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Esta tese teve por objetivo desenvolver, implantar e avaliar a efetividade de um
programa de monitoramento de temperatura de termocicladores em laboratério de
biologia molecular. Para garantir a qualidade da medicdo de temperatura, foi necessario
adaptar um analisador de termociclador e criar procedimentos para realizar as medigdes.
O Programa foi implantado em 11 laboratorios do Instituto Nacional de Cancer (INCA),
em um total de 41 termocicladores, dos quais 44% estavam inadequados ao uso. O
cumero de exames com recomendacdo para repetir fol utilizado como indicador de
stetividade do Programa. Foram avaliadas duas amostras, com 102 e 141 exames,
obuidas em 2011 e 2013, respectivamente antes e depois da implantacio do Programa.
Houve reducdo de 18,9 pontos percentuais no niimero de exames. Em entrevista com
crofissionals, ndo for relatada alteracdo nos demais fatores determinantes do
desempenho do exame rearranjo t(9,22) BCR/ABL, nesse periode. O custo operacional
Je repeticdo de exames foi estimado para a produgdo de exames em laboratorios do
INCA e para a producdo no ambito do Sistema Unico de Saude. Esses achados sdo um
zlzra quanto a necessidade de verificacdo sistematica da temperatura do termociclador,

23 vezes neghgenciada devido & confianca depositada no equipamento.
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Abstract of Thesis presented to COPPE/UFRJ as a partial fulfillment of the

requirements for the degree of Doctor of Science (ID.Sc.)

DEVELOPMENT, IMPLEMENTATION AND EVALUATION OF A PROGRAM OF
MONITORING TEMPERATURE OF THERMOCYCLERS
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Jepartment: Biomedical Engineering

This study aimed to develop, implement and evaluate the effectiveness of a
-hermocycler temperature monitoring program in a molecular biology laboratory. It was
necessary to adapt a thermocycler analyzer and create procedures to ensure the quality
o1 the temperature measurement. The program was implemented in 11 laboratories of
:ke Brazilian National Cancer Institute (INCA), in a total of 41 thermocyclers, of which
<475 were unsuitable for use. The number of tests with a recommendation to be repeated
+as used as an indicator of program effectiveness. Two data samples obtained before
znd after the program's implementation, with 102 and 141 tests from 2011 and 2013
~zspectively were evaluated. There was a reduction of 18.9 percentage points in the
~umber of tests. In the interview with the statf, there were no change in the other
Zeterminants of the performance of the test ((9;22) BCR/ABL gene rearrangement in
i3 period. The operational cost of repeating the test was estimated for the INCA
zhoratories and within the Unified Health System (SUS). These findings have wamed
zmout the need for systematic verification of the temperature of thermocyclers, which is

:2metimes neglected due to the trust placed in the equipment.
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I INTRODUCAO

A Reagdo em Cadeia da Polimerase (do inglés, Polymerase Chain Reaction -
2CR) consiste de teste i vifro baseado em reacdo bioquimica ativada por temperatura,
c>m a finalidade de amplificar material genético em condicdo controlada. Representa
.mportante  técnica usada em  laboratdrios de biologia molecular para diversas
“nalidades. Na agricultura € usada em procedimentos para o melhoramento genético de
zspecies (BRASILEIRO, 1998; FERREIRA, 1998). No direito forense aplica-se aos
estes de paternidade e testes de apoio & criminalistica (BONACCORSO, 2005). Na
zr2a da saude estd amplamente presente em testes diagndsticos, como por exemplo, para
= idenrificagdo das sequéncias génicas ou do RNA/DNA dos virus do HIV (BRASIL,
2 113). Hepatite C (BRASIL, 2011a), Hepatite B (BRASIL, 2016a), Dengue (BRASIL,
2216b). Zika (BRASIL, 2017a), Chikungunya (BRASIL, 2015a); ou do DNA do bacilo
2z Tuberculose {Mycobactertum Tuberculosis) (BRASIL, 2011b), e ainda de rearranjos
-2nicos nas Leucemias (BRASIL, 2014). Em oncologia a PCR ¢ usada em estudos de
:zracterizagdes de tumores cancerigenos; no diagnostico e prognostico de canceres; no
zzompanhamento de tratamento de pacientes; e ainda no aconselhamento de doencas
-sreditarias (BRASIL, 2014; BRASIL, 2009b).

O uso de técnica PCR no diagndstico e no progndstico de doengas oncoldgicas,
v ~de ser evidenciado no caso das Leucemias. Por exemplo, de 95% a 98% dos casos de
~zucemia Mieloide Crénica (LMC) podem ser diagnosticados com exames PCRs
-zzlizados com amostra de sangue periférico dos pacientes, ou com amostra de medula
-ss2a (AMB, 2016; BRASIL, 2015b; BRASIL, 2014; BARBOSA er a/., 2000; MSAC,
MCIE Y

A PCR desde sua invencio na década de 1980 continua se destacando como um
2z métodos mais difundidos de analise de DNA. BLOW (2017) destaca que quase
“ZZas as estratégias de codificagdo de dados de DNA dependem da PCR para amplificar
s . coplar informagdes do DNA, ou da transcrigdo reversa da polimerase (do inglés,
~-anscriptase Reversa of Polymerase Chain Reaction - RT-PCR) para analisar RNA,
210 é o caso dos rearranjos BCR-ABL nas Leucemias. Nesse sentido, POTAPOV ¢t

:2017) enfatizam que muitas tecnologias de sequenciamento de nova geracio (do
~2.és. Next Generation Sequencing - NGS) dependem da PCR como parte dos

c-ocedimentos para a preparacio das amostras, €, que 0s erros cometidos durante a PCR



:zzrecem em dados de sequenciamento, contribuindo para falsas muta¢des, variantes
“:niasmas, que levam a confundir as analises genéticas.

Ainda com relacdo ao sequenciamento de DNA, PINTO ¢/ o/ (2012) comentam a
z2una de estudos sobre o efeito da ineficiéncia da PCR para a interpretacdo de dados de
‘zzuenciamento, e pontua os varios fatores que afetam a otimizacao da PCR, tais como
z zscotha do primer e as condicdes de termociclagem; além da padronizacao correta da
~2acdo PCR e sequenciamento.

As condigdes de termociclagem sdo dadas, sobretudo, pelo termociclador, o
zjuipamento que prové os ciclos de temperaturas necessarios as reacdes em cadeia da
nolimerase. O termociclador é reconhecido como tecnologia estdvel e amplamente
aulizada na drea do diagnédstico molecular (ECRI, 2013). No entanto, apesar de sua
:mportancta, SCHODER et a/l. (2005) alertaram sobre a caréncia de estudos sobre o
desempenho do termociclador. Alguns trabalhos discutiram o uso inapropriado do
ermociclador, associado a ocorréncia de resultados indesejados de PCR. SCHODER er
.. {2003) mencionaram que falhas nos padrdes de resuitados de PCR s#o atribuidos a
ciclos inadequados dos termocicladores. Além disso, foram associadas ao termociclador
Jistorgdes no processo RAPD-PCR (SAUNDERS er o/, 2001} e no processo Multiplex-
PCR (KIM er al., 2008).

O uso apropriado do termociclador esta associado a exatidao e a uniformidade das
zmperaturas nos diversos pogos do bloco térmico do equipamento. O controle das
remperaturas na PCR ¢é fator determinante para os desfechos dos resultados dos exames.
Por exemplo, a falta de controle das temperaturas da PCR podera levar a ocorréncia de
-zsultados falsos negativos; ou gerar resultados inconclusivos, implicando nesses casos
:m recomendagdes para a repeticdo do exame, e, gerando um maior gasto de insumos,
zmpo de pessoal qualificado, e de material de paciente, as vezes escasso e sem
> r33ibilidade de outra coleta.

A garantia da efetividade do uso do termociclador é dada essencialmente pelo
- snrrole sistematico das temperaturas nos pogos do bloco térmico, conforme citado pelo
_riégio Americano de Patologistas (do inglés, College of American Pathologists —
- AP) (2012). Porém, a calibracdo de termocicladores nao é atividade compulsoria
-z2ulamentada no pais, quer por orientacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

ANVISA) ou do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
NMETRO).



O processo regulatério da ANVISA estabelece a obnigatoriedade do Registro do
zz.pamento termociclador para fins de comercializagdo no Brasil. O Manual para
-.z:ulanizacdo de Equipamentos Médicos na ANVISA estabelece a Classe I para o
cmguadramento de risco santtdrio do termociclador (BRASIL, 2009a). Nesta classe ndo
- iz exigidos certificados de calibragéo para o registro de equipamentos. Assim, ndo ha
zroratorio acreditado na Rede Brasileira de Calibracio (RBC/INMETRO) para a
:zabracdo das temperaturas dos termocicladores, e tampouco existe laboratorio
z:2reditado na Rede Brasileira de Laboratorios de Ensaios (RBLE/INMETRO) para
sTetuar ensalos em termocicladores. Nao é s6 no Brasil que ndo existe uma normativa
zipecifica para a calibracdo de termocicladores, mesmo no cendrio internacional 1550
zmbém ocorre, a atividade de calibracdo de rermocicladores ndo é compulsona.
NOLAN ef af., 2013). No Brasil, e em outros paises, ndo existe uma metodologia
~zrmonizada para a verificagdo da temperatura de termocicladores (SPAN ef o/, 2017;
SOUZAL 2017, SANTOS eral., 2014).

Por outro lado, existe uma tendéncia de aumento na intensidade de uso dos
zjuipamentos termocicladores, associada ao aumento crescente da demanda por exames
2 PCR no Brasil. Dados do Sistema de Informagdo Ambulatorial do Sistema Unico de
Saude (SIASUS) revelam o crescimento da producdo de exames genéticos no Brasil
BRASIL, 2017g).

Os exames PCR sdo identificados como exames de genética no SIASUS. Foi
egistrado um aumento de 686% no ano de 2016 em relagdo ao ano de 2015 para esses
2xames, passando de 28.864 exames em 2015 para 198.014 2016 (BRASIL, 2017g).
Zste aumento pode ter sido ocasionado por problemas de alteracdo na forma de
angamento dos exames na plataforma, incluindo a imprecisdo da nomenclatura do
SIASUS: 02.02.10.008-1: identificacdo de mutagdo/rearranjos por PCR, PCR sensivel 4
metilagdo, qPCR e gPCR sensivel a metilagdo. A Regido Sudeste registrou um aumento
Je 1.216% na produgio de exames neste periodo, passando de 15.257 exames em 2015
3 185,536 em 2016, A Regidio Sul teve crescimento de 4%, passando de 5.695 exames
10 ano de 2015 para 5.940 no ano de 2016. As Regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste
zpresentaram reducéo destes exames no periodo (BRASIL, 2017g).

F importante ressaltar que essa discrepancia na produgdo de exames entre as
-egides, pode ser explicada pela caréncia de laboratorios com a infraestrutura necessaria
2 recursos humanos capacitados para a realizagio de exames de biologia molecular,

crincipalmente nas regides Norte, Nordeste ¢ Centro-oeste. Embora aparentemente



z:dadeira pelo "senso comum”, hé que se ter cautela nesta conclusdo com base apenas

-5 dados do SIASUS. Por exemplo, para o caso de procedimentos relativos a
~-a2vencdo e controle do cancer hd de se considerar a gestdo dos Centros de Alta
-»mplexidade em Oncologia (CACONS) e das Unidades de Assisténcia de Alta
- omplexidade em Oncologia (UNACONS).

Ndo obstante, ¢ razoavel supor que este cendrio de demanda crescente por exames
22 biologia molecular devera continuar, em decorréncia de novas incorporacgdes no
S:stema Unico de Saude (SUS) de medicamentos biologicos, que geralmente demandam
z realizacdo de um exame genético para indicacdo ou controle da terapia (BRASIL,
Z017b, 2017¢, 2017d, 201 7e, 26171).

A ampla difusdo de exames genéticos no SUS deve servir de alerta aos gestores
:obre a importancia do uso adequado e seguro dos materiais, procedimentos e
fraestrutura existentes nos laboratérios de biologia molecular visando garantir a
ztenvidade dos exames realizados. No caso do termociclador, vale destacar, que o
necessario  gerenciamento da  utilizagio dos termocicladores, compreende o
monitoramento do desempenho do equipamento, fundamental para garantir a
~timizagdo da realizagdo de exames por PCR. Porém, embora essencial para a garantia
Ja efetividade do termociclador, o controle sistematico da temperatura nos pocos dos
~locos térmicos ndo ¢ uma atividade compulsoria regulamentada.

Um exemplo da importancia desse monitoramento foi um estudo realizado no
Centro de Pesquisas de Instituto Nacional de Cancer (INCA) para verificar o
desempenho de termocicladores. O estudo foi realizado em dois ensaios distintos, o
nrimetro ensaio desenvolvido no Laboratério de Pesquisa Clinica e o segundo no
Laboratorio de Carcinogénese Molecular. Cada ensaio consistiu no preparo de 45
amostras homogéneas e integras para a amplificacio do gene b-actina em trés
rermocicladores. Os  termocicladores foram usados simultaneamente, cada um
recebendo 15 amostras. Resultados mostraram evidéncias de falhas no desempenho de
66.7% dos termocicladores utilizados no estudo. Foram identificados pogos de
rermocicladores com reacdes falhas ou com diferentes expressdes génicas.

Esses resultados alertaram sobre a relevancia e a justificativa para a realizacdo da
presente pesquisa, sobretudo guando consideradas as potencials consequéncias dos
exames por PCR com resultados indeterminados e os custos operacionais associados a

repeticao desses exames.



- OBJETIVO

Desenvolver e implantar um programa de monitoramento de temperatura de
z~mocicladores e avaliar a sua efetividade mediante a influéncia de outros fatores

sserminantes da otimizacdo de exames por PCR.

Objetivos Especificos:

- Adaptar o instrumento de medico de temperatura de termocicladores.

- Desenvolver os procedimentos para o monitoramento e controle de temperatura
22 termocicladores.

- ldentificar fatores determinantes para a otimizagdo da PCR e avaliar as
condigdes desses fatores no cenario do estudo.

- Avaliar a efetividade do programa de monitoramento de temperatura de
:ermocicladores.

- Realizar estimativa de custo de repeticdo de exame.

h



3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 A reacfio em cadeia da polimerase

A reagfio em cadeia da polimerase (PCR) € definida como uma técnica utilizada
13 biologia molecular para amplificar um fragmento do 4cido desoxirribonucleico
DXNA), gerando milhares ou milhdes de cépias de uma determinada sequéncia de DNA.

O DNA ¢ formado por duplas fitas, em formato helicoidal, compostas pelos
Jesoxirribonucleotideos trifosfatos (ANTPs). Cada nucleotideo € formado por uma base
nitrogenada, uma pentose {desoxirribose) e um radical de acido fosforico, denominados:
Adenina (dATP); Citosina (dCTP); Guanina (dGTP) ¢ Timina (dTTP). Os nucleotideos

3o interligados por pontes de hidrogénio. A Figura 1 ilustra a estrutura do DNA.

Genoma = total de 1odos s cTomossomos
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base

Fonte: adaptado de VIERSTRAETE (2012).
Legenda. Convengdo: Adenina (dATP) representada em verde; Citosina (dCTP) em azul;
Guanina (dGTP) em preto; € Timina (dTTP) em vermelho.

Figura 1: Estrutura do DNA.



A PCR ¢é considerada uma técnica rapida, sensivel e especifica para a
zmphficagdo de sequéncias de DNA. conhecidas como sequéncias alvo. Uma tnica
“olecula de DNA pode ser amplificada exponencialmente produzindo milhdes de
copias de DNA. A PCR ¢ a base para diversos procedimentos de um laboratério de
~ologia molecular (WATSON er af, 2015). A PCR foi desenvolvida durante os anos
980, pelo cientista Kary Banks Mullis e permitiu muitos avancos no estudo do DNA,
2vando o seu descobridor a receber o prémio Nobel de Quimica, em 1993,

O dogma central da biologia molecular ¢ formado por trés processos, a sintese de
DONA (denominado replicagio), a sintese de RNA (denominado transcrigdo) e a sintese
de proteinas (denominado tradugdo). Os processos de replicacdo e transcrigdo podem
ser reproduzidos i vitro a partir da PCR. A multiplicacdo de cadeias de DNA,
aromovida in vifro pela técnica PCR, é um mecanismo analogo ao que ocorre nos seres
Vivos para a replicagfio de DNA (WATSON er al., 2015).

Para a realizagdo da técnica PCR € usado o equipamento termociclador que prové
as temperaturas necessarias a reacédo. Nos pogos do termociclador sdo colocados, em
pequenos tubos, 0s materiais necessarios para que ocorra a PCR. S#o usados: agua
ultrapura, moléculas de DNA a serem duplicadas (amostra de DNA alvo), os dNTPs, as
sequéncias de bases para iniciar a reagdo (primers), a enzima DNA polimerase e wma
solucdo tampdo contendo cloreto de magnésio (cofator da enzima DNA polimerase).

Importante ressaltar que a PCR ¢ uma reagdo enzimatica. Ocorre somente com a
presenca de enzimas para catalisar, acelerar a reacdo. Mas, apenas com a descoberta da
enzima Taq Polimerase, originalmente obtida da bactéria Thermus aguaticus, foi
possivel o desenvolvimento da PCR, visto que esta enzima suporta as temperaturas
elevadas necessarias para a reagdo in vitro, em geral superiores a 92°C.

O principio da PCR envolve trés etapas basicas ativadas pela temperatura, e
repetidas em varios ciclos: a desnaturagdo, o anelamento e a extensdo. O processo para
a amplificacdo, nmultiplicacido do niimero de coplas de DNA de interesse realizado na
PCR ocorre basicamente promovendo-se a separagio da dupla fita de um fragmento de
DNA (desnaturagdo), alinhando-se uma sequéncia especifica de bases nitrogenadas,
primers, a nova fita simples {(anelamento), e completando-se essa sequéncia com
dNTPS para a formacdo da nova fita dupla (extensfo). A Figura 2 descreve e ilustra as
etapas da PCR.



-PCR: REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

30 - 40 ciclos de 3 passos:
Passo 1: Desnaturacdo

1 minuta 94 °C

Passo 2: Anelamento

45 segundos 54 °C

Passa 3: Extensdo

2 minutos 72 °C

L N LR

Fonte: adaptado de VIERSTRAETE (2012).

Figura 2: Descri¢do do processo PCR, com as etapas de desnaturagio, anelamento ¢
extensdo.

Nas etapas da PCR, os tempos ¢ as temperaturas podem variar de acordo com a
padronizagio da PCR para uma determinada aplicagdio. A etapa de desnaturagio (ou
separagdio) da dupla cadeia de DNA, em duas cadeias simples e complementares, ¢
ativada por temperaturas préximas a 95°C (usualmente 92°C a 96°C). E necessario
observar o tipo de enzima DNA Polimerase e a recomendagio de temperatura, € ainda o

tempo suportado pela enzima. Pois, € importante proteger a enzima de altas

temperaturas, ¢ por outro lado, ¢ necessario o uso de alta temperatura para romper as




‘zacdes de hidrogénio entre os nucleotideos complementares (MCPERSON er al.,
206 INNIS er al., 1995).

