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Resumo da Tese apresentada a COPPE/UFRJ como parte dos requisitos necessarios

para a obtencdo do grau de Doutor em Ciéncias (D.Sc.)

DESENVOLVIMENTO, IMPLANTACAO E AVALIACAO DE UM PROGRAMA
DE MONITORAMENTO DE TEMPERATURA DE TERMOCICLADORES
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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 medi¢do de temperatura, foi necessario
adaptar um analisador de termociclador e criar procedimentos para realizar as medigoes.
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
numero de exames com recomendagdo para repetir foi utilizado como indicador de
efetividade do Programa. Foram avaliadas duas amostras, com 102 e 141 exames,
obtidas em 2011 e 2013, respectivamente antes e depois da implantagao do Programa.
Houve reducao de 18,9 pontos percentuais no numero de exames. Em entrevista com
profissionais, ndo foi relatada alteragdo nos demais fatores determinantes do
desempenho do exame rearranjo t(9;22) BCR/ABL, nesse periodo. O custo operacional
de repeticdo de exames foi estimado para a produgdo de exames em laboratorios do
INCA e para a producio no dmbito do Sistema Unico de Satde. Esses achados sdo um
alerta quanto a necessidade de verificagdo sistematica da temperatura do termociclador,

as vezes negligenciada devido a confianca depositada no equipamento.
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Abstract of Thesis presented to COPPE/UFRJ as a partial fulfillment of the
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MONITORING TEMPERATURE OF THERMOCYCLERS
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Department: Biomedical Engineering

This study aimed to develop, implement and evaluate the effectiveness of a
thermocycler temperature monitoring program in a molecular biology laboratory. It was
necessary to adapt a thermocycler analyzer and create procedures to ensure the quality
of the temperature measurement. The program was implemented in 11 laboratories of
the Brazilian National Cancer Institute (INCA), in a total of 41 thermocyclers, of which
44% were unsuitable for use. The number of tests with a recommendation to be repeated
was used as an indicator of program effectiveness. Two data samples obtained before
and after the program's implementation, with 102 and 141 tests from 2011 and 2013
respectively were evaluated. There was a reduction of 18.9 percentage points in the
number of tests. In the interview with the staff, there were no change in the other
determinants of the performance of the test t(9;22) BCR/ABL gene rearrangement in
this period. The operational cost of repeating the test was estimated for the INCA
laboratories and within the Unified Health System (SUS). These findings have warned
about the need for systematic verification of the temperature of thermocyclers, which is

sometimes neglected due to the trust placed in the equipment.
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1 INTRODUCAO

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (do inglés, Polymerase Chain Reaction -
PCR) consiste de teste in vitro baseado em reagao bioquimica ativada por temperatura,
com a finalidade de amplificar material genético em condi¢ao controlada. Representa
importante técnica usada em laboratérios de biologia molecular para diversas
finalidades. Na agricultura ¢ usada em procedimentos para o melhoramento genético de
espécies (BRASILEIRO, 1998; FERREIRA, 1998). No direito forense aplica-se aos
testes de paternidade e testes de apoio a criminalistica (BONACCORSO, 2005). Na
area da saude esta amplamente presente em testes diagnosticos, como por exemplo, para
a identificacdo das sequéncias génicas ou do RNA/DNA dos virus do HIV (BRASIL,
2013), Hepatite C (BRASIL, 2011a), Hepatite B (BRASIL, 2016a), Dengue (BRASIL,
2016b), Zika (BRASIL, 2017a), Chikungunya (BRASIL, 2015a); ou do DNA do bacilo
da Tuberculose (Mycobacterium Tuberculosis) (BRASIL, 2011b), e ainda de rearranjos
génicos nas Leucemias (BRASIL, 2014). Em oncologia a PCR ¢ usada em estudos de
caracterizagOes de tumores cancerigenos; no diagnostico e prognostico de canceres; no
acompanhamento de tratamento de pacientes; e ainda no aconselhamento de doencas
hereditarias (BRASIL, 2014; BRASIL, 2009b).

O uso de técnica PCR no diagnostico e