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"Pegadas na Areia

Sonhei que estava caminhando na
praia juntamente com Deus. E revi,
espelhado no céu, todos os dias da minha
vida. E em cada dia vivido, apareciam na
areia, duas pegadas: as minhas e as d’Ele.
No entanto, de quando em quando, vi que
havia apenas as minhas pegadas, e isso
precisamente nos dias mais dificeis da minha
vida.

Entdo perguntei a Deus: "Senhor, eu quis
seguir-Te, e Tu prometeste ficar sempre
comigo. Porque deixaste-me sozinho, logo
nos momentos mais dificeis?

Ao que Ele respondeu:"Meu filho, Eu te amo e
nunca te abandonei. Os dias em que viste so
um par de pegadas na areia Sao precisamente

agueles em que Eu te levei nos meus bracos."
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RESUMO

Material de Referéncia (MR) é um termo genérico utilizado para todos os materiais
empregados na avaliacao da precisdo de um método, por ex., calibracdo, verificacdo de
equiparacao de sistemas analiticos de medidas e o controle da qualidade. A avaliagéo
da comutatividade é um dos requisitos minimos para a producédo de um MR. O termo
comutatividade pode ser definido como a capacidade de um MR ou controle ter
propriedades interensaio comparaveis as propriedades demonstradas por amostras
clinicas auténticas quando medido por mais de um método analitico. Foi utilizado pela
primeira vez em ensaios enzimaticos, na década de 60, resultando na padronizacao das
medidas de colesterol. Este trabalho teve como objetivo avaliar a comutatividade de
resultados obtidos do Painel de Referéncia para o virus da Hepatite C (HCV), utilizado
no controle de qualidade dos kits empregados no diagndstico sorolégico do HCV no
periodo de 2009 a 2014, como requisito obrigatorio para o registro de tais produtos na
ANVISA. Foi realizada busca retrospectiva de resultados das razbes DO/CO (ratio)
obtidos na analise dos kits para determinacdo de HCV em plasma/soro, nas metodologias
ELISA e quimioluminescéncia, nos cadernos de recebimento de amostras do laboratorio
para confeccao de planilhas e registro dos resultados positivo. A avaliacdo dos dados foi
realizada conforme o guia EP 14-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute, que
sugere a avaliacdo estatistica dos ratios das amostras positivas usadas nos kits e que
atendiam aos critérios de aceitacdo, utilizando filtro na planilha Excel®. A partir destas
verificacdes, foram realizadas andlises utilizando modelos de regressao linear ordinaria,
no caso, Método dos Minimos Quadrados Ordinarios e, posteriormente, modelo de
regressdo de Deming dos ratios, combinando par-a-par, os kits ELISA e
guimioluminescéncia estudados. Inicialmente foram selecionados 37 kits, totalizando 471
amostras positivas. Destes, 15 kits e 44 amostras atenderam aos critérios de aceitacao.
Somente 19 amostras apresentaram comutatividade para dois pares de kits. Um painel
soroldgico com essas amostras foi confeccionado para ser utilizado na analise prévia de
kits diagnéstico do HCV, para cumprir o requisito obrigatério para registros desses
produtos para sua comercializagcdo. Para os dois pares de kits obtivemos 7 amostras

comuns. SO foi possivel estabelecer grau de comutatividade entre uma das metodologias



escolhida, ELISA, podendo constituir um painel de amostras verdadeiro positivas
comutaveis e usadas na analise prévia de kits para diagnostico do HCV, requisito
obrigatorio para registro desses produtos.

Palavras chaves: Hepatite C, Comutatividade, Ensaio imunoenzimatico



ABSTRACT

Reference Material (RM) is a generic term used for all materials used in the precision
method evaluation, as, calibration, comparability verification of analytical measurement
systems and quality control. The assessment of commutability is one of the minimum
requirements for the production of a RM. The term commutability can be defined as the
ability of a RM or control to have inter-laboratory test results comparable to demonstrated
properties by clinical samples which are authentic when measured by more than one
analytical method. It was first used in enzyme assays in the 1960s, resulting in the
standardization of cholesterol measurements. The objective of this work was to evaluate
the commutability of results obtained from the reference panel for Hepatitis C Virus (HCV),
used in quality control of the kits for serological diagnosis of HCV, in the period 2009 to
2014, as required for the registration of such products by the National Regulatory Agency
- ANVISA. It was performed a retrospective search of results of the ratio DO/CO obtained
in the analysis of kits for ELISA and chemiluminescence methodologies, in the notebook
sample registration at laboratory, to perform a Excel spreadsheets® and to record positive
results. The evaluation of the data was performed according to the guide EP 14-A3 of the
Clinical and Laboratory Standards Institute, which suggests a statistical evaluation of the
ratios of positive samples used in the kits and what met the acceptance criteria, using filter
in Excel spreadsheet®. On the basis of these verifications analyzes were done using
linear regression models meeting, in the case, method of ordinary least squares and,
subsequently, the regression model of Deming of ratios, combining pair-to-pair the ELISA
kits and chemiluminescence studied. Initially we selected 37 kits, totaling 471 positive
samples. Of these, 15 kits and 44 samples met the criteria of acceptance. Only 19
samples presented commutability for two pairs of kits. A serologic panel with these
samples of plasma/serum was made to be used in the prior analysis of diagnostic kits of
HCV, to fulfill the mandatory requirement for commercial registration of these products.
For the two pairs of kits were obtained 7 common samples. It was only possible to
establish a degree of commutability between one of the methodologies chosen, ELISA.

These samples constitute a panel of positive samples that can be commutables and used



in the previous analysis of HCV diagnostic kits, a mandatory requirement for registration
of these products.

Key words: HCV, Commutability, Enzimatic Immunoassay
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1 INTRODUCAO

Qualidade, palavra que deriva do latim qualitas possui um conceito altamente
subjetivo, ligado diretamente a percepc¢édo individual, influenciado por fatores culturais,
modelos mentais e necessidades e expectativas pessoais (ROTH, 2011).

Segundo Feigenbaum (1994), alguns especialistas abordam a qualidade como
uma atividade do departamento de qualidade, ao invés de uma politica de incentivo a
cultura da exceléncia em toda a organizagéo, possibilitando maior relacionamento
entre as acgdes de melhoria e a estratégia de negocios, de modo a atingir bons
resultados.

De acordo com Crosby (1994), a qualidade é um fator atingivel, mensuravel,
lucrativo, que pode ser estabelecido, desde que haja compromisso, compreensao e
gue todos estejam dispostos a trabalhar. Para tanto, defendeu, ainda, que a qualidade
seja conforme as especificacdes que o sistema de gestdo deve satisfazer.

A International Organization for Standardization (1SO), define qualidade como:
“O grau no qual um conjunto de caracteristicas inerentes satisfaz aos requisitos, ou
seja, as necessidades ou expectativas que sao expressas, geralmente, de forma
implicita ou obrigatéria” (ABNT, 2000).

Para que a qualidade seja mensuravel, conforme apresentado por Pires (2007,
apud RODRIGUES, 2013), esta tera que ser definida e medida para o estabelecimento
de critérios, tanto no nivel da concepc¢ao e desenvolvimento, caso ocorra, quanto no
nivel da realizacdo, na qual a qualidade corresponde ao cumprimento dos requisitos
do produto que devem satisfazer os requisitos do cliente. A Figura 1 resume o descrito

acima.
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Figura 1- Estratégia da Qualidade
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Fonte: QUIS, 2012.

Um dos precursores do movimento de qualidade no mundo, Deming questiona:
"Como sabemos se estamos constantemente melhorando - tornando-nos a
organizagdo do futuro?" Pode-se afirmar que o uso de um Sistema de Medi¢ao de
Desempenho é a resposta adequada. Medir € importante, porém, se néo € possivel
medir, ndo se pode controlar; se ndo ha como controlar, ndo hd como gerenciar; se
ndo h& como gerenciar, ndo ha como melhorar (SINK; TUTTLE, 1993).

Para medir, ha necessidade da utilizacdo de ferramentas de medicdo, padrdes
e/ou materiais de referéncia (MR) (ABNT ISO GUIA 34, 2012).

Um MR é normalmente usado para determinar ou verificar a rastreabilidade de
um procedimento de medida para um valor atribuido ao material, que representa a
melhor estimativa de valor correta ou verdadeira (MILLER; MYERS; REJ, 2006).

Fornecedores de MR e materiais destinados a calibracao de procedimentos de
medida de rotina devem incluir validagdo da comutatividade como um requisito
essencial. Quando o MR se destina a avaliagdo de um procedimento clinico de rotina,
a comutatividade deve ser validada entre todas as metodologias analiticas que
utilizardo este material, incluindo procedimentos de medida de referéncia (MILLER,;
MYERS; REJ, 2006).

O termo comutatividade foi utilizado pela primeira vez para descrever a
capacidade de um MR ou controle ter propriedades interensaio comparaveis as
propriedades demonstradas por amostras clinicas auténticas quando medido por mais
de um método analitico (MILLER, 2003; ABNT ISO GUIA 34, 2012).



21

As Boas Praticas de Laboratdrio requerem que MRs usados em procedimentos
de medida de rotina sejam fornecidos com informa¢des de comutatividade incluidos
no certificado de analise do produto (MILLER et al, 2014).

Neste sentido, este trabalho visa demonstrar a comutatividade entre as
amostras de plasma ou soro que comp&em um Painel Soroldgico Positivo para
Hepatite C (HCV) utilizado no controle de qualidade dos conjuntos diagndsticos de
uso in vitro (kits), empregados no diagnéstico sorolégico do HCV, nas suas diferentes

metodologias.

1.1 MATERIAIS DE REFERENCIA

Material de Referéncia (MR) € definido como material suficientemente
homogéneo e estavel em relacio a uma ou mais propriedades especificas
(quantitativas ou qualitativas), estabelecido como adequado para utilizagdo em um
procedimento de medida (VESPER; MILLER; MYERS, 2007; ABNT ISO GUIA 34,
2012).

MR é um termo genérico utilizado para todos os materiais empregados na
avaliacao da precisao de um método e o0 seu uso pode incluir a calibracao e verificacao
de equiparacdo de sistemas analiticos de medidas, a atribuicdo de valores a outros
materiais e o controle da qualidade (ABNT ISO GUIA 34, 2012).

O termo abrange ainda, Material de Referéncia Certificado (MRC),
caracterizado por um procedimento validado metrologicamente e acompanhado de
um certificado, com grau de incerteza estabelecido e rastreabilidade metrolégica,
podendo ser empregados para calibragéo ou avaliacdo da exatiddo, de acordo com
ISO GUIA 34 de 2012 (ABNT, 2012).

No Brasil, a Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), por meio dos
seus Comités e Comissdes, é o 6rgao responsavel pelas Normas Brasileiras. O ISO
GUIA 34 (ABNT), elaborado pela Comissédo de Estudo Especial de Materiais de
Referéncia e aprovado em 2012, apresenta conteudo técnico, estrutura e redagao
idénticos ao 1ISO GUIDE 34:2009, publicado pela International Organization for
Standardization /Reference Materials Committee (ISO/REMCO).

A partir de sua publicagdo em 2009, o ISO GUIDE 34 tem sido efetivamente

usado como referéncia pelos 6rgaos acreditadores, embora tenha sido elaborado com
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a finalidade de prover assisténcia técnica, ndo mandatoria, para usuérios e produtores
de MR. Recentemente, a exemplo de outros guias, discute-se a possibilidade de
converter o ISO GUIDE 34 em norma padrdo para ISO - ISO/IEC 17034, que sera
adotado como mandatorio (JENKS; HAMMOND, 2014), o que podera causar grande
impacto nos meios produtivo e analitico de MR (JENKS; NICHOLS, 2015).

O Guia abrange a producdo de MR e MRC e preconiza requisitos menos rigidos
para um MR. Os requisitos minimos para a producdo de um MR e MRC inclui a
avaliacdo da homogeneidade, estabilidade e da comutatividade desses materiais, com
a finalidade de estabelecer a adequacé&o para o uso proposto (ABNT ISO GUIA 34,
2012).

1.2 COMUTATIVIDADE DE MATERIAIS DE REFERENCIA

O termo comutatividade foi definido pela primeira vez para ensaios enzimaticos
por Fasce e colaboradores (1973) e Rej e colaboradores (1984 apud CAROBENE;
GUERRA; CERIOTTI, 2013) como a capacidade de um MR apresentar propriedades
inter-ensaios comparaveis as propriedades demonstradas por amostras clinicas
auténticas quando medidas por mais de um método analitico.

O ISO GUIDE 34 define comutatividade como a propriedade de um MR,
demonstrada pela proximidade de concordancia entre a relagdo, por um lado, dos
resultados de medicdo para uma quantidade determinada neste material, obtida de
acordo com dois, ou mais, procedimentos de medi¢céo e, por outro lado, a relacao
obtida entre os resultados de medigdo por outros materiais especificados (ABNT ISO
GUIA 34, 2012).

Autores como Miller e colaboradores (2011), definem comutatividade como a
propriedade que um MR apresenta quando os valores medidos para 0 mesmo e para
um painel de amostras clinicas representativas tém a mesma relacdo entre dois, ou
mais, procedimentos de medicdo para o mesmo mensurando (MILLER; MYERS; REJ,
2006).

Outros documentos de metrologia expandiram os conceitos de comutatividade
descrevendo-o como a equivaléncia das relacbes matematicas entre os resultados

obtidos de diferentes procedimentos de medidas para um MR e de amostras



23

representativas de individuos saudaveis e doentes para um determinado analito
(VESPER; MILLER; MYERS, 2007).

Para demonstrar a comutatividade, utiliza-se normalmente um procedimento de
medic¢ao de “ordem superior’, além de um ou mais procedimentos de “ordem inferior”
na hierarquia metrolégica. Quando n&o existir um método de referéncia, a
comutatividade sera avaliada comparando a relagédo entre os resultados obtidos nos
MR/MRC e nas amostras de rotina empregando-se procedimentos de medicdo a
serem harmonizados (ABNT ISO GUIA 34, 2012; OLIVEIRA et al, 2013).

Os procedimentos para 0s quais um MR se mostra comutavel requerem
especificacdo da medicdo e a comutatividade do MR e pode ser demonstrada em
relacdo a alguns procedimentos e ndo em outros. Isso ndo implica que um MR
comutavel com todos os métodos investigados ndo seja comutavel com os demais
(OLIVEIRA et al, 2013).

Inicialmente, a determinacdo da comutatividade de MR foi estabelecida na
guimica clinica, onde uma série de procedimentos de medicao € utilizada nos ensaios
clinicos de rotina de mensurandos especificos em amostras de pacientes (ABNT ISO
GUIA 34, 2012).

O exemplo mais conhecido do impacto da comutatividade e de sua importancia
foi a padronizacé@o das medidas de colesterol, cujos esforcos iniciais datam da década
de 60, época em que havia uma falta de comparabilidade de resultados, nos
resultados clinicos e epidemioldgicos (OLIVEIRA; MENDES, 2010).

O ISO Guia 34 (ABNT, 2012) estabelece, ainda, que um MR é dito comutavel
quando sdo observadas razbes matematicas equivalentes para os resultados de um
determinado mensurando obtidos, a partir da aplicacao de diferentes procedimentos
de medicao, tanto para o MR guanto para o conjunto de amostras de ensaio de rotina
contendo o mensurando.

Podemos, também, classificar um MR como comutavel, se o comportamento
do analito alvo para um determinado procedimento de medida for equivalente no MR
e nas amostras de ensaio de rotina, ou seja, MR e amostra teste produzindo a mesma
resposta (ABNT ISO GUIA 34, 2012).

Muitas definicdes de comutatividade foram descritas em variados guias e
normas. No entanto, todos os documentos estdo de acordo quanto aos principios

basicos do conceito e no processo para estabelecimento da comutatividade, diferindo
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na descricdo e natureza dos materiais utilizados e na descricdo de como a relagéao
entre os procedimentos de medicdo € estabelecida (ABNT ISO GUIA 34, 2012).

Nomenclaturas para comutatividade, comutabilidade, equivaléncia de sistemas
analiticos, parecem ndo estar normalizadas, podendo ser utilizadas de forma indistinta
(MALUF; SILVA; VIDIGAL, 2011). Neste trabalho, em conformidade com o ABNT ISO
GUIA 34:2012, usaremos o termo comutatividade.

1.3 COMUTATIVIDADE E SUA IMPORTANCIA NO DIAGNOSTICO
LABORATORIAL

Materiais de Referéncia (MRs) comutaveis sdo requisitos importantes para
assegurar resultados de laboratério confidveis, e consequentemente, tratamentos
mais apropriados ao paciente (Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI,
2010).

A necessidade do estabelecimento da comutatividade de MR n&o esta limitada
a quimica clinica. Tal procedimento € desejavel em qualquer campo em que 0 uso de
procedimentos de medicao de rotina seja baseado em principios fisicos ou quimicos
diferentes, em comparac¢do ao método de referéncia utilizado (ABNT ISO GUIA 34,
2012).

Apesar da importancia e o impacto da comutatividade na padronizacdo dos
resultados dos diagndsticos laboratoriais serem reconhecidos por mais de quatro
décadas, como uma propriedade essencial para MRs usados como calibradores na
cadeia de rastreabilidade, até recentemente este fato ndo era reconhecido pela
associacao dos laboratérios clinicos (MADEJ et al, 2010; MILLER et al, 2014).

Como Zegers e colaboradores (2013) demonstraram, a comutatividade de MR
€ um requisito essencial para comparacdo dos resultados das amostras dos

pacientes.