A etapa de anelamento (ou hibridizacfio) é ativada por temperaturas proximas a
*5°C vpara os iniciadores de reconhecimento, sequéncias de bases nitrogenadas
Zenominadas  primers, realizarem o emparelhamento com suas  sequéncias
complementares nas cadeias simples de DNA. A temperatura de anelamento varia de
zcordo com os primers utilizados ¢ com a quantidade de bases usadas na reaco PCR, a
depender da temperatura de melting (Tm). O CAP (2012) recomenda que a temperatura
Je anelamento seja calculada em funcéo da Tm.

A temperatura de /melting, ou o ponto de fusdo do DNA, é a temperatura a qual
20% das moléculas de DNA encontram-se como cadeia simples, ou a temperatura na
qual 50% dos fragmentos da amostra de DNA alvo ja estdo pareados com os primers.
Esta temperatura depende do tamanho dos produtos de amplificacdo (amplicons) e das
quantidades de bases nitrogenadas dos primers a serem usadas na rea¢fo. A Equacfio (1)
expressa a Tm em funcado das quantidades de bases nitrogenadas (G-guanina, C-
citosina, A-adenina e T-timina) usadas na reagdo (MCPHERSON et @/., 2006; INNIS er
al., 1995).

Tm = {(Numero de G+C) »x 4°C + (Numero de A+T) x 2°C) (1)

A etapa de extensdo (ou sintese) ¢ ativada por temperaturas proximas a 72°C para
ativar o prosseguimento do pareamento dos nucleotideos na sequéncia definida pela fita
stmples do DNA da amostra. As propriedades da enzima DNA Polimerase sdo usadas
para catalizar a reagdo, dar condi¢des de estabilidade e continuidade a rea¢do niciada
pelos primers. Sao acrescentados os dNTPs complementares a fita de DNA. A enzima
DNA polimerase atua catalisando a ligagdo de um dNTP a uma ligagdo OH livre da
pentose, na extrenudade 3", Assim, a dire¢do da construgdo da nova dupla fita de DNA,
sera na direcdio da extrenudade 5° para a extremidade 3" (WATSON ¢f af., 2015). Na
Figura 2 podemos observar as extremidades citadas.

As trés etapas da PCR sdo repetidas ciclicamente. A cada ciclo ocorre a
duplicagdo das moléculas de DNA, obtendo-se uma amplificacdo exponencial. Os
protocolos PCR determinam o nimmero de ciclos em cada etapa do processo, que sio
defimdos em funcdo da técnica a ser usada e das caracteristicas do conjunto de

elementos necessarios na reagdo. O tempo total decorrido nos protocolos PCR varia de



-zrea de 120 minutos na ciclagem convencional ou tipica, a cerca de 70 minutos nos
srocedimentos multiplex, 50 minutos nos procedimentos RAPD (do inglés, Randomly
mplified Polymorphic DNA) e 35 minutos nos equipamentos conhecidos como fast
2CR, por exemplo. Os procedimentos multiplex e RAPD serfio descritos a seguir, € 0
st PCR no item 3.2.1. A Figura 3 mostra um diagrama exemplificando a amplificagdo

sxponencial da reacido PCR.

e geNie desejado — R

— 3% ciclo < :::""‘ Amphﬁca(,‘éa Exnenciai

= 35¢ cicla

Amostra de DNA

2= 2= oo
4 copias 8 copias 16 cépias 32 cépias 2°¢ = 62 brihdes de copias

RIS U TN E R AL )

Fomte: adaptado de VIERSTRAETE (2012).

Figura 3: Diagrama exemplificando a amplificagdo exponencial da reacio PCR.

A técnica da PCR continua a ser usada, testada e validada para diversas
aplicagdes. Outros procedimentos decorrentes da PCR foram desenvolvidos e
incorporados ao conjunto de técnicas aplicadas em biologia molecular; tais como:

RAPD: Denominado DNA polimorfico amplificado ao acaso, ou, do inglés
RAPD-randomly amplified polymorphic DNA, tem como principio a amplificagio pela
PCR de regides aleatorias do DNA. A estratégia consisie na utilizagfio de sequéncia
aleatoria de Onico primer, primers decimeros (compostos apenas por dez nucleotideos),
em alternativa a par de primers compostos de cerca de 20 nucleotideos. Quando as
amostras de DNA sdio submetidas 8 PCR, os primers se anclam as regides da amostra de
DNA que sejam complementares. O RAPD ¢ usado para a detecgdio de polimortismo
(WILLIAMS er al, 1990), na microbiologia ¢ usado para a tipagem de bactérias,

feveduras, fungos filamentosos e na agricultura para a identificag@io de cultivares.
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PCR multiplex: Na PCR multiplex sdo usados mulitiplos pares de primers,
-romovendo a amplificagdo de diferentes segmentos de DNA alvo, em um so tubo, em
-ma s6 reagdo. A PCR multiplex é util para testar varios agentes infecciosos que podem
21 detectados e diferenciados em um unico tubo de reagdo ao mesmo tempo. Outra
anlicagdo comum € a investigacdo de patermidade, onde vérios marcadores gendmicos
devem ser analisados (BEST er /., 2016).

Nested PCR: Conhecida como PCR em ninho. S3o usados dois pares de primers
complementares a sequéncia alvo, a fim de aumentar a sensibilidade e a especificidade
da PCR. Inicialmente ¢ realizada a amplificagdo com um par de primers, denominado
Drimers externos, e, posteriormente, o produto desta PCR ¢ amplificado com o outro par
de primers, denominado internos, que utilizara como amostra de DNA alvo, os
rragmentos multiplicados na primetra reacdo (BRUNO, 2017).

RT-PCR: Denominada transcricdo reversa da reagdo em cadela da polimerase,
este tipo de PCR € usado para amplificar RNA. Devido ndo ser possivel a enzima DNA
Polimerase usar RNA como amostra alvo, € necessdrio primeiro fazer a transcrigdo
reversa do RNA mensageiro, 0 mRNA, para o DNA complementar, o cDNA. Apos,
prossegue-se normalmente com a PCR. Assim, inicialmente realiza-se a rea¢do com a
enzima rranscriptase reversa e a amostra de RNA alvo. A acféio da enzima determina a
sintese de moléculas de DNA complementar ao RNA, que € entdo amplificado por PCR.
Esse tipo de PCR permite analise da expressdo de genes a partir de moléculas de RNA

mensageiro.

3.1.1 Exemploe de aplicacio

Um exemplo de aplicacdo da técnica RT-PCR ¢é a deteccdo do Rearranjo 1(9,22)
BCR/ABL, o qual é considerado o padrdo ouro para o diagnostico de Leucemia Mieloide
Cronica (LMC), devido a sua sensibilidade e por dispensar coleta de amostra de medula
Ossea para a realizacdo do exame (BEST eral/., 2016; REIS er o/, 2019).

O rearranjo formado pela translocacdo t(9:22) ¢ caracterizado pelo gewne hibnido
BCR/ABL denominado cromossomo Philadelphia. Nessa translocacdo, o gene ABL do
cromossomo 9 se associa a uma porcgdo de um gene no cromossomo 22, denominado
BCR. No exame Rearranjo 1(9:22) BCR/ABL, por RT-PCR multiplex, ¢ realizada a
identificacdo dos transcritos b2a2, b3a2 ou ela2. Esses transcritos determinam as

localizagdes dos exons (sequéncias de nucleotideos presentes no gene) onde ocortem os

11




-ontos das quebras no gene BCR do cromossomo 22, que estdo relacionados a LMC
3ARBOZA er al., 2000; ANDRADE, 2008; REIS eral., 2019).

Um procedimento tipico para a realizagdo do exame Rearranjo 1(9:22) BOCR/ABL,
>ar RT-PCR Multiplex, utiliza varios pares de primers a fim de detectar os transcritos
Je mteresse. O gene BCR normal ¢ amplificado como controle interno. O controle
nositivo da reacdo € feito com a amplificagdo da linhagem celular K562 (BARBOZA ¢f
/.. 2000; ANDRADE, 2008).

O controle interno consiste de um fragmento de DNA adicionado a cada amostra
para a amplificagdo, o qual leva sempre a um resultado positivo, por isso € usado para
monitorar a amplificagdo de cada amostra da reacio. O controle interno tem de ser o
mats semelhante possivel ao DNA alvo, mas com uma caracteristica que o distinga

deste; caso haja intbiclo da amplificacio o ensaio deve ser repetido (OLIVEIRA, 2008).

3.2 Os termocicladores

Os termocicladores sdo compostos de bloco com pogos térmicos para o
recebimento de tubos de amostras para a operacéo dos ciclos de temperaturas da reacdo
PCR. Os ciclos de temperaturas sdo programaveis pelos usudrios no painel de controle
do termociclador para a execucdo das vanagbes sistematicas de temperaturas
(BOMMER e¢r al., 2009). No bloco termoelétrico a temperatura nos pogos do bloco de
amostra € dependente da massa térmica deste bloco e ainda da eficiéncia do processo de
aquecimento-resfriamento de todo o bloco termoelétrico (BOMMER er o/, 2009). O
bloco termoelétrico dos termocicladores. ilustrado na Figura 4, compreende

basicamente trés componentes, mostrados na Figura 5 e descritos a seguir:

e Componentes termoelétricos operam tipicamente seguindo os principios do

efeito Peltier. Tratam de semicondutores denominados elementos Peltier que

ateam na geracdo das temperaturas para o bloco de amostras. Tais elementos
quando associados a sensores e a outros dispositivos atuam também no
controle das temperaturas (WOODS, 2010). Estas estruturas Peftiers sdo
formadas por unico elemento ou por até 8 elementos Peltiers independentes.
e Um bloco constituido de material com boa condugdo térmica, comumente o
aluminio, com pogos para receberem pequenos tubos de amostra para a

reacdo PCR, denominado bloco de amostras.

e Um dissipador térmico usado para melhorar a eficiéncia nas trocas de calor

do conjunto dos elementos Pelrier e o bloco de amostras com o ambiente.

12
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Figura 4; Foto de bloco termoelétrico de 96 pogos destacando o bloco de amostras e o
dissipador térmico.

Bigoo de Amosiras
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Figura 5: llustragao dos componentes basicos de um bloco termoelétrico com 2 células
Peltiers.

3.2.1 Caracteristicas dos termocicladores

Ao longo do tempo o equipamento termociclador passou por algumas inovagdes
tecnologicas. Quer inovagbes incrementais, tais como: a) modificagdo no circuito
térmico para maior estabilidade com a configuragio dos atuais sistemas Pelfier; b)
tampa aquecida para o fechamento do bloco térmico; ¢) mudangas na apresentagio do
tamanho dos blocos de amostras (48, 60, 96, 384 pogos); ¢ d) alieracSes de software
tanto para a melhoria da programagdo dos protocolos quanto adaptagBes especificas
para aceleragdo do processo PCR nos chamados fast PCR. A principal melhoria
reconhecida foi incorporada ao termociclador qPCR, também denominado

termociclador quantitativo ou termociclador em tempo real; que introduziu mecanismo
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Z2 detecgdo e quantificagdo por fluorescéncia e técnicas computacionais para a
Zeternmnacgo dos resultados da amplificacdo e visualizagdo em tela de computador. A
~1sualizacdo dos resultados da PCR em tempo real representa vantagem em relagdo a
ecnica de eletroforese em gel usada para visualizar os fragmentos de DNA apos
zmplificagdo no termociclador qualitativo.

QOutra inovagdo diz respeito ao termociclador digital, uma nova aberdagem do
JPCR, que apresenta especial methoria devido ao uso do método de quantificagdo
absoluta de DNA, que permite a contagem de moléculas e detecgio de genes raros.

Além disso, estas novas tecnologias motivaram o crescimento da industrializacio
de diversos insumos para a operacdo das técnicas PCR e de kits laboratoriais para a
detecgdo rapida e eficaz de doencas causadas por bactérias e virus. O gPCR em especial
tein se mostrado tecnologia promissora, pois, juntamente com as plataformas para
sequenciamento de DNA, sfo considerados importantes para o desenvolvimento da
prometida medicina personalizada (ou medicina especializada), a qual traz o conceito
potencial de utilizar andlises moleculares individuais para casos de diagndstico e
terapia, ou mesmo para a predisposi¢do de um individuo ao sucesso de dado tratamento
farmacologico, dentre outras finalidades.

Ainda assim, a técnica PCR qualitativa ou convencional, vinculada ao
termociclador convencional, objeto do presente estudo, continua a ser o procedimento
mais comumente utilizado nos laboratérios de biologia molecular. A grande vantagem
desta técnica € o seu relativo baixo custo, a versatilidade e diversidade de possibilidades

de utilizag@o e ampla disseminagio nos laboratdrios de biologia molecular.

3.2.2 Termociclador em um laboratorio de biologia molecular

Um laboratorio de biologia molecular tem classificagdo de nivel de biosseguranga
2 (NB-2), devido envolver manipulagdo de sangue humano, liquidos corporais, tecidos
ou células humanas onde a presenga de um agente infeccioso pode ser desconhecida. A
resolucio RDC n” 50 da ANVISA (BRASIL, 2002) estabelece requisitos de
infraestrutura fisica para o funcionamento desses laboratérios, tais como ambientes
independentes com fluxo unidirecional para pré-PCR e pos-PCR. S&o amplamente
recomendadas areas limpas (NB-2) para as preparagdes de amostras, e fluxo operacional
unidirecional planejado para minimizar a contaminagéo e os resultados falsos positives
{(WEISSEINSTEINER ef ¢/, 2007, CAP, 2012, CDC, 2009; NIH, 2013; NHS, 2013).
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Um laboratorio de biologia molecular utiliza dreas separadas e independentes para
< passos basicos de realizagdo dos exames por PCR, denominadas pré e pos-PCR. A

igura 6 mostra um diagrama com as areas de um laboratorio de biologia molecular.

Master Mix Tubos

5

POS-PCR

Amastra

Figura 6: Areas independentes e fluxo do processo de realizacdo de um exame por PCR.

As dreas pré-PCR sdo: a) a sala de preparagio do master mix (preparagdo e
mistura de ANTPs, primers, enzima DNA Polimerase ¢ outros materiais); € b) a sala de
extragdo de DNA e preparagio das amostras para a amplificagfo. Sao consideradas
areas pos-PCR: a) a sala de amplificacdio das amostras no termociclador; ¢ b) a sala para
a realizacdo da eletroforese.

A eletroforese utilizada para a visualizagdo dos resultados da amplificagfio do
DNA nos termocicladores qualitativos tem como principto o deslocamento da molécula
de DNA de carga negativa em dire¢fio ao polo positivo de um campo elétrico, através de
uma matriz com gel. As moléculas sdo separadas de acordo com o seu tamanho, os
maiores fragmentos sdo registrados préximos ao ponto de aplicagdo € 0s menores
fragmentos que migram mais répido sdo registrados em areas mais afastadas do ponto
de aplicagdgo. A molécula de DNA ¢ acrescentado material corante para ativar a
fluorescéncia do DNA e permitir o subsequente registro fotografico do resultado da

amplificagdo (WATSON et al., 2015).
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4 REVISAO DA LITERATURA

A revisdo da literatura teve como objetivo identificar os fatores determinantes da
sualidade do exame PCR. Foi realizada utilizando multiplas estratégias de busca nos
cortais: Web of Science e Biblioteca Virtual em Satude, que inclui o Pubmed.

As seguintes palavras chaves foram usadas como nicleo principal das estratégias

Je busca;

solvmerase chain reaction: diagnos™: indicator; performance; quality control; quality
asurance; quality improvement. effectiveness; assessment; guidelines;  standard®;

sractice; aeereditation; laboratory; molecilar; thermal cycler; thermocyveler

As buscas levaram a identificacéo de literatura relevante quanto a:

¢ Recomendagdes Guidelines da Qualidade em Laboratorios de Biologia
Molecular sobre Beas Praticas de Laboratorio Acreditacdo e Padrdes de
Qualidade em Laboratorios (CDC, 2009; OECD, 2015; NIH. 2013;
RCPATH, 2006; NHS, 2013; WHO, 2009; CAP, 2012; JCL 2010; EPA,
2004);

o Descricdo conceitual sobre a reagdo PCR (INNIS er al, 1995
WEISSEINSTEINER e al., 2004; MCPHERSON ef al., 2006; DEGEN e/
al., 2006; ALTSHULER, 2006; KENNEDY ez a/, 2011; NOLAN er al.,
2013y,

e Artigos sobre o desempenho do termociclador (SAUNDERS e7 g/, 2001,
SCHODER ei a/., 2003; SCHODER ef ai., 2005; KIM er al., 2008).

Foi obtido o total de 431 trabalhos, dos quais 20 trabathos foram considerados
para identificar quais sdo os fatores importantes para garantir os resultados esperados da
PCR.

A partir da literatura foi identificado que a otimizacdo dos exames PCR ¢é
dependente da qualidade e da quantidade dos elementos que compde a reagdo, do ajuste
da temperatura para realizar a reagdo, dos componentes que dizem respeito a
infraestrutura do laboratério e da capacitagdo de pessoal técnico para executar os
procedimentos. Os fatores criticos para a otimizacdo da PCR, identificados na literatura,

foram resumidos e sdo descritos na Figura 7.
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Figura 7: Fatores bésicos determinantes da qualidade da PCR.

Com relagdio aos elementos que compde a reagfio, foram identificados: a amostra
de DNA alvo da reagio; a enzima DNA Polimerase termoestavel usada para catalisar a
reagdo, 0s dNTPs, ou bases nitrogenadas, usados para compor o material a ser
amplificado; ¢ os primers, sequéncias especificas de bases nitrogenadas, usados para
iniciar a reagdo. Sdo ainda compornentes importantes na reagdo, os outros materiais,
como a solu¢do tampdo contendo magnésio e os controles de amostra ¢ controles
negativos e positivos.

A selecdo do método de obtengdo da amostra de DNA alvo ¢ mencionada com
especial destaque para a otimizagiio da PCR, pois é responsdvel por garantir pureza,
homogeneidade e integridade 4 amostra (WEISSEINSTEINER et ., 2004).

