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2ortaria de Consolidacao n25 de 28 de setembro de 2017, origem
Portaria 158/16.

Secao VI - Dos exames de qualificacao no sangue do doador.

Art. 128. O Servi¢co de Hemoterapia realizara testes para infeccoes
transmissiveis pelo sangue, a fim de reduzir riscos de transmissao
de doencas e em prol da qualidade do sangue a ser doado.
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Objetivo: realizar triagem de doencas transmissiveis pelo sangue
atraveés de técnicas laboratoriais, em amostras de doadores de
sangue. E obrigatdrio a realizacdo de exames laboratoriais de
alta sensibilidade a cada doacao.
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Fluxograma do ciclo do sangue
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*Testes obrigatorios em legislacao para triagem:
HBsAg (Sorologia + NAT)
Anti HBC
HCV (Sorologia + NAT)
Anti HIV (Sorologia + NAT)
Chagas
Anti HTLV I/l
Sifilis

-
Malaria para regidoes endémicas com transmissao ativa

CMV (Transplantes, RN e transfusdes intrauterina)
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Hepatite B:

| - deteccao do Ag de superficie do virus da Hepatite B-
HbsAg, ELISA ou Quimioluminescéncia

Il - deteccao de Ac contra o capsideo do HBV — anti HBc (IgG
ou IgG + I1gM), ELISA ou Quimioluminescéncia

lIl - deteccao de acido nucleico (NAT) do HBV

Hepatitis B virus

= large surface protein
(S + PreS2 + PreS1)

DNA

Polymerase (P)
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Hepatite C

| - deteccao do anticorpo contra o virus da Hepatite C (HCV) ou deteccao
combinada de anticorpo + antigeno do HCV, ELISA ou
Quimioluminescéncia

Il - deteccao de acido nucleico (NAT) do HCV

Hepatitis C:

Virus Structure

Glycoprotein (E1) <4

AR

3 a
- ’
- N\
7

Glycoprotein (E2)

7
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HIV

| - deteccao de anticorpo contra o HIV, pesquisando

os subtipos 1, 2 e O, ou deteccao combinada do anticorpo

contra o HIV + antigeno p24 do HIV, ELISA ou Quimioluminescéncia
Il - deteccao de acido nucleico (NAT) do HIV

HIV

HIV Envelope)

oooooo
ooooo
- To
P *

-
Ed
- P
', eo®
Crroopopoer”

(HIV Glycoproteins)
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CHAGAS

Deteccao de anticorpo anti T cruzi, por ELISA ou
Quimioluminescéncia.

e r CinGASa®
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HTLV I/l

Deteccdo de anticorpo anti HTLV /11, por ELISA ou
Quimioluminescéncia.

Xz .
: P24 capsid

i ——— p62/p32 reverse
transcriptase

gp21 transmembrane

Y
gp46 surface
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SIFILIS

Deteccao de anticorpo anti treponémico (Teste treponémico ELISA ou
guimioluminescéncia) ou nao treponémico (RPR ou VDRL).
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CITOMEGALOVIRUS
A deteccao de Citomegalovirus (CMV) :

- submetidos a transplantes de células TMO e de 6rgaos,
com sorologia nao Reagente para CMV

Il - recém-nascidos de maes CMV negativo

gue tenham peso ao nascimento inferior a 1.200g
lll - transfusao intrauterina

-
¥
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MALARIA

Nas regioes endémicas de malaria, com transmissao ativa,
independente da incidéncia parasitaria da doenca, sera realizado teste
para deteccao do plasmodio ou de antigenos plasmodiais.
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ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

E um dos métodos mais utilizados para o diagndstico de doencas
infecciosas, possibilita a identificacdao de antigenos (Ag) ou anticorpos
(Ac) especificos no sangue. Sistema semi automatizado: utilizacdo em
servicos de menor volume.

washwell PLATE




GOVERNO

DO ESTADO DO PARANA

HEMEPAR Triagem Laboratorial
Sorologia & Biologia Molecular

QUIMILUMINESCENCIA (CMIA)

E uma reacdo que emite energia sob a forma de luz. Quando utilizada
em combinacao com a tecnologia de imunoensaio, a luz produzida pela
reacao indica a quantidade de antigeno ou anticorpo que esta sendo
pesquisado na amostra.

PASSOS DA TECNICA

Uma microesfera de poliestireno é revestida com
anticorpo monoclonal contra antigeno analisado

Adicao do soro do paciente, que é incubado com
agitacao intermitente.

