observacao: A escolha das amostras deve ser aleatoria, porém no exemplo acima como
0 numero de amostras enviadas para 0 PAQ-Chagas é o mesmo para os dois métodos
utilizados nos diagndsticos, o laboratdrio pode enviar as mesmas amostras reativas e ndo
reativas para HAI e ELISA.

3. AVALIACAO DA QUALIDADE DO LACEN

A avaliagdo da qualidade do Lacen sera realizada por meio do envio trimestral de
um percentual de amostras ndo reativas e reativas para o LRN. O nimero de amostras sera
determinado pelo nimero de exames realizados no trimestre em cada método (ELISA,
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RIFI, HAl e CMIA) e a positividade encontrada em cada método, de acordo com as tabelas
1, 2, 3 e 4. As amostras encaminhadas para 0 PAQ-Chagas devem ser escolhidas de forma
aleatoria, para representar a rotina de trabalho do laboratorio.

O célculo da taxa da positividade (n° de amostras reativas) devera incluir todas as

amostras analisadas no Lacen (amostras de diagndéstico de rotina e controle de qualidade-

CQ).

Calculo taxa de positividade RIFI: N° de amostras reativas RIFI (rotina e CQ)x100
Total de RIFI realizadas no trimestre (rotina e CQ)

Célculo taxa de positividade ELISA: N° de amostras reativas ELISA (rotina e CQ)x100
Total de ELISA realizados no trimestre (rotina e CQ)

Calculo taxa de positividade HAI: N° de amostras reativas HAI (rotina e CQ)x100
Total de HAI realizados no trimestre (rotina e CQ)

Célculo taxa de positividade CMIA: N° de amostras reativas CMIA (rotina e CQ)x100
Total de CMIA realizados no trimestre (rotina e CQ)

Observacao: Quando ndo houver o nimero de amostras reativas necessario, o laboratério
deve enviar todas as amostras reativas e completar o nimero total com as amostras ndo

reativas.

3.1. Avaliacdo da concordéancia dos resultados do Lacen com o Laboratorio de
Referéncia Nacional (LRN)

O LRN ird repetir as amostras com o mesmo método utilizado pelo laboratério da
rede e enviard um relatério de concordancia trimestral. Anualmente sera feita uma avaliacao
de todos os envios e emitido um certificado com a classificacdo do Lacen. A concordancia
também ira utilizar o indice estatistico Kappa, proposto por Altman, 1991. O LRN tomara
as mesmas agdes descritas anteriormente para o Lacen em relacdo a concordancia dos
resultados.

A partir da analise do Kappa o Lacen deverd realizar uma anélise critica do valor do
Kappa e da sugestdo de melhoria proposta pelo LRN. Se o valor do Kappa for menor que
0,60 (abaixo de boa) e reincidente o laboratorio da rede devera abrir um relatério de

anomalia, descobrir a causa e desenvolver um plano de acdo para trata-la. Esse plano de
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acao devera ser encaminhado para o LRN juntamente com a proxima rodada de envio do

controle de qualidade.

3.2. Exercicio

Um laboratdrio realiza no 1° més de trabalho 200 amostras para o diagndstico e
200 amostras para Controle de Qualidade (CQ) de Doenga de Chagas, no 2° més 30
amostras para diagndstico e 100 amostras de CQ e no 3° més 100 amostras para
diagnostico e 150 amostras CQ e utiliza os métodos de RIFI e ELISA em todas as
amostras. Quantas amostras devem ser enviadas para 0 PAQ-Chagas, sabendo que foram
encontradas 81 amostras reativas no método de RIFI e 73 amostras reativas no ELISA no

trimestre?

Resposta: Total de amostras realizadas no trimestre = 400 (1° més) + 130 (2° més) +
250 (3° més) =780 amostras
Célculo da positividade de ELISA:

3 100=94
780 F 0

Consultar na tabela de ELISA na tabela de positividade <10%, na linha 500 a
1000. Assim o Laboratorio deve enviar 15 amostras reativas e 21 amostras ndo reativas

no trimestre.

Célculo da positividade de RIFI:

81 @ 100=104
780 X 0 T

Consultar na tabela de RIFI na coluna de positividade 10 a 20%, na linha 500 a 1000.
Assim o Laboratorio deve enviar 10 amostras reativas e 12 amostras ndo reativas no

trimestre.
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5. ANEXOS

Anexo | - Formulario de envio de amostras do Programa de Avaliagdo da Qualidade do

Imunodiagnéstico da Doenca de Chagas

PAQ-CHACGAS

Programa de Avaliagdo da Qualidade
Imunodiagnéstico da Doenga de Chagas

TITULO: PROGRAMA DE AVALIACAO DA QUALIDADE DO
IMUNODIAGNOSTICO DA DOENCA DE CHAGAS

PAQ-
CHAGAS
01

1. Laboratoério:

Municipio/Estado:

Endereco:

Telefone: email:

Responsavel técnico:

2. Data de realizacéo das amostras:_/___/ a I/

Total de amostras analisadas ELISA no trimestre

Taxa de positividade ELISA:

Total de amostras analisadas HAI no trimestre:

Taxa de positividade HAI:

Total de amostras analisadas RIFI no trimestre:

Taxa de positividade RIFI:
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Identificacdo da
amostra

Resultado RIFI

Resultado HAI

Resultado ELISA

Assinatura do responsavel

Data
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Anexo Il - Modelo de Certificado do Programa de Avaliacdo da Qualidade do

Imunodiagnostico da Doenca de Chagas

PAQ-CHACGAS

Programa de Avaliacdo da Qualidade
Imunodiagnéstico da Doenca de Chagas

CERTIFICADO
Certificamos que o laboratdrio
obteve um desempenho na metodologia
no Programa de Avaliagao da Qualidade do Imunodiagndstico da Doenga
de Chagas
. de de
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Anexo I11- Formulario de analise critica e plano de acdo do Programa de Avaliagdo da Qualidade do
Imunodiagnostico da doenga de Chagas

PAQ-CHACGAS

Programa de Avaliacdo da Qualidade
Imunodiagnéstico da Doenga de Chagas

TITULO: RELATORIO DE ANALISE S:RI'TICA E PLANO DE ACAO
DO PROGRAMA DE AVALIACAO DA QUALIDADE DO PAQ-CHAGAS 02
IMUNODIAGNOSTICO DA DOENCA DE CHAGAS

Laboratorio:
Estado/Municipio:

Data de realizacdo das amostras: I a [ Rodada:
Resultado do PAQ CHAGAS: RIFI: ELISA:
HAI: CMIA:

Analise Critica:

Resultado satisfatério ( ) sim () néo Reincidente ( ) sim ( ) ndo

Responsavel Técnico Data
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Descricdo da anomalia:

Corregéo:

O QUE

COMO

POR QUE

QUEM

QUANDO

Responséavel Técnico

Data
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