A enzima DNA Polimerase termoestavel confere estabilidade a PCR, assim o tipo
da enzima ira definir a temperatura e o tempo de desnaturago, importantes para ativar a
enzima, ¢ manté-la integra e sem danos, em condi¢do de atividade oOtima
(MCPHERSON, 2006; DEGEN, 2006; INNIS, 1995). A enzima DNA Polimerase
influencia na forga i6nica da reac®io ¢ na quantidade de material genético amplificado
(WEISSEINSTEINER, 2006; DEGEN, 2006). MCPHERSON et al. (2006) ¢ INNIS et

al. (1995) recomendam limitar o tempo de aplicagdo de altas temperaturas na ctapa de
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desnaturacdo, a fim de proteger e prolongar a vida Gtil da enzima DNA Polimerase.
Alertam, por exemplo, que em geral, temperaturas acima de 97,5° C aplicadas por
:2ampo superior a 5 minutos, tem potencial para danificar a enzima termoestavel. As
caracteristicas da enzima DNA Polimerase também tém mnfluéneia na programacio da
ztapa extensdo. INNIS er al. (1995) recomenda que a etapa de extensdo seja programada
2m uma temperatura que favorega a plena atividade da enzima termoestavel.

A qualidade dos JNTPs e primers €& importante para eliminar residuos
contaminantes que possam inibir a reacdo bioquimica. Ja a observancia das quantidades
de JNIPs e primers usadas na PCR ¢ citada como fundamental para formar solug¢des
equilibradas de modo a nunimizar a taxa de erro e aumentar a eficiéncia das reagdes
iDEGEN, 2006). O planejamento da sequéncia e da concentracdo dos nucleotideos na
formacdo dos primers é fundamental para viabilizar o inicio dos ciclos de duplicagdes
de fitas de DNA, deve-se atentar para o desenho correto dos primers.
{WEISSEINSTEINER e¢r al., 2004; DEGEN ef af., 2006; MCPHERSON e¢f af., 2006,
ALTSHULER, 2006; EPA, 2004; KENNEDY, 2011; CAP, 2012).

QOutros mateniais, como, a solucdo tampdo contendo magnésio e os controles
negativos e positivos, sdo citados na literatura. O magnésio tem papel fundamental para
a ativacfo da enzima e eficiéncia da PCR, visto ser cofator da enzima DNA polimerase.
A solu¢do tampdo é usada para garantir o pH e as concentragdes 10nicas adequadas a
reacdo (DEGEN ¢r al., 2006; WEISSEINSTEINER ¢r al., 2006, MCPHERSON e1 a/.,
2006). E importante observar a recomendacdo expressa dos fabricantes das enzimas
para compor a solucdo tampdo e o magnesio a serem usados na rea¢do. Da mesma
forma, deve-se observar a qualidade dos controles a serem usados nos procedimentos;
utilizando-se controles de qualidade de amostra e de resultados, adequadamente
qualificados (CAP, 2012; CDC, 2009; EPA, 2004; MCPHERSON ¢f al., 2006; DEGEN
et al., 2006),

Com relagdo as temperaturas da reagdo PCR, sfo citados os seguintes
componentes que podemi comprometer estas temperaturas, inmviabilizando a reagdo: o
calculo da temperatura de meliing e a temperatura de anelamento que ¢ considerada a
temperatura mais critica para o sucesso da PCR (DEGEN ez o/, 2006; MCPHERSON e
al., 2006); a programacio dos ciclos de temperaturas; e as temperaturas geradas pelo
equipamento termociclador (CAP, 2012).

A temperatura de anelamento é fator critico para o alinhamento dos primers, e

consequentemente para a eficiéncia da PCR (MCPHERSON e¢r al, 2006). O CAP
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2012) recomenda que a temperatura de anelamento seja calculada em funcdo da
-emperatura de melting. Ja o céalculo da estimativa da temperatura de melring deve
considerar  as  quantidades dos JNTPs usados nas sequencias dos  primers
MCPHERSON et al., 2006; INNIS ef al., 1995).

O CAP {2012) destaca que a programacdo dos ciclos de temperaturas e a exatiddo
das temperaturas do termociclador sdo fundamentais para o bom desempenho de todo o
processo de realizagdo da PCR. Erros nas temperaturas da PCR podem ocasionar falhas
na amplificacfio, quer impedindo totalmente, ou parcialmente a realizagdo da PCR. A
programagdo dos ciclos de temperaturas das etapas da PCR deve considerar as
quantidades e especificidades dos componentes usados na reagdo (MCPHERSON ef al.,
2006; INNIS et al., 1995). Por exemplo, o tipo de enzima DNA polimerase ira
influenciar a determinacio de ciclos de temperaturas da PCR.

Quanto aos componentes externos da reacdo o CAP (2012) recomenda que o
ambiente de preparagio da amostra de DNA e o ambiente de preparagdo dos
componentes da reagdo devam ser limpos e independentes do ambiente de realizacéo da
amplificacdo. O Centro de Controle e Prevencdo de Doengas (do inglés, Center for
Disease Control and Prevention - CDC) (2009) ressalta que o fluxo de trabalho do
laboratorio requer planejamento, de modo a nio favorecer a contaminagfo cruzada e
ndo gerar resultados falsos positivos. A falta de exatidio dos volumes das pipetas e o
descontrole das temperaturas nos pogos dos termocicladores sdo mencionados como
fatores criticos; ambos podem levar & falha da reagdo, conduzindo a resultados de
exames indefimidos ou falsos negativos (CAP, 2012; CDC, 2009; NIH, 2013; NHS,
2013).

Os resultados falsos negativos, ou os resultados indefinidos, podem ser gerados
ndo somente devido a falta de exatiddo dos termocicladores na geracdo e controle dos
ciclos de temperatura, mas também devido a varios outros fatores citados na literatura.
Dentre os quais: a falta de qualidade da amostra de DNA; as quantidades e
caracteristicas dos componentes da reacdo {a enzima tenmoestavel, os dNIFs ¢ os
primers) e solugdo tampdo; o calculo da temperatura de anelamento, a defini¢do do
ciclo de desnaturagdo e a programacdo dos ciclos térmicos. Os resultados falsos
positivos podem estar associados & contaminagdo do termociclador, assim como de
pipetas, amostras, solu¢des e insumos; quando ha ocorréncia de falha no controle de
areas limpas e fluxos unidirecionais do laboratorio, e erros decorrentes de trocas de

amostras.
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O CAP (2012) recomenda a defini¢do de procedimentos, com protocolos escritos,
zestados e validados para as condutas de operacionalizacdo de exames de biologia
molecular. Faz recomendagbes quanto a necessidade de qualificacdo de recursos
umanos e para a organizacdo de procedunentos de manutencdoc preventiva e
verificagéio de parametros dos equipanmientos envolvidos no exame. Os equipamentos de
.aboratorio devem ser mantidos de forma consistente com testes seguros e confidveis
realizados periodicamente. As pipetas e os termocicladores sdo equipamentos citados
com especial importancia para o processo de realizagdo da PCR. De forma geral, os
procedimentos recomendados para o controle da qualidade de laboratorios de biologia
molecular incluem verificagdes de especificagdes de desempenho de equipamentos,
competéncia de pessoal especializado e gestdo de registros, relatorios e amostras de
pacientes (CAP, 2012; NIH, 2013; JCI, 2010; OECD, 2007, RCPATH, 2006; NHS,
2013: WHO, 2009; CDC, 2009).

Como visto, a natureza dos fatores basicos determinantes da PCR esta relacionada
a qualidade dos materiais adquiridos, mantidos e utilizados na reagdo; assim como a
qualificagdo e experiéncia dos profissionais enveolvidos no planejamento e na execugio
da PCR; e & infraestrutura fisica do laboratério ¢ exatiddo de parametros dos
equipamentos. Em que pese & adequada gestio de equipamentos médico-hospitalares,
destacam-se a necessidade de calibragdo de volume das pipetas e de verificacdo de
temperatura dos termocicladores.

A calibracdo de pipetas é atividade certificada por laboratorios acreditados pelo
INMETRO. Sio encontrados no mercado varios laboratorios fornecedores de servigo de
calibracdo de volumes de pipetas, pertencentes a Rede Brasileira de Calibragdo (RBC).
No entanto, ndo ha laboratorios que realizem a atividade de calibragdo de temperatura
de termocicladores na RBC.

No entanto, 0 mau desempenho do termociclador foi discutido por alguns autores.
SAUNDERS er a/. (2001) relataram um estudo inter laboratorial apontando distorgdes
na reprodutibilidade no processo RAPD-PCR. SCHODER er a/. (2003) apontaram que
os ciclos inadequados do termociclador interferem diretamente na desnaturagdo e no
anelamento, tendo como consequéncia resultados falsos negativos na PCR. KIM er al.
{2008) estabeleceram relacgdo direta dos perfis de temperaturas de termocicladores com
as falhas de sensibilidade no processo Multiplex-PCR.

O uso apropriado do termociclador esta associado a exatiddo das temperaturas nos

diversos pogos do equipamento por meio da calibragéio de temperatura, o que ainda néo
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2 pratica comum, devido a ndo existéncia de procedimento validado para a certificacdo
da calibracdo da temperatura dos termocicladores. E importante ¢ desenvoivimento de
regulamento especifico para a calibragio da temperatura do termociclador, com a
finalidade de viabilizar a aplicacdo de normas técnicas vigentes no Sistema da
Qualidade.

Atualmente o Sistema da Qualidade recomenda um conjunto de normas técnicas
para a melhoria da qualidade de equipamentos e de laboratérios na area da satde, as
guais sfo adotadas por diversos organismos internacionais, tanto para a avaliacio da
conforimdade de equipamentos médicos quanto para a acreditacdo de laboratérios
clinicos e ainda para o reconhecimento da atividade de acreditagdo de laboratorios de
ensaios e calibracdes. No Brasil, estas normas foram internalizadas, respectivamente,
Cono:

ABNT NBR ISO 14971:2009 Produtos para a saude - Aplicacdo de
gerenciamento de risco a produtos para a saude (ABNT, 2009);

ABNT NBR ISO 15189:2015 Laboratdrios clinicos - Requisitos de qualidade e
competéncia (ABNT, 2015);

ABNT NBR ISO/IEC 17025 Requisitos gerais para a competéncia de laboratorios
de ensaio e calibragio (ABNT, 2010).

Nio obstante, os representantes dos fabricantes de termocicladores dispdem de
oferta de servico de verificagdo da temperatura de termocicladores, sem, no emtanto,
divulgarem os regulamentos técnicos ou as normas técnicas adotadas para a execuglio
dessa verificagdo. Assim, os procedimentos para a verificagdo da temperatura de
termocicladores sdo de dominio dos fabricantes. Nido hd procedimento validado,
harmonizado, reconhecido e implantado para a certificagdo da temperatura dos

termocicladores.
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5 MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento do presente trabatho cronologicamente precede ao inicio do
doutorado, que ocorreu em 2014, O predmbulo ocorrido no periodo de 2011 a 2014 foi a
fase que ocorreu a percepedo da magnitude do problema, a partir de uma avaliacfo da
necessidade de manutengdo de termocicladores do INCA. Nessa fase houve um
embasamento sobre as condigdes necessdrias para viabilizar o projeto de tese. A
Figura 8 ¢ uma representacio da evolugdo cronoldgica das etapas do trabalho.

Este capitulo foi organizado para ser apresentado em trés etapas: pré-implantacio,
implantagdo e avaliacio da efetividade do programa de monitoramento de temperatura

de termocicladores. A Figura 9 descreve as etapas bdsicas do trabalho.

*Pré Implantacdo
» Estabelecimento da infraestrutura para a verificacdo de temperatura
» Estudo sobre os fatores que influenciam a medigdo de temperatura de termocicladores

«Pré Implantacio
*Ensaio para avaliagdo do desempenho de termocicladores
sImplantac3o parcial do programa em laboratédrio do CEMO/INCA

» Monitoramento, verificacio e correcio da temperatura de termocicladores

o

Ty

- oPré Implantacdo !
+ Aprimoramento da infraestrutura e dos procedimentos para a verificacdo de temperatura
i #Definicdo dos instrumentos e fontes de dados para a coleta de dados F
sDefinicdo do projeto de tese com base nos achados inicials

*Pré Implantacio

+ Estimativas de incerteza de medic8o de temperatura nos pogos do termociclador

%

eImplantacdo completa do programa no INCA

« Verificacio da temperatura e diagnodstico da condiclo de uso de termocicladores
« Corre¢do da temperatura de termociciadores

+ Monitoramento da temperatura de termocicladores

o
immimvat®

e

E
«Avaliagdo da efetividade
+ Coleta de dados para a avaliacio do programa em labaratdrio do CEMO/INCA
&
+Andlise de dados
il

sAvaliacdo da efetividade
+ Estimativas de impacto em termos de custo de repeticdo de exames

Figura 8: Evolugdo temporal das etapas do trabalho
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Figura 9: Descri¢o das etapas basicas do trabalho.

5.1 Pré-implantacio do programa de monitoramento de temperatura de
termocicladores

A etapa de pré-implantacio teve por objetivo desenvolver os requisitos para o
programa de monitoramento de temperatura de termocicladores. Consistiu na adaptagio
¢ calibragfo do instrumento de medic¢do de temperatura, na avaliagdo dos fatores que
influenciam na medi¢io de temperatura do termociclador, na estimativa das incertezas

de medic3o dessas temperaturas, € na definicio dos procedimentos do programa.

5.1.1 Procedimentos para a avaliacfio do sistema de medi¢io da temperatura

a) Adaptaciio de sensores para a medi¢io da temperatura

Os testes iniciais de medicdo de temperaturas foram realizados em um
instrumento de teste comercial para & aquisi¢iio das temperaturas do termociclador,
denominado analisador de termociclador, marca Hain Lifescience, modelo TAS. O
analisador de termociclador TAS opera com o software TAS2.exe V2.8.0.

Durantes os testes, observou-se que a placa que suporta os sensores de
temperatura do instrumento TAS impedia o fechamento da tampa do termociclador
durante as medi¢Oes de temperatura. Assim, o instrumento TAS realizava as medigdes
com a tampa do termociclador aberta, gerando uma ndo conformidade com as condi¢des
normais de funcionamento do equipamento, onde a tampa ¢ mantida fechada. A Figura
10 mostra o analisador de termociclador TAS com a placa e sensores a serem

posicionados nos pogos do bloco térmico de um termociclador.

23



Placa com
Sensores do
Instrumento
Analisador de
Termociclador

Instrumento
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Termociclador

Termociclador

Figura 10: Placa com sensores do instrumento analisador de termociclador, modelo

TAS, sendo posicionada no bloco térmico de um termociclador, para medi¢fo com

tampa do termociclador aberta.

Mediante a possibilidade de a temperatura ambiente prejudicar no processo de
verificagdo das condigbes operacionais dos termocicladores, foi realizado um estudo
que analisou trés experimentos de medigio de temperatura de termociclador: a) medigdo
com a tampa do termociclador aberta; b) medi¢do com a tampa do termociclador
techada parctalmente; e ¢) medigdo com a tampa do termociclador fechada totalmente.
Para o experimento “¢” foram desenvolvidos sensores adaptados para esta finalidade,
visto estes ndo serem comercializados (SANTOS er al., 2014). Este estudo publicado
esta reproduzido no Apéndice A.

O estudo revelou que as medigdes da temperatura com a tampa do termociclador
totalmente fechada apresentaram resultados em conformidade com a especificagdo do
fabricante. No entanto, as medi¢Ges com a tampa aberta ou fechada parcialmente
apresentaram variabilidade além da especificacdo do fabricante, especialmente nas
medi¢des da temperatura de 95° C. As especificagdes dos fabricantes aceitam variagdes
<+0,50° C, no estudo, a média da medida de temperatura observada com a tampa aberta
foi de: 92,47° C & 0,74° C, para a temperatura programada de 95°C.

Devido aos testes de medigdes de temperatura com a tampa do termociclador
fechada, apresentarem melhores resultados que os demais testes, foram desenvolvidas
as condigdes necessarias para usar o instrumento analisador de termociclador modelo
TAS com a tampa do termociclador fechada. No Nucleo de Engenharia Clinica
localizado no Centro de Transplante de Medula Ossea (CEMO) e Centro de Pesquisas

(CPQ) foram adaptados os sensores de temperaturas tipo PT100 do apalisador de
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termociclador com cabos extensores de 65 cm, do tipo 28AWG de formato achatado, de
modo a permitir o fechamento da tampa do termociclador. O encapsulamento de cada
célula PT100 foi reduzido da altura de 2,8 cm para a altura de 1,8 cm.

Com a adaptaciio, o encapsulamento com o PT100 pdde ser posicionado em um
pogo do termociclador, ¢ ser interligado por meio do cabo extensor a placa do
analisador de termociclador, localizado externamente ao bloco térmico do

termociclador. A Figura 11 mostra o sensor adaptado.

Legenda. 11A detathe do sensor adaptado com o encapsulamento do PT100 reduzido;
1B sensor adaptado completo com cabo extensor interligando o PT100 ao conector; ¢ 1C
sensor adaptado e sensor original.

Figura 11: Ilustragio de um sensor adaptado.

A Figura 12 ilustra o analisador de termociclador preparado para a medi¢éo de um
termociclador com tampa fechada, usando 18 sensores adaptados conectados através de

cabos extensores a placa localizada externamente ao bloco térmico.

Instrumento
Analisador de
Termociclador

Termociclador

Figura 12: Instrumento analisador de termociclador preparado para a medigio da

temperatura com a tampa fechada do termociclador modelo Veriti, marca Applied

Biosystems®.
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»1 Calibracio e ensaios com o instrumento de medicio de temperatura

Com o objetivo de conhecer a incerteza de medigido associada ao instrumento de
—zdicdo de temperaturas, o analisador de termociclador juntamente com 08 Sensores
: Zaptados foi submetido 4 calibragdo em laboratério da Rede Brasileira de Calibracéio
ZBC). organizada pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
NMETRO). Foram calibrados 22 sensores nas temperaturas 47 C, 55°C, 72°C, 95°C,
225 quais I8 sensores foram selecionados para compor o sistema de medigio a ser
:sado no presente trabalho. Apds a calibragdo, foram realizadas 10 medigdes de
-:mperaturas repetidas em termocicladores modelo Veriti, marca Applied Biosystems®
:om o instrumento de medigéo analisador de termociclador para avaliar a repetibilidade
das medidas. Para os ensaios, foram usados dois termocicladores do Banco Nacional de
Tumores/CPQ/INCA, em boas condicdes operacionais e pouca intensidade de uso.
Previamente, os equipamentos foram submetidos a testes operacionais realizados
juntamente com os usudrios. Os ensaios foram realizados no laboratorio da Pesquisa
Clinica e no Nacleo de Engenhana Clinica, ambos localizados no Centro de Pesquisa do
INCA (CPQ/INCA). Os laboratérios foram selecionados devido a disponibilidade de
espaco fisico e liberagfio para a realizagfo dos ensaios. Com o propédsito de reduzir o
tempo de medicdo, foram realizados novos ensaios com apenas trés medidas repetidas,
0s quals se mostraram suficientes para verificar a repetibilidade das medidas, e
adequados a serem adotados nos procedimentos operacionais do programa de
monitoramento de temperatura de termocicladores.