1.3.1 Iniciativas Internacionais para Harmonizacao dos Resultados de Medicéo

A International Federation for Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
(IFCC), organizagao internacional comprometida com a harmonizagdo entre os

laboratorios clinicos, tem patrocinado varios comités e grupos de trabalho para o
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desenvolvimento de procedimentos e MR de importancia em laboratérios clinicos
(MILLER et al, 2014).

Em 1998, a Unido Europeia publicou a Diretiva 98/79/European Community
(EC) que dispde sobre os procedimentos de medida para produtos de diagnostico in
vitro, para calibracéo rastreavel em sistemas de maior ordem (DIRECTIVE 98/79/EC,
1998).

Em resposta a Diretiva 98/97, em 2002, o IFCC, o International Committee of
Weights and Measures (ICWM) e o International Laboratory Accreditation Cooperation
(ILAC) se juntaram para formar o Joint Committee for Traceability in Laboratory
Medicine (JCTLM)?! - Comité de Rastreabilidade em Laboratérios Clinicos. A partir de
2002, o JCTLM mantém lista de procedimentos de medida, incluindo laboratorios, e
de MR, revisados em conformidade com os padrdes ISO (MILLER et al, 2014).

Uma reviséo realizada pelo JCTLM em 2006, na lista de MR aprovados, revelou
que poucos haviam sido validados quanto a comutatividade contra amostras clinicas
de pacientes (MADEJ et al, 2010).

O JCTLM, também, atualizou o seu Manual de Qualidade em 2011, incluindo
informagéo sobre a comutatividade para novos MR, candidatos para uso como
calibradores em procedimentos de medida, em laboratorios clinicos (JCTLM, 2015).

Outras iniciativas de grande importancia na consolidacdo da avaliagdo da
comutatividade séo realizadas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),
que elaborou e disponibiliza em seu sitio, guias voltados para desenvolvedores e
produtores de kits, profissionais de laboratdrios clinicos, reguladores, entre outros. Os
mais recentes sdo EP30-A (Caracterization and Qualification of Commutable
Reference Materials for Laboratory Medicine) e EP14-A3 (Evaluation of Commutability
of Processed Samples), elaborados com o propdésito, respectivamente, de caracterizar
e qualificar MRs comutéveis para laboratorios clinicos e avaliar a comutatividade de
amostras processadas (CLSI, 2010; CLSI, 2014).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) fornece MRs identificados como
International Standard / Reference Reagents que sdo usados como calibradores em

procedimentos de medidas nas areas de seguranca transfusional, doencas

1 Joint Committee for Traceability in Laboratory Medicine € um comité formado por representantes dos
laboratérios clinicos, agéncias governamentais e fabricantes, com a finalidade de promover
comparabilidade internacional, confiabilidade e equivaléncia nos resultados entre laboratdrios clinicos,
visando & melhoria da atencéo a satde (ARMBRUSTER; MILLER, 2007).
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infecciosas e endocrinologia. Historicamente, a OMS néo validou esses MRs para
comutatividade e por essa razdo, alguns relatérios demonstraram que a
rastreabilidade para esses materiais ndo alcancou harmonizacdo (MILLER; MYERS,
2013).

Com apoio de centros colaboradores como National Institute for Biological
Standard and Control (NIBSC), Paul Ehrlich Institute (PEI) e Center for Biologics
Evaluation and Research (CBER/FDA), por meio do Expert Committee on Biological
Standardization, a OMS vem realizando reunides desde 2004, com pesquisadores,
fabricantes de kits e autoridades sanitarias, para discutir e estabelecer agenda positiva
para esta questdo (OMS, 2012). Além disso, apoia a realizagdo de estudos
colaborativos para calibracdo e avaliacdo da comutatividade de seus padrbes
biologicos, incluindo os utilizados na avaliagdo de kits, como os do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), hepatites B, C, D e E (OMS, 2014a).

Em 2013, a OMS convocou uma conferéncia para discutir principais requisitos
para avaliacdo da comutatividade e determinar a necessidade de sua aplicacédo para
futuros MRs (MILLER et al, 2014). Encontra-se em fase de elabora¢cédo o World Health
Organization (WHO) - Technical Document on Commutability, com apoio do Paul
Erlich Institute, para o desenvolvimento de padrdes internacionais para uso em

diagnéstico in vitro de varios ensaios (OMS, 2014b).

1.3.2 Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI

Organizagao ndo governamental, que estabelece padrdes de qualidade, com
aplicacédo global, nos testes realizados em laboratérios clinicos, com desenvolvimento
e implementacdo de padrbfes e guias que ajudam os laboratérios a cumprirem suas
responsabilidades com eficiéncia e eficacia (CLSI, 2014).

Um dos guias desenvolvidos pelo CLSI € o Evaluation of Commutability of
Processed Samples; Approved Guideline - Third Edition (EP14-A3), para atender
fabricantes de reagentes para diagndstico in vitro, agéncias regulatorias, laboratorios
clinicos, entre outros. Este guia orienta os usudarios a determinar quando a nao
comutatividade é a fonte de resultados ndo esperados, observados algumas vezes

com amostras processadas, quando sao comparados dois procedimentos
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guantitativos de medida. Amostras processadas que apresentam desempenho
semelhante ao das amostras dos pacientes sao ditas comutéveis (CLSI, 2014).

Para analise dos dados obtidos nos procedimentos de medidas € usado o
modelo de regressao linear simples ou dos minimos quadrados ordinarios (MQO) e o

modelo de regressdo de Deming (CLSI, 2014).

1.3.3 Iniciativas no Brasil

Melhorias no processo de gestao da qualidade em laboratorios clinicos inclui a
avaliacdo da comutatividade, considerada de extrema importancia para a
harmonizacdo de dados entre laboratérios, visando garantir a comparabilidade de
resultados de exames realizados em diferentes sistemas. Entretanto, poucos
laboratorios no Brasil realizam a avaliacdo da comutatividade dos MRs usados na
obtencao de resultados de exames. Esse processo pode causar grande impacto no
tratamento de pacientes ou ainda no diagnéstico soroldgico de doencgas, evitando um
viés nos ensaios (MALUF; SILVA; VIDIGAL, 2011).

A propriedade da comutatividade é preconizada também para a avaliacao
externa da qualidade (MILLER; MYERS; REJ, 2006), que é uma avaliacdo
interlaboratorial realizada por meio de testes de proficiéncia, com objetivo maior de
contribuir para a garantia dos resultados dos testes sorologicos obtidos nos
laboratorios e nos Servicos de Hemoterapia (SH) do Pais, aumentando assim, a

seguranca transfusional (BRASIL, 2014).

1.4 HEPATITE C

As primeiras descri¢cfes das hepatites virais foram feitas ainda na Grécia antiga,
contudo a descoberta do antigeno Australia®?, em 1965, deu inicio a uma era de
grandes avancos no conhecimento dos agentes etiologicos destas patologias.

Foram caracterizados os antigenos virais de superficie (HBsAQ) e do nucleo
(HBc) do virus da hepatite B (HBV) e seus respectivos anticorpos especificos (anti-

HBs e anti-HBc). Porém, um grande numero de casos clinicos que hoje sabemos,

2 Antigeno Australia, também, conhecido como superficie do virus da hepatite B (HBsAQ).
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poderiam ter sido causados pelo virus da hepatite C (HCV), devido a baixa
sensibilidade dos métodos, entdo existentes, para deteccdo do HBV foram
classificados como hepatites ndo A e ndo B (NANB), por simples exclusdo (GADELHA,
2002). Portanto, mesmo depois da descoberta do HBV ainda foram encontrados
muitos casos de hepatites em transfusdes, 0 que sugeria a existéncia de outros
agentes causadores e que eram transmitidos pela via parenteral (GONCALES, 1997).

A hepatite C € uma doenca infecciosa causada pelo HCV e afeta sobretudo
o figado. O virus pode causar tanto a infeccdo aguda como a crbnica, variando de leve
até grave, que normalmente s6 se manifesta apds varios anos. A infeccao é muitas
vezes assintomética, porém a infeccdo cronica pode levar a fibrose do figado e
finalmente, a cirrose, a insuficiéncia hepatica ou complicacdes que representam risco
de vida (RYAN; RAY, 2004).

Desde a descoberta da hepatite C por Michael Honghton e colaboradores
(1989), a doenca passou a ter grande relevancia entre as principais causas de
doencas hepaticas cronicas. Apos a decodificacdo do genoma do HCV por Choo e
colaboradores (1989), iniciou-se a busca por métodos laboratoriais capazes de auxiliar
no diagnoéstico da infeccdo, sendo os primeiros kits para o diagnostico do HCV
disponibilizados em 1990 (BRANDAO et al, 2001).

A promulgacéo da Portaria Ne 1376 de 19 de novembro de 1993 do Ministério
da Saude, tornou obrigatoéria a realizacao do teste para deteccao de anticorpos anti-
HCV na triagem soroldgica dos doadores de sangue nos Servicos de Hemoterapia
(SH) do pais, proporcionando maior seguranca as transfusdes sanguineas até os dias
atuais (BRASIL, 1993).

Atualmente, a triagem soroldgica do HCV nos SH esta regulamentada por 02
dispositivos legais: a Portaria Ne 2.712/2013 do Ministério da Saude, que redefine o
Regulamento Técnico de Procedimentos Hemoterapicos (BRASIL, 2013) e a
Resolucdo da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) — RDC Ne 34/2014 (BRASIL, 2014). Estes dispositivos regulamentares tém
0 objetivo de estabelecer os requisitos de boas praticas a serem cumpridas pelos SH
e torna obrigatoria a realizacdo de dois testes em paralelo: um para deteccao de
anticorpos anti-HCV ou para detec¢cao combinada de antigeno/anticorpo e outro para
detecc¢do de acido nucléico do virus HCV, por técnica de biologia molecular (BRASIL,
2014).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Doen%C3%A7a_infecciosa
http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%ADgado
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fibrose
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cirrose_hep%C3%A1tica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Insufici%C3%AAncia_hep%C3%A1tica
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1.4.1 O virus da hepatite C - HCV

O HCV foi o primeiro virus descoberto por meio de clonagem molecular, sem
uso direto de métodos biolégicos ou biofisicos, por extracéo, replicacdo em cDNA e
clonagem dos acidos nucléicos plasmaticos de um chimpanzé, infectado com fator Xlll
contaminado com o virus da hepatite ndo-A e ndo-B (ZEIN, 2000). O HCV é
pertencente a familia Flaviviidae com homologia & familia Pestiviridae (MILLER;
PURCELL,1990; SETO, 2010). Atualmente foi classificado como um género distinto
dentro da familia, chamado de Hepacivirus, de acordo com a International Committee
on Taxonomy of Viruses (ICTV, 2014). A particula viral apresenta uma cadeia Unica
de RNA com polaridade positiva com um genoma de aproximadamente 9.600
nucleotideos, um capsideo de simetria icosaédrica (core) e um envelope lipidico,
conforme demonstrado na Figura 2 (CHEVALIEZ; PAWLOTSKY, 2007).

Figura 2- O virus da hepatite C

Envelope Viral

Proteinas do
Envelope Viral

RNA Viral

Fonte: Adaptado de SECKO, 2006

O genoma viral apresenta duas regides néo traduzidas (UTR-untranslated
region) nas extremidades 5 e 3’, flanqueada por uma unica fase aberta de leitura

(ORF- open reading frame) cuja regido codificante traduz uma poliproteina precursora
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de aproximadamente 3.000 amino&cidos. Antes e ap0s a traducéo, esta poliproteina
é clivada, por proteases virais e celulares, em proteinas estruturais (core, E1, E2) e
as nao estruturais ou NS (NS1, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B), de grande

importancia diagnostica (ZEIN, 2000), conforme mostrado na Figura 3.

Figura 3 - Organizacdo do genoma do virus da hepatite C e principais proteinas com importancia
diagndstica.
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Fonte: SILVA, 2008

As proteinas estruturais estéo localizadas na por¢cdo amino-terminal 5’, sendo
a proteina do core a principal constituinte do nucleocapsideo. As proteinas E1 e E2,
altamente glicolisadas, sdo formadoras do envelope e responsaveis pela entrada da
particula viral no hepatdécito (DUBUISSON, 2007). Entretanto, a NS1 localizada no
término da E2, é um polipeptideo altamente hidrofobico de funcédo desconhecida, mas
estudos recentes sugerem que a p7 é importante para montagem e liberacédo
eficientes de virions (STEINMANN et al, 2007). As proteinas ndo estruturais como o
termo indicam, ndo sdo constituintes da particula viral, porém s&do importantes na
replicacdo do RNA viral (BARTENSCHAGER; LOHMANN, 2000).

Por ser constituido de RNA, o HCV apresenta uma grande variabilidade
genética. A taxa de mutacgao foi estimada em 1,9 x 102 substituicdes de nucleotideos
por sitio por ano (LYRA; FAN; DI BISCEGLIE, 2004; MAGIORKINIS et al, 2009). As
frequentes mutagcbes do HCV e 0s numerosos subtipos virais sdo alguns dos
obstaculos para o desenvolvimento de uma vacina eficaz (BUKH; MILLER; PURCELL,
1995).
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1.4.2 Apresentacéo Clinica e Laboratorial

De modo geral, a hepatite C aguda apresenta evolucao subclinica em cerca de
80% dos casos, que tém apresentacdo assintomatica e anictérica (ndo apresenta tom
amarelado na pele), dificultando o diagndstico. Aproximadamente 20 a 30% dos casos
podem apresentar ictericia e 10 a 20% apresentam sintomas inespecificos, como
anorexia, astenia, mal-estar e dor abdominal. Quando presente, o quadro clinico &
semelhante aquele decorrente de outros agentes que causam hepatites virais e o
diagnostico diferencial somente é possivel com a realizagdo de testes sorologicos
para deteccdo de anticorpos especificos (BRASIL, 2011).

Sintomas de infeccdo aguda podem ter inicio cerca de 6 a 12 semanas apos a
exposicao ao HCV. Em apenas 20% dos pacientes sintomaticos o inicio dos sintomas
precede a soroconversado, a qual raramente ocorre em periodo superior a 6 meses.
Os niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT/TGP) comecam a aumentar entre
2 e 8 semanas apos a exposicao, resultando em necrose do hepatécito (BRASIL,
2011).

Apbs a exposicao ao HCV, o antigeno viral (RNA-HCV) podera ser identificado
no soro antes da presenca dos anticorpos anti-HCV. A presenca do RNA-HCV pode
ocorrer cerca de 2 semanas apos a exposicao (BRASIL, 2011). O nivel do RNA-HCV
aumenta rapidamente durante as primeiras semanas, atingindo seus niveis maximos
entre 105 e 107 Ul/mL, imediatamente antes do pico dos niveis séricos de ALT/TGP,
coincidindo com o inicio dos sintomas, exceto nos assintomaticos (VILLANO et al.,
1999). Na hepatite C aguda autolimitada, que ocorre em 15 a 25% dos casos, 0s
sintomas podem persistir durante semanas e diminuem com o declinio da ALT/TGP e
dos niveis de RNA-HCV, ndo sendo mais detectados 6 meses apds o inicio da
infecgao (BRASIL, 2011).

1.4.3 Epidemiologia da hepatite C

Desde a descoberta da hepatite C, em 1989, esta passou a ter especial
relevancia entre as principais causas de doencas hepaticas cronicas (CHUAN-MO
LEE et al, 2008).
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Estima-se que cerca de 3% da populacdo mundial esteja infectada pelo virus
da hepatite C, e que entre 60% e 70% das pessoas infectadas desenvolverédo doenca
hepatica crbnica, necessitando de assisténcia a saude especializada e de alta
complexidade (BRASIL, 2017).

No Brasil, a estimativa € que existam entre 1,4 e 1,7 milhdo de pessoas
cronicamente infectadas pelo HCV — numero significativamente inferior aos da
Organizacdo Mundial da Saude (LAVANCHY, 2009; LAVANCHY, 2011). No Brasil,
aproximadamente 10 mil casos séo notificados a cada ano (BRASIL, 2015a).

De 1999 a 2016, foram notificados 319.751 casos de hepatite C no Brasil. Do
total de casos notificados nesse periodo, 64,1% se concentraram na regiao Sudeste,
24,5% na regido Sul, 5,5% na regido Nordeste, 3,3% na regido Centro-Oeste e 2,5%
na regido Norte (BRASIL, 2017).

A taxa de deteccdo de casos de hepatite C tem apresentado tendéncia de
aumento ao longo dos anos, por regides do pais. De 2002 a 2009, a regiao Sudeste
apresentou a maior taxa e, a partir de 2010, a regido Sul passou a liderar o ranking.
Em quase toda a série historica, a regido Nordeste apresentou a menor taxa de
deteccédo (BRASIL, 2016). Em 2016, a taxa de detecc¢éo da regido Sul foi a maior, com
de 12,0 casos para cada 100 mil habitantes, seguida pelo Sudeste (9,6), Centro-Oeste
(3,9), Nordeste (1,6) e Norte (1,0) (Gréfico 1) (BRASIL, 2017).

Gréfico 1- Taxa de deteccao de casos de hepatite C segundo regido de residéncia e ano de
notificacdo. Brasil, 2003 a 2016.
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Globalmente, a epidemiologia da hepatite C também enseja maior
vulnerabilidade entre individuos de determinadas geracdes (GALBRAITH et al., 2015).
Em recente analise da série historica brasileira, realizada pela Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo (FMUSP), observou-se que o HCV acomete com maior
frequéncia os individuos com mais de 40 anos de idade (AMAKU et al., 2016).

A principal forma clinica dos casos de hepatite C notificados no Sistema de
Informacédo de Agravos de Notificacdo (Sinan) é doenca cronica para todas as faixas
etarias. Esse grupo representa, aproximadamente, 97% dos casos notificados entre
os individuos com 15 anos ou mais (BRASIL, 2016).