Lavagem para retirada do antigeno nao fixado

Adicdo de anticorpo monoclonal especifico para
o antigeno pesquisado conjugado a enzima.

Incubacdo do conjugado e mais uma
lavagem para tirar o anticorpo nao fixado

Adicdo do substrato da enzima, em seguida,
incubacdo.

A adi¢3o de substrato quimioluminesce
hidrélise na presenca da enzima, |
substancias instdveis que geram e
fétons (luz).
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QUII\/IIOLUI\/IINESCENCIA
Permite automacao total em grandes rotinas.

MY

v

BaEAC Y $2
ST TP rad
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NAT

Tecnologia do acido nucleico que permite detectar,
amplificar, identificar e quantificar acidos nucleicos (DNA e
RNA) em amostras biologicas.

Reducéao da janela imunologica

HIV HCV HBV
21d=> 10d 70d=> 14d 60d= 10d
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HIV RNA (RT-PCR)
no plasma

HIV Anticorpo
/;;
Fase de / |

Eclipse o o —
HIV DNA (PCR)

viremia in PB'!"C &
exposicao 1 = :
v HIV p24 Ag
L// L3 A A
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Dias apés a infecgao
Janela
Sorologica
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HCV RNA/HCV Ag

L
I I I I I I

days
S0 G 70 80 90 100
3 generation I ‘ I

antibody test

1! generation

2nd generation antibody test
antibody test
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Periodo de incubagcao Doenc¢a aguda Convalescencga

HBSAJ Anti-HBsS

Anti-HBc IgG

DNA polimerase

Particulas virais o

Anti-HBs

Meses apds a infeccgéo || 1 | 1 1 n 1 1 1 1 1 >

Funcao hepatica

T —
GOl
e ——  eee———————————

Sintomas clinicos
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B. Algoritmo para testagem e liberagéo de bolsas de sangue (HIV, HCV e HBV - testes sorologicos e NAT). (Pagina 1)

Teste inicial para
HIV, HCV e HBV
(sorolégico e NAT)

GOVERNO
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! L |

!

Testes
sorolégicos REAGENTES
(positivo ou inconclusivo) e NAT
REAGENTE (positivo)

Testes
sorologicos REAGENTES
(positivo ou inconclusivo) e NAT
NAO REAGENTE (negativo)

- Testes soroldgicos
NAO REAGENTES (negativo) e
NAT REAGENTE (positivo)

Ambaos os testes NAO
REAGENTES (negativo)

A

a bolsa &)

Repita em
duplicata o
teste inicial

Libere

<D, <

A4

REAGENTE em uma
ou ambas as
duplicatas

A4

NAO REAGENTE em
ambas as duplicatas

A 4 A 4
Descarte a bolsa Libere a bolsa &
v

Convoque o doador para nova
amostra e/ou orientagao

Avalie a
necessidade de
investigar as
causas de falso
positivo na
triagem inicial

Desencadeie, se necessario, a
investigacao de soroconverséao do
doador (retrovigilancia)

o )

Y

y

A
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B. Algoritmo para testagem e liberacao de bolsas de sangue (HIV, HCV e HBV - testes sorologicos e NAT). (Pagina 2)

Descarte a bolsa Descarte a bolsa

Repita em
duplicata o
teste inicial

v v

REAGENTE em uma
ou ambas as
duplicatas

NAO REAGENTE em
ambas as duplicatas

- Convoque o doador para nova
- amostra e/ou orientacao

v

Desencadeie, se necessario, a
investigagao de soroconversao do
doador (retrovigilancia)

-
<
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A. Algoritmo para testagem e liberagao de bolsas de sangue (anti-HTLVI/II, sifilis e doenca de Chagas)

Teste inicial para cada
uma das infecgées transmissiveis Art. 129
pelo sangue

NAO REAGENTE
(negativo)

REAGENTE
(positivo ou inconclusivo)

Repita em
duplicata o
teste inicial

v v

NAO REAGENTE em
ambas as duplicatas

REAGENTE em uma cu
ambas as duplicatas

A

% % Libere a bolsa C%

A 4

Descarte a bolsa %

onvoque o doador para nova
amostra e/ou orientagdo

Libere a bolsa

Avalie a
necessidade de
investigar as
causas de falso
positivo na
triagem inicial

Desencadeie, se necessario, a
investigacéo de soroconverséo do
doador (retrovigilancia)