Os ensaios iniciaram com a programagio do protocolo com ciclos de temperaturas
no termociclador, incluindo ciclos de temperaturas de 95° C, 55°C e 72° C (pontos de
calibragdo dos sensores do analisador). Em seguida, foi dado micio a geracdo das
temperaturas no termociclador e a simultdnea aquisicdo das temperaturas nos 18
sensores nos pogos do termociclador pelo instrumento de analisador de termociclador.
Posteriormente foi realizada a leitura das medidas de cada temperatura de cada um dos
sensores ¢ aplicadas as expressdes propostas para a estimativa de incerteza de medicéo
de temperatura do termociclador. Os resultados das medigdes do ensaio com trés
medidas, e as respectivas incertezas associadas, estio apresentados no Apéndice B.

Durante o processo de medicdo foram observadas as condigdes do ambiente e
atendidas as especificagdes de temperatura e umidade estabelecidas nos manuais dos

equipamentos termocicladores, tais como, temperatura: 215" C e 30° C < e umidade:




3% e 75% <. Em monitoramento da rede elétrica, durante os ensaios de medicdo de
emperatura, ndo houve registro de variagdes de tensdo e corrente ou interferéncia
zletromagnética. Além disso, os ensaios foram Gteis para obter informagfo sobre as
.aracteristicas necessdrias para a montagem e a operacfio do instrumento analisador de
ermociclador, de modo a apoiar a elaboragio dos procedimentos operacionais do

srograma de monitoramento de temperatura de termocicladores.

5.1.2 Avaliagéio dos fatores que influenciam na medicio de temperatura do
termociclador

O resultado das medi¢des de temperatura dos termocicladores pode ser
influenciado principalmente pelos seguintes fatores: a) caracteristicas do instrumento de
medi¢o; b) condigbes do ambiente; ¢) procedimento de medicio; e d) habilidade dos

operadores.

' O Diagrama de Causa e Efeito (DCE) foi usado para melhor estudar os fatores
.' que podem influenciar o processo de medi¢ao de temperatura do termociclador ¢ para
identificar as fontes de incertezas de medigfio visando posterior estimativa de incerteza
de medicdo de temperatura do termociclador. Assim, foi elaborado o DCE na Figura 13

com a representagfio dos principais fatores de influéncia nessa medigfo de temperatura.

Ambiente instrumento de Medicao

Temperatura Resolugdo

Interferéncia

Eletromagnética
B e e

Catibracéo
— Medicido de

Temperatura do

Y

Termociclador

Montagem do Sistema Treinamento

Protocolo de Medigdo

e
Habilidade

Procedimentos de Medigio Operadores

Figura 13: Fatores que influenciam na medigdo de temperatura do termociclador.
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A partir da avaliagdo dos fatores descritos na Figura 13 foram selecionados 0s
ratores que dispusessem de dados adequados para expressarem fontes de incertezas de
medigio, tais como: dados oriundos de especificagdes de manuais de fabricantes e de
certificados de calibraco, ou de medidas repetidas nos sensores posicionados nos pogos
dos termocicladores. Nao foram considerados os fatores relativos as condigOes
ambientais, uma vez que a temperatura ¢ a umidade podem ser controladas com
procedimentos operacionais ¢ uma equipe treinada; e visto que ndo foram registradas
interferéncias eletromagnéticas nos ambientes dos laboratérios, em avaliacdo realizada
na rede de alimentagdo elétrica por empresa especializada. Com relagdo ao instrumento
de medigdo, foi desconsiderado o tempo de resposta, devido & medigfo ser realizada em
intervalo aproximado de 2s, portanto maior que o tempo de resposta do instrumento.
Foram desconsiderados problemas de montagem do sistema de medigdo ¢ problemas de
habilidade de operadores, devido a estes fatores terem sido fratados em treinamento
sobre a operagdo do sistera ministrado a4 equipe de técnicos de eletronica. Foram
desenvolvidos procedimentos operacionais para o programa de monitoramento de
termocicladores capazes de orientar os operadores, e reduzir causas de falhas nas
medigdes. A Figura 14 apresenta o DCE com as fontes de incertezas relacionadas a

medic¢io de temperatura do termociclador, consideradas neste trabalho.

instrumento de Medigdo

Certificado de Calibragéc

Y

Resolugio

Medigio de

»] Temperatura do

Termociclador

Medidas Repetidas

ey
g

Procedimentos de Medigédo

Figura 14: Identifica¢do das fontes de incertezas de medigfo de temperatura do

termociclador.
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5.1.3 Contribuicdes das fontes de incertezas de medicio

A seguir foram aplicados os procedimentos previstos no Giia para a Expressdo
de Incerteza de Medi¢ao - GUM (INMETRO, 2012a) para a estumativa de incertezas de
medi¢do. Para o calculo da estimativa de incertezas de medicdo de temperatura do
rermociclador foram consideradas as seguintes fontes de incertezas de medicio: a) as
incertezas devido as medidas repetidas, estabelecida como incerteza padrio tipo A,
denominadas #(4), b) as incertezas declaradas nos certificados de calibragao dos
sensores e do instrumento de medigdo, estabelecida como incerteza padrdo tipo B,
denominadas u(B); e ¢) a incerteza devido a resolucdo do instrumento de medi¢do de
temperatura, estabelecida como incerteza padrdo tipo B denominada (B> Para
garantir clareza da contribuicdo das fontes de incertezas na Incerteza Padrio

Combinada, foi construida a Tabela |, mostrada a seguir.

Tabela 1: Planilha das incertezas nas medi¢des de temperatura de termocicladores.

Simbolo Fonte de Incerteza Incerteza Distribuico Estimativa de Incerteza Parametro

u(4) Medidas Repetidas nos ) = S(AD)

Sensores de Tipo A t-Student u(dy) = vn =73

Temperatura
u(B,) Certificado de Calibragdo U (declarado)

de Instrumento de Tipo B t-Student u(By) = [ k=2
Medicdo
u(B,) Resclucdo do a
instrumento de Medicdo  Tipo B Retangular u(By;) = Tg a =001
de Termperatura

ncerteza Combinada: . (y) = Ju(d,)% 4+ u{B,;)? + u(B,;, )2 ¢C

Incerteza Expandida: U = ku_(y) °C, onde: k=2= fator de obrongéncia; Nivel de Confionga: 95,45%

As estimativas de incerteza expandida de medi¢do utilizando as expressdes da
Tabela 1, calculadas para o ensaio com trés medidas repetidas, foram: < 0,13”C para as
temperaturas de 55° C e de 72° C, e £ 0,29° C para a temperatura de 95” C. As
estimativas de incerteza expandida de medicio dos 18 sensores e as médias de
temperaturas calculadas para o ensaio com trés medidas, sdo mostradas no Apéndice B.
O Apéndice C apresenta um resumo sobre os conceitos basicos para avaliar e expressar

a incerteza de medigio.
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5.1.4 Procedimentos do monitoramento de termocicladores

O monitoramento de termocicladores consiste na verificacdo anual (SBPC, 2018)
das temperaturas nos pogos dos termocicladores. As temperaturas medidas nos
termocicladores sdo submetidas a analise dos limiares de controle para o uso adequado
do equipamento. Os termocicladores cujas temperaturas apresentem ndo conformidade
ao critério de andalise para a adequacfio de uso sdo indicados para a manutencao. Os
procedimentos do Programa sio realizados pela Engenharia Clinica do INCA e as
manutengdes preventiva e corretiva sdo realizadas por empresas tercetrizadas para esta
finalidade. A seguir sdo apresentados os procedimentos do monitoramento de

temperatura de termociciadores.
a) Procedimento para inicio das medigdes

Para o inicio das medi¢cSes s@o necessarios procedimentos para a preparagdo do
instrumento de medicao, e procedimentos para a verificacdo do ambiente e da seguranga
do operador. A seguir sdo descritos 0os procedimentos necessartos para o inicio das
medic¢des, os quais foram embasados em recomendagfes dos manuais dos equipamentos
termocicladores, em manual de biosseguranca em laboratorios (TEIXEIRA, 2010), e no
manual do instrumento analisador de termociclador (BIOTECH, 2006).

1) Aplicar carga a bateria do mstrumente TAS, durante 4h, conforme manual do
fabricante.

2) lniciar o procedimento de verificagdo de temperaturas somente se: a temperatura
ambiente da sala estiver entre 159 C e 30° C; a umidade relativa do ar estiver na
faixa de 30% a 75%: e o bloco do termociclador na temperatura ambiente,

3) Usar jaleco, luvas e dculos, para prote¢do individual do operador.

4) Realizar limpeza da bancada de trabalho com pano limpo, e hipoclorito de sodio.

5) Realizar limpeza do termociclador com cotonete ou pano limpo, e alcool
isopropilico para a limpeza dos pogos térmicos e da tampa do termociclador,

conforme manual do fabricante.
b) Procedimento para a verificacio de temperatura do termociclador

Este procedimento usa o método denominado in-well, o qual posiciona os
sensores nos pog¢os do termociclador. Foi elaborado tendo como referéncia o manual do
instrumento  analisador de termociclador (BIOTECH, 2006), e as instrugoes de

posicionamento de sensores no bloco térmico do termociclador adotadas por BODIN er
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ul. {2012) e por NOLAN er a/. (2013). O procedimento foi elaborado para a verificagdo

das temperaturas de 95°C, 557 C e 727 C, que sfo os pontos de interesse para a medicéo,

devido tratar-se de pontos proximos aos pontos de temperaturas programados para a

PCR. Os pontos de temperaturas de 4” C e 30° C sdo constderados no protocolo do

instrumento analisador de termociclador, mas nfo so utilizados para fins de mediczo,

devido ndo serem tmportantes para a PCR.

1)

Realizar o posicionamento dos sensores conforme diagrama da Figura 15.

8 9 16 N1 12

Figura 15: Diagrama de posicionamento dos 18 sensores no bloco do termociclador.

3)

4)

6)

7)

8)

Preparar o instrumento de medicdo e conectd-lo ao computador e aos pogos do
termociclador.

Programar o termociclador com o seguinte protocolo de ciclos de temperaturas
(BIOTECH, 2006): | mina953°C; 2mina4"C; Imina 95 C; I mina 30°C; |
mina95°C; 1 mina 55°C; L mina 72°C; 305 a 957 C; 30sa 72°C; 2 amin 4°C.
Dar micio as aquisi¢des de dados temperatura, acionando o comando siart do
analisador de termociclador.

Realizar a leitura das medidas da temperatura de 95° C aos 30s do quinto ciclo
de temperatura do protocolo do item “3”.

Realizar a leitura das medidas da temperatura de 55" C aos 30s do sexto ciclo de
temperatura do protocolo do item “3”.

Realizar a leitura das medidas da temperatura de 72° C aos 30s do sétimo ciclo
de temperatura do protocolo do item “3”.

Repetir duas vezes os itens 37 ¢ “4”, em intervalos de 15 minutos.
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¢) Critério para a analise da adequacie de uso do termociclador

Os critérios para a analise da adequacio das temperaturas do termociclador foram
estabelecidos visando determinar os pardmetros de exatiddo e uniformidade da
temperatura nos pogos térmicos do termociclador. Cabe mencionar gque o termo
exatiddo descrito no GUM (INMETRO, 2012a) refere ao grau de concorddncia enire o
resubtado de wma medicdo e um valor verdadeiro do mensurando. Neste trabalho, nfo é
dada énfase a anadlise estatistica para a obtencdo do valor verdadeiro do mensurando;
aqui este valor é considerado o valor nominal de temperatura programada, conforme
adotado nos manuais dos termocicladores e na literatura, como no CAP (2012).

Para determinar a exatiddo da temperatura, inicialmente foram realizados os
calculos das medias das trés medidas das temperaturas dos sensores e os respectivos
calculos das incertezas de medicdes. A uniformidade foi calculada determinando a
diferenca entre a temperatura maxima e a temperatura minima nos pogos do
termociclador, a partir das médias das trés medidas de cada temperatura.

A seguir, foram comparados os resultados das medigdes de temperatura com um
Limite de Controle, com o propésite de analisar a conformidade das medigdes de
temperatura aos valores aceitavels ao uso seguro do termociclador a realizagio da PCR.
Equipamentos com ndo conformidade ao Limite de Controle receberam recomendacio
para a retirada de uso.

Para estabelecer o Limite de Controle buscou-se determinar temperaturas
limitrofes ao bom desempenho do termociclador. Para tal, foi considerada a criticidade
da temperatura de anelamento (Ta) para o alinhamento dos primers (MCPERSON et al.,
2006}, e observada a recomendacdo de relacionar a Ta & temperatura de melting (Tm),

de acordo com a Expressio (2) (CAP, 2012).
Tm -2,50°C < Ta <Tm+2,50°C (2)

Assim, foi estabelecida a Expressdo (3) para determinar o Limite de Controle para
a exatiddo das temperaturas programadas no termociclador, neste trabalho temperaturas

de 95°C, 55°C e 72°C, denominadas T:
T-1,00°C <T<T+1,00°C (3)

A Expresséo (3) também esta de acordo com o trabalho de SOUZA (2017) o qual

avaliou o desempenho de 18 termocicladores por meio de ensaios de PCR-controle,




realizados com amostras comerciais, e concluiu que somente variagdes acima de 3° C,
da temperatura programada no termociclador, levaram a interferir nos resultados das
reagdes de PCR-controle.

No presente trabalho, a variacio de + 1,00° C admissivel em tomo das
temperaturas T foi estimada considerando-se a média ¢ o desvio padrio associados as
medidas com o instrumento de medicdo, em relagBo a temperatura de 55,00° C,
temperatura mais critica do processo. Foram calculados a média amostral (55,16°C)e o
desvio padriio amostral (0,39° C) conforme resultado do ensaio com trés medidas,
mostrado no Apéndice B. Também foi considerada a variagfio admissivel para um nivel

de confianga de 95%, conforme a Equagdo (4), resultando no valor de 0,93° C que

aproximamos para 1,00° C.

Varia¢ao admissivel = 35,00 — (p + 1,96 o) (4)

onde:
p: média amostral

o: desvio padrio amostral

Para determinar os Limites de Alerta de exatidio ¢ de uniformidade de
temperatura, foram adotadas as especificacGes publicadas pelos fabricantes dos
equipamentos. Ou seja, dentre os sete modelos estudados, seis apresentam as
especificagbes de +0,5° C (exatiddo) e, <0,5° C (uniformidade) e o modelo Veriti
apresenta +0,25° C (exatiddo) e <0,5° C (uniformidade). O Quadro 1 mostra os critérios
para a anslise da adequacdo de uso dos termocicladores, em termos das exatiddes e das

uniformidades de temperatura entre pogos do termociclador.
Quadro 1: Critérios para a andlise da adequacdo de uso dos termocicladores.

Limites das Temperaturas dos Termocicladores

Exatidao Uniformidade
Alerta (°C) Controle (°C) Alerta (oC) Controle {°C)
<T-0,25; > T+0,25
Vert
(modelo Vertt) <T-1,00; > T+1,00 2050 51,50
<T-0,50; > T+0,50
{outros modelos)
Acdo: Manutengdo  Agdo: Retiradade Uso  AgBo: Manutengdo  Agdo: Refirada de Uso
e Manutengéo e Manutengdo
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Por exemplo, para a verificacdo da temperatura de 55,00°C, os termocicladores de
modelo 9700 com temperatura acima de 55,50° C ou abaixo de 54,50° C terdo registro
de alerta, com sinaliza¢fio ao usudrio do equipamento ¢ recomendagio para manutengio
¢ acompanhamento da Engenharia Clinica. Os termocicladores com temperatura acima
de 56.00° C ou abaixo de 54,00° C terdo indicacdo para a imediata retirada do
equipamento de uso e encaminhamento para a manutencdo. A uniformidade de
temperaturas entre 0s po¢os do bloco térmico do tenmociclador terd registro de alerta, e
recomendacio de manutencdo, para diferencas iguais ou superiores a 0,50° C e
indicagdo para a retirada do equipamento de uso quando tiver diferenca de temperatura
superior a 1,50° C, esse valor fo1r arbitrado, com base no histérico de verificagdo de
temperatura dos equipamentos, pois mostrou ser um valor adequado para discriminar os

equipamentos com necessidade de retirada uso.

5.2 Implantacio do monitoramento de temperatura de termocicladores

O programa de monitoramento de temperatura de termocicladores teve
implantacdo escalonada. As primeiras agdes do programa foram realizadas no ano de
2012 nos termocicladores do laboratério de biologia molecular do CEMO/INCA. Esse
laboratdrio atuou como um piloto para a implanta¢do, uma vez que a temperatura dos
trés termocicladores do laboratério foi verificada, corrigida e monitorada desde o ano de
2012, A implantacio do programa foi concluida no ano de 2015 com a aplicagio dos
procedimentos do programa em todos os termocicladores de 96 pogos do INCA (CEMO
e CPQ). A implantagdo do programa de monitoramento de temperatura de
termocicladores contemplou o diagndstico da condigdo de uso e a verificacfo da
temperatura de todos os termocicladores de 96 pocos do INCA (CEMO e CPQ); além
das acGes de manutengdo necessarias para o pleno funcionamento dos equipamentos.

A implantagdo consistiu na selegdo dos equipamentos de 96 pocos térmicos, no
treinamento dos técnicos e na aplicacio dos procedimentos operacionais do
monitoramento de temperatura de termocicladores. O treinamento dos técnicos, com
duragdo aproximada de 20 horas, contemplou o total de seis técnicos de eletrdnica que
foram orientados sobre o funcionamento do termociclador e sobre a aplicacdo dos

procedimentos operacionais do programa.
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3.3  Avaliacio da efetividade do monitoramento de temperatura de
termocicladores

Esta etapa teve por objetivo avaliar a efetividade do monitoramento de
remperatura dos termocicladores. Assim, serdo descritos os critérios para a selegdo do
cenario, para o levantamento das condicdes dos fatores determinantes da otimizac¢ao do
processo de realizacio dos exames por PCR, e para a selecdo e avaliagdo dos desfechos
de efetividade. E ainda serdo descritos os critérios para as estimativas de redugdo de
custo operacional de reducdo de exames com o monitoramento de temperatura de

termocicladores.

5.3.1 Sele¢do do cenario

A escolha do cenario para a realizagdo da avaliagdo do momtoramento de
temperatura de termocicladores teve como critério selecionar um laboratério que
permitisse acesso aos registros de dados dos exames realizados. Assim, foi selecionado
o laboratorio de biologia molecular do CEMO/INCA com o conjunto de trés
termocicladores qualitativos. Dentre os exames realizados por esse laboratério foi
escolhido o exame denominado Rearranjo t(9;22) BCR/ABL Qualitativo. Esse exame
temn aplicacio reconhecida para o diagnostico e o acompanhamento do tratamento de
Leucemia Mieloide Crénica (LMC) (ABHH, 2012; BRASIL, 2014).