Entre os casos confirmados de hepatite C, aproximadamente 182.319 casos
(58,5%) ocorreram entre homens e 41,5% entre mulheres. Apesar do nimero de
casos entre homens ser superior ao das mulheres, observa-se que essa proporcao
vem diminuindo ao longo dos anos. A tendéncia da taxa de deteccdo segundo sexo
mostra aumento em todo o periodo para ambos 0s sexos, sendo que a expressiva
elevacao das taxas e do numero de casos no periodo de 2015 e 2016 se deve a
alteracéo do critério de confirmacdo de caso de hepatite C a partir do ano de 2015,
guando passaram a ser considerados casos confirmados de hepatite C aqueles que
apresentam pelo menos um dos testes anti-HCV ou HCV-RNA reagente (GRAFICO
2) (BRASIL, 2017).

Gréfico 2- Taxa de deteccdo de casos de hepatite C segundo faixa etéria e sexo. Brasil,2016
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Em 2016, o ranking das capitais com as maiores taxas de deteccao de hepatite
C apresentou onze capitais com taxas superiores a nacional (13,3 casos por 100 mil
habitantes). Destaca-se Porto Alegre-RS (94,1 casos por 100 mil habitantes) com a
maior taxa entre as capitais, seguida de Sao Paulo-SP (38,4), Curitiba-PR (33,1),
Florian6polis-SC (26,4), Rio Branco-AC (22,3), Boa Vista-RR (19,9), Belo Horizonte-
MG (18,7), Porto Velho-RO (18,2), Vitéria-ES (15,0), Brasilia-DF (14,9) e Rio de
Janeiro-RJ (13,4). A menor taxa entre as capitais foi observada em Jodo Pessoa-PB,
com 2,5 casos para cada 100 mil habitantes (BRASIL, 2017).

Gréfico 3- Taxa de incidéncia de casos de hepatite C segundo UF e capital de residéncia. Brasil,
2016.
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Quanto ao coeficiente de mortalidade por hepatite C como causa basica,
observou-se uma tendéncia de estabilizacdo para o Brasil como um todo, a partir de
2007. Em 2015, as regides Sul (1,5 por 100.000 habitantes) e Sudeste (1,3)
apresentaram coeficiente de mortalidade superior a média nacional observada (1,0)
(GRAFICO 4) (BRASIL, 2017).
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Gréfico 4- Coeficiente de mortalidade por hepatite C segundo regido de residéncia e ano do 6bito.
Brasil, 2000 a 2015.
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O numero de 06bitos devidos a hepatite C vem aumentando ao longo dos anos
em todas as regides do Brasil. De 2000 a 2015, foram identificados 25.080 6bitos
associados a doenca; desses, 54,2% tiveram essa infeccdo como causa basica.
Quando analisada a distribuicdo proporcional entre as regifes brasileiras, 57,0%
foram registrados no Sudeste, 23,5% no Sul, 10,7% no Nordeste, 4,7% no Norte e
4,2% no Centro Oeste (BRASIL, 2017).

1.4.4 Transmissao e Fatores de Risco

A transmisséo do HCV ocorre pelo contato com sangue infectado em virtude
de exposicao percutanea, transfusdo de sangue e/ou hemoderivados e transplantes
de doadores infectados. Atualmente, destacam-se como importantes formas de
transmissdo do HCV, o compartilhamento de equipamentos para uso de drogas,
confeccao de tatuagens e colocacao de piercing, além de objetos de uso pessoal, tais
como laminas de barbear ou depilar e instrumentos para pedicure e manicure
(BRASIL, 2011).

O HCV é transmitido de forma menos eficiente por exposicdo de mucosas ou
contato com fluidos corporais. A coexisténcia de alguma doenca sexualmente
transmissivel (DST), incluindo o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), constitui

relevante facilitador para a transmisséao (BRASIL, 2011).



36

A transmissao vertical do HCV € menos frequente quando comparada a da
hepatite B e ocorre em cerca de 5% dos bebés nascidos de mées portadoras do HCV
com carga viral elevada. O risco de transmissao é aproximadamente quatro vezes
maior em criancas nascidas de mulheres coinfectadas com HCV e HIV (BRASIL,
2011).

Pesquisa realizada na Penitenciaria de Ribeirdo Preto, no Estado de Sao Paulo,
apresentou prevaléncia de HCV de 8,7% entre pessoas do sexo masculino privadas
de liberdade, tendo como principais fatores relacionados a infeccéo, idade acima de
30 anos, historia prévia de hepatite, tatuagem e histéria de uso de drogas injetaveis
com compartilhamento de agulhas (COELHO, 2008).

1.5 DIAGNOSTICO SOROLOGICO DA HEPATITE C

Em 1990, foram disponibilizados os primeiros kits de diagndstico de triagem e
confirmatorio para HCV (BRANDAO, 2001). No Brasil, foi promulgada a Portaria n°
1376/93-SVS/MS que tornou obrigatério o teste anti-HCV na triagem sorolégica dos
doadores de sangue nos SH. O diagnostico da hepatite C é baseado em testes
sorologicos e moleculares, empregados na deteccéo da infec¢cdo e no monitoramento
da resposta terapéutica (BRASIL, 1993).

Com a evolucao tecnoldgica, antigenos de diferentes regiées do genoma viral
foram adicionados na sensibilizacdo, objetivando a melhoria da sensibilidade e
especificidade dos kits de diagndstico de uso in vitro e reducéo da janela imunolégica
que foi de 150 para 15 dias, quando comparados aos primeiros testes disponibilizados
e os testes combinados, respectivamente, conforme mostra a Figura 4 (POZZOBON,;
BECK; CECCIM, 2011; MARWAHA; SACHDEYV, 2014).
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Figura 4 — Janela imunolégica do HCV com os marcadores utilizados
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Fonte: MARWAHA; SACHDEV, 2014. NAT -Nucleic Acid Test (teste do acido nucleico), Ag (antigeno), Ac
(anticorpo), EIA 123, 22 e 32 geracdo - Immunoenzimatic Assay (ensaio imunoenzimatico).

Atualmente, os testes soroldgicos para deteccédo do HCV estao distribuidos de

forma empirica em testes de triagem e teste confirmatorio (BRASIL, 2011).

1.5.1 Testes de Triagem

Compreende as metodologias, ensaios imunoenzimatico - ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) e quimioluminescéncia (doravante denominado
ChLIA), largamente utilizados na pratica clinica e hemoterapica. Também,
compreende o teste para deteccdo de &cido nucleico (NAT), teste

imunocromatografico ou teste rapido.

1.5.1.1 Ensaio imunoenziméatico (ELISA)

O ELISA é a metodologia mais empregada para detec¢do de antigenos e/ou
anticorpos anti-HCV por apresentar vantagens como rapidez no processamento,
facilidade de automacdo, alta confiabilidade, custo relativamente baixo e seu formato
€ 0 mais apropriado para a triagem de um grande namero de amostras clinicas ou de
doadores (Figura 5). Esta técnica emprega antigenos (Ag) e/ou anticorpos (Ac) ligados
a fase solida (sensibilizacdo), que podem ser detectados por um Ac e/ou Ag
complementar marcado com uma enzima (peroxidase), capaz de reagir com um
substrato cromogénico. A presenca de antigenos ou anticorpos pode ser detectada

pelo desenvolvimento de um produto final colorido, cuja intensidade, medida pela
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densidade otica (DO), € medida por espectrofotbmetro com comprimento de onda
indicado pelo fabricante. A intensidade da coloragdo € diretamente proporcional a
presenca de Ag/ Ac na amostra (FERREIRA; AVILA, 2001; BORDIN; JUNIOR;
COVAS, 2007).

A figura 5 mostra um exemplo de microplaca com resultado para o ELISA. O
branco é a auséncia de amostra, 0os controles negativo e positivo sdo reagentes
fornecidos pelos fabricantes, bem como os valores limites de aceitacdo. As amostras

positivas e negativas pertencem aos painéis do laboratorio.

Figura 5 — Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)
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Fonte: Adaptado de FIVEPHOTON.COM, 2015.

A busca por testes mais sensiveis e especificos levou a evolucédo dos testes
ELISA, classificados de acordo com antigeno empregado, em 4 diferentes geracdes
definidas de acordo com a evolucdo das metodologias, a partir do primeiro ensaio

disponivel comercialmente, no ano de 1985. S&o elas:

a) Primeira geracao

O teste de primeira geracéo, ndo mais utilizado na pratica clinica, tinha como
alvo somente um antigeno, o polipeptideo c¢100-3. A baixa sensibilidade do teste
indicava que 80% dos pacientes, com evidéncias clinicas e viroldgicas de infeccéo

pelo HCV, tinham um resultado positivo. Por outro lado, a taxa de falso-positivos era
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de 50 a 70%. Enquanto que doadores de sangue submetidos a teste de maior
especificidade, como o RIBA (Immunoblot) ou a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) apresentaram de 30 a 50% dos resultados positivos (BRANDAO, 2001).

b) Segunda geracao (ELISA II)

Surgiu em 1992 nos Estados Unidos, tendo incorporado duas proteinas
recombinantes do HCV: c22- 3 (derivada da regido estrutural, ou core) e c33-C
(derivada da regido nao estrutural NS3). A proteina ¢33-c foi fusionada com o antigeno
c100-3 para formar a proteina c200. Entre as vantagens, aumento da sensibilidade e
da especificidade, reduzindo a taxa de falso-positivos, aumento da taxa de deteccao
e reducao de 16 para 10 semanas o tempo médio de soroconversao, ou seja, 0 tempo

transcorrido entre a infeccéo e o surgimento do anticorpo (BRANDAO, 2001).

c) Terceira geracgao (ELISA 1lI)

Utilizam antigenos recombinantes ou peptideos sintéticos para captura de
anticorpos e foi adicionado um antigeno da regido NS5. Entre as vantagens do teste,
foi a reducdo do tempo médio de soroconversao, que passou para 7 a 8 semanas,
aumento na sensibilidade para detectar infeccdo pelo HCV, tanto em doadores de
sangue quanto em pacientes. A maior sensibilidade foi atribuida & nova configuracao
dos antigenos ja presentes no ELISA Il, e ndo a presenca do antigeno NS5
(BRANDAO, 2001).

d) Quarta geracao

Detectam simultaneamente anticorpos e antigenos virais, que aparecem
precocemente na fase aguda da doenca, diminuindo a janela imunolégica em até 65%,
se comparados ao ELISA 1l e, também, reduz o nimero de resultados indeterminados
devido a maior especificidade e alta sensibilidade; detecta o antigeno core do HCV e
apresenta como principal vantagem sua realizagcdo ser mais simples, ocorrendo em
laboratérios ndo especializados, com diminui¢cdo de custos. (POZZOBON; BECK;
CECCIM, 2011).
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1.5.1.2 Ensaio de Quimioluminescéncia

O ensaio de quimioluminescéncia (ChLIA) se baseia no mesmo principio
metodoldgico do ELISA, entretanto a reacdo quimica € evidenciada pela acédo de um
reagente (luminol ou peroxido de hidrogénio) que emite luminescéncia sem emissao
de calor. A reacdo quimioluminescente final € medida por um detector e o resultado
expresso em unidades relativas de luz (RLU), que sdo diretamente proporcionais a
guantidade de anticorpos anti-HCV e/ou antigenos presentes nas amostras de soro
ou plasma. O teste automatizado por quimioluminescéncia vem substituindo o ELISA
por sua praticidade, sensibilidade e especificidade similares ao mesmo, sendo
utilizado principalmente em laboratérios de grandes rotinas (FERREIRA; AVILA,
2001).

1.5.1.3 Ensaio imunocromatogréfico (Teste Rapido)

Além dos testes soroldgicos convencionais empregados no diagndstico da
infeccao pelo HCV, foram desenvolvidos os chamados “Testes Rapidos”, cuja reagao
€ evidenciada em cerca de trinta (30) minutos. Os testes imunocromatograficos
empregam geralmente membranas pré-cobertas com antigenos virais. Os anticorpos
anti-HCV, quando presentes nas amostras de soro, plasma ou sangue total humano,
se ligam ao conjugado ouro coloidal e migram pela membrana. A formacdo do
complexo anticorpo-antigeno determina o aparecimento de uma banda colorida na
area teste. Sao de simples execucao e possuem sensibilidade comparavel aos testes
ELISA (FERREIRA; AVILA, 2001). Testes rapidos e simples possuem um sistema facil
de leitura visual, o que dispensa o0 uso de equipamento laboratorial, facilitando sua
aplicabilidade em estudos epidemiolégicos e em laboratorios de pequeno porte
(Figura 6).
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Figura 6- Teste Rapido

Fonte: OLIVEIRA, 2014

1.5.1.4. Testes Moleculares

Os testes de acido nucleico (NAT) sdo capazes de detectar o RNA do HCV,
quantificar a carga viral e indicar o genoétipo do virus em amostras de soro/plasma
humanos. Essa metodologia é considerada padrdo ouro para o diagndstico da
infeccdo por Hepatite C. O método utiliza sondas de acidos nucleicos que séo
fragmentos de DNA ou RNA com estrutura complementar a uma sequéncia do acido
nucleico a ser detectado. Esse é amplificado por PCR (polymerase chain reaction),

hibridizacdo (b-DNA) ou sequeciamento TMA (transcription mediated amplification).

1.5.2 Teste Confirmatério

1.5.2.1 Ensaio Immunoblot

E um ensaio imunoenzimatico utilizado como um valioso recurso na
caracterizagao de fragdes antigénicas imunodominantes como bandas individuais em
tiras. A deteccdo de anticorpos anti-HCV por immunoblot é baseada nas técnicas
tradicionais de “western blot”, nas quais poliproteinas antigénicas codificadas pelo
genoma do HCV sao imobilizadas sobre um suporte de membrana. A visualizacdo da
reatividade dos anticorpos anti-HCV nas amostras com as proteinas individuais
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codificadas do HCV das tiras segue 0 mesmo principio do ELISA (FERREIRA; AVILA,
2001). O teste confirmatério € indicado para avaliar, em maior profundidade, amostras
gue se apresentam repetidamente reativas ou indeterminadas nos testes de triagem
(Figura 7).

Figura 7 - Teste immunoblot - fitas de nitrocelulose

Fonte: PLAILLY, 2015

1.6 CARACTERISTICAS DOS TESTES SOROLOGICOS

Os testes que detectam antigenos e anticorpos do HCV devem possuir alta
sensibilidade (100%) e especificidade (> ou = a 99%) a fim de impedir a ocorréncia de
resultados falso-negativos e falso-positivos, respectivamente (FERREIRA; AVILA,
2001). Resultados falsos positivos podem levar a realizacdo de testes confirmatérios
e tratamentos desnecessarios, que podem ser invasivos ou levar a ocorréncia de
eventos adversos graves e/ou traumas psicologicos, caso a doenca diagnosticada
seja grave ou estigmatizante. Falsos negativos podem levar a um atraso no
diagnastico correto, no inicio do tratamento necessario, falsa sensacéo de seguranca
e, consequentemente, ao espalhamento de potenciais agentes infecciosos na
comunidade (CLSI, 2014).
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A sensibilidade diagndstica é avaliada pela incidéncia de resultados
verdadeiramente positivos obtidos quando o teste é aplicado em individuos
sabidamente portadores da doenca em questdo. A especificidade diagnostica é a
incidéncia de resultados verdadeiramente negativos obtidos quando o teste é aplicado
em individuos sabidamente ndo reagentes para a doenca em questdo (FERREIRA,;
AVILA, 2001). Em resumo, a seguranca e confiabilidade dos testes para diagndstico
sorologico do HCV dependem, entre outros parametros, da sua sensibilidade e
especificidade (BRASIL, 2006).

O monitoramento efetivo dos kits para diagnéstico de uso in vitro para a
deteccdo do HCV se encontra regulamentado por forca de legislagdo sanitaria,
tornando obrigatéria a avaliacdo da qualidade antes dos mesmos serem
disponibilizados no mercado nacional (BRASIL, 1976; BRASIL, 2006).

1.7 INSTRUCOES DE USO

As instrucdes de uso correspondem ao manual do produto, prospectos e outros
documentos, contendo informacdes e orientacdes ao usuario, suficientes e adequadas
para sua correta utilizacdo com seguranca e eficacia. Fazem parte do dossié técnico
do produto, enviado para andlise pela ANVISA, nas peticdes de cadastro, registro,
revalidacéo e alteracdes, nos casos de produtos das classes de risco I, lll e IV.

As instrucbes de uso devem ser de facil entendimento, com linguagem
adequada ao publico ao qual se destina, e redigidas em lingua portuguesa. Devem
conter informacdes referentes a versdo e ano do documento, e corresponder fielmente
ao gue sera entregue ao usuario do produto no que diz respeito ao seu conteudo,
obedecendo aos critérios do procedimento de controle de documentos do Sistema de
Boas Praticas de Fabricacdo da empresa. (ANVISA, 2015).

No periodo novembro de 2006 a agosto de 2015, a regulacdo do tema era feita
em conformidade com a Resolu¢cdo ANVISA RDC n° 206, de 17 de novembro de 2006,
gue estabelece o Regulamento Técnico de Produtos para Diagnostico de uso in vitro
e seu Registro, Cadastramento, e suas alteracdes, revalidacdes e cancelamentos
(ANVISA, 2006). A partir de agosto de 2015, a regulacao passou a ser realizada pela
RDC n° 36, de 26 de agosto de 2015, que estabelece as informacfes que deveréo
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conter na rotulagem interna e externa e nas instru¢ées de uso de produtos para
diagnéstico in vitro (ANVISA, 2015).