FIM

> <
’v‘
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Extracao

Ministério da Satude
FDOCRUZ
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l'\stt debmologl
em Imunobiol6gico:
Blo Mangumhos

Modulo de
Controle

Modulo de
Amplificacao

GOVERNO @

DO ESTADO DO PARANA

SECRETARIA DA SAUDE




Triagem Laboratorial

@

GOVERNO %

HEMEPAR BIO|Og|a MOIECUIar DO ESTADO DO PARANA

SECRETARIA DA SAUDE

rocessamento Kit NAT HIV/HCV/HBV

Rastreabilidade

Plataforma automatizada

Alta capacidade de processamento:

- 552 amostras/rotina Rede Centralizada
SN

- 1104 amostras/ dia

Pooling 2h Extracdo 2h 15min.  “Set up” 30min.

RT-PCR 2h 30min.
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ONTROLE DE QUALIDADE :

Técnicas operacionais e atividades empregadas para monitorar e eliminar
causas de desempenho insatisfatério em alguma etapa de um processo.

*Avalia a Qualidade final das unidades amostradas.

*Fornece uma seguranca estatistica de que nao se cometeram erros.

CONTROLE DE QUALIDADE

AA
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CONTROLE DE QUALIDADE INTERNO:

1) evidencia a perda da sensibilidade dos ensaios
2) identifica variacOes lote a lote/remessa a remessa

3) detecta erros aleatdrios ou sistematicos

CONTROLE DE QUALIDADE LOTE A LOTE/REMESSA:

1) evidencia a perda da sensibilidade dos ensaios causados por ma condi¢des de
armazenamento e/ou transporte

2) identifica variacBes lote a lote/remessa a remessa

3) valida o kit antes da colocacdao do mesmo na rotina

CONTROLE DE QUALIDADE EXTERNO/ PROFICIENCIA:

1) verifica a qualidade e seguranca dos testes laboratoriais realizados para a triagem do
sangue e seus componentes destinados a transfusao

2) garante a confiabilidade dos resultados, inspecionando o conhecimento de todo o
processo.
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GARANTIA DE QUALIDADE :

Atividades envolvendo planejamento, controle, avaliacao, registro e melhorias
necessarias para garantir que os produtos ou servicos atendam aos padroes
ou requisitos da qualidade.

*Previnem erros e asseguram que cada unidade produzida tenha qualidade
igual a das experimentadas no laboratdrio de controle.

GQarantia dag
Qualtdade

MS,

Cowntrole da
Qualtdade
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GESTAO DA QUALIDADE :

Estrutura organizacional, processos e procedimentos necessarios para
garantir que as intencdes e direcdes do programa da qualidade sejam
atingidas e que a qualidade do produto ou servico seja garantida.

**Conjunto de procedimentos adotados com o

fir 0S

PRINCIPIOS
DE GESTAO
DA QUALIDADE

‘760

)
9&em por pro®
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RASTREABILIDADE :

E a garantia que todos os produtos utilizados e procedimentos realizados
sejam identificados individualmente nas varias etapas de sua realizacao,
evitando-se trocas e possibilitando esclarecimentos posteriores quando
necessario. Os documentos emitidos devem sempre constar conferéncia e
assinatura dos responsaveis.
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Conceitos

VALIDACAO de PROCESSO:
E 0 mecanismo usado pela organizacdo para assegurar que um processo
atenda perfeitamente as especificacoes.

MATERIAL e SERVICOS CRITICOS:
Sao aqueles que afetam a qualidade do produto final.

MANUTENCAO CORRETIVA E PREVENTIVA:
Deve-se ter registros e cronogramas das manutencoes,
0s equipamentos devem ter identificacdao inequivoca.

QUALIFICACAO E CALIBRACAO:

Equipamentos devem ser qualificados para verificar se sua operacao esta /
de acordo com o preconizado e a calibracao é realizada quando algum

desvio for identificado ou conforme cronograma previamente /

estabelecido pela instituicao.
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Exigéncias a serem observadas nas auditorias:

v'Inspecdo didria dos reagentes através de calibracées, analise dos controles
dos kits e Controle de Qualidade Interno (CQl)

r

W,
< .
'\’%?g

v'CQE — Testes de Proficiéncia - Avaliacdes praticas e tedricas

v'Inspecdo lote/remessa

v'Calibracdo e manutencdo dos equipamentos

v'Validacdo prévia de todos os processos
v'Controle da dgua reagente e temperaturas