5.3.2 Levantamento das condi¢des dos fatores determinantes da otimizacao da
PCR

A identificacio das condigdes dos fatores determinantes para a otimizagio da
realizacdo dos exames PCR no cenario escolhido, foi obtida de entrevista estruturada
com profissionais experientes do laboratério que detém o dominio sobre as questdes de
interesse do estudo.

Para a entrevista foi construido um roteiro visando caracterizar as condi¢des dos
oito fatores determinantes da otimizacdo da PCR descrito na Figura 7, com excecio
apenas do termociclador.

Estes fatores foram associados a 15 itens, os quais foram avaliados pelos
entrevistados quanto as suas condicdes, antes e depois do monitoramento das
temperaturas dos termocicladores, na fase pré-implantagdo, relativo aos anos de 2011 e

2013, respectivamente. Esses itens sdo descritos no Quadro 2 que apresenta também as

questdes relacionadas as condigdes dos 15 itens de interesse do estudo.




ltens Determinantes

Amostra de DNA

Enzima DNA Polimerase

dNTPs

Primer

Temperatura de Anelamento
{Ta}

Temperatura de Melting
(Tm)

Ciclos de Temperaturas

Solugdo Tampao

Magnésio

Controles: Positivo e Negativo

Procedimento Escrito para
Obtengdo de Amostra de DNA

Procedimentos Escritos para
Multiplex e Nested
Rearranjo t(9;22)

Recursos Humanos
Qualificados

Ambiente e Fluxo de Trabatho

Pipetas

s

Quadro 2: Roteiro para o levantamento das condi¢des dos fatores determinantes para a

otimizacdo da PCR no laboratério de estudo.

Questoes de Interesse de Estudo

O método foi alterado?

A alteraco atingiu as caracteristicas
da amostra (homogeneidade, pureza,
concentragdo, integridade de dNTPs)?

Existe o registro do
método de obtengdo de
amostra de DNA alvo?

Houve alterag8o da enzima? Atingiu

Eg;&;}ﬁ;sgsstro do tipe de as caracteristicas de temperatura e

' tempo de desnaturagdo?
Existe registrc das Houve alteragao? Atingiu a pureza,
caracteristicas dos integridade, concentracgo e equilibrio
aNTPs? entre 0s 4 dNTPs?
Existe 0 registro de Houve alteragéo na sequéncia e nas

sequéncia dos dNTPs?  caracteristicas dos dNTPs?

Existe o registro da Ta? A

Ta faz referéncia a Tm? Hauve alteragdo na Ta?

Existe o registro da Tm?
Foi calculada mediante a  Houve alterag@o na Tm?
guantidade de dNTPs?

Existe planejamento dos  Houve alteragdo no planejamento dos
cicios de temperaturas?  ciclos de temperaturas?

Houve alteracéo? Atingiu 0 PH ou 08
elementos constitutivos da solugio e
suas e concentragdes?

E fornecida com a
Enzima? Existe registro?

Estéa confido na solugdo
fomecida com a Enzima?
Existe registro?

Houve alteragéo na apresentacao ou
na concentragéo de magnesio usade?

S&o usados controles
comerciais efou Houve alteragao dos controles?
domésticos?

Existe? (Sim/N&o)

Existem? (Sim/Nao)

RH treinado na aplicagéo
dos procedimentos e
técnicas?

Ambientes com pré e pds  Existe controle de Fluxo entre 0s
PCR? ambientes?

Verificagao da exatiddo de

volume nas Pipetas? Qual periodicidade? Houve alteracao?
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5.3.3 Desfechos da efetividade do monitoramente de temperatura de
termocicladores

a) Selecio dos desfechos

Para avaliar a efetividade do monitoramento de temperatura dos termocicladores.
foram selecionados os seguintes indicadores: 1) Numero de Exames com
Recomendagdo para Repetir; e 2} Nimero de Exames de Diagnéstico com Resultado
Falso. A selecdio desses indicadores foi realizada em funcgéo dos dados disponivels nos
registros fisicos e nos registros dos sistemas informatizados do CEMO/INCA.

Para o caso do indicador Niimero de Exames com Recomendagdo para Repetir é
importante mencionar que no cenario do estudo a recomendacdo de repeticdo de exames
¢ realizada em funcdo de analise da equipe técnica do laboratorio, considerando o
resultado do exame Rearranjo 1(9;22) BCR/ABL Qualitativo, realizado por RT-PCR
Multiplex, e Nesred. A recomendacio para repetir exame ocorre devido a observagio de
amostra inadequada ou de resultado indeterminado, que neste ultimo caso é devido a
ndo amplificagiio do gewe de controle interno da reagdo. A recomendacio para a
repetigdo de exame ndo tem influéncia de avaliacdo clinica de paciente.

O ndicador Nimero de Fxames de Diagndstico com Resultado Falso foi avaliado
apenas para o subgrupo de exames com a finalidade clinica de diagnostico inicial de
LMC. Com esse tipo de exame for possivel realizar o cruzamento de informacdo do
resultado do diagnodstico inicial de LMC por PCR qualitativo com o resultado de outros

exames também indicados para o diagnéstico de LMC.
b} Levantamento de dados sobre os desfechos

Este levantamento foi retrospectivo, realizado nos regisiros fisicos dos
Formuldrios de Registros de Exames Rearranjo 1(9;22) BCR/ABL, visando caracterizar
os indicadores de efetividade nas fases pré e pés o monttoramento da temperatura dos
termocicladores, respectivamente ano 2011 e ano 2013,

Foram considerados, em cada um dos periodos, os exames que atenderam ao
criterio de estudo, aqui estabelecido pelos exames realizados para as seguintes
finalidades clinicas: a) diagnostico inicial de LMC; b) acompanhamento pds transplante
de medula ossea {TMO). e ¢) identificacdo de mutacfio genética. A limitagio quanto ao
tipo de exames escolhidos para as amostras ocorreu em funcdo de mudanca realizada no
ano de 2012 no protocolo dos exames para a avaliacdo do tratamento de LMC com

medicamento. A partir de entdo o0s exames de acompanhamento de tratamento de
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paciente com medicamento foram realizados por PCR quantitativo (qPCR, ou PCR em
tempo real).

Foi necessario estabelecer um critério para a sele¢io das amostras de exames para
o estudo, de modo a elirmnar possiveis vieses nos desfechos em fun¢éo dos tipos de
exames representados nas amostras. Assim, foram obtidas duas amostras aleatdrias de
30% dos exames que atenderam ao critério do estudo, que representam os grupos de
estudos de exames realizados nos mesmos termocicladores gualitativos.

As variaveis utilizadas para a elaboracao dos mdicadores de efetividade, oriundas
dos registros fisicos, sdo: Data ¢ Numero do experimento, Nome do paciente, Numero
da amostra, Resultados Multiplex/Nested (Positivo/Negaiivo/Reperir). As variaveis
utilizadas, oriundas dos sistemas informatizados, s8o: Numero da Matricula do
Paciente, Nome do exame, Data do exame, Resultado. Cabe destacar que neste estudo, o
nome do paciente foi utilizado apenas para obter o seu nimero de matricula, necessario

para o acesso aos sistemas informatizados do INCA.

] Com o objetivo de obter os dados necessarios para identificar o numero de

| Exames Diagnosticos com Falsos Resultados, foram realizadas consultas ao Sistema de

Gerenciamento do CEMO (SGC) e ao Sistema de Aplicagdes Clinicas do INCA (SAC).

Nesses sistemas foram obtidos os resultados de outros exames diagndsticos de LMC

(Citogenética, Mielograma e Rearranjo 1(9;22) BCR/ABL Quantitativo qPCR), 0s quais

foram comparados com o resultado do exame Rearranjo 1(9;22) BCR/ABL Qualitativo,

para verificar a ocorréncia ou nio de falsos resultados nos exames de diagnostico inicial
em LMC por PCR qualitativo.

O acesso aos dados do CEMO/INCA foi liberado para o presente estudo mediante

aprovacio de projeto submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP), nimero:

55039316.6.3001.5274, avaliado pelas comissdes do CEP UFRJ e do CEP INCA.

A analise dos dados foi realizada com o pacote estatistico R version 3.5.2,

package meta.

5.3.4 Estimativa de custo operacional de repeti¢io de exames

Nesta se¢@o serdo descritas as estimativas de custo de repeticio de exames, em
trés contextos distintos: a) CEMO 2011; by CEMO 2015; e ¢) SUS 2016.

O contexto relativo ao CEMO ano de 2011 ¢ definido pela fase anterior ao
monitoramento da temperatura de termocicladores, relativa a avaliacdo da efetividade

realizada no laboratorio de biologia molecular do CEMO/INCA, com trés
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termocicladores, envolvendo o exame Rearranjo t(9;22) BCR/ABL Qualitativo (também
denominado Rearranjo LMC).

O contexto relativo ao CEMO ano de 2015 é definido pelo diagndstico da
condi¢do de uso de termociciadores realizado na implantagdo do programa de
monitoramento de temperatura de termocicladores, referente a 13 termocicladores do
CEMO/INCA, envolvendo os exames Rearranjo LMC, Rearranjo LMA (de Leucemia
Mieloide Aguda), Translocacdes, Quimerismos, Virus e Histocompatibilidade. Esse
estudo foi limitado a termocicladores de trés laboratdrios do CEMO/INCA que
realizaram os citados exames, em decorréncia de restricdo de disponibilidade de dados
de outros exames realizados no CEMO/INCA. Os dados sobre os exames foram obtidos
no Sistema de Gerenclamento do CEMO (SGC), no Sistema de Aplicagdes Clinicas do
INCA (SAC) e em informagdes de producdo de exames para faturamento do CEMO.

O contexto relativo ao SUS ano de 2016 € definido pelos exames de genética
registrados em todo o Brasil no SIASUS para o ano de 2016. Esses dados foram obtidos
no SIASUS para exames de codigo 020210, procedimento identificacdio de
mutac¢fo/rearranjos por PCR e outros (BRASIL, 2017g).

As estimativas de custo operacional de repeticdo de exames foram realizadas em
funcdo do calculo da estimativa de numero de exames com recomendacdo para repetir,

denominado Nuimero de Exames Repetidos, Equacdo (5).

Numero de Exames Repetidos = Nimero de Exames X Proporcio X indice (5)

onde:

Numero de Exames Repetidos: nimero de exames repetidos.

Numero de Exames: numero total de exames realizados no ano.

Proporgao: proporgdo entre o nimero de equipamentos inadeguados e o ndunero total de
equipamentos.

Indice: indice de repeticdo de exame por equipamento inadequado.

A Equacao (5) foi construida considerando o pressuposto que o termociclador em
condicdo adequada de uso ndo gera exame com indeterminacdo de resultado, e com
consequente recomendagdo para repetir. Para atender ao pressuposto, foi descrita a
Equagdo (6) para determinar o indice de repeticdo de exame por equipamento

inadequado, e a Equacgdo (7) para determinar o nimero de exames realizados em
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i equipamentos inadequados. As Equacdes (6) e (7) foram obtidas com dados da amostra
do estudo de 2011, fase anterior ao monitoramento da temperatura de termocicladores

em laboratorio do CEMO/INCA.

Ntmero de Exames para Repetir da Amostra 2011

indice = - .
Numereo de Exames Realizados em Equipamentos Inadeguados

onde:

[ndice: indice de repetigio de exame por equipamento inadequado.

NGmero de Exames para Repetir da Amostra 2011: nimero de exames Rearranjo
LMC da amostra do estudo de 2011 com recomendagdo para repetir devido resultado
indeterminado.

Niumero de Exames Realizados em Eguipamentos Inadeguados. y.

y = Niumero de Exames da Amaostra 2011 X Numero de Equipamentos Inadequadoes 2011 (7)

Nuamero de Equipamentos 2011

onde:

v: Numero de Exames Realizados em Equipamentos [nadeguados (considerando que
o equipamento adequado ndo gera repeti¢do de exame).

Numero de Exames da Amostra 2011: numero de exames Rearranjo LMC da amostra
do estudo de 2011,

Numero de Equipamentos Inadequados 2011: namero de equipamentos madeguados
do laboratério de Biologia Motecular do CEMO do estudo de 2011.

Nuamero de Equipamentos 20171 nimero total de equipamentos do estudo de 2011,

Para indicar a proporgdo entre o numero de equipamentos inadequados e o

numero total de equipamentos foi descrita a Equacéo (8).

Numero de Equipamentos Inadequados (8)
Namero de Equipamentos

Proporcio =

onde:

Proporgdo: proporgdo entre o numero de equipamentos inadequados e o namero total de

equipamentos, no contexto.
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Numero de Equipamentos Inadequados: numere de equipamentos inadequados
uftfizados para a realizacio dos exames. no contexto.
Numero de Equipamentos. numero total de equipamentos utilizados para a realizacio

dos exames, no contexto,

Para o calculo das estimativas do custo operacional de repeticdo de exames for

construida a Equacao (9), denominada Cusfo de Repetigdo.

Custo de Repeticdo = Numero de Exames Repetidos X Custo Operacional  (9)

onde:

Custo de Repeticdo: estimativa do custo operacional de realizacio dos exames com
recomendagio para repetir devido a indeterminagdo dos resultados.

Numero de Exames Repetidos: niimero de exames repetidos no contexto.

Custo Operacional: custo operacional do exame no contexto.

As analises tiveram como perspectiva o custo operacional dos laboratorios para a
realizacdo de exames, deste modo, neste estudo foi utilizado o custo operacional dos
exames descrito pela tabela da Associagdo Médica Brasileira (AMB), conforme

mnformacgdes a seguir.
a)} Contexto CEMO 2011

Para a estumativa do custo operacional de repetigdo de exames no contexto do
CEMO ano de 2011 foi utilizado o valor do custo operacional de R$29,97 (Vinte e nove
Reais e noventa e sete centavos). Esse valor € referente ao custo operacional do exame
por PCR cédigo: 4.03.14.04-9 (procedimento: Cromossomo Philadelphia. pesquisa)
obtido da Classificagdo Brasileira Hierarquizada de Procedimentos Médicos (CBHPM)
da Associacdo Médica Brasileira (AMB) (CBHPM, 2016).

b} Contexto CEMO 2015

A estimativa do nimero de exames repetidos neste contexto foi calculada para
cada um dos trés laboratorios que realizaram os exames, e a seguir foi efetuada a soma
dessas estimativas para apresentar o valor consolidado para o contexto do CEMO 2015,

Para a estimativa do custo operacional de repeticdo de exames no contexto do
CEMO ano de 2015, com a finalidade de simplificagio, foi utilizado o valor do custo

operacional R$29,97 (Vinte e nove Reais e noventa e sete centavos), referente ao exame
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codigo 4.03.14.04-9, procedimento Cromossomo Philadelphia, como referéncia para os
exames: Rearranjos, Translocagdes, Quimerismos e Virus.

O valor do custo operacional R$62.40 (Sessenta e dois Reais e quarenta centavos)
referente ao exame codigo 4.04.04 04-8, procedimento Analise HLA doador VNTR ou
STR pré-transplante, for utilizado como referéncia para os exames de
Histocompatibilidade. Ambos obtidos da Classificacdo Brasileira Hierarquizada de
Procedimentos Médicos (CBHPM) da Associagdo Médica Brasileira (AMB) (CBHPM,
2016).

¢} Contexto SUS 2016

Para o contexto SUS ano 2016, devido a falia de informacdo sobre os
termocicladores que realizaram os exames registrados no SIASUS, a Equagdo (8) foi
calculada usando os dados do Contexto CEMO 2011 e do Contexto CEMO 2015, para
descrever duas possibilidades de propor¢do entre o nimero de equipamentos
inadequados e o numero total de equipamentos.

Para a estimativa do custo operacional de repeticdo de exames, foi utilizado o
valor do custo operacional de R$32,64 (Trinta e dois Reais e sessenta e quatro
centavos). Esse valor é referente ao custo operacional do exame codigo 4.05.03.14-3
procedimento amplificagdo de material genético (por PCR, PCR em tempo Real, LCR,
RT-PCR ou outras técnicas), obtido da Classificacdo Brasileira Hierarquizada de
Procedimentos Médicos (CBHPM) da Associacdo Médica Brasileira (AMB) (CBHPM,
2016),




6 RESULTADOS

6.1 Implantaciio do programa de monitoramento de temperatura de
termocicladores

O programa foi aplicade em 11 laboratérios do INCA, em um total de 41
termocicladores, pertencentes a 4 fabricantes e 7 modelos distintos. O diagnostico da
implantagdo do programa de monitoramento de temperatura de termocicladores
realizado em 2015 identificou: a) 23 termocicladores em condiges operacionals, coin
suas temperaturas dentro da faixa de tolerancia estabelecida para a adequacio de uso; b)
16 termocicladores fora dos limites de telerancia de temperaturas para a adequacdo de
uso, necessitando de ajustes de temperaturas e indicados para manutencdo preventiva: e
¢} 2 equipamentos com defeito, indicados para manutencdo corretiva. A Tabela 2
apresenta o total de equipamento avaliado por laboratorios do INCA, o ntmero de
equipamentos em boas condigdes (OK), o numero de equipamentos indicado para
manutengdo preventiva {MP) e o niimero indicado para manutengio corretiva (MC).

Tabeia 2: Diagnostico da andlise de adequagdo de uso dos termocicladores da

implanta¢fo do programa de monitoramento de temperatura de termocicladores,

Laboratdrio Total de Equipamentos Anélise de Adequacdo ao Uso
oK* mp? mc?
Pesquisa Clinica 5 3 1 1
Oncovirologia 4 4 0 0
Farmacologia 1 1 0 0
Célula Tronco 3 3 0 0
Biologia Molecular 5 4 1 0
Onco-Hemato Pediatria 4 1 3 0
Genética 8 2 6 0
Biologia Ceiular 1 1 0 0
Banco Nacionai de Tumores 2 2 0 0
Carcinogénese Molecular 4 2 1 1
Imunogenética 4 0 4 0

ICondicdes Operacionais; “Indicacio de Manutencdo Preventiva: *Indicacio de Manutengdo Corretiva,

6.2 Avaliacio da efetividade do monitoramento de temperatura de
termocicladores

6.2.1 Condicdes dos fatores determinantes da PCR
O Quadro 3 indica a condigdo de cada fator no laboratério do CEMO, ¢ se houve

alteracdo nas condic¢des dos fatores entre os periodos de 2011 e 2013,
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Quadro 3: Condicdes dos fatores de otimizacdo da PCR no laboratério de biologia
molecular do CEMO/INCA.

Fatores Determinantes da PCR Condigbes no Laboratorio

Amostra de DNA Existe o registro do método de obtenco de amosira de DNA.
N&o houve alteragéo do método. A amostra € obtida com o
protocolo operacional padrio escrito do faboratério.

Enzima DNA Polimerase Existe o registro do tipo de enzima.