1.8 LABORATORIO DE SANGUE E HEMODERIVADOS

O Laboratério de Sangue e Hemoderivados (LSH), € um dos laboratérios do
Departamento de Imunologia, do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude da Fundacédo Oswaldo Cruz. Uma das principais atividades executadas no
LSH, é a realizacdo de controle da qualidade de produtos para diagnéstico in vitro,
empregados na triagem sorologica de doadores em Servicos de Hemoterapia, para
vérias patologias de interesse do Sistema Unico de Satde (SUS), entre elas a hepatite
C. Este ato regulatério, a analise prévia, € um dos requisitos para o registro de
produtos de alto risco ao individuo e a saude publica (Classe IV) na ANVISA, e esta
estabelecido na RDC Ne 36/2015 (BRASIL, 2015).

Os produtos para diagnadstico in vitro sdo definidos como:

"Reagentes, calibradores, padrdes, controles, coletores de amostra,
materiais e instrumentos, usados individualmente ou em combinag&o, com
intencdo de uso determinada pelo fabricante, para andlise in vitro de amostras
derivadas do corpo humano, exclusivamente ou principalmente para prover
informacdes com propositos de diagnéstico, monitoramento, triagem ou para
determinar a compatibilidade com potenciais receptores de sangue, tecidos e

6rgaos" (BRASIL, 2015).

O Laboratério responde, também, pelo controle de qualidade de
hemocomponentes, hemoderivados e reagentes imunohematolégicos (INCQS, 2015).
As atividades de controle da qualidade de reagentes, que ocasionalmente podem ser
agrupados e montados em kits para diagndstico, estdo sob a responsabilidade do
Grupo Técnico de Conjuntos, Reagentes e Insumos para Diagnésticos (GT/Kits) em
conjunto com o Grupo Técnico de Sangue e Hemoderivados (GT/SH). Ambos
trabalham em cooperacéo, inclusive, ocupando o mesmo espaco fisico no INCQS, o
Laboratério de Sangue e Hemoderivados (LSH). A ajuda muatua ocorre porque 0
GT/Kits se utiliza de amostras de sangue testadas pelo GT/SH para ensaios e vice-
versa. A totalidade das demandas de analise sao provenientes de Orgaos
governamentais (INCQS, 2015a).
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1.8.1 Painel Sorolégico Positivo para HCV

O painel sorolégico positivo de referéncia para controle de qualidade dos kits
para deteccdo de Ac e/ou Ag do HCV foi confeccionado a partir de unidades de
plasmas consideradas improprias para uso terapéutico, e que seriam descartadas
pelos Servicos de Hemoterapia (SH) por apresentarem resultados reagentes para um
ou mais marcadores soroldgicos na triagem dos doadores, conforme preconizado pela
legislacdo vigente. O Ministério da Saude, 6rgéo responsavel pelo monitoramento dos
procedimentos hemoterapicos, autoriza que os SH das cinco regides do Brasil, enviem
estas unidades de plasma para o LSH (BRASIL, 2013).

No periodo 1996 a 2013, foram recebidas pelo LSH 5.988 unidades de plasma
congelado (INCQS, 2015b).

1.8.1.1 As amostras de plasma?

As unidades de plasma, termo utilizado para unidade transfusional, que no LSH
recebe o nome de amostra de plasma, foram obtidas a partir do fracionamento do
sangue total de doadores, colhido com anticoagulante, conforme Figura 8.

3 Amostra de plasma: amostra processada, provenientes de unidades de plasma para uso terapéutico.
Sdo consideradas amostras processadas aquelas modificadas por algum processo como,
congelamento, liofilizacdo ou adicdo de estabilizantes.



Figura 8- Obtenc&o das unidades de plasma nos SH
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1.8.1.2 Recebimento, cadastro e identificacdo das amostras de plasma

As unidades de plasma foram encaminhadas ao LSH/INCQS, acondicionadas
em caixas de isopor (mantidas congeladas), acompanhadas de documentacdo
pertinente, constando: nome da instituicdo, data da coleta, iniciais do doador, volume
aproximado de plasma e resultados da sorologia, quando aplicavel. No ato do
recebimento, as unidades foram cadastradas em caderno ata, de acordo, com
procedimento operacional padronizado. Finalizado o cadastro, as unidades
receberam identificacdo alfanumérica prépria do LSH (Figura 9) e foram ainda
analisadas quanto a integridade fisica, volume e identificagdo da reatividade descrita
no rétulo (INCQS, 2012).

Figura 9 - Modelo de cadastro das amostras de plasma no LSH

A MG ‘0?1
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Procedéncia
Fonte : INCQS, 2012.

1.8.1.3 Processamento das amostras de plasma

Somente as unidades de plasma com volume aproximado ou superior a 200
mL foram selecionadas para processamento, sendo descongeladas a temperatura
ambiente e seu conteudo filtrado, individualmente, em gaze hidréfila (09 fios/cm?, 5
dobras—8 camadas) para reducao de fibrina. As amostras fracionadas ndo receberam
nenhum tipo de solugdo conservante ou passaram por processo de recalcificacao.
Apos filtracdo, foram distribuidas e estocadas da seguinte forma:
v' Aproximadamente 100 mL em garrafas Nalgene™ com capacidade para 250 mL,

estocadas a temperatura igual ou inferior a —20°C,;

v 40 mL em dois tubos Falcon™ com capacidade para 50 mL cada, estocados a

temperatura igual ou inferior —20°C;
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v" 20 mL distribuidos em 10 criotubos com volume aproximado de 2,0 mL cada. Um
total de 9 criotubos foram estocados a temperatura igual ou inferior a —20°C e 1
criotubo estocado a 4°C (+ 2°C), utilizado na realizacdo dos testes soroldgicos no
LSH (Figura 10).

Figura 10 - Processamento das amostras de plasma
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Fonte: INCQS, 2012.

1.8.4 Caracterizacdo das amostras de plasma

Além do algoritmo preconizado na testagem obrigatéria realizada pelos SH,
conforme determinado desde a promulgacdo da Portaria Ne 1376/93 até a RDC Ne
34/2014, legislacdo vigente no periodo estudado, foi adotado o procedimento para
realizacdo de testes adicionais para caracterizacdo de todas as unidades de plasma
encaminhadas, utilizando diferentes metodologias e kits disponiveis no mercado
nacional, conforme descrito abaixo:

v" 01(um) ensaio por ELISA/quimioluminescéncia para: hepatite B (HBsAg, anti-HBc),
HTLV I e I, doenca de Chagas, HIV 1 e 2 e sifilis;

v 03(trés) ensaios distintos por ELISA/quimioluminescéncia para HCV;
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v" 01(um) ensaio por aglutinacéo para HCV;
v" 01(um) ensaio confirmatdério por Western blot/Immunoblot para HCV;

Os testes realizados seguiram rigorosamente as instru¢cdes de uso dos
fabricantes. Todos o0s conjuntos diagnosticos utilizados possuem registro na
ANVISA/MS e foram acondicionados de acordo com a temperatura recomendada pelo
fabricante.

O algoritmo preconizado para caracterizacdo das amostras de plasma nas suas
diferentes etapas de triagem e confirmacédo sorologica realizadas no LSH esta

representado na Figura 11.

Figura 11 - Algoritmo utilizado para caracterizagdo das amostras de plasma no LSH
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Fonte: INCQS, 2012

As amostras de plasma reativas para Ac anti-HCV no ensaio imunoenzimatico
utilizado na etapa de caracterizacdo (ELISA/quimioluminescéncia I) foram avaliadas
frente a dois outros ensaios imunoenzimaticos (ELISA/quimioluminescéncias Il e 111),

empregando diferentes antigenos. Com objetivo de compor um painel soroldgico
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positivo para Ac anti-HCV com amostras caracterizadas em todas as metodologias
disponiveis até o ano de 2014 foi realizado, ainda, 01 ensaio confirmatdrio por

immunoblot.

1.9 REGRESSAO DE DEMING

Originalmente, os modelos foram introduzidos por Adcok (1878) e Kummel
(1879), porém, permaneceram nao utilizados por mais de 50 anos, até que eles foram
revistos por Koopmans (1937) e posteriormente, por Deming em 1943. A partir de
entdo, 0 método tornou-se muito popular na quimica clinica e areas afins, passando a
ser conhecido como Modelo de Regressao de Deming.

O Modelo de Regressao de Deming € ligeiramente mais dificil de modelar os
dados quando comparado com o0 modelo de regressao linear simples (LINNET, 1993).
Neste caso a principal diferenca entre os modelos de regressao é que para a
regressao linear simples temos como premissa que a variavel independente (x) ndo
apresenta variancia. Sendo assim a variabilidade dos residuos se fundamenta Unica
e exclusivamente sob a variancia de "y" (variavel dependente). No modelo de Deming,
observamos que a variancia dos residuos € composta de dois componentes, ou seja,
tanto a variavel independente como a variavel dependente apresentam variabilidade
(CLSI, 2014).

Muitos programas computacionais (software) usados na quimica clinica,

oferecem regressao de Deming, por ex, MedCalc e R (LINNET, 1993).

1.10 O Software "R"

O "R" é uma linguagem e ambiente para computacdo grafica e estatistica
similares ao "S", que foi desenvolvido por John Chambers no Bell Laboratories (agora,
Lucent Technologies) (THE R-PROJECT, 2015).

O software fornece uma grande variedade de analises estatisticas (modelagem
linear e ndo-linear, testes classicos de estatistica, etc.) e técnicas graficas, sendo,
portanto, altamente abrangente. A linguagem S é, frequentemente, o veiculo de
escolha para pesquisa em metodologias estatisticas, e o conceito do R € de fonte
aberta para a participacédo dos usuarios nesta atividade (THE R-PROJECT, 2015).
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O software € livre e esta disponivel para uso sob condi¢cdes do Free Software
Foundation's GNU General Public License. Ele compila e é executado em uma ampla
variedade de plataformas UNIX e sistemas similares como, Linux, Windows e MacOS.
No Brasil, a Fundacdo Oswaldo Cruz (http://cran.fiocruz.br/) € um dos signatarios do
projeto (THE R-PROJECT, 2015).

1.11 JUSTIFICATIVA

O LSH vem analisando sistematicamente a sensibilidade e especificidade dos
kits por meio de analises prévia, fiscal e controle, em atendimento as demandas de
registro, revalidacéo, alteracdes, entre outras peticbes encaminhadas pela Geréncia
de Produtos para Diagnostico de uso in vitro (GEVIT) da Geréncia Geral de Tecnologia
e Produtos para a Saude (GGTPS) da ANVISA.

A diversidade dos kits empregados na triagem e confirmacdo sorolégica do
HCV e a variabilidade quanto a sensibilidade e especificidade justificam a importancia
do controle da qualidade desses produtos, sendo empregados painéis sorolégicos
confeccionados com amostras verdadeiramente positivas e negativas para esse virus.

A avaliacdo da comutatividade € um importante requisito da qualidade analitica
e visa assegurar a comparabilidade de resultados de testes realizados em diferentes
sistemas (MALUF; SILVA; VIDIGAL, 2011).

Dada a importancia e relevancia global deste tema, em abril de 2013, a OMS
realizou encontros com especialistas das maiores autoridades regulatérias, como
Food and Drug Administration, AFSSAPS (Agence Francaise de Securité Sanitaire
des Produits de Santé), entre outros, com participacao do INCQS e ANVISA, além de
fabricantes de kits e agéncias acreditadoras. Isso reforca a necessidade de
implantacdo da comutatividade de amostras de referéncia (OMS, 2014).

Além disso, a confeccdo de um Painel Sorolégico Positivo para HCV com
amostras comutaveis sera, uma etapa imprescindivel no processo de acreditacédo do
LSH na Norma I1SO 17025.


http://cran.fiocruz.br/
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a comutatividade de resultados obtidos do Painel de Referéncia para
HCV, utilizado no controle de qualidade dos kits empregados no diagndstico
sorolégico do HCV no periodo de 2009 a 2014, como requisito obrigatorio para o
registro de tais produtos na Geréncia de Produtos para Diagnadstico in vitro (GEVIT)
da Geréncia Geral de Tecnologia de Produtos para Saude (GGTPS) da ANVISA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Selecionar resultados obtidos nos ensaios de ELISA e quimioluminescéncia,
realizados em amostras reativas para o HCV, oriundos de painel positivo ja

confeccionado e utilizado, no periodo entre janeiro de 2009 e dezembro de 2014.

2.2.2 Calcular a razdo (Densidade Otica (DO)/Cut Off 4 (CO) de todas as amostras

com resultado positivo previamente selecionadas.

2.2.3 Aplicar testes estatisticos para verificar a comutatividade das amostras entre 0s

ensaios avaliados.

2.2.4 Selecionar apenas as amostras verdadeiro positivas para HCV em no minimo

05 ELISA e em, pelo menos, 01 quimioluminescéncia, efetuados.

2.1.5 Confeccionar Painel Soroldgico de Referéncia contendo amostras verdadeiro

positivas para HCV com resultados comutaveis.

2.1.6 Avaliar a conformidade das instru¢des de uso dos kits analisados, no periodo

de 2009 a 2014, com a legislagao vigente.

4O limiar de reatividade ou cut off de um teste é entendido como o ponto de corte, isto é, o valor acima
do qual se devera considerar o resultado como positivo.
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3 METODOLOGIA

3.1 BUSCA ATIVA DE DADOS - PERIODO 2009 a 2014

3.1.1 Foi realizada busca retrospectiva, nos cadernos de recebimento de amostras do
laboratorio, denominado KITS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO, no periodo

acima proposto. Esta busca teve como finalidade, identificar os kits para diagndstico

sorologico do HCV utilizando as metodologias ELISA e quimioluminescéncia na
modalidade "Analise Prévia", no periodo compreendido entre janeiro de 2009 e
dezembro de 2014 conforme a seguir.

Ano e Ne do caderno;

Nome do Kkit;

Metodologia;

Ne do Laudo de Anélise (LA);

Fabricante e origem - nacional ou importado;
Tipo de sensibilizacéo da fase solida do kit;
Ne dos protocolos;

Resultados de Sensibilidade;

Resultados de Especificidade

NN N N N U N N NN

Matriz bioldgica e validac&o dos controles positivo (CP) e negativo (CN).

O Quadro 1 mostra o0 modelo da planilha elaborada como instrumento de coleta

de informacdes, oriundas dos cadernos de recebimento de amostras no LSH.

Quadro 1 - Planilha Excel® para coleta de informac¢8es dos cadernos

Ano

Caderno Tipo N° dos Sensib.| Sensib|Especif|Especif| Matriz |validacéo
N° Produtos Lote n° |Metodologia| L .A | Fabricante | sensibilizago | Protocolos | C.O | LSH | .bula | .LSH | .bula |bioldgica| CPeCN

3.1.2 Foram identificados, listados e desarquivados das caixas box de
armazenamento no LSH, todos os protocolos selecionados, referentes as analise dos

kits para diagnéstico do HCV, nas metodologias propostas, que apresentaram
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resultado positivo. Todos os protocolos utilizados durante as andlises foram
separados por ano de realizagao dos ensaios.

3.1.3 Foram relacionados todos os dados de interesse sobre os kits para diagnostico
do HCV, obtidos por meio dos registros nos protocolos de analise, e transferidos para

planilhas Excel®, contendo as seguintes informagdes:

v" Ne do Laudo de Analise (LA);

v" Ne da amostra

v" Resultados de DO de cada amostra que apresentou resultado positivo;
v Resultados de CO;

A seguir foram elaboradas sub planilhas no mesmo arquivo Excel®, Quadro 2,
para registrar os valores de DO e CO, para calculo da razéo entre eles (ratio), de cada

amostra positiva, individualmente, para cada ensaio efetuado.

Quadro 2 - Planilha Excel® para coleta de informac¢8es dos protocolos dos kits diagnésticos para os
testes ELISA

Ne LA

Ne protocolo Ne protocolo Ne protocolo Ne protocolo Ne protocolo
AMOSTRA|D.O|C.O[Ratio |D.O[C.O[Ratic | D.O|C.(JRatio |D.0|C.(JRatio |D.O[C.O[Ratio

Os valores da razao DO/CO das amostras de plasma foram obtidos frente aos
valores da razdo DO/CO dos materiais ditos "padrdo ouro" para HCV do NIBSC
(National Institute for Biological Standards and Controls) em todos os kits. Esses
padrdes, apesar de ndo apresentarem em seus certificados a determinacao do grau
de comutatividade, ainda sdo considerados imprescindiveis para o controle de

qualidade dos kits para uso in vitro e apresentam valores da razdo DO/CO = 1.

3.2 AVALIACAO DAS INSTRUCOES DE USO DOS KITS

As instrucdes de uso contidas nos processos correspondentes ao periodo de

2009 a 2014 foram desarquivadas e identificadas de acordo com o nimero dos laudos



55

de andlise. A legislacdo que estabelece as informacdes que deverdo conter na
rotulagem interna e externa e nas instrucdes de uso de Produtos para Diagndstico in
vitro foi atualizada pela RDC n° 36, de 26 de agosto de 2015. No entanto, a RDC Ne
206, de 17 de novembro de 2006 foi utilizada como base, face ao periodo estabelecido

para analise.

3.2.1 Andlise das Informacdes contidas nas Instru¢des de Uso

A RDC Ne 206, de 17 de novembro de 2006 exige 21 itens, relacionados a
garantia da qualidade, biosseguranca, operacionais, obtencdo e interpretacdo dos
resultados de medigéo e legais.