v'P.0O. atualizados, com treinamento e avaliacdo
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/\/Realizagéo dos testes em tubos primarios, obrigatoriamente
]

v'Cdodigo de barras/ Interfaceamento dos resultados

v'Conclusdo da rotina sempre com dupla conferéncia / assinatura dos
responsaveis pela execucao e liberacao dos resultados

v'RASTREABILIDADE em todas as fases

v'Andlise de possivel soroconvers3o diariamente, analisando os resultados
reagentes ou inconclusivos dos doadores, com doacao anterior nao reagentes

v'Auditorias internas
v'Processos bem definidos

v'Registro das ndo conformidades




Iédia - 35

Media - 25

Meédia - 15

edia

Wedia + 15

WMeédia + 25

Wdia + 3=

Concentracao do Controle Interno
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CONTROLE DE QUALIDADE NAT, Importancia :
- Validacao de cada lote antes da sua colocagao na rotina

—-Validacao das baterias dos testes

S A— —Analise periddica dos coeficientes de variacao

—Registro de nao conformidades

i ese s s ws —Participagdo em programas de proficiéncia externa

Nimero da Corrida

CQl pos: pode ser obtido através de diluicdes seriadas de plasma com
resultados sorolégicos e de NAT positivos (pool e single) para cada um dos
marcadores empregados na deteccao. Devera ser estabelecido um valor de
corte para o CQl pos, considerando a diluicao utilizada. Usar em todas as /

rotinas e avaliar sua performance para atender aos critérios pré
estabelecidos.




Triagem Laboratorial GOVERNG &

DO ESTADO DO PARANA

HEMEPAR N a t SECRETARIA DA SAUDE

KIT NAT BIOMANGUINHOS — VALIDACAO DA ROTINA:
—Controles do fabricante: Dois controles negativos — sem amplificacao

Dois controles positivos — CT = 28 +/- 2,47

- Controle interno da reagédo/particula calibradora: individual para cada
reacdo realizada, valida cada reacdo individualmente - CT = 31 +/- 2,47

—Controle interno (€CQl): devera amplificar conforme testes de
reprodutibilidade estabelecidos. Se limites forem ultrapassados, deverao ter
acoes corretivas devidamente registradas
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KIT NAT BIOMANGUINHOS — VALIDACAO LOTE/ REMESSA:
—Usar para validacao de lote ou remessa, 05 aliquotas de CQl neg e 05
aliquotas de CQl pos de HIV, HCV e HBV, todos pipetados em single.

%! 7500 Software v2.0.5
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KIT NAT BIOMANGUINHOS — CQE/ Proficiéncia:

No Programa de Proficiéncia é analisado o desempenho do laboratdrio na
realizacdo da rotina. Este controle é enviado por um grupo de avaliacao, e
resultados sao expressos por meio de comparacoes interlaboratoriais.

Tedrico exigéncia de ==p»80% de acerto

Pratico exigéncia de ==»100% de acerto
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ORGANIZACAO E LIMPEZA DO LABORATORIO NAT:
-0 laboratorio precisa estar SEMPRE limpo e organizado e a descontaminacao
devera ser realizada de forma correta, seguindo P.O.

- Temperatura ambiente de 15 a 222C (armazenamento moédulo do kit)
- Portas e janelas fechadas. Bancadas e pisos nao porosos

- O lab.NAT deve dispor de areas delimitadas: Area de Pré-amplificacdo ou
Pré-PCR e Area de P4s-Amplificacdo ou Pds-PCR

Cd

 — ¥

PRE- AMPLIFICACAO
PRE-PCR
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ORGANIZACAO E LIMPEZA DO LABORATORIO NAT:

—Os laboratorios precisam estar devidamente sinalizados
- Uso de EPIs obrigatorios e distintos nas 2 salas

- Orientar a limpeza e descontaminacao das salas :

PRE, ‘ Pés QUEMAMA

USA EPI

-Limpeza de bancadas e equipamentos com alcool 70°, a cada rotina

- Uso de materiais de limpeza (panos, baldes,luvas) especificos para cada sala

do laboratdrio NAT, nao misturar os materiais /
- Recolhimento do lixo logo apds a rotina, sempre da pdos PCR por ultimo
- Usar hipoclorito de sédio a 1% diariamente no piso

- Usar luz Ultravioleta para descontaminacao da sala e pecas dos equip.
- semanal e mensal, limpeza mais rigorosa com hipoclorito a 1% piso,
paredes, lixos, etc
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