N&o houve alteragdo da enzima.

S&0 compradas apenas as marcas pré-qualificadas no INCA.
dNTPs Existe registro das caracteristicas dos dNTPs.

N&o houve aiteraco dos dNTPs.

830 compradas apenas as marcas pré-qualificadas no INCA.

Primer Existe o registro das sequéncias dos dNTPs.
N&o houve alteracdo nas caracteristicas e sequéncia dos dNTPs.
Sao compradas apenas as marcas pré-qualificadas no INCA.

Temperatura de Anelamento (Ta) Existe o registro da Ta. A Ta faz referéncia a Tm.

N&o houve alteragdo na Ta.
: Temperatura de Melting (Tm) Existe ¢ registro da Tm. N&o houve alteragéc na Tm.
A Tm faz referéncia as quantidades de dNTPs.
Ciclos de Temperaturas Existe o registro dos Ciclos de Temperaturas.
N&o houve alteragao nos Ciclos de Temperaturas.
Solugéo Tampéo Existe registro da selugo tampéo.

N&o houve alteragao na solugdo tampéo.
A solucao tampao é fornecida com a enzima.

Magnésio Existe registro do magnésio,
N&o houve aiteragao.
O magnésio esta contido na solugéo fornecida com a enzima.

Controles: Positivo e Negativo Existe registro dos controles. N&o houve alteragao.
Séo usados coniroles comerciais e ainda controle de DNA de
doador.

Procedimento Escrito para Existe procedimento operacional escrito.
Obtengaoc de Amostra de DNA N&o houve alteragac no procedimento.

Procedimentos Escritos para PCR  Existem procedimentos operacionais escrifos.
Rearranjo 1{9;22) BCR/ABL N&o houve alteragio nos procedimentos.
Multiplex e Nested

Recursos Humanos Qualificados  Existem profissionais qualificados, treinados e experientes na
aplicagao dos procedimentos e técnicas.
Houve alteragdo parcial, mas sem perda de qualificacdo efou
experiéncia dos profissionais.

Ambiente e Fluxo de Trabalho Existe infraestrutura com ambientes pré e pos PCR.
Existe controle de Fluxo entre os ambientes,
Nao houve alteracio no ambiente e fluxo de trabalho.

Pipetas Existe verificagdo da exatido de volume das Pipetas.
Periodicidade anual. Nao houve aiferagéo.




Os procedimentos operacionais escritos do laboratdrio ndo tiveram alteragio entre
os periodos dos estudos. Assim como nfo houve alteracio nos materiais usados na PCR,
tais como enzimas ¢ dNTPs, os quais em ambos os periodos foram adquiridos de
marcas pré-qualificadas. Também nfo houve alteracdo nos controles positivos €
negativos.

Houve alterag@o parcial de recursos humanos, no entanto, em ambos o0s periodos.
o laboratdrio atuou com profissionais qualificados, treinados e experientes na aplicagdo
dos procedimentos e das técnicas de biologia molecular. As condi¢cBes do ambiente e
fluxo de trabalho se mantiveram sem alteragfio, atendendo aos requisitos de areas
independentes para pré ¢ pés PCR. Em ambos os pericdos houve manutencdo e
calibragiio para as pipetas usadas nos laboratorios. Em 2013 o planejamento de
manutengdo foi ampliado, com contrato de manutengdo especifico para esta finalidade.

Assim, as condighes dos 15 itens do formuldrio apresentaram-se satisfatorias,
atendendo as condi¢des necessarias estabelecidas para garantir a otimizacdo da PCR,
como preconizadas na literatura (CAP, 2015; OECD, 2015; WHO, 20609; KENNEDY et
al., 2011; DEGEN et al., 2006; MCPHERSON et al., 2006), e sem alteracBes entre 0s
anos de 2011 ¢ 2013.

6.2.2 Desfechos da efetividade do monitoramento de temperatura de
termocicladores

a) Descricdo da Amostra
Foram 1526 exames realizados no ano de 2011 e 2574 exames no ano de 2013. A
Figura 16 mostra os totais de exames que atenderam ao critério de estudo e os totais das

amostras de 30% dos exames que atenderam aos critérios do estudo, em cada periodo.

2011 2013

Figura 16: Totais das amostras de exames utilizadas para os estudos em cada

periodo.
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A Tabela 3 caracteriza as duas amostras com relacio as finalidades clinicas dos

SXAMES.

Tabela 3: Caracterizacdo dos exames das amostras do estudo por finalidade do

exame.
Finalidade Clinica dos Exames 2011 2013
Diagnéstico inicial de LMC 52 71
Acompanhamento Pés Transplante de Medula Ossea 40 69
Mutagdo Genética 10 1

b) Indicadores da efetividade do Programa
A Tabela 4 apresenta as frequéncias observadas para os indicadores (Numero de
Exames com Recomendacdo para Repetir e Numero de Exames Diagitosticos com
Falsos Resultados) por periodo. Foram obtidos 21 (20,6%) Lxames com Recomendagdo

para Repetir em 2011 e 5 (3,5%) em 2013 Para o desfecho Numero de Exames

i Diagnésticos com Resultado Falso, foram usados 52 exames no periodo 2011 e 71

exames no periodo 2013. Com relagdo a este segundo indicador, o presente estudo ndo

i identificou divergéncias de resultados entre os laudos dos exames Rearranjo t(9:22)
BCR/ABL Qualitativo e os laudos de outros exames diagnosticos em LMC, quer no ano

201! ouno ano de 2013,

Tabela 4; Frequéncia observada dos desfechos e tamanho das amostras.

Desfecho 2011 2013
) 21 5
Exames com Recomendaco para Repetir
(N: 102) (N: 141)
. 0 0
Exames Diagnésticos com Falsos Resultados
{N:52) (N:71)

A Figura 17 tlustra o resultado dos Exames com Recomendagdo para Repefir,
associados ao motivo da recomendacgdo para repeticdo, guer por amostra inadequada

representada em azul, ou por indeterminacdo de resultado representada em vermelho.
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Note-se a redugdo em vermetho do indicador de recomendagio para repeticdo de

cxames devido a indeterminagio de resultado.

7 Amostra de DNA
Inadequada

19,6%
(20)

# Resultado
Indeterminado da PCR

Figura [7: Grafico com os percentuais dos exames com recomendagdo para
repetic pelo motivo da recomendacdio, Amostra Inadequada ¢ Indeterminacio de

Resultado.

Em 2011, 20 exames tiveram indicacdo para repetir devido a condi¢do de
indeterminacdo de seu resultado (19,6%), e um exame foi indicado para repetir devido a
amostra de DNA apresentar-se inadequada para ¢ exame (0.9%). Em 2013, um exame
foi indicado para repetir devido a indeterminagfio de resultado (0,7%), e quatro exames
tiveram indicagfo para repetir devido a amostra inadequada (2,8%).

O indicador Exames com Recomendagdo para Repetir devido a indeterminago ou
impossibilidade de conclusdo segura de seu resultado, representou redugio de 18,9
pontos percentuais no ano de 2013, em relagéio ao ano de 2011. Isso equivale a uma
diferenga relativa de risco pré-intervengdo sob o risco pds-intervengdo de 18,90% com
IC 95% [11,07 — 26,73], sendo significativo para o valor de z = 4,73 com p < 0,0001.
Uma outra medida dessa associacfio pode ser dada pelo risco relativo de se ter um teste

com recomendacio de repeticio na fase pré-intervencdo pelo risco na fase de pos-
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intervengdo de 27,65 1C 95% [3,77 — 202.69]. significativo para o valor de z = 3,27 com
p < 0.0011 Qutra forma de interpretar esse resultado ¢ utilizar o NNH (do inglés,
Number Need to Harm). Essa medida indica o ntmero de exames a serem expostos ao
risco para se obter um exame com recomendagio para repetir, que no caso foi de 5.

A Tabela 5 associa os exames com recomendacgdo para repetir com a finalidade
clinica dos exames. A Tabela 6 ilustra o nimero de exames indeterminados, com
recomendagio para repetir, que apds a repetigdo ficou claro tratarem-se de exames

POSItIVOS.

Tabela 5: Recomendag¢do para repetir em fungao da finalidade clinica do exame.

Finalidade Clinica dos Exames Recomendacio para Repetir
2011 2013
Diagnoéstico inicial de LMC 11 4
Acompanhamento Pés Transplante de Medula Ossea 7 1
Mutac¢io Genética 3 0

Tabela 6: Exames indicados para repeti¢do devido mdeterminacdo do resultado,

que apos a repeti¢o apresentaram resultado positivo.

Finalidade Clinica dos Exames Apoés Repetir
2011 2013
Diagnostico inicial de LMC 0 0
Acompanhamento Pos Transplante de Medula Ossea 1 0
2 0

Mutagdo Genética

6.2.3 Estimativa de custo operacional de repeticiio de exames

As estimativas de Numero de Exames Repetidos e de Custo de Repetigdo foram

calculadas para os trés contextos e apresentadas na Tabela 7.
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Tabela 7: Estimativas de custo operacional de repeticdo de exames.

Numero  Proporgao de Estimativa de Valor do Estimativa de
CONTEXT(O/Tipo de Exame de Equipamentos Nimero de Custo Custo de
Exames inadequados  Exames Repetidos’  Operacional Repeticdo’
CEMO (2011)
. 1526 0,67 307 RS 29,97 RS 9.192,58
Rearranjo t{9;22)BCR/ABL
CEMO (2015)
Rearranjos, Translocagdes, Quimerismos 1.866 0,20 112 RS 29,97 RS 3.355,44
Virus 4515 0,00 o RS 29,97 RS 0,00
Histocompatibilidade 5.357 1,00 1.607 RS 62,40 RS 100.283,04
Todos os Exames 11.738 1.831 RS 103.638,48
SUS (2016)
Exames de Genética® 198.014 0,67 38.474 RS 32,64 RS 1.299.098,57
Exames de Genética® 198.014 0,39 23.168 RS 32,64 RS 756.191,70
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* Estimativa obtida pelo produto da estimativa de exames repetidos e do valor do custo operacional.

! Estimativa obtida pelo produto do ndmero de exames, da proporgio de equipamento inadequado, ¢ do indice de repeticdo por equipamento nadequado (0,30),

‘Estimativas obtidas em fungio da proporgiio de equipamentos inadequados usada para o contexto do CEMO 2011 (0,67); {2/3 equipamentos inadequados).

TEstimativas obtidas em fungio da proporgio de equipamentos inadequados usada para o contexto do CEMO 2015 (0,39 (5/13 cquipamentos inadequados),



7 DISCUSSAO

Estudos apontam que erros na execucdo da PCR 1ém potencial de interferir nos
diagndsticos de doencas, além de implicar em preblemas como falsas mutacdes de
sequenciamento de nova geragdo (PINTO er al., 2012; POTAPOV er ¢l., 2017), assim
como, em problemas de processamento de dados genéticos em larga escala (BLOW,
2017). Cabe aqui mencionar que o preparo de alguns tipos de biblioteca para o
sequenciamento de nova gerac@o pode ou ndo utilizar a PCR; nos casos que utilizam a
PCR, um falso resultado positivo, por exemplo, pode levar a uma falsa mutagcdo no
sequenciamento.

Embora a PCR seja considerada técnica amplamente validada, os erros na sua
execugdo podem ser explicados em funcdo do mau desempenho de fatores da reagio.
Este trabalho buscou associar um dos fatores determinantes da otimizacdo da PCR, o
equipamento termociclador, a potencial ocorréncia de falha na PCR.

Os resultados da avaliagdo da efetividade do programa de monitoramento de
temperatura de termocicladores. obtidos no presente trabalho, corroboraram com os
relatos de o mau desempenho do termociclador afetar a PCR (KIM e af., 2008;
SAUNDERS ef al, 2001; SCHODER er al., 2003). A avaliagdo demonstrou que apds a
intervenco nos termocicladores houve reducdo de 18,9 pontos percentuais na
recomendacdo de repeticdo de exames indeterminados. Associamos a methoria deste
indicador a intervengdo de monitoramento de temperatura dos termocicladores, devido
as condi¢des dos demais fatores determinantes da PCR ndo ter apresentado modificacio
ao Jongo do estudo. Este achado nos alerta sobre a importdncia da verificagiio pericdica
da temperatura dos termocicladores, de modo a minimizar o risco de equipamento
inadequado ao uso produzir resultado de PCR ndo confidvel. Isto vai de encontro ao
senso comumn, que em geral, ndo considera 0 mau desempenho do termociclador como
um fator de erro na PCR.

Este for um ponto importante do presente trabalho, evidenciar a necessidade de
um controle preciso e consistente da temperatura da PCR. Geralmente, é assumido que
as temperaturas sdo uniformes em todos 0s pogos em um termociclador e que os pontos
de programacdo de temperatura sdo atngidos com exatiddo durante a termociclagem.
Porém, esses parametros de temperatura podem se alterar com o tempo, levando a
exames com resultados falhos.

Por outro lado, o resultado da avalitacdo de efetividade do programa, mostrou que

dentre os motivos para a recomendacido de repetigdo de exame foi observado um
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crescimento devido a amostra inadequada (1,9%), que ndo pode ser atribuido ao
desempenho do termociclador. Isto talvez possa ter acontecido devido ao aumento de
demanda externa ao INCA por realizacio do exame Rearranjo t(9:22) BCR/ABL, ne
ano de 2013. No entanto, a principio, esta condicio n&o representa vicio no processo de
preparagdo de amostra de DNA do laboratério em estudo, pois, a amostra de paciente é
recebida de outras areas do INCA e de diversos hospitais pablicos para a realizacdo do
exame no laboratério do CEMO/INCA, sem que a coleta de amostras de pacientes seja
realizada nesse laboratorio.

Neste trabatho, o indicador de efetividade proposto Numero de Exames com
Recomendagdo para Repetir mostrou-se também relevante para conduzir estimativas de
custo operacional de repeticio de exames. Estas estimativas, descritas em trés
contextos, nos fazem supor que medidas para o monitoramento de temperatura de
termocicladores podem ter impacto importante ndo somente para a redugdo de erros na
PCR, mas também para a reduco de gastos com a repeticio de exames.

Devido a falta de conhecimento sobre a condi¢io operacional dos termocicladores
do contexto do SUS, consideramos para a estimativa de custo operacional de repetigéo
de exames em 2016, valores diferentes para expressar a proporgdo entre equipamentos
inadequados e o total de equipamentos que realizaram os exames. Neste caso, adotamos
uma proporgdo maior, 2/3 (0,67), e outra menor, 5/13 (0.39), que foram obtidas nos
estudos dos contextos do CEMO 2011 e do CEMO 2015, respectivamente. Isto permitiu
estimar um valor médio de custo operacional de repeticdo para o contexto SUS 2016 de
R$1.027.645,14. Poreém, alertamos que a magnitude dos gastos em decorréncia de
exames realizados em termocicladores inadequados, naturalmente podera diferir a
estimada neste trabalho, a depender da real condigdo de funcionamento desses
termocicladores, e a ocorréncia de outros fatores. Estas estimativas devem ser
interpretadas com muita cautela, ndo somente por ser desconhecida a proporgido de
termocicladores inadequados, mais ainda, por haver outras condigdes que aqui se
mostraram adequadas ou 6timas, mas que podem influenciar negativamente Outros
ensaios, em outros cenarios. A inadequacio dos termocicladores nestes outros cenarios
pode ter um impacto maior ou menor no munero de exames a repetir.

Além disso, no contexto CEMO 2015 foi adotada uma simplificacdo com relagéo
ao valor operacional dos exames para a identificagdo de particulas virais, que na
realidade apresentam valores distintos, em geral valores superiores a R$2997; e

também foi realizada uma extrapolagcio com relagdo & proporgdo de equipamentos
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inadequados, que considerou uma mesma taxa de exames a serem repetidos, sem
considerar as diferencgas existentes entre as técnicas PCR de cada tipo de exame.

Temos ainda que considerar que eventualmente pode ter ocornido subnotificagado
de exames nos sistemas de informacdo utilizados, o que, neste caso, levaria a um
numero maior de exames realizados e a um consequente aumento do valor estimado de
custo operacional de repetigdo.

Ainda com relacdo a proporco entre o nimero de equipamentos inadequados e o
nimero total de equipamentos, notamos que a propor¢éo obtida para o contexto CEMO
2011, 2/3 (0,67), equivale a propor¢dc de 4/6 (0,67) identificada na avaliaglo de
termocicladores do Centro de Pesquisa/INCA em ensaios com amostras homogeéneas.
Ressaltamos que estas propor¢des dizem resperto a dados obtidos antes do
monitoramento de temperatura de termocicladores. Contudo, a proporgdo de 2/3 (0.67),

apresenta-se superior tanto a propor¢do do contexto do CEMO 2015, 5/13 (0.39),

quanto a identificada na implantacdo do programa no INCA em 2015, 1841 (0,44),
guando alguns equipamentos ja estavam sob o monitoramento de temperatura. Isto nos
faz refletir que mesmo em uma instituigdo de referéncia do Ministério da Saude,
identificamos cenarios que apresentam valores superiores a 00% de equipamentos
inadequados.

Porém, a proporgdo do contexto CEMO 2011, 2/3 (0,67), apresenta-se inferior &
propor¢do de 14/18 (0,78), quando comparada ao estudo de SOUZA (2017), que
identificou 14 termocicladores inadequados ao uso em um total de 18 termocicladores
avaliados em hospital universitario do Estado de Santa Catarina, por meio de ensaios
com amostras comerciais, outro método de avaliacdo. Esse estudo revela o elevado
namero de termocicladores inadequados ao uso que podera ser identificado em diversos
laboratorios brasileiros, com consequente implicagio no custo operacional de repetigio
de exames.

Com relacado ao indicador Numero de Exames Diagnosticos com Resultado Falso,
a tentativa de utiliza-lo ndo foi bem sucedida. No presente trabalho, néo foi identificado
pedido de repeticdo de exame com resultado falso negativo, em ambas as amostras do
estudo. Isso pode indicar que os procedimentos de controle do laboratorio do CEMO,
considerado um laboratério de referéncia nessa area, foram suficientes para impedir a
conclusio de exame de paciente com resultado falso negativo. Por exemplo, os dados de
2011 revelaram trés exames com recomendacio para repetir, devido indeterminacdo de

resultado, que, no entanto, apos a repeticao ficou claro tratarem de casos de resultados



positivos, e nestes casos 0s exames foram concluidos com laudos de resuitados
pOSItivos.