Nesta etapa, as instru¢des de uso, fornecidas por cada fabricante de kit, foram

analisadas quanto aos seguintes indicadores:

1 - Nome comercial;

2 - Descricao da finalidade ou uso do produto;

3 - Descricdo do principio de acéo ou aplicacédo do produto;

4 - Relacao dos componentes fornecidos com o produto;

5- Relacao dos materiais, artigos, acessorios, insumos ou equipamentos
necessarios para a utilizacdo do produto que ndo sao fornecidos com o mesmo;

6 - Indicacdo das condi¢cfes adequadas de armazenamento do produto;

7 - Descricao das precaucfes, dos cuidados especiais e esclarecimentos sobre 0s
riscos decorrentes do manuseio do produto e seu descarte;

8 - Orientacdes sobre os cuidados com a amostra biolégica objeto do diagnéstico;
9 - Descricdo do processo de medicao;

10 - Orientagdes sobre os procedimentos de calibracdo do processo de medicao;
11 - Descricao dos procedimentos de calculos e obtenc¢éo dos resultados da
medicao;

12 - Informacdes sobre as limitagbes do processo de medigao;

13 - Orientagdes sobre o controle interno da qualidade para assegurar o
desempenho adequado do processo;

14 - Informagdes sobre os valores de referéncia aplicaveis;

15 - Descri¢ao das caracteristicas de desempenho do produto;
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16 - Indicacdo ao consumidor dos termos/condi¢cdes de garantia da qualidade do
produto;

17 - Nome do Solicitante, CNPJ, endereco;

18 - Origem do produto, indicando o nome do fabricante e seu endereco;

19 - Indicacéo do servico de atendimento ao consumidor;

20 - Relacéo das referéncias bibliograficas cujo contetdo fundamenta ou comprova
as informacdes fornecidas;

21 - Data de edicao das instru¢des de uso, com informacéao do més e ano de edicao

ou revisdo destas instrugoes.

3.2.2 Todas as instrucdes de uso foram digitalizadas para facilitar e otimizar a
andlise.

3.3 AVALIACAO DOS RESULTADOS DOS ENSAIOS OBTIDOS DE FORMA
RETROSPECTIVA

A partir dos resultados registrados na planilha correspondente aos Quadros 1
e 2, foram selecionados os kits para diagnéstico sorolégico HCV utilizados,
possibilitando a construcdo dos critérios de aceitacdo. Estes kits foram recebidos para

analise prévia conforme a legislacédo vigente.

3.3.1 Construcao dos critérios para selecdo dos kits

Para esta analise foram construidas as premissas para selecdo dos kits os

seguintes critérios de aceitacdo para analise estatistica:

v' Amostras verdadeiro positivas para HCV, por no minimo 05 diferentes
ensaios de ELISA e, pelo menos, 01 de quimioluminescéncia;

Razédo DO/CO =1

Metodologias- ELISA e quimioluminescéncia;

Matriz de analise - maior nimero de kits;

AN NEEN

Quanto a detec¢do - maior niumero de Kits;
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v" Quanto a sensibilizacao da fase sélida (Ag ou AC detectado por AC ou

Ag complementar marcado com uma enzima) - maior numero de Kkits.

Foi realizada avaliacdo estatistica das razées DO/CO correspondentes as
amostras positivas que usadas nos kits que atendiam aos critérios de aceitacao,
utilizando filtro na planilha Excel®. A partir destas verificagcdes, foram realizadas
andlises utilizando modelos de regresséao linear ordinaria e, posteriormente, modelo
de regressao de Deming das razdes DO/CO, combinando par-a-par os kits ELISA e,

separadamente, os kits quimioluminescéncia estudados.

3.3.2 Avaliacédo prévia segundo método dos minimos quadrados ordinarios (MMQOQO)

O modelo de regressao linear utilizado foi 0 método dos minimos quadrados
ordinario (MMQO). Sob este método foi avaliada a significancia do coeficiente angular
ser diferente de zero. Para o coeficiente linear, foi avaliada a significancia deste ser
igual a zero. Ambos os testes foram aplicados sob um nivel de significancia de 5%
(a=0,05). Na avaliagcdo do MMQO foram avaliadas as premissas para aplicacédo deste

modelo:

a) Comportamento normal dos residuos

Na avaliacdo dos residuos foi aplicado o Teste de Shapiro-Wilk sob um nivel

de significancia de 5% (a=0,05) sob a hipdétese nula de normalidade.

b) Média dos residuos igual a zero (aleatoriedade dos residuos);

Esta avaliacao foi realizada para verificar se os residuos, apesar de apresentar
uma distribuicdo normal, apresentavam média igual a zero, mostrando uma tendéncia

a aleatoriedade.
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c) Homocedasticidade das variancias dos residuos

A homocedasticidade, ou seja, a homogeneidade da variancia dos residuos em
funcado da variavel independente (variavel x), foi testada ao aplicar o Teste de Levene

aos residuos sob um nivel de significancia de 5%(a=0,05).

d) Autocorrelagéo dos residuos

Para avaliar a autocorrelacdo dos residuos foi aplicado o Teste de Durbin-
Whatson que verifica a correlacdo dos residuos tomados par-a-par. Este teste foi
aplicado sob a hipotese nula de ndo correlacdo e a um nivel de significancia de 5%
(a=0,05).

3.3.3 Significancia da correlacéo entre as variaveis (X;y).

Nesta etapa do estudo foi avaliado o coeficiente de correlacdo de Pearson entre
os resultados da razdo de DO/CO dos pares de kits estudados. Foram considerados
apenas os pares de kits que apresentaram significancia da correlagdo sob uma
hipétese nula de correlagao igual a zero (p-valor<o= 0,05).

Os kits que apresentaram resultados satisfatorios para os critérios acima
citados foram selecionados para aplicacdo do modelo de regresséo linear de Deming.

O Quadro 3 resume as premissas aplicadas no modelo MMQO descrito acima.



Quadro 3 - Resumo das premissas para aplicacdo do modelo MMQO

PARAMETRO

TESTE ESTATISTICO

CRITERIO DE ACEITACAO

Coeficiente Angular

Teste t de Student

HO:tga =0
H1:tg a # 0 - Rejeitar HO

Coeficiente Linear

Teste t de Student

HO: b=0
H1: b#0 - Na&o rejeitar HO

Homocedasticidade

Teste de Levene

HO: variancia dos residuos (SD)2
constante

H1: variancia dos residuos (SD)2 nao
constante - N&o rejeitar HO

Correlacao das
Variaveis

Auto-Correlagéo dos Teste de Durbin-Whatson HO: r=0
Residuos H1: r¥0 - N&o rejeitar HO
Normalidade dos Teste de Normalidade para | HO: é normal
Residuos qualquer Ne - Shapiro- Wilk | H1: ndo é normal - N&o rejeitar HO
SignificAncia da Teste t de Student HO: r=0

H1: r¥0 - Rejeitar HO

Média dos Residuos =
0 (n&o é teste)

3.3.4 Regressao Linear de Deming

A regressao linear de Deming é um modelo de estimacéo do coeficiente angular
e linear da reta que passa entre um conjunto de pares ordenados (X,y) de tal forma
gque a soma dos quadrados dos residuos seja a menor possivel. Este método,
diferentemente do MMQO, considera que ambas as variaveis (X, y) sdo estocasticas,
ou seja, apresentem variabilidade (CLSI, 2014).

Neste trabalho a modelagem e analise dos dados foi realizada por meio do
software "R" verséo 3.1.3, langado em 03 de setembro de 2015 (The R-Project, 2015).

3.3.5 Foram selecionadas apenas as amostras verdadeiro positivas, que apds analise
estatistica apresentaram resultados comutdveis, para confeccdo de um painel

sorolégico, utilizado no controle de qualidade de kits para diagndstico sorologico do

HCV.
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4 RESULTADOS

4.1 DA BUSCA ATIVA RETROSPECTIVA DOS DADOS

4.1.1 Primeiramente foram identificados e selecionados os Cadernos de
Recebimentos de Kits, denominado KITS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO,

para analise, no periodo de 2009 a 2014. Os cadernos identificados e selecionados

para realizacao deste trabalho foram os de n° 14, 15, 16, 17, 18 e 19.

4.2 DA AVALIACAO RETROSPECTIVA DOS RESULTADOS OBTIDOS

4.2.1 Da Pesquisa Preliminar dos Dados Registrados

A partir dos dados registrados nos cadernos, foram identificados 376 protocolos
de analise de 37 kits para diagnostico sorolégico do HCV, referente as metodologias
ELISA e quimioluminescéncia, analisados no periodo de 2009 a 2014, estédo

demonstrados na Tabela 01 e Gréaficos 05 e 06.

Tabela 01- Registro dos dados analiticos sumarizados da analise prévia dos kits para diagndstico
soroldgico do HCV no periodo 2009-2014.

ANO N° DE KITS- METODOLOGIAS FABRICANTES
PROTOCOLOS
ELISA ChLIA NACIONAL | IMPORTADO
2009 78 08 0 01 07
2010 31 03 0 01 02
2011 85 08 01 03 06
2012 104 03 06 0 09
2013 16 01 01 0 02
2014 62 06 0 0 06
TOTAL 376 29 08 05 32
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O total de amostras positivas (DO/CO = 1,0) encontradas nesta fase da
pesquisa foi de 471, parte do painel de amostras verdadeiro positivas (62) e as
demais, que fazem parte do painel de amostras em fase final de caracterizacéo (409),
apresentaram resultado positivo em pelo menos 1 metodologia ELISA ou ChLIA.

Conhecer o universo total de amostras com resultado positivo, registradas nos
protocolos, foi importante para ampliagdo do painel de amostras verdadeiro positivas
e avaliacdo do grau de comutatividade em relacdo as metodologias ELISA e ChLIA.

O Gréafico 05 mostra a distribuicdo das metodologias no total de Kits

encontrados na busca.

Gréfico 05- Distribuicdo das Metodologias dos kits para diagnéstico sorolégico do HCV no periodo
2009-2014.

A distribuicdo acima demonstra o predominio da metodologia ELISA, 78%
(29/37), contra 22% (08/37) da metodologia ChLIA.
O Grafico 06 apresenta a distribuicdo quanto a ser nacional ou importado os

kits para diagnéstico sorolégico do HCV.
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Grafico 06- Distribuicao dos Fabricantes dos kits, no periodo 2009-2014

ELISA/ChLIA
Nacional
14%

Quanto aos fabricantes dos kits o predominio é de fabricantes internacionais
demonstrando que 86% (32/37) trata-se de kits importados e apenas 14% (05/37) sédo
de fabricacéo nacional.

4.2.2 Da Analise dos dados obtidos frente aos critérios de aceitacdo adotados

Com a finalidade de atender aos critérios de aceitacdo estabelecidos neste
estudo, quanto a matriz biolégica, apresentamos o0s resultados encontrados na
Tabela 02, que mostra que a maioria dos kits utilizam soro/plasma para detec¢do do
HCV nas metodologias ELISA (27/29) e ChLIA (08/08).

Tabela 02 - Distribuicdo quanto a matriz bioldgica dos kits para diagndéstico sorolégico do HCV no
periodo 2009-2014

METODOLOGIA MATRIZ BIOLOGICA Ne DE KITS

ELISA

Soro/plasma 27
Sangue seco 02
ChLIA Soro/plasma 08

Outro critério de selecdo, quanto ao tipo de deteccdao do HCV, esta
demonstrado na Tabela 03 abaixo.



63

Tabela 03 - Distribuicdo do tipo de deteccao dos kits para diagnostico sorolégico do HCV no periodo
2009-2014

METODOLOGIA TIPO DE DETECCAO Ne DE KITS

ELISA Anticorpo anti HCV 25
Ag/Ac 04

ChLIA Anticorpo anti HCV
Ag 1

A Tabela 03 mostra a predominancia da deteccao de anticorpos (Ac) anti HCV
nas metodologias ELISA (25/29) e ChLIA (07/08), sendo, portanto, estes os Kkits
selecionados para avaliacao.

Outro critério de selecdo, quanto a sensibilizacdo da fase soélida, esta
demonstrado na Tabela 04 e mostra que a maioria dos kits nas metodologias ELISA
(14/29) e ChLIA (04/08) apresentam sensibilizacdo de proteinas das regides estrutural
(Core) e nao estrutural (NS3, NS4 e NS5) do HCV.

Tabela 04 - Distribuicdo quanto a sensibilizagdo da fase sélida dos kits para diagnéstico soroldgico do
HCV no periodo 2009-2014

METODOLOGIA SENSIBILIZACAO FASE SOLIDA Ne DE KITS

ELISA Core, NS3, NS4 e NS5 14
Outros 15
ChLIA Core, NS3, NS4 e NS5 04
Outros 04

Foram eliminados do total acima, 2 kits na metodologia ELISA, por apresentar
0 sangue seco como matriz bioldgica e 1 kit ChLIA pelo grande nimero de amostras
sem resultado. Com isso, o total de kits a serem considerados na avaliacéo final passa
para 12 ELISA e 3 ChLIA.

4.2.3 Da Analise das Instrucdes de Uso

A anadlise foi realizada nas instru¢cdes de uso, dos 15 kits que atendem aos
objetivos estabelecidos, dos quais 12 sdo do ensaio ELISA e 03 do ensaio

quimioluminescéncia, para deteccdo de anticorpos anti-HCV. As informacfes foram
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analisadas com base na RDC Ne 206/2006, levando em conta os 21 itens exigidos,

relacionados a garantia da qualidade, biosseguranca, operacionais, obtencdo e

interpretacdo dos resultados de medicao e legais. A Tabela 05 abaixo, expressa 0s

resultados da analise.

Tabela 05 - Analise dos atributos das instrugdes de uso de 12 kits do ensaio ELISA e 03 do ensaio
quimioluminescéncia para diagnostico soroldgico do HCV no periodo 2009-2014.

Lista de verificacdo para instrugdo de uso para
produto para diagndstico in vitro - RDC 206/2006

ELISA
kit 1

ELISA
kit2

ELISA
kit 3

ELISA
kit4

ELISA
kit 5

ELISA
kit 6

ELISA
kit 7

ELISA
kit 8

ELISA
kit 9

ELISA
kit 10

ELISA
kit 11

ELISA
kit 12

Quimio
kit1

Quimio
kit 2

Quimio
kit 3

1 - Nome comercial;

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

2 - Descricdo da finalidade ou uso do produto;

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

ndo

sim

sim

sim

3 - Descricdo do principio de acéo ou aplicago
do produte, informando a base cientifica, bem
como explicacdo concisa da metodologia,
técnicas ou reacdes envolvidas;

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

4 - Relacdo dos componentes fornecidos com o
produto, descrevendo as especificacies ou
caracter{sticas técnicas qualitativas e
quantitativas de cada componente, incluindo,
conforme o caso:

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

5 - Relacdo dos materiais, artigos, acessdrios,
insumos ou equipamentos necessérios para a
utilizagdo do produto que ndo sdo fomecidos
COM 0 Mesmo;

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

6 - Indicagdo das condicfes adequadas de
armazenamento do produto;

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

T - Descricdo das precaucdes, dos cuidados
especiais e esclarecimentos sobre 0s riscos
decorrentes do manuseio do produto e seu
descarte. Quando couber, apresentar,
instrucdes de biossequranca, procedimentos
para eliminar os materiais infectantes, derivados
de sangue humano, animal ou de organismos
geneticamente modificados (OGM), e alerta ao
consumidor sobre a potencialidade de
transmissdo de doencas infecciosas;

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

§ - Orientac@es sobre os cuidados com a
amostra bioldgica objeto do diagnéstico,
descrevendo:

ndo

sim

sim

sim

nio

ndo

sim

ndo

nio

sim

sim

ndo

sim

sim

sim

9 - Descricdo do processo de medigdo:

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

10 - Orientacdes sobre os procedimentos de
calibracdo do processo de medicdo
descrevendn:

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

sim

sim

sim

11 - Descricdo dos procedimentos de calculos e
obtencdo dos resultados da medicdo
informando:

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

12 - Informacdes sobre as limitagges do
processo de medicdo, incluindo orientacdes
sobre a utilizacdo de testes adicionais mais
especificos ou sensiveis, quando os resultados
obtidos assim o sugerirem;

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

13 - Orientacdes sobre o controle interno da
qualidade a ser adotado pelo usudrio para
assegurar o desempenho adequado do processo
de medigdo;

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

14 - Informacdes sobre os valores de referéncia
aplicaveis obtidos em populages sadias ou
valores demogréficos, epidemioldgicos,
estatisticos, desejaveis, terapéuticos ou
tdxicos.

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

15 - Descrigdo das caracteristicas de
desempenho do produto:

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

16 - Indicacéo ao consumidor dos termos e
condigdes de garantia da qualidade do produto;

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

17 - Nome do Solicitante, CNPJ, endereco;

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

18 - Origem do produta, indicando o nome do
fabricante e seu endereco;

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

19 - Indicacdo do senico de atendimento ao
consumidor;

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

20 - Relacdo das referéncias bibliograficas cujo
contetido fundamenta ou comprova as
informacdes fornecidas;

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

21 - Data de edico das instrucdes de use, com
informacéo do més e ano de edicdo ou revisdo
destas instruges.

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim
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O desempenho dos fabricantes dos kits cujas instru¢cdes de uso foram

analisadas, esta mostrado no Grafico 07.

Gréfico 07 - Avaliacédo das instrucdes de uso dos 15 kits selecionados quanto aos 21 itens relacionados
pela RDC n° 206/2006.

100%

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

Percentual de atendimento aos 21 itens

10%

0%

®wNaoseaplicaj2 /1212|1111 |1|1|1|1|1|1|0|0/|0O0
mNaoCumpre | 2 |3 |3 |4 |3|2|0|3|1|1|3]|9
m Cumpre 18 (17|17 (16|17 |18 |20|17|19|19|17|11|19|17| 18

O Gréfico 07 mostra que apenas o kit de numero 7 apresentou instru¢cdo de uso
gue atendeu a 100% dos itens exigidos pela RDC 206/2006. Mostra, também, que o
kit 12 apresentou instrucdo de uso com 55 % dos itens exigidos. Os demais, 13 kits
nas metodologias ELISA (10) e quimioluminescéncia (3), apresentaram desempenho
entre 80 e 95 %. Para os kits na metodologia ELISA foram considerados 20 itens,
tendo em vista que, o item 10 da RDC em questdo, “Orientacdes sobre os
procedimentos de calibragao do processo de medigao” ndo se aplica aos mesmos.

O Grafico 08 mostra o percentual de atendimento de cada item estabelecido
pelo RDC 206 pelos 15 kits.
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Grafico 08 - Percentual de atendimento de cada item estabelecido pelo RDC 206 pelos 15 kits

percentual de atendimento de cada item

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0% —
3 10
™ Nao se aplica| 0 0 12|0|0|0|0|O 0 0/0|0
B Nao Cumpre | 0 1 0/0(0|0f2)|2 7 8122
M Cumpre 15/14(14(13|14|13|12 15| 3 (15|15/15(13|13|11| 8 7 {13|13

O Grafico 08 mostra que os itens 1, 9, 10, 11, 12 e 13 (06/21) foram

considerados satisfatorios em todas (100%) as instrucfes de uso avaliadas (15),

levando em conta que o item 10 n&o se aplica aos kits da metodologia ELISA. Os itens

2, 3,5 e 18 (04/21) satisfatorios em 14 instru¢des de uso avaliadas, os itens 4, 6, 14,
15, 20 e 21 (06/21) satisfatérios em 13 instrucdes de uso e os itens 7, 8, 16, 17 e 19

(05/21) foram satisfatorios, respectivamente, em 12, 9, 11, 8 e 7 instrugdes de uso.

Resultados encontrados frente aos critérios de aceitacao estabelecidos, estédo

listados abaixo:

v

D N N NN

Amostras verdadeiro positivas para HCV, por no minimo 05 diferentes
ensaios de ELISA e pelo menos 01 da metodologia
quimioluminescéncia, apresentando razdo DO/CO = 1,0;

Metodologias - 12 kits ELISA e 01 quimioluminescéncia;

Matriz de Andlise - 15 kits para andlise de soro e plasma humano;

15 kits para deteccéo de anticorpos de HCV;

Sensibilizag&o da fase sdlida - 15 kits proteinas estrutural do HCV — core
e ndo estrutural - NS3, NS4 e NS5;
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4.2.4 Do Painel Positivo para HCV

Do total de 471 amostras encontradas inicialmente, em atendimento ao critério

de aceitacdo de amostras que apresentem, no minimo, 05 resultados do ensaio de

ELISA para anticorpos anti-HCV e 01 resultado do ensaio de quimioluminescéncia,

foram preliminarmente selecionadas 130 amostras, composto por amostras do painel
verdadeiro positivo para HCV (30) e as demais do painel de amostras em fase final de
caracterizacdo (100). A Tabela 06 apresenta o modelo utilizado para registrar os
resultados correspondente as 130 amostras, que podem ser vistos na integra no
Anexo A.

Tabela 06 - Modelo da tabela usada para registrar os resultados das amostras dos kits selecionados

METODOLOGIA ELISA ANTIHCV QUIMIOLUMINESCENCIA ANTIHCY
FABRICANTE

core, N3, | core, NS3, | core, NS3, | care, NS3, | core, NS3, | care, NS3, | care, NS3, | core, N33, | core, NS3, | Care, N3, | Care, N3, | Care, NS3, | Core, N83, | Core, N33, | Core, N&3,
SENSIBILIZAGAD | NS4, NS5 | NS4, NS5 | NS4, NS5 | NS4, NSS | NS4, NG5 | NS4, NS5 | NS, NS5 | NS4, NS5 | NS4, NS5 | NS4 & NSS [N & NSS NS4 ¢ NG5 NS4 ¢ NSS NS4 e NS5 NS4 NS

bl | kt2 | kt3 | kitd | KtS | kit§ | Kt7 | «t8 | Ktd | it | Wil | kt12 | kit | K2 | kit
AMOSTRA | RATIO | RATIO | RATIO | RATIO | RATIO | RATIO | RATIO | RATIO | RATIO | RATIC | RATIO | RATIO | RATIO | RATID | RATIO

4.2.5 Da Andlise Estatistica dos Dados

Dado o grau de complexidade da avaliacdo do grau de comutatividade, foram
eliminadas amostras com volume inferior a 40 mL (tubo Falcon®) em estoque (-20

°C), resultando em 118 amostras. Consideramos que, somente quantidades acima

deste volume de amostra justifica a realizagéo desta avaliacéo.

Para a aplicacdo dos modelos estatisticos utilizados, foi necesséria a aplicacao
de filtro na planilha Excel® para eliminar os espacos correspondentes as amostras
sem resultado (SR), resultando em 44 amostras de plasma. Esta eliminagao evitou
gue amostras SR fossem consideradas com resultado zero, o que levaria a um viés

na analise.
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Os valores amostrais foram tabelados, como mostrado na Tabela 07. Kits
identificados de 1 a 12 correspondem aos da metodologia ELISA e 13 a 15 aos da

guimioluminescéncia.

Tabela 07 - Valores de razdo DO/CO obtidos nas 44 amostras testadas nos kits das metodologias
ELISA (kits 1-12) e quimioluminescéncia (kits 13-15)

METODOLOGIA ELISA ANTI HCV QUIMIOLUMINESCENCIA ANTI HCV
FABRICANTE
care, NS3, | core, N3, | core, N3, | core, N33, | core, N53, | core, N53, | core, NS3, | core, NS3, | core, N53, | Core, NS3, | Core, NS3, [ Core, NS3,| Core, NS3, | Core, NS3, | Core, NS3,
SENSIBILIZACAD| NS2, NS5 | NS4, NS5 | NS4, N5 | NS4, NS5 | N4, NS5 | NS4, NS5 | Ns4, NS5 | NS4, NS5 | NS4, NS5 | NS4 & NS5 | Ns4 e NS5 |Ns4 e NS5 | NS4 e NS5 | NS4 e NS5 | N54 e NS5
kit 1 kit 2 kit 3 kit4 kit 5 kit 6 kit7 kit8 kit 9 kit 10 kit 11 kit12 kit 1 kit 2 kit 3
AMOSTRA RATIO RATIO RATIO RATIO RATIO RATIO RATIO RATIO RATIO RATIO RATIO RATIO RATIO RATIO RATIO
1 3% 522 246 1552 42 26,28 419 489 2143 5 1976 478 673 11 52,59
2 3% 5,56 3,78 16,3 494 26,71 419 489 2143 5 18,76 137 11,05 11 972
395
3 57 19 16,3 3,96 283 419 489 2143 5 1917 3,79 04 11 7438
4 33 6,59 1 1449 491 283 419 489 20,46 5 19,09 441 972 11 76,07
5 33 511 461 1449 518 27,46 419 489 1143 5 19,87 416 834 11 132,09
b 33 475 431 1449 5,01 283 419 489 1143 5 1927 135 67 11 115,23
7 33 519 429 1449 5,05 283 419 489 1143 5 18,82 121 956 11 121,98
3 33 5,26 38 1449 495 26,15 419 489 1143 5 1927 3,88 10,36 11 82,49
g 33 589 178 1449 397 283 419 489 1143 5 186 401 10,84 11 102,78
10 595 471 337 1449 5,08 26,82 429 489 2143 8 18,62 199 796 1 90,38
1 595 462 319 1449 511 26,73 429 489 2143 8 18,51 449 10,02 1 1149
12 595 575 434 13,09 527 283 429 489 2143 8 18,82 229 892 1 96,71
13 595 474 191 1367 547 283 429 489 2143 8 18,54 253 7 1 11382
14 595 442 274 1449 5,06 283 429 489 2143 8 1418 159 983 1 112,85
15 595 449 5.26 1449 471 26,74 429 728 2143 8 18,45 435 755 1 93,41
16 595 442 473 1449 492 2752 429 728 2143 8 1824 417 998 1 109,08
4,00
17 442 454 1385 428 26,82 433 6,85 2143 8,22 16,21 354 703 1 69,64
4,00
18 46 198 1449 475 26,49 433 582 2143 8,22 205 421 992 1 152,57
4,00
19 41 398 1315 425 26,68 433 6,96 2143 8,22 18,96 311 897 1 80,25
4,00
20 36 182 825 135 2392 433 582 17 822 149 236 45 1 6,15
21 400 483 f 14439 439 2752 433 599 2143 822 18,63 627 845 1 7981
22 400 457 297 1167 3,59 23,07 433 349 19,81 8,22 18,21 387 3 11 80,62
23 400 3,45 447 14439 472 26,89 433 728 2143 8,22 15,72 516 10,93 11 123,66
24 400 5,63 382 14439 4,08 26,61 433 545 2143 8,22 1847 387 917 11 89,85
25 400 222 ] 14439 4,38 27,52 433 6,51 2143 8,22 19,57 235 7,04 11 57,14
26 40 484 21 14439 367 22,79 433 697 2143 822 1997 207 9,69 1 126,57
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1 4,38 3,76 15,23 437 21,58 433 7,28 2143 822 2017 463 911 11 121,89
28 400 417 432 15,23 515 27,52 433 516 2143 822 19,55 424 10,89 11 103,66
29 400 465 1,26 133 423 26,12 433 5,09 21 822 1891 479 1053 11 12036
30 400 446 116 1523 449 2752 433 58 43 822 19,22 491 6,89 11 125,59
31 400 5,78 1,66 1523 486 2752 433 5,05 U4 822 15,63 3,98 5,01 11 126,86
3l 40 474 36 1523 4,88 7.0 433 1561 143 784 278 104 415 6,38 12

33 40 159 11 183 10 1782 433 525 1067 822 1821 33 854 11 Bg24
3 40 40 b 1523 438 1752 433 6,88 143 822 15,49 351 924 11 12581
35 40 381 174 1523 443 17,52 433 702 143 822 15,08 3,06 1125 11 35

36 40 425 118 1523 456 17,52 433 408 143 754 1217 195 249 6,38 323
37 320 162 14 7,58 1,06 1187 408 611 5,98 822 187 405 574 11 81,08
38 40 3597 161 1462 452 2354 433 378 1143 822 18,48 473 456 11 11413
38 40 383 383 1523 4599 26,66 433 3n 1143 822 18,09 391 8,62 11 56,46
4 400 368 b 1458 354 17,52 433 56 1143 822 01 273 1041 11 5897
41 400 37 164 1523 365 17,52 433 5,88 1143 822 2047 399 10,65 11 1137
4 40 354 378 1172 517 26,75 433 4,68 1143 822 15,45 415 10,65 11 102,63
4 400 332 4,08 1523 467 26,86 433 453 143 822 1439 478 5,65 11 2034
44 +00 3,53 523 1291 442 27,52 433 5,83 2143 3,8 2,82 129 137 2,36 6,51

A partir destas verificacfes, foram realizadas andlises estatisticas usando o

modelo de regressao linear, com todas as combinacdes de pares, para os 12 kits

ELISA e posteriormente para os 03 kits quimioluminescéncia estudados.

4.2.5.1 Testes de hipéteses aplicados

Significancia dos coeficientes angulares e lineares.

A avaliacdo da significAncia dos coeficientes angulares e lineares apresentam

interpretacdes inversas uma vez que para a avaliagéo do coeficiente linear desejamos

gue o valor zero seja um ponto que pertenga ao intervalo de confianca para este

parametro. Sendo assim foi adotado o critério que, apenas 0s pares que hao

apresentaram rejeicao da hipotese nula foram considerados como candidatos para

prosseguimento das avaliagdes subsequentes.
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Na avaliacdo do coeficiente angular o comportamento foi inverso pois foram
selecionadas apenas as curvas que apresentaram um coeficiente angular
significativamente diferente de zero (rejeitando Ho). Para ambos os casos foram
aplicados um teste bilateral em nivel de significancia de 5% (a=0,05). Na Tabela 08
podemos observar os p-valores dos testes aplicados aos pares de kits que atenderam

ao critério definido para o coeficiente linear.

Tabela 08 - Valores de p (a>0,025) para avaliagéo de significAncia dos coeficientes lineares aplicados
aos pares de kits ELISA e ChLIA.

i 1 3 4 5 £ 7 i 8 © i 2l B u L
1 | Ebeepto 0703| 0262 02084 0188( 0002e8(200E48|  OM8L| 00| COUS| 084  0M0S
1 | mbeepto §.12605 | 2, 23605 | 0,000118 | 1, 786-12 | 2,006-15 | 1,048-08 | 1, 22609 | 200815 | 757608 | 0000883
3 | mheepto 4, 248.15| 3026-13 | 200616 | 2006-16| &748-12 | 200616 | 200615 | 579645 754808
4 | mteepto 0,222| 2426-10 | 2006-16 | 185605 | 4,096-08 | 200€-16 | 709608 | 000503
§ | mtevepto 1ABE-A2| 200615 | 154808 |1 63809 | 2006.16 | 270807) 000038
§ | Fieepto J006-16 | 0,000242 | 0,667 | 457612 | 0,000328] 000758
T | rheccepto OES5| 0O0MEE| 0315 0285 OFS&
§ | riesepto 1,266-13 | 2008-15 | 0C00033 | O01L4
8 |Erecepto L0713 | 0000348 ( 00302
10 | mhercepto 07| 03
1 | btecepto 05455
12 | mhrcepto L X X X X X X X X O X
13 | Rhemepto 128611) 0l
4 | Rteceptd 0108835
15 | Feepto X

Na Tabela 09 podemos observar os p-valores, em nivel de significancia
estabelecido (0>0,025), dos testes aplicados aos pares de kits que atenderam ao

critério definido para o coeficiente angular.
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Tabela 09 - Valores de p (a<0,025) para avaliagao de significancia dos coeficientes angulares aplicados

aos pares de kits ELISA e ChLIA.

I 3 4 5 B 7 § § 10 il 1713 g 5
1|Angulzr  |0,178(0,104| 00187) 00213|174E06 16| 0572|554E05 O77el| Oe32| 0788
2| Angular 0,206(0,00118(0,004633| 000156 07%| 0097700016 0645 (0257|081107%
3| Angular 0111 O001| Qo7 0108 0002 0047 0263 0Qa4F7| 0708
4| Angulzr 323101355608 0070 0785 2B16 0951 (Q7%2| 089732
& | Angular 117608 0143 0282|2%E12 0f57| 0905| 08547%
&| Angular 0,000272 (04853 |8 37E1L  039(060538| 04797
7| Angulzr 0g81(000102 0313 048 094
§| Angulzr 0754 008 00038 0138
9| Angular 0565(0891102| 0813
10| Angulzr 43607 00141
11| Angular 000139
12| Angulzr
13| Angulzr 648608 000037
14| Angulzr 0000113
14| Angulzr X

Normalidade dos residuos de regressao

Uma das premissas para aplicagdo do método dos minimos quadrados

ordinarios (MMQO) é a tendéncia de normalidade para os residuos de regressdo. A

tendéncia de comportamento normal dos residuos foi avaliada ao aplicar o teste de

Shapiro-Wilk. Neste caso foi tomado como hipétese nula a tendéncia a normalidade

em nivel de significancia de 0,05 sob um teste bilateral. Os resultados de p-valores

obtidos, apresentados na Tabela 10, demonstram que a maioria das curvas formadas

pelos kits ndo atenderam a esse critério sob um alfa de 5%.
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Tabela 10 - Valores de p (a>0,025 ou 0,05) para avaliagdo do comportamento normal dos residuos
aplicados aos pares de kits ELISA e ChLIA.
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Média dos residuos igual a zero

Uma das premissas que devem ser atendidas para aplicacdo do MMQO

(método dos minimos quadrados ordinarios) € que a média dos residuos deve ser

igual a zero. Para esta verificacdo foram calculadas as médias dos residuos para

todas as curvas desenvolvidas nesse trabalho. Na Tabela 11 podemos observar que

todas as médias dos residuos para todos os pares de curvas estdo muito proximas de

Z€ero.
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Tabela 11 - Valores obtidos das médias dos residuos para as curvas relacionadas a avaliagao dos
pares de kits ELISA e ChLIA

tlroo3y e ls s o7 8 o o wmlululs ouwon
Do) | s amD 23| 6] GBI URS BN TR 13| 3R 80
1 TR A3 LR | BETED ED AR TR LRG3 SR |4t
3 LAEAL [ 36047 |O57640 A8 26 TR 15B43 | 5364|4360
! LD | AFED 2R3 LB LIFAL STEG| S5 |33
: LR BEEAD TR 0D LELD|4GEELE| LA
] TIES LR LR 46 | B8R | 523
] S LS QUELD| TR | 284
] S QTR | 237641 | LR
g TSRAD [ 16R41 | 1184
10 T4 | 264
1 A3
/I A O I S SRR T T NSNS SRS SRS SRS S AN S A S A SRS SR
13 Q3D 476D
1 HI)
15 X

Homocedasticidade das variancias dos residuos (em relac&o ao eixo x)

Para avaliacdo da homocedasticidade das variancias foi aplicado o teste de
Levene em nivel de significancia de 5% (a=0,05). Este teste foi aplicado sob uma
hipétese nula de auséncia de homocedasticidade. Na Tabela 12 podemos observar
os resultados dos p-valores obtidos para o teste de Levene, para todas as curvas
encontradas. Nesta tabela estdo evidenciadas as curvas onde foram observadas a

homocedasticidade.
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Tabela 12 - Valores de p (a<0,025) obtidos da avaliagdo da homocedasticidade dos residuos para as
curvas relacionadas a avaliacdo dos pares de kits ELISA e ChLIA

il Y I I Y NN NN (N N N N (T B I NI
t|  |sea| s ooesr| oooesce| oome| e8| 4risos) operse| uoos| ocoiz| s
2 oogs| 1 Qo3| 17| 08| gmn| e | Qo) qme
3 oo oonss| o] soc| gwm| g e x| el o
! ous| ouma| omuis| omw| quw| oo ome| omm
: omas| o agrm| g oces | g o
: oocesa| | | cocorrs | oge] o
7 12206 opea| omas| oocism 2ozas
! o] omem| qwi| ogms
s wis| o o8
1] oo0dise) 1 5&08
i 0131
2
i (000051 | LSBT
4 17648
8 X

Auséncia da autocorrelacdo dos residuos

A auséncia de autocorrelacdo dos residuos € uma das premissas para
utilizacdo do MMQO com fins de estimacéao do coeficiente angular e linear bem como
suas respectivas variancias. Para avaliacdo da auséncia da autocorrelacdo dos
residuos aplicou-se o teste de Durbin-Watson em nivel de significancia de 5% e sob
uma hip6tese nula de auséncia de autocorrelacdo. Como podemos observar,
evidenciados na Tabela 13, a grande maioria das curvas dos pares ndo apresentaram
autocorrelacdo dos residuos. Valores em espaco em branco apresentam

autocorrelagao.
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Tabela 13 - Valores de p (0>0,025) obtidos da avaliagdo da autocorrelagao dos residuos para as curvas
relacionadas a avaliacdo dos pares de kits ELISA e ChLIA
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Significancia da correlagédo (entre os kits)

Para extrapolacdo do MMQO para o0 modelo de regressao de Deming adotou-
se o critério de significAncia da correlacdo entre as varidveis dependentes e
independentes. Desta forma aplicou-se o teste t de Student para avaliagdo da
significancia da correlacdo entre as variaveis para cada curva estudada. Este teste foi
realizado em nivel de significancia de 5% (0=0,05) tendo como hipotese nula
correlacdo igual a zero. Na Tabela 14 podemos observar os resultados de p-valores
obtidos do teste aplicado para todos os pares de curvas que fizeram parte desta
avaliacdo. Como podemos ver a maioria das curvas ndo apresentaram significancia

na correlagao.
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Tabela 14 - Valores de p (0<0,025) obtidos da avaliagdo da significancia da correlagao para as curvas
relacionadas a avaliacao dos pares de kits ELISA e ChLIA
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Significancia da correlacao entre as variaveis (X;y).

Nesta etapa do estudo foi avaliado o coeficiente de correlacdo entre os pares

de kits estudados. Foram considerados apenas os pares de Kits que apresentaram um

p-valor para a significancia da correlacdo sob uma hipétese nula de correlacéo igual

a zero (p-valor<a= 0,05).

Os kits que apresentaram resultados satisfatorios para os critérios acima

citados estdo demonstrados no Quadro 04.

Quadro 04 - Pares de kits com resultado satisfatério na analise de MMQO.

Kit—A | Kit-B
4 5
11 12

A tabela 15 mostra os valores encontrados na analise do MMQO realizada para

pares de kit 04 x kit 05 e kit 11 x kit 12, demonstrando que eles atendem aos testes

de hipoteses realizados.
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Tabela 15 - Valores encontrados na andlise dos pares de kits selecionados pelo MMQO

Fares Coef Coef.  [Mormal. | Média [Homocedasticida|Butocomrelacdo| Significancia
dekits | linear | angular |residweos|residucs (de das vanancias| dos residuos | da correlagdo
04x08) 0222 |323E-10( 03718 | ~ zero 01152 008113 3 23E-05
11212 0,295 | 00139 (04421 | ~ zere 1,1331 0,2587 0,01391

Os Graficos 09 a 16 mostram os resultados da média dos residuos,

normalidade dos residuos, homocedasticidade das variancias e valores discrepantes

para os pares de kit 04 x kit 05 e kit 11x kit 12 mostrados no quadro acima.

Gréfico 09 - Média dos residuos - kit 04 x kit 05
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Graéfico 12 - Valores discrepantes (out liers) - kit 04 x kit 05
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Grafico 13 - Média dos residuos - kit 11 x kit 12
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Gréfico 14 - Normalidade dos residuos - kit 11 x kit 12
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Grafico 16 - Valores discrepantes (out liers) - kit 11 x kit 12
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Para os pares selecionados, kit 04 x kit 05 e kit 11 x kit 12, ambos ensaios na

metodologia ELISA, foi aplicado o modelo de Regressao Linear de Deming. O Grafico

17 mostra as amostras que apresentaram grau de comutatividade com o referido

ensaio.
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Grafico 17 - Regressao Linear de Deming para o par kit 04 x kit 05

kit 05

kit 05

Deming RegressionFit (n=44)

0.58+0.28°Kit 5

Pearson's r=0.784

kit 04

10 15

Com a finalidade de dar maior clareza na identificacdo das amostras no Gréfico

17, foi realizada expansao da area onde estas se concentraram, conforme Grafico 18.

Gréfico 18 — Ampliacdo da area marcada no grafico 17

5.0
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kit 04

10
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As amostras, cujos resultados se encontram dentro dos limites previstos pelo

intervalo de confianca (faixa azul), apresentam grau de comutatividade em relacao ao

método em questdo. Neste pareamento, entre os kits 04 e 05, encontramos 12
amostras comutaveis: 2, 15, 17, 18, 19, 23, 29, 31, 32, 34,43 e 44

Para o outro par selecionado, kit 11 x kit 12, também, foi aplicado o modelo de

Regressédo Linear de Deming. O Gréfico 19 mostra as amostras que apresentaram

grau de comutatividade com o ensaio usando a metodologia ELISA.

Grafico 19 - Regressao Linear de Deming para o par kit 11 x kit 12

kit 12

Deming RegressionFit {n=44)
0.83+0.15°Kit 12

10

kit 11

15 2

Da mesma forma que anteriormente, foi necessario fazer ampliacédo da area no

Gréfico 19 para que as amostras que apresentaram grau de comutatividade fossem

mais bem identificadas, conforme mostradas no Grafico 20.
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Gréfico 20 — Ampliacédo da area marcada no grafico 19
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As amostras, cujos resultados se encontram dentro dos limites previstos pelo
intervalo de confianca (faixa azul), apresentam grau de comutatividade em relacdo ao
método em questdo. Neste pareamento entre os kits 11 e 12, foram encontradas 13
amostras comutaveis: 3, 5, 8, 17, 18, 22, 24, 31, 32, 33, 34, 41 e 44.

Com isso, confeccionamos o Painel Sorolégico de Referéncia contendo
amostras verdadeiro positivas para HCV, com resultados comutaveis, conforme
Quadro 06.

Quadro 06 - Amostras verdadeiro positivas para HCV comutaveis

Kit04 xkit05 |2 |15 19 123 |29

Kitllxkit1l2 (3 |5 22 |24

No total foram encontradas 19 amostras positivas comutaveis (2, 3, 5, 8, 15,
17, 18, 19, 22, 23, 24, 29, 31, 32, 33, 34, 41, 43 e 44), conforme quadro acima. As
amostras evidenciadas em verde sdao comuns aos dois pares de kits (04x05 e 11x12),
totalizando 7 amostras: 17, 18, 31, 32, 33, 34 e 44.



85

5 DISCUSSAO

A realizacdo deste trabalho teve como objetivo contribuir com as acdes de
Vigilancia Sanitaria propostas pelo LSH/DI/INCQS/FIOCRUZ, no que se refere a
avaliacdo do grau de comutatividade de amostras de soro/plasma, que compdem o
painel sorolégico positivo de referéncia para controle da qualidade de kits para
diagnostico in vitro do HCV pelo LSH, com a finalidade de atender as demandas
propostas pela ANVISA.

Os primeiros estudos envolvendo determinacdo da comutatividade, segundo
Oliveira e Mendes (2010) tiveram inicio na década de 60, na quimica clinica, com a
padronizacdo das medidas do colesterol, devido a falta de comparabilidade nos
resultados clinicos e epidemiolégicos. No entanto, observamos que foram os estudos
realizados por Fasce (1973) e Rej (1984) que demonstraram as propriedades de
comutatividade dos MR quando comparadas com amostras clinicas auténticas, ou
seja, amostras de pacientes, ndo processadas.

A determinacdo do grau de comutatividade € um processo importante na
reducdo de viés nos ensaios, e podem causar grande impacto no tratamento
diagnéstico sorologico de doencas. Poucos laboratorios no Brasil realizam esse
procedimento, apesar de possibilitar melhorias no processo de gestdo da qualidade,
por garantir comparabilidade de resultados de testes realizados em diferentes
metodologias.

Os dados obtidos neste trabalho se baseiam em resultados de ensaios
retrospectivos de ELISA e quimioluminescéncia realizados no periodo 2009-2014.

O numero inicial de amostras para avaliacdo, que atenderam aos critérios de
aceitacdo estabelecidos, foi de 162 amostras positivas, sendo reduzidas para 44
amostras para procedermos a analise estatistica. Observamos na Tabela 07, que as
amostras de mesmo numero apresentaram diferentes resultados de razdo DO/CO nos
15 kits escolhidos. Este fato evidenciado neste trabalho, provavelmente, se deve a
heterogeneidade e grande variabilidade de amostras biologicas, que Linnet (1998),
descreve como "peptideos e proteinas antigénicas como um problema para
padronizacdo de imunoensaios, por ex. ELISA e quimioluminescéncia, devido a

heterogeneidade e complexidade dos fluidos biologicos".
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Também, observou-se que as sensibilizacdes da fase sdélida dos kits exercem
grande influéncia nos resultados da razdo DO/CO, fato, possivelmente, atribuido aos
diferentes processos tecnoldgicos empregados pelos fabricantes dos kits. As
amostras que compdem o painel sorologico positivo para HCV, para os Kkits
escolhidos, apesar de a sensibilizagdo ser baseada nas proteinas das regides
estrutural (core) e ndo estrutural (NS3, NS4 e NS5) do HCV, também, apresentam
diferencas nos resultados da razédo DO/CO.

Outro fator que gera interferéncia nos resultados dos ensaios € o efeito matriz,
que estd presente nos MR provenientes de amostras de plasma processadas,
decorrentes do processo de estabilizacdo das mesmas, por exemplo, o congelamento.
Autores como Thienpont e colaboradores (2005), descobriram que o processamento
de amostras clinicas de pacientes (auténticas) pode desestabilizar as ligacbes
proteicas existentes no soro.

O efeito matriz, também, tem sido relacionado as possiveis causas de néo
comutatividade dos MR, fato relatado por autores como Vesper e colaboradores
(2007). Este fator pode estar relacionado ao fato do painel soroldgico de referéncia de
amostras verdadeiro positivas conter apenas 19 amostras comutéveis para dois pares
de kits, tendo iniciado com 44 amostras.

O grande numero de métodos estudados, um total de 15, conforme proposto
neste estudo, gerou, também, um grande nimero de pareamentos. Foram gerados 71
pares de Kkits, correspondendo a 69 pares para ELISA e 3 pares para
quimioluminescéncia, resultando em uma mistura de amostras comutaveis e nao
comutaveis. A maioria destas, de acordo com Heath (apud WHO, 2013, p.7) gera
dificuldades na interpretacéo e, este autor, cita que algumas deveriam ser tratadas
por abordagens multivariadas para melhorar a avaliagdo, mas a interpretacao desses
resultados nem sempre é muito clara.

Ndo foi possivel estabelecer o pareamento entre kits ELISA e
guimioluminescéncia, devido ao fato da comutatividade ser uma caracteristica método
especifica e, de acordo Vesper e colaboradores (2007), alguns MR sdo comutaveis
para alguns procedimentos de medida, mas ndo comutaveis para outros.

Diversas metodologias vém sendo utilizadas para determinar a comutatividade
de MR. Neste trabalho foram seguidas as metodologias contidas nos guias elaborados
pelo CLSI, sendo, portanto, amplamente utilizado pelos laboratérios clinicos,

recomendado pelas agéncias regulatérias para fabricantes de kits. O guia em questao
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utilizado foi o EP 14 - A3, que recomenda que a andlise de dados seja realizada no
modelo de regressao linear baseado no MMQO e no modelo de Regressao Linear de
Deming.

Apesar do uso frequente do modelo de regresséo linear baseado hos MMQO
na avaliacdo do grau de comutatividade, este apresenta limitagdes porque assume
que as variacdes s6 ocorrerdo no eixo dos Y. Também, apresenta variancia relativa
constante e € afetado pela faixa e magnitude de valores numéricos, com poucos tendo
influéncia desproporcional nos coeficientes estatisticos. O modelo de Regressao
Linear de Deming aceita variagdo nos dois eixos, X e Y.

A aplicacdo das premissas propostas demonstrou que, dos 71 pareamentos
entre kits realizados, apenas dois pares (04 x 05 e 11 x 12) apresentaram resultados
gue atendem aos critérios de aceitacdo propostos.

O modelo de Regressao Linear de Deming aplicado aos pares de Kits
escolhidos produziu resultados mostrados nos gréaficos 16 e 18. Os graficos mostram,
gue para a maioria das amostras foi observado uma forte influéncia do efeito matriz
nas amostras, uma vez que o intervalo de confianca do coeficiente linear ndo continha
a origem dos eixos, que é o zero.

Isto reforca a importancia de inclusdo de amostras clinicas de pacientes
(auténticas) em comparacdo com amostras processadas na determinacdo de
comutatividade em MR.

As dificuldades na obtencdo das amostras clinicas de pacientes tém
ocasionado limitagdes nas determinacdes de comutatividade

Como dito anteriormente, a principal atividade do LSH esta baseada na analise
prévia de kits para diagnéstico sorolégico de marcadores biol6gicos, como HIV,
Hepatites B e C, entre outros, uma exigéncia da Anvisa para concessao do registro
para comercializagao.

Na avaliacdo dos kits, sdo utilizadas amostras de plasma processado que
compdem os painéis soroldgicos positivos de referéncia. Isto mostra a importancia do
nosso trabalho, tendo em vista que os kits aprovados serao utilizados pela rede de
laboratérios publicos e privados em amostras clinicas auténticas (pacientes) visando
o diagnostico de doencas.

E importante ressaltar a falta de publicacdes relacionadas a determinacdo do
grau de comutatividade de amostras (MR) utilizadas no controle de qualidade de kits

para diagnostico, o que dificulta a discussao dos resultados obtidos.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados da andlise retrospectiva proposta neste trabalho,
podemos concluir que utilizando este procedimento para avaliagdo da comutatividade,
foi possivel obter as 19 amostras de plasma comutaveis (2, 3, 5, 8, 15, 17, 18, 19, 22,
23, 24, 29, 31, 32, 33, 34, 41, 43 e 44), que constituem o painel de referéncia
estabelecido no LSH.

Para os dois pares de kits obtivemos 7 amostras comuns, que sao 17,18, 31,
32,33, 34 e 44. So foi possivel estabelecer grau de comutatividade entre uma das
metodologias escolhida, ELISA, podendo constituir um painel de amostras verdadeiro
positivas comutaveis e usadas na andlise prévia de kits para diagnéstico do HCV,

requisito obrigatorio para registro desses produtos.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

1. Incluir avaliagdo da variabilidade intra métodos;

2. Avaliacdo do grau de comutatividade das amostras que compdem o painel
sorolégico positivo para outros marcadores biolégicos, como instrumento para a

melhoria da qualidade dos resultados;

3. Introduzir, se possivel, nas avaliagdes futuras do grau de comutatividade dos MR
gue compdem o painel soroldgico positivo, a comparacdo com amostras clinicas de
pacientes, devido ao fato delas apresentarem reduzido efeito matriz, considerado um
elemento que pode causar interferéncia nos resultados das analises. A falta de
comparacao entre amostras clinicas processadas e amostras clinicas de pacientes,
constitui-se uma das principais limitacbes nos estudos realizados para

estabelecimento de MR;

4. Estabelecer e validar procedimentos para minimizar o efeito matriz e,
consequentemente, a ndo comutatividade nas amostras de plasma congeladas
(amostras processadas), utilizando as recomendacdes contidas no guia do CLSI -
C37-A, quanto a preparacédo cuidadosa do material, a fim de evitar aglomerados de

fibrina ap6s o descongelamento.
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ANEXO A — REGISTRO DOS RESULTADOS CORRESPONDENTES AS 130 AMOSTRAS

100

core, NS3, | core, NS3, | core, NS3, | core, N53, | core, N53, | core, N53, | core, N53, | core, N53, | core, N53, | Core, N53, | Core, NS3, | Core, NS3, | Core, NS3, | Core, NS3, | Core, NS3,
MNS3, M55 MNS3, M55 MNS3, M55 NS53, M55 NS3, M55 NS3, M55 NS53, M55 NS53, M55 MN5F, M55 | NST e NS5 | NS3 e NS5 | N5E e N55 | NS4S e NS5 | N54 e NS5 | NS4 e NS5
LA LA LA LA LA LA LA LA LA LA LA LA LA LA LA
S10_09 F230_09 261_09 1923 09 | 4271 09 525 11 1706 11 | 1914 11 | 4170 11 | 3321 12 | 2326 _14 | 2475 14 | 1603_12 | 2623 12 | 3947 12
kit 1 kit 2 kit 3 kit a4 kit 5 kit 6 kit 7 kit 8 kit 9 kit 10 kit 11 kit 12 kit 13 kit 14 kit 15
AMOSTRAIAMOSTRA| RATIO RATIO RATIO RATIO RATIO RATIO RATIO RATIO RATIO RATIO RATIO RATIO RATIO RATIO RATIO
LID 01 3,95 5,99 2,46 16,3 4,58 5,85 21,43 8 18,55 2,66 8,18 11 B7.27F
LID 05 3,95 2,16 3,71 14,03 4,11 27,42 4,29 4,89 20,43 40,94
LID 06 3,95 4,81 3,61 16,3 4,82 27,67 4,29 4,89 20,43 19,08 5,21 100,69
LID O7F SR 4,95 3,948 15,68 4,25 a8 18,91 3,97 11 50,79
LID 08 3,95 4,47 3.4 16,3 5,19 28,3 5,82 20,43 19,66 4.8 2,85 F7.68
LID 09 3,95 3,03 2,19 12,35 3,08 21,75 4,29 3,74 7,93 1,49 14,85 3,37 11,46
LID 10 SR 2,65 SR 2,54 2,67 22,81 4,29 4,89 7,12 5,69 3.5 12,54
LID 19 3,95 4,83 3,88 16,3 5,12 28,3 a8 10,34 11
LID 22 1 3,95 5,22 2,46 15,52 4,2 26,28 4,29 4,89 21,43 2 13,76 4,78 6,73 11 52,59
LID 23 3,95 5,52 1,32 15,52 4,09 25,88 4,29 4,89 21,43 8 19,08 4,24 11
LID 27 3,95 4,56 3,81 15,78 4,43 26,7 4,29 4,89 21,43 a8 11
LID 28 3,95 3,82 3,36 16,3 4,55 26,77 4,29 4,89 21,43 132,59
LID 30 3,95 4,97 2,94 16,3 4,85 26,9 4,29 4,89 21,43 19,24 4,68 8,35
LID 32 3,95 5,05 1,35 16,3 5,11 28,3 4,29 4,89 21,43 4,23 19,26 2,21 8,05 122.4
LID 34 3,95 3,24 3,81 16,3 4,38 23,54 4,29 4,89 21,43 17,27 3,22 50,65
LID 35 3,95 4,29 4,28 16,3 4,92 27,44 4,29 4,89 21,43 4,2 16,74 2,33 10,2 101,27
LID 38 3,95 5,09 3,949 16,3 4,86 26,7 4,29 4,89 21,43 4,78 1,47 119,49
LID 44 3,95 4,92 4,47 16,3 4,93 26,71 21,43 a8 16,75 4,64 8,18 11
LID 48 2 3,95 5,56 3,78 16,3 4,94 26,71 4,29 4,89 21,43 2 18,76 1,37 11,05 11 97,2
LID 49 3 3,95 5,7 1,9 16,3 3,96 28,3 4,29 4,89 21,43 a8 19,17 3,79 9,4 11 74,38
LID 50 4 3,95 6,59 1 14,49 4,91 28,3 4,29 4,89 20,46 8 19,09 4,42 9,72 11 76,07
LID 51 5 3,95 5,11 4,62 14,49 5,18 27,46 4,29 4,89 21,43 a8 19,87 4,16 8,34 11 132,09
LID 53 3,95 4,77 4,16 13,52 4,9 27,25 4,29 4,89 18,25 2 13,37 3,77 9,55 98,77
LID 54 5] 3,95 4,75 4,31 14,49 5,01 28,3 4,29 4,89 21,43 8 19,27 2,35 6.7 11 115,23
LID 55 3,95 4,63 4,48 14,49 5,15 23,33 4,29 4,89 21,43 a8 19,28 2,25 10,08 11
LID 56 7 3,95 5,19 4,29 14,49 5,05 28,3 4,29 4,89 21,43 2 18,82 2,21 9,56 11 121,98
LID 57 3,95 4,43 2,91 12,86 3,94 22,64 4,29 4,89 12,17 a8 2,65 8,1 11 34,61
LID 60 3,95 1,76 2,94 14,49 5,25 24,34 4,29 4,89 21,43 5,76 F,AT 110,06
LID 61 3,95 4,62 3,55 14,49 4,97 24,58 4,29 4,89 a8 19,46 3,84 9,53 11 87,79
LID 64 2 3,95 5,26 3.8 14,49 4,95 26,15 4,29 4,89 21,43 2 19,27 3,88 10,36 11 82,49
2164 =) 3,95 5,89 2,78 14,49 3,97 28,3 4,29 4,89 21,43 8 18,6 4,01 10,84 11 102,78
2279 3,95 SR 1,58 14,49 4,18 28,3 4,29 4,89 21,43 a2 18,63 1,73 8,35 11
2293 3,95 1,26 1,36 14,49 SR 19,69 4,29 3,75 9,33 4,42 14,26 3,04 1,68 2,79
2447 3,95 4,84 3,05 13,04 4,94 24,96 4,29 4,89 19,27 a8 18,85 2,37 10,31 11
2448 10 3,95 4,71 3,37 14,49 5,09 26,82 4,29 4,89 21,43 8 18,62 1,99 7,96 11 90,38
2450 3,95 4,39 SR SR SR 26,81 4,29 4,89 21,43 a8 18,42 3,77 10,56 11 98,144
24831 6,74 4,37 14,49 28,3 4,29 4,89 21,43 2 18,67 4,31 3,45 11 108,72
2483 5,35 3,87 11,6 28,3 4,29 4,89 8,01 8 18,77 2,44 9,19 11 105,03
2487 5,96 1,84 14,49 28,3 4,29 4,89 21,43 a2 16,38 7,09 11 43,29
2488 3,95 4,91 3,99 13,53 26,15 4,29 4,89 21,43 17,76 2,25 11 73,12
2786 3,95 4,61 3,24 14,49 4,74 22,77 4,29 4,89 18,6 a8 8,2 11 80,78
2885 3,95 5,55 4,15 14,49 28,3 4,29 4,89 8 19,1 3,85 8,78 11 1117
2BE8 3,95 3,01 2,79 3,71 2,69 28,3 4,29 4,58 17,54 5,08 15,04 4,3 5,26 115,85
29381 3,95 2,2 1,69 13,49 1,31 10,31 3,9 5,54 3,27 2,01 3,53 2,68
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3015 3,95 3,64 1,66 14,49 17,51 4,16 1,56 8,72 6,16 7,87 3,91 11 3,66
3031 11 3,95 4,62 3,19 14,49 5,11 26,73 4,29 4,89 21,43 8 18,51 4,49 10,02 11 114,9
3036 3,95 5,87 3,04 11,97 5,24 28,3 4,29 4,89 = 20,43 a.a7 11 117,88
3122 12 3,95 5,75 4,34 13,09 5,27 28,3 4,29 4,89 21,43 8 18,82 2,29 8,92 11 96,71
3173 13 3,95 4,74 1,91 13,67 5,47 28,3 4,29 4,89 21,43 = 18,54 2,53 7,71 11 113,82
3174 14 3,95 4,42 2,74 14,49 5,06 28,3 4,29 4,89 21,43 = 14,18 1,59 9,83 11 112,95
3185 3,95 5,55 2,45 11,12 4,86 4,29 4,89 21,43 18,64 3 8,75 11 58,61
3313 3,68 3,59 3,66 14,49 2,5 18,19 1,46 12,06 1,92 1,11 3,28 1,59 1,97
3343 3,95 2,07 14,49 10,15 3,05 2,03 3 7,08 9,54 3,13
3350 5,16 14,49 4,74 27,52 7,28 21,43 = 17,77 2,24 10,01 11 107,76
3373 15 3,95 4,49 5.26 14,49 4,71 26,74 4,29 7.28 21,43 s 18,45 4,35 7.55 11 93,41
3388 16 3,95 4,42 4,73 14,49 4,92 27,52 4,29 7,28 21,43 = 18,24 4,17 9,98 11 109,08
3492 3,95 4,35 4,41 14,49 4,78 27,52 4,29 7.28 21,43 18,49 2,32 9,16 11

3504 3,95 5,11 4,07 14,49 4,97 21,43 = 18,46 2,3 10,25

3505 4,00 4,52 2,72 3,21 4,66 27,02 4,29 7.28 21,43 s 18,09 1,86 9,08 11

3751 4,00 5,09 1,94 5,19 4,13 27,52 4,33 4.8 21,43 8,22 18,34 2,04 2,66 11

3755 2,52 1,86 14,49 1,14 11,83 4,03 2,22 4,76 6,64 2,15 2,01 2,52 1,38
3756 1,12 1,36 5,07 7.2 4,33 2,06 3,04 1,9 1,21 2,71 3,14
3757 4,00 3,93 4,6 4,26 4,61 25,65 7.28 21,43 5,22 19,1 5,86 10,08 11 94,81
3760 2,99 1,82 3,38 3,53 13,26 2,04 1,06 3,48 6,56 5,17 1,06 3,05 2,52 1,99
3777 1,62 1,79 1,45 14,49 10,27 2,28 4,46 4,38 9,7 1,62 2,31
3779 4,00 5,98 3.4 3,13 4,59 27,52 4,33 7,28 21,43 8,22 18,96 2,54 11

3782 1,39 1,67 14,49 10,89 1,71 1,35 1,4 3,72 5,78 10,56 1,02 1,21
3785 2,51 2,27 14,49 1,18 2,17 3,38 1,77 4,44 6,93 1,71 1,85
3788 4,00 4,83 11,44 3,94 27,52 4,33 6,19 21,43 8,22 17,67 5,62 7,56 11 92,06
3797 1,86 1,87 14,49 4,74 27,52 4,33 65,42 21,43 8,22 20,02 5.9 6.56 129,98
3799 4,00 2,65 3,7 14,49 2,02 23,38 4,33 14,96 8,22 14,63 2,23 2,85 2,48 18,39
3800 17 4,00 4,42 4,54 13,85 4,28 26,82 4,33 65,85 21,43 8,22 16,21 3,54 7,03 11 69,64
4231 4,00 4,37 4,41 14,49 4,44 26,79 21,43 8,22 20,25 4,32 2,49 11

4299 4,00 5,31 3,33 14,49 4,61 26,73 4,33 7.28 21,43 8,22 6,47 11 69,13
4303 18 4,00 4,6 1,98 14,49 4,75 26,49 4,33 5,82 21,43 8,22 20,5 4,22 9,92 11 152,57
4306 4,00 5,07 2,52 27,52 4,33 5.39 21,43 8,22 20,36 3.73 9,93 85,87
4308 4,00 3,37 13,37 27,52 4,33 3,84 14,73 8,22 11,55 3,43 3,66 11 2,87
4311 4,00 4,72 14,49 4,38 27,52 4,33 6,25 21,43 8,22 20,49 4,51 8,87 11 106,33
4315 19 4,00 4,1 3,98 13,15 4,25 26,68 4,33 6,96 21,43 8,22 18,96 2,11 2,97 11 20,25
4325 4,00 3,68 1,22 1,97 27,52 4,33 6,82 4,67 18,8 5,45 9,28 113,25
4331 4,00 4.4 3,9 14,49 4,81 27,52 3,98 21,43 8,22 19,79 4,94 9,27 11 124,32
4332 20 4,00 3,6 2,82 8,25 2,35 23,92 4,33 5,82 11,7 5,22 14,9 2,36 4,5 11 6,15
4334 4,00 3,52 14,49 4,83 25,36 4,33 5,84 21,43 8,22 18,91 4,24 7,69 11 145,49
4339 4,00 4,75 2,13 14,49 4,29 27,52 4,33 5,95 21,43 5,22 18,61 2,28 8,85 11

a344 21 4,00 4,83 6 14,49 4,39 27,52 4,33 5,99 21,43 8,22 18,63 6,27 8,45 11 79,91
4345 22 4,00 4,57 2,97 11,67 3,59 23,07 4,33 3,49 19,81 8,22 18,21 3,87 a8 11 90,62
4346 4,00 3,95 2,34 8.6 2,35 21,13 4,33 6,87 17,15 8,22 2,19 3,06 5,64 65,19

4357 23 4,00 3,45 4,47 14,49 4,72 26,89 4,33 7.28 21,43 8,22 15,72 5,16 10,93 11 123,66
4359 4,00 .46 4,59 14,49 4,44 27,52 4,33 5,3 21,43 18,34 4,97 9,02 107,65
4360 24 4,00 5,63 3,82 14,49 4,08 26,61 4,33 5,45 21,43 8,22 18,47 3,87 9,17 11 29,95
4361 4,00 4,75 1,96 14,49 4,25 26,49 4,33 2,32 21,43 8,22 1,91 1,05
4374 2,22 4,74 1,11 2,35 4,33 5,98 8,22 17,28 2,55 2,67 11 132,74
4375

4376 26 4,00 4,84 2,1 14,49 3,67 22,79 4,33 6,97 21,43 8,22 19,97 2,07 9,69 11 126,57
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4377 4,00 3,72 3,04 14,46 4.6 26,19 4,33 7,06 21,43 8,22 3,89 3,89 10,44 11

4378 27 4,00 4,38 3,76 15,23 4,37 21,59 4,33 7,28 21,43 8,22 20,17 4,63 9,11 11 121,89
4414 28 4,00 4,17 4,32 15,23 5,15 27,52 4,33 3,16 21,43 8,22 159,55 4,24 10,89 11 105,66
4439 4,00 4,47 1,87 11,4 3,21 3,32 10,67 8,22 18,56 741 11 63,24
4443 4,00 3,73 1,38 12,68 3,51 21,22 4,33 5,88 16,25 4,08 2,73 1,71 2,09 1,34
4446 1,99 3,94 1,83 1,2 1,39 7,72 1,41 1,26 8,22 18,78 3,92 9,35 11

4459 4,00 4,42 3,56 15,23 4,41 23,69 4,33 6,79 21,43 8,22 15,39 8,71 119,56
4464 4,00 4,64 3,56 15,23 23,85 4,33 7,13 8,22 19,17 5,62 9,59 11 93,73
4613 4,00 5,12 3,69 15,23 4,78 27,52 4,33 4,74 21,43 8,22 18,77 4,9 11 60,31
4614 29 4,00 4,65 2,26 13,3 4,23 26,12 4,33 5,09 21 8,22 18,91 4,79 10,53 11 120,36
4641 30 4,00 4,46 1,16 15,23 4,49 27,52 4,33 5,8 21,43 8,22 159,22 4,91 6,89 11 125,59
4667 4,00 4,36 15,23 4,59 27,52 4,33 6,29 21,43 8,22 17,36 4,34 8.4 11 67,52
4685 4,00 4,52 2,74 15,23 3,49 27,52 21,43 8,22 19,73 2,28 9,24 11 43,56
4690 4,33 7,28 8,22 19,72 4,38 7,61 11 117,02
4691 31 4,00 3,78 2,66 15,23 4,86 27,52 4,33 3,05 21,43 8,22 159,62 3,98 9,01 11 126,86
4692 32 4,00 4,74 3,6 15,23 4,88 27,02 4,33 1,61 21,43 7,84 2,79 1,04 4,25 6,38 1,2
A775 33 4,00 2,59 1,71 1,83 1,02 17,82 4,33 5,25 10,67 8,22 18,21 3,3 8,94 11 84,24
4827 34 4,00 4,72 5] 15,23 4.8 27,52 4,33 6,80 21,43 8,22 19,49 3,51 9,24 11 125,81
4828 35 4,00 3,81 2,74 15,23 4,43 27,52 4,33 7,02 21,43 8,22 19,08 3,06 11,25 11 3,5
4529 36 4,00 4,25 2,18 15,23 4,56 27,52 4,33 4,06 21,43 7,34 12,17 1,95 2,49 6,38 3,23
4330 37 3,20 2,62 1.4 7,58 2,06 12,87 4,06 6,11 9,98 8,22 18,7 4,05 9,74 11 81,08
4831 38 4,00 3,97 2,61 14,62 4,92 23,94 4,33 3,79 21,43 8,22 18,48 4,73 4,96 11 114,13
4832 39 4,00 3,85 3,83 15,23 4,99 26,66 4,33 3,72 21,43 8,22 18,09 3,91 8,62 11 66,416
4949 4,00 3,81 4,64 3,95 9,91 4,33 4,53 21,43 8,22 159,68 4,64 10,32 11 96,37
4950 40 4,00 3,69 5] 14,58 3,34 27,52 4,33 3,6 21,43 8,22 20,1 2,73 10,41 11 58,97
4951 a1 4,00 3,79 2,64 15,23 3,65 27,52 4,33 5,89 21,43 8,22 20,47 3,95 10,65 11 123,7
4995 42 4,00 3,94 3,79 12,72 5,17 26,75 4,33 4,68 21,43 8,22 19,49 4,25 10,65 11 102,63
4996 43 4,00 3,32 4,08 15,23 4,67 26,86 4,33 4,93 21,43 8,22 14,39 4,78 9,65 11 20,34
4997 4,00 3,28 4,97 15,23 4,25 3,49 4,33 15,91 8,22 18,96 5,44 9,68 11 124,32
4998 44 4,00 3,53 5,23 12,91 4,42 27,52 4,33 5,83 21,43 3,8 2,82 1,29 1,37 2,36 6,51
4999 2,57 1,5 15,23 23,35 1,24 2,41 8,22 541 2,06 3,1 1,67
5000 2,87 2,19 1,51 1,19 27,52 2,03 8,22 16,34 5,05 8,77 11 118,44
5023 4,00 3,85 8,22 159,68 3,6 11

5025 4,00 3,79 3,15 15,23 3,78 20,46 8,22 20,37 5,36 11

5028 4,00 3,92 3,44 15,23 5,09 21,43 8,22 17,99 3,57 11

5035 14,63 27,3 4,33 6,01 21,43 19,38 4,26

SR - sem resultado

LA - Laudo de Andlise