Porém, o uso desse indicador deve ser considerado com cautela, dado o tamanho
reduzido da amostra, uma vez que este estudo foi limitado aos exames com a finalidade
de diagnédstico inicial de LMC. Devido ao fato de os demais tipos de exames
dependerem de analise clinica para o acompanhamento ¢ de comparagdo com outros
exames, ou ainda representarem evento raro. Contudo, embora esse indicador ndo tenha
mostrado ocorréncia de registros, ndo € recomendavel descarta-lo em eventuais estudos
em outros laboratérios, sem antes realizar analise critica das condigdes operacionais do
laboratorio. E possivel supor que a condigdo dos fatores determinantes da PCR,
encontrada no laboratorio do CEMO, referéncia no Brasi] para a avaliacdo de LMC,
pode ndo se reproduzir igualmente em outros faboratorios de biologia molecular.

Qutro ponto importante do presente trabalho foi o desenvolvimento do processo
de medicdo de temperatura do termociclador, com o qual foi possivel atribuir os
resultados de PCR indesejaveis a falhas no controle da temperatura do termociclador. O
principal desafio para o desenvolvimento da etapa de pré-implantacdo do programa foi
realizar a adaptacdo do instrumento analisador de termociclador para garantir a
adequada medi¢do de temperatura. Foi necessario superar o problema de medi¢fio com a
tampa do termociclador aberta e estabelecer os procedimentos para as verifica¢des de
temperatura e para as estimativas de incerteza de medigdo dos sensores.

Com relagdo ao resultado do diagnostico da implantagdo do programa, os
termocicladores que apresentaram ndo conformidade ao procedimento proposto foram
os termocicladores de uso mais intenso. Isto pode ter ocomdo em fungdo desses
equipamentos estarem instalados em laboratorios com alta produgdo de exames.
Entretanto, ndo foi possivel quantificar a intensidade de uso dos termocicladores, pois
estes ndo dispdem de medidores de tempo de uso, recurso que seria atil para refinar o
programa.

Assim, tendo em vista o trabalho realizado, é possivel apresentar algumas
recomendacOes para as equipes dos laboratorios, visando a melhoria da otimizacfo da
PCR. Inicialmente sdo enfatizados quatro aspectos essencials para manter o controle da
temperatura do termociclador, que sdo: a) planejar a verificagdo periddica da
temperatura de termocicladores; b) estabelecer um /ayour da disposigdo dos sensores
nos pogos do bloco témmico; ¢) estabelecer um limite de controle do usuario; e d)

orientar as medi¢des no ponto de ajuste dos ciclos de temperatura. Adicionalmente, é
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recomendado que na auséncia de um mstrumento analisador de termociclador, a
verificagdo periddica do desempenho do termociclador seja realizada, por exemplo,
utilizando teste de PCR controle com amostras homogéneas.

QOutra recomendagdo diz respeito ao desenvolvimento de um analisador de
termociclador para a medigdo de temperatura com a tampa do termociclador fechada,
devido & dificuldade de aquisicdo de um instrumento adequado a medicdo de
temperatura de termociclador, aqui identificada.

For fim, vale ressaltar que a metodologia desenvolvida neste trabalho podera ser
estendida aos termocicladores quantitativos. Porém, além de adaptacdes para a medicio
de temperatura, serd necessario o estudo sobre medicio de intensidade de fluorescéncia,
porque, nesse tipo de termociclador, a quantificacio do produto amplificado é realizada
por meio de monitoramento de emissdo de fluorescéncia ¢ visualizada em tempo real na

tela do computador.
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8 CONCLUSAO

A avaliacdo da efetividade do programa de monitoramento de temperatura de
termocicladores demostrou que a intervencdo for efetiva para reduzir a recomendacdo
de repeticio de exames indeterminados e pode expressar uma economia de custos para o
laboratorio do CEMO. As estimativas de numero de exames repetidos e de custo
operacional de repeticdo, para os demais contextos do estudo. revelaram o impacto
potencial que o mau funcionamento do termociclador pode representar em termos de
gastos.

Essas evidéncias alertam sobre a necessidade de verificacdo sistematica de
temperatura  do termociclador para a otimizagdo da PCR. Questdo as vezes
negligenciada, ndo somente devido a confianga excessiva no equipanmento, mas também

em vista das dificuldades em prover as condigdes adequadas para a medicdo de

temperatura do termociclador.
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INFLUENCIA DA TEMPERATURA AMBIENTE NA ANALISE DO
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Resumo: Este trabalho objetiva avaliar a mfluéncia das
condigdes ambtentais de temperatura no processc de
andlise de termocicladores, visando aprimorar o método
de verificacho desses equipamentos nos laboratérios do
Instituto Nacional de Cincer José Alencar Gomes da
Silva. Foram realizadas adaplagdes nos sensores do
equipamiento de analise da temperatura, de moedo a
reproduzir s condigcdes sob as quais o rermociclador ¢
usado. Foram realizados 3 lipos de experimentos: com
tampa aberta. parcialmente fechada e fechada Os
experimentos foram feilos em 37 termwocicladores
programados com  protocolo  de  variacdo  nas
terperaturas de 55°C. 72°C e 95°C. As estimativas de
intervales de conflanca das médias das medidas obtidas
nos experimenios foram comparadas aos valores de
temperatura  preconizades  pelos  fabricantes.  Os
resultados  apontam o methor desempenho  dos
experimentos com tampa fechada. no qual ocorreu
menor wfluéncia da temperatira ambiente. Assim ficcu
claro a necessidade de efetuar adaptagdes no atual
processo de anglise dos tenuocicladores de forma a
obter a correta operagio desses equipamentos.

Palavras-chave: Avaliacdo de Tecnologias em Saude,
Engenharia Clinica. Técnicas de Diagnéstico Molecular.

Abstract : This work aims 1o evafuate the influence of
rooi temperature on the menitoring process of the
operaring temperannes of thermocyvelers in the José
Alencar Gomes doa Silva Nuarional Cancer Instine.
Adaprations were made in the temperature sensors of
the thermacveler analvsis equipment in order fo reduce
the influcnce af voom femperatnre. Three experiments
were carried ot with the equipnent lid open, partially
closed and closed. A sample of 37 thermaocvelers were
analysed at the following temperaures: 55°C, 72°C and
95°C, The 93% confidence intervals of the precision
femperaiine mediny and uniformity  means  were
compared with the manufocturer’s standard volues for
cach experiment. The findings indicated thar the closed
lid experiments performed better than the orlers, since
they presented the least influence of room temperature.
Thus it becaine clear that adiustmenis need 1o he made
in the current monitoring process of the thermocvelers
to obtain their correct operating teniperatire,
Keywords: Healthcare Teclmology Assessmenr, Clinical
Engieering, Molecilar Diagnostic Technigues.

Introducio
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Um termocicladoer é equipamento concebido para
prover protocotos de variagiio de temperatura em bloco
lérmico capaz de receber tubos com matenal genético
preparade para ser submettdo & reagio em cadeia da
polimerase (PCR) ¢ operacionalizar a amplificacio de
fragmentos de DNA_ Este procedimento é responsivel
por impulsionar pesquisas bioldgicas en diversas dreas,
tais como: agricultura ¢ medicina humana. veterindria e
forense. Na area da saide estd presente em (estes
diagnosticos para identificacdo de doencas, por
exemplo;  HIV:AIDS, Tuberculose, Leishmaniose,
Hepatite e Leucemia: ¢ em prognosticos moleculares
nas sindromes de predisposicio hereditéria ao cancer. e
ainda na pesquisa clinica de novos medicamentos e
controle da terapéutica oncoldgica. O termociclador €
reconhecido e destacado como tecnologia estivel e
amplamente utihizada. quando comparada a outras
tecnologas de diagndstico molecular [ 1],

O processo da PCR ¢ considerado uma técnica ben
estabelecida se executade de forma criteriosa. A
literatura relata virios fatores que podem fazer com que
o produto PCR resulte falso ou fatho [2] e {3]. Muitos
desses fatores estdo relacionados com as condicdes dos
elementos mcluidos na reagdo PCR, os quais sdo
submetidos a repetico de ciclos de temperatura no
equipamento  termociclador, em temperatoras que
variam nos valores aproxunados de 95°C. 55°C e 72°C,
para que sejam obtidas as fases de desnaturagdo,
anclamento e exiensfio do DNA. Sio elementos da
reachdo PCR: a) fragmemo de DNA amoswua para a
amplificacdo; b) conjunte de bases nitrogenadas, os
micleotideos: ¢} primers miciadores do processo, d) ea
enzima termoestavel, Tag Polimerase, catalisadora da
reacdo. No entanio, nem sempre considerado. o
desempenho do  termociclador € fundamental na
obtencao de resultade vilide no processo da PCR,
devido a este fornecer a correta temperatura para cada
uma das etapas, sob o risco de introduzir razéio para
falha ou falso resuliado da PCR. as quais ocorrem
especlalimente  devido a  problemas nas fases de
desnaturagio e anelamento. Alguns trabalhos sobre
avahacio de desermpenho do termociclador relataram a
possibilidade de uso inapropriado deste equipamento,
especialmente quando usado em aplicacBes com
protocolos PCR de ciclos rapidos {4] e [5].

No contexto da implantacio de Nicleo de
Engenharia Clinica voliado 2 gestio de equipamentos




medico-hospitalares  dedicados  as  areas de

Transplante de Medula Ossea e Pesquisa do INCA

{Instituto Nacronal de Cancer José Alencar Gomes da
Silva) foi identificada a caréncla de rotina para a
avaliacio de uso segiro do termociclador. Desta forma,
foi adquirido umn equipamento de teste para verificar as
condigbes de funcionamento dos termocicladores.
Contudo ao executar o protocolo de verificagio da
temperatura recomendado pelo fabricante, observou-se
que a placa que suporta os sensores de feste nfio
permitia o fechamento da tampa do termociclador
Considerando  que em  condigdes normais  de
funcionamento o equipamento ¢ mantido com a tampa
fechada, surgiu ¢ guestionamento quanto a possibilidade
de a temperatura ambilente prejudicar no processo de
verificaciio das temperaturas nas condicdes operacionais
dos termocicladores. No mtuito de identificar o melhor
processo de andlise das temperaturas do termwocicliador,
usando o equipamento de teste, foram realizados irés
experimentos. Fol comparada a andlise de tanipa aberta,
com as alternativas de tampa fechada parcialmente e
totaimente fechada. Assim. este trabalho tem por
objetivo avaliar a interferéncia da temperatura ambiente
no processo de verificacio da cxatidio e uniformidade
{lmeandade) das temperaturas do termociclador.  Os
resuliados poderdo apolar o desenvolvimento de wm
protocolo para o menitoramento de termocicladores.

Materiais ¢ métodos

Foi usado para a aquisicho dindmica de dados o
equipamento  de  teste comercial, analisador de
termociclador. marca Hain Lifescience, modelo TAS e
respectivo software TAS2 exe V2.8.0, com resolucio de
0,0076°C ¢ exatidio de +/- 0.1°C. Os sensores de
temperatura, do analisador TAS, tipo PT100, usados nos
experitnentos. foram calibrados e ceruficados no
laboratério do fabricante. com tempo de resposta
< 200ms, erros de 0,1°C a 0.4°C; assim como o sensor
de referéncia de calibraglio com erro de +/- 0.01°C. As
cahbracdes foram realizadas de acordo com a ISO/IEC
{7025 e padroes de referdncia prunana de National
Institute of Standards and Techuology.

Para a avsliacdo das coundicdes de funcionamento
foram obtidas amostras de 37 termocicladores, de
blocos térmucos de Y6 pocos e diferentes imtensidades de
uso. tais como os modelos: Veriti e System 9700, marca
Applied Biosystems; My Cycler, marca Biorad; Master
Cyeler marca Eppendorf e PT100 marca MJResearch.

© primeiro experunenio, jampa Aberta (TA), foi
realizado atendendo a recomendagio do fabricante do
analisador TAS. com os sensores de temperaturas
posicionados no bloco térmico do termociclador, e
conectados diretamente & placa do analisador TAS. O
experimento TA vtilizou 48 sensores, dsstribuidos no
bloco térmico do iermociclador. conforme esquema na
Figura 1. A montagem da placa para a realizacio do
experimento ¢ dusirada na Figura 2.
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Figura 1. Esquema das posicdes dos 4% sensores,

Figura 2: Experimento TA com os 48 sensores.

O scgundo  cxperunente.  Tampa  Fechada
Parcialmente (TFP). for realizado com os sensores
posicionados nos pogos do bloco do termociclador, e
higados 4 placa do anahisador TAS por cabo extensor.
Isto permutiu o fechamento parcial da tampa do
termociclador. pots. a alfura  destes  sensotes nio
penmitie o fechamento total da tampa do termociclador.
Os sensores usados neste experunento foram fornecidos
pelo fabricante do equipamento analisador TAS. Foram
utilizados 13 sensores distribuidos ne bloco térmuce do
termociclador. nas posicdes: Al A4 A7 A0 ALZ D,
D7. D12, E4 E10.HI. H4. H7 Hl0 e HI2.

O terceire experimento, Tampa Totalmente Fechada
{(TTF). foi realizade com os sepsores com os cabos
extensores, adaptados no laboraténio do Nicleo de
Engenharia Clinica do INCA. A adaptlacio consistiu na
redugdio da altura do sensor, de forma a penmitir o
fechamento total da tampa de termociclador. Foram
wiitzados rés sensores distribuidos no bloce @érmice do
termociclador, nas posigoes: Al D7 e E10.

Todos os sensores usados nas medicdes foram
posicionados nos pocos dos blocos térmicos dos
termocicladores e conectados a placa do equipamento
de teste TAS, que se hga ao seu médulo e a seguir a um
microcomputador. As montagens TFP e TTF usaram
sensores  com  cabos  extensores de 0.75m  de
comprimento para a conexiio dos sensores a placa,

A Figura 3 ilustra exemplo dos sensores conectados
a0 Bloco térmico de teninociclador em conexdo por cabo
i placa, nas montagens dos expermmentos TTF (l-cabo
vermeltho) e TFP (2-cabo cinza), e conexdio dos sensores
diretos a placa do equipamento TAS, montagem do
experimento TA (3-placa). Notar a altura dos sensores
nas momniagens TFP e TA que se apresentan: superiores a
altura da montagem TTF.



Figura 3: Exemplo de conexdo de sensores ac bloco
rimice do termociclador, nos irés experimentos: sensor
experimento TTF (1), sensor experumento TPF (1) e
placa com sensores do expermmento TA {3).

A Figura 4 ilustra sensores na montagem TTF
posicionados ac bloco térmico com a tampa do
termociclador fechiada ¢ ligados por cabos 4 placa.

Figwra 4 Experimento TTF com os 3 sensores.

Os  experimentos foram  realizados com a
temperatura  ambiente  aproximada de 22°C. Foi
programado o mesmo protocolo de variagho de
temperatura nos 37 termocicladores, em todos eos
expertmentos, conforme recomendado pelo fabricante
do anahisader TAS. obedecende 2 seguinte sequéncia:
lmin 95°C: 2nun 4°C; lmdn 95°C; lmin 30°C; imin
95°C: Lmin $5°C: lmin 72°C; 30s 93°C: 30s 72°C; Znun
4°C. As amostras de temperatura foram obtidas peio
equipamento TAS. Em cada experimento, foram
adquiridos dados de temperaturas de todos os sensores
usados em cada um dos 37 termocicladores. O
analisador TAS calculou a média dos valores obtidos de
exatiddo e unifornmdade (linearidade entre pogos) nas
temperaturas 33°C. 72°C ¢ 95°C. em cada termociclador.
Cada experimenio gerou 37 valores médios de exatidio
para as {rés temperaturas. tolalizando 111 valores; de
modo similar for gerado o total de 11] valores médios
de uniformadade por experimento.

A andlise dos dados fo1 fetta no sofiware IBM SPS5
Statistics. v.22. Foram estimados os valores de p para o
Teste t de Studemt para uma amostra, com nivel de
significdncia de 0.05, e os intervalos de confianca de
9504 (IC 95%%) para as médias dos valores de exatidio e
uniformidade  dos 37  equiparmentos nas  trés
temperaturas, por experimento. As estimatvas de
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1C95% foram analisadas com relacdo aos valores de
referéncia precomizados  pelos  fabricantes  de
termocicladores com tolerdncia de +- ¢25°C pasa a
exalidio e vanacio maxima de  9,5°C para a
uniformidade.

Resultados

A Tabela 1 mostra as estimativas de média, desvio
padrdo. intervalo de confianca de 95% para os valores
de exatiddo da temperatura nos trés expenmentos (TA,
TFP & TTP) nas més temperaturas (35°C, 72°C e 95°C}.

juntamente com os valores p do teste da meédia da

amostra (N=37} ¢ o valor padric dado pelo fabricante.
Esses valores indicam que ha diferenca significativa em
todos os experimentos, exceto o TTF 4 95°C. Isto ndica
que pa condicio TTF & 95°C, o experimento for
realizado em conformudade com o padifio do fabricante.

Tabela | Temperatura Padvio (TP), Média. Desvie
Padrao (DP), Intervaio de Confianca (1C95%) e Valor p
para a exatiddo nos irés experimentos {TA, TFP e TTF).

TP Média DpP IC 95% Valor p
TA 3¢ 34.69 040 3435623483 0.000
TFP S50 3556 {(h35 S8 3Ra3873 (.000
TTF 38 55,73 .72 3549435497 00060
TA 7PC 7025 136 T022a70.28 000
TFp 72°C 71.79 0,49 7162a719%5 0015
TTF  72°C 72.31 .55 7213272350 0001
TA g3vC 92.47 074 9223a9272 0000

IFP 95°C 94,37 033 941929435 0000
TIF  95°C 95.00 063 9479a9521 0534

A Tabela 2 reproduz os mesmos valores da Tabela |
para a umformudade. Diferencas sigmficativas foram
obtidas, exceto para os experimentos TTF,

Tabela 2. Temperatura Padido (TP), Média, Desvio
Padrio (DP), Intervalo de Confianca (IC95%) e Valor p
para z uniformidade nos trés experimentos.

TP Meédia DP 1C 95% Valor p

TA 35°C 1.48 (.60
TFP 55°C 1,53 0,63
TTF 35°C G.54 0,36

1.28a 1,68 0,000
1322174 0,000
0422066 0425

TA 72°C . 110
Trp T2°C 1,48 (.54
TIF  72°C 6,48 .36

3402414 0,000
1,102 1.46 0,000
0362060  0.759

TA 95°C 360 13D
TFP 93¢ 1,85 092
TIE  95°C 0,74 087

5,16 a603 0,040
1.54a2.16 0,060
045at.04 0,092

Para a umformidade, os experimentos TTF
apresentaram resultades em conformidade com o
indicado pelo fabricante nas trés temperaturas.

A Figura 5 apresenta o diagrama de caixa para

as medidas de uniformidade obtidas para os




trés experimentos nas rés temperaturas, Hustra que
as adaplacdes realizadas nos sensores usados no
experimento TTF, além de apresentarem: valores mais
proximos ao padrio do fabricante quando comparados
a0s outros experimenios. permitem methor visualizacio
de equipamentos com valores discrepantes  de
uniformidade (Figura 4 — TTF), nio identficados nos
experimentos TA e TTP, por exemplo, equipamentos:
20,11, 34 e 10

Experimente

A TFP _ TTF
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Figura 5: Diagrama de caixa das medidas de
uniformidade  para  os trés  experimentos  por
temperatura.

Discussio

A Politica Macional de Gestdo de Tecnologias em
Saude [6] ressalta que o monitoramento de tecnologias
apo6s sua incorporagio ¢ fundamental para garantr a
cfetividade esperada da tecnologia. No caso dos
termocicladores €  essencial  garanlir  que  0s
cquipamentos esiejam sendo  operados em  boas
condicdes de uso. Desta forma, ¢ necessdrio que se
tenha meios adequados de wverificar o seu bom
funcionamento.

Os resultados mostram que foi possivel melhorar as
condi¢des de teste dos termocicladores com a adaptagio
sugerida (TTF), em especial para a temperatura de 95°C.
Para as demais temperaturas, ainda existe a necessidade
de mais esrudos ¢ ajustes, buscando idenuificar outros
fatores gue possam estar influenciando no processo de
verificacdo das temperaturas. Cabe invesiigar se existem
condigbes  internas ao  conjunto  (érmico  do
termociclador  que  impliquem e alteragio  nas
lemperaturas proximas a 55°C. e se tais condigdes
causariam impacto no desempenho da PCR,

Este trabalho ndo tem por finalidade abordar a
questdo da calibracio do termociclador, mas efetoar a
verificacdo das temperaturas dos termocicladores em
comparacdo 2 um padrio de controle - ¢ equipamento
TAS. realizando a analise estatistica dos experimentos.

Neste seatido os resultados do estudo demonstraram
que ¢ recomendavel verificar a temperatura  dos
termociciadores com a tampa totalmente fechada, sem
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influéncia do ambiente. Os sensores modificados para as
andlises de temperatura com TTF foram capazes de
medir a temperatura com exatidao aceitdvel. Em simese,
a condicdo TTF demonstron resuhados methores do que
03 obtidos nas condicdes TA e TFP: e com capacidade
para reconhecer equipamentos com necessidades de
correcdo.

Ficou claro que as andlises de temperaturas na
condi¢io TA, obtiveram temperaturas discrepantes em
relacdo ao padrio dos fabricantes, nas medigdes de
uniformidade (lincaridade) de temperatura entre pogos
de um termociclador. Este resuliado mostra que com a
analise de temperaturas com a tampa aberta € invidvel
realizar os diagndsticos sobre as condigdes seguras de
funcionamento dos termocicltadores.

Porémn. este estudo tem como limitagdc utilizar
apenas trés sensores no experimento TTF, restringindo a
coleta de dades nos blocos térmicos. Isto também pode
ter reduzido a variagdo observada entre as medicbes
quando comparado aos demais experimentos. Uma
perspectiva de niethoria € realizar novos experimentos
uwsando 15 sensores.

Apesar das limitagdes apontadas, as adaplagdes
realizadas parecem promissoras e permitem melhor
identificagio dos equipamentos com necessidade de
ajusics. Estes resuitados indicam a imporidncia em
aperfeicoar o monitoramento das condigdes de uso dos
iermocicladores, de forma a gurantir que os exames
sejam realizados de forma adequada. sem prejuizo ac
paciente e ao sistema de satide.
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APENDICE B: Estimativas de Incerteza de Medicio Expandida
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As estimativas de Incerteza de Medicdo Expandida para os 18 sensores usados no
ensaio de trés medidas repetidas sdo apresentadas nas Tabelas de | a 3, para a
temperatura de 557 C (Tabela 1), para a temperatura de 72° C (Tabela 2) e para a

temperatura de 95° C (Tabela 3); considerando a Equacéo:

u(Y) = Juld)? + u(By)? + u(B,)?

onde:

U tncerteza combinada

u(A): incerteza devido a repeticiio de medidas
w(B, }: incerteza devido a certificado de calibragio

u(B,): meerteza devido a resolugdo do instrumento de medigio

As mncertezas expandidas de medigdes declaradas no certificado de calibragéo.
emitido por laboratorio da Rede Brasileira de Calibragdo, para & = 2. foram: 0,10° C
para 55 C,; 0,10° C para 72° C: e 0,22V C para 95" C. O valor usado para a incerteza
devido & resolucio do instrumento de medi¢do fot B, = 0.01° C. O namero de medidas
foi wés, » = 3. O fator de abrangéncia fot determinado para o nivel de confianga de

95,45%, k=2,

~

Tabela 1. Estimativa da Incerteza de Medigdo Expandida para a Temperatura de 55°C

Posicdo Sensor Média{®C) Desvio Padrdo {? C} AfrQ) B, (°C} (Incerteza Expandida (° C)

n=3 K=2
Al 1 55,50 0,04 0,02 0,05 0,11
Ad 2 55,28 0,05 0,03 0,05 0,11
A7 3 54,99 0,04 0,02 0,05 0,11
Al0 4 55,47 0,02 0,01 0,05 0,10
A12 5 55,23 C,02 0,01 0,05 0,10
D1 6 55,50 0,04 0,02 0,05 0,11
b7 7 55,79 0,04 6,02 0,05 0,11
D12 8 55,12 0,04 0,03 0,05 0,11
E4 9 55,58 .67 6,04 0,05 0,13
E6 10 55,31 0,03 0,02 0,05 0,11
E10 11 55,40 0,06 6,03 0,05 0,12
H1 12 54,56 0,02 0,01 0,05 0,10
H4 13 54,69 0,02 0,01 0,05 0,10
H? 14 85,50 0,02 0,01 0,05 0,10
H10 15 54,56 0,02 0,01 0,05 0,10
H12 16 54,49 0,02 0,01 0,05 0,10
C5 17 54,89 0,01 0,01 0,05 0,10
G5 18 55,02 0,02 0,01 0,05 0,10
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Tabela 2. Célculo da Incerteza de Medicdo Expandida para a Temperatura de 72°C.

Posicdc Sensor Média (> C} Desvio Padrdo {° C} A B, (¢ C} Incerteza Expandida {° C)

n=3 k=2
Al 1 72,33 0,01 0,01 0,05 0,10
Ad 2 72,84 0,07 0,04 0,05 0,13
A7 3 71,32 0,03 0,02 0,05 0,11
Al0 4 72,07 0,04 0,02 0,05 0,11
Al2 5 72,50 0,07 0,04 0,05 G,13
D1 B 72,06 0,61 0,00 0,05 0,10
D7 7 72,48 0,04 G¢,03 0,05 g,11
D12 8 72,41 0,02 3,01 0,05 3,10
E4 9 71,84 ¢,04 0,02 0,05 ;11
EB 10 72,96 0,03 06,02 0,05 011
E10 il 72,35 0,06 0,04 0,05 0,12
H1 12 71,18 3,01 0,01 Q.05 G,10
H4 i3 71,66 G¢.cl 0,00 0,05 G,10
H7 i4 71,44 G,63 6,02 0,05 0,11
H10 i5 72,33 0,62 G,01 0,05 0,10
H12 16 71,71 0,62 G,01 0,05 G, 10
C5 17 72,03 0,02 0,01 0,05 0,10
G5 18 71,88 0,01 0,00 0,05 2,10

Tabela 3. Calculo da Incerteza de Medigdo Expandida para a Temperatura de 953°C.

Posicda Sensor Média{°C} Desvio Padrio °C) Al B, £ ©) Incerteza Expandida {° C)

n=3 k=2
Al 1 94,32 0,16 G,09 0,11 0,29
Ad 2 95,58 0,07 0,04 0,11 0,23
A7 3 55,60 9,16 6,09 0,11 0,29
AlD 4 94,07 0,13 6,08 0,11 0,27
Al2 5 94,27 0,05 2,03 0,11 0,23
(334 & 95,44 0,03 0,02 0,11 0,22
b7 7 94,46 0,05 G,03 0,11 0,23
D12 8 95,01 0,05 0,03 0,11 0,23
E4 9 94,80 0,08 0,05 0,11 0,24
E6 16 95,14 0,03 G,02 0,11 0,22
E10 11 94,37 0,06 0,03 0,11 0,23
H1 12 92,98 0,06 0,04 0,11 0,23
H4 13 94,40 0,09 0,05 0,11 0,24
H7 14 94,40 0,03 0,02 0,11 0,22
H10 15 94,21 0,03 0,02 0,11 0,22
H12 16 94,93 0,13 0,08 0,11 0,27
C5 17 94,37 0,07 0,04 0,11 0,23
G5 18 94,00 0,04 0,02 0,11 0,22
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APENDICE C: Conceitos Basicos para Avaliar a Incerteza de Medicio




Serdo abordados os conceitos para a avaliacio e a expressdo da incerteza em
medigio que foram utilizados nas medi¢des de temperatura do termociclador,
fundamentados no Guwia para a FExpressdo de Incerteza de Mediggo - GUM
(INMETRO, 2012a) O GUM ¢ uma tradugao do INMETRO autorizada pelo Bird
Internacional de Pesos e Medidas (BIPM} da sua publicagdo “Evaluation of
measurement data — Guide to the expression of uncertainty in measurement”, conhecida
como GUM 2008. Este guia representa um consenso mternacional usado para nortear
trabalhos relacionados a medicdo de parametros. E adotado na maioria dos paises e
traduzido em quase todas as linguas modemas {(INMETRO, 2012a).

As regras estabelecidas no GUM (INMETRO, 2012a) foram preparadas por um
grupo de trabalho conjunto formado por especialistas com o suporte das seguintes
organizagbes: Biré Internacional de Pesos e Medidas (BIPM), Comissdo Eletrotécnica
Intemacional (IEC), Organizacdo Internacional de Normalizacdo (ISO), Organizacio
Internacional de Metrologia Legal (OIML), Federac¢ao Internacional de Quinica Clinica
(IFCC), Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), e Unido
Internacional de Fisica Pura e Aplicada (1UPAP}.

Avaliar e expressar a incerteza de medicdo consiste em quantificar a qualidade de
um resultado de medicdo de uma grandeza fisica, O GUM {INMETRO, 2012a) fornece
regras gerais para avaliar e expressar a incerteza de medicio, e a define como “o
pardmetro, associado ao resultado de uma medi¢do, gque caracteriza a dispersdo dos
valores que podem ser razoavelmente atribuidos ao mensurando”. O Vocabulario
Internacional de Metrologia - VIM (INMETRQ, 2012b) define a incerteza de medigio
como ‘o pardmefro ndo negativo que caracteriza a dispersdo dos valores atribuidos a
um mensurando, com basc nas informagées wilizadas ™.

O pardmetro que caracteriza a dispersao dos valores atribuidos ao mensurando
pode ser entendido em fungdo de um desvio padrio ou de um intervalo de contianga. Os
componentes da incerteza de medi¢io podem ser estimados com base na distribuigio
estatistica dos resultados das séries de medigdes, denominados Avaliacdo Tipe 4 da
Incerteza Padrdo;, ou estimados por meio de distribui¢do de probabilidades assumidas
para diferentes casos, como por exemplo, um certificado de calibracdo ou uma
recomendag¢io de wm manual, denominados Avaliagdo Zipo B da Incerteza Padrdo.
Ambos os tipos de avaliagio da incerteza de medigdo sdo baseados em distribuigdes de
probabilidade e os componentes de incerteza resultantes de cada tipo sdo quantificados

por varidncias ou desvios-padrao (INMETRO, 2012a).
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Segundo o GUM (INMETRO, 2012a) “A incerteza do resultado de uma medigdo
reflete a falta de conhecimento exato do valor do mensurando”™. Assim, mesmo com
uma incerteza grande. o resultado de uma medigfo podera estar muito proximo do valor
do mensurando. Determinar o valor do mensurando, ou o valor de uma grandeza fisica a
ser medida, ¢ o objetive de uma medicdo. O resultado de uma medicdo deve ser
representado pela estimativa do valor do mensurando e acompanhado pela declaracdo

da mcerteza dessa estimativa.

Identificacio das fontes de incertezas de medicio

A identificacdo das fontes de incerteza é etapa fundamental para a expressao das
incertezas de medi¢do. O GUM (INMETRO, 2012a) recomenda identificar as possiveis
fontes de incerteza de medicdo para que sejam avaliadas, apds conhecidas as
informacdes sobre o grau de contribuicdo da incerteza no processo de medigdo.

O Diagrama de Causa e Efeito (DCE), proposto por ISHIKAWA (1989), tem sido
recomendado pelo Guia Eurachem (ELLISON e/ /., 2012) para identificar as fontes de
mcertezas de medicdo. O DCE constitui ferramenta do Sistema da Qualidade muito
usada na area industrial para determinar a relagio de causa e efeito de um processo.
Tem por objetivo organizar nos ramos de um diagrama, as causas gue conduzem a
determinado efeito, ou neste caso, organizar os fatores que contribuem para as

incertezas de determinada medigio.

Estimativa de incertezas de medicio

Para realizar a estimativa de incertezas de medigdo € necessario avaliar a natureza
das contribuicdes das incertezas, de modo a obter as incertezas padrdo, e, a seguir, a
incerteza combinada.

A Jicerieza Padrdo consiste no desvio padrio esumado associado a cada
estimativa e entrada, ou a cada estimativa de fonte de incerteza. Podera ser
categorizada em Avaliacdo [lipo A da Incerteza Padiéo, quando a incerteza for
caracterizada pela experimentagdo, por meio de medigbes diretas ou indiretas das
grandezas fisicas. Serd categorizada em Avaliacdo Tipo B da Incerteza Padrdo, quando
for avaliada pelo conhecimento de informagdes sobre a medigdo, expressas em manuais
técnicos de fabricantes, livros, normas, artigos de congresso, relatérios e regulamentos
técnicos, dentre outras fontes (INMETRO, 2012a).

A combinagdio de incertezas padrio ird determinar a fucerieza Padrdo

Combinadu. Apos sera necessario determinar a ficertesa Expandida, que representa o
b
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intervale sobre o qual estara contido o valor da medicao, com dado nivel de confianga.
Esta secio apresentara os passos do procedimento para a avaliacfo e a expressdo da
incerteza de medi¢do definidos no GUM, complementados com alguns procedimentos
descritos pelo Guia Eurachem (ELLISON er o/, 2012). Os passos do procedimento para
a avaliacdo e a expressdo da incerteza de medic¢do, considerando grandezas de entrada

ndo correlacionadas, sdo apresentados a seguir:
a} Determinacio do mensurando

O mensurando ¥ pode ser determunado em funcéoe de N grandezas de entrada X},
Xo ..., Xy como na equacdo (1 ):
Y o= f(X]_,XZ,...,XN) (1)

onde: X7, X>, ..., Xvsdo grandezas de entrada com uma incerteza associada.

b) Identificacio e determinacio das contribuicdes das fontes de incertezas de
medi¢io

Aplicac¢do do Diagrama de Causa e Efeito

¢) Avaliaciio da Incerteza Padrio das estimativas de entrada

Avaliacdo Tipo A da Incerteza Padrio.

As estimativas das contribuicdes das fontes de incertezas obtidas por meio de
observagdes repetidas independentes sfo associadas as distribuicdes de frequéncia, e
aproximadas a uma distribuicfo de probabilidade. Para estes casos os componentes da
incerteza sdo referidos como incerteza padrdo Tipo A, e expressos pelos desvios padrdo

da média, representados na equaco (2).

R 10.0)
w(X;) =ulX) = W (2)

onde S(X;) € o desvio padrio das observacdes repetidas de entrada e 77 0 namero

de repetigdes.

Avaliacdo Tipo B da lncerteza Padrio.

As contribuigdes das fontes de incertezas ndo obtidas por meio de observacdes
repetidas sdo associadas a distribuigdes a priori, em geral s@o aproximadas as
distribuigdes retangulares, triangulares ou normais, a depender da possibilidade de

variabilidade destas fontes de incertezas, declaradas nas informacdes disponiveis, tais
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como: dados de medidas previas. conhecimento do comportamento e das propriedades
de instrumento e materiais relevantes, especificagdes dos fabricantes, dados fornecidos
em certificados de calibracae e outros certificados, incertezas atribuidas a dados de
referéncia extraidos de manuais. Para estes casos os componentes da incerteza sdo
referidos como incerteza padrdo Tipo B, e expressos pelos desvios padrido representados

nas equagoes (3) a (5).
u(X) == (3)

onde: u(X;)é a estimativa de incerteza para distribuicdes retangulares com

intervalos de “+ a”.

A
V6

onde: u(X;) ¢ a estimativa de incerteza para distribuigdes triangulares com

u(Xy) = (4)

mntervalos de “£a”.

Uldectarado no certificado}
K

onde: u(X;) é a estimativa de incerteza para distribuicdes t-Student com incerteza
herdada da caiibragdo de equipamentos, com o valor de U (incerteza expandida) e

(fator de abrangéncia) declarados no certificado de calibragio.

d) Determinacio da Incerteza Padrio Combinada

A expressdo geral para a Incerteza Padriio Combinada é dada pela equagéo (6).

u(y) = (6)

onde: ¢, é o coeficiente de sensibilidade.

O coeficiente de sensibilidade € descrito na equacgao (7) e descreve como o valor
de ) varia com a mudanca nas grandezas de entrada (ELLISON eral., 2012).

_ 9y
B 53{[

(73

€y

Admite-se que quando uma contribuicdo de incerteza estd associada ao

procedmento como um todo, € em geral expressa como um efeito no resultado final.
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Nesses casos. ou guando a incerteza sobre um parametro ¢ expressa diretamente

dy , .
X igual a 1

em termos do seu efeito sobre }. o coeficiente de sensibilidade ¢; = Pl
Cxy

(ELLISON, 2012).

e) Determinaciie da Incerteza Expandida

A Incerteza Expandida [/ ¢ obtida, multiplicando-se a Incerteza Padréao
Combinada w3 por um fator de abrangéncia &, conforme equacao (8).

U = kuc(y) (8)

O fator de abrangéncia k é determinado com base no nivel de confianca escolhido,
em geral 95%, e no nimero de Graus de Liberdade Efetivo (GLE) calculado pela
equacdo (9) (INMETRQO, 2012a).

4
GLE _ w0 (9)

4
Biern

onde: v; € o numero de graus de hiberdade da vaniavel {.

Uma vez calculado o numero de graus de liberdade efetivo, e definido o nivel de

confianca, consulta-se o valor de & na tabela t-Student,

f) Apresentacdo dos Resultados
(Quando se relata o resultado de uma medicio em tenmos da Incerteza Expandida,

U=k nu.v), deve-se fornecer:

¢ uma descricdo completa de como o mensurando Y é definido;

s o resultado de medicdo como ¥ = v = ]

¢ asunidadesdeye (/.

¢ o valor de & usado para obter {7

¢ ¢ nivel de confianca associado ao resultado;

s o valorde I/ com apenas 2 algoritmos significativos.
g g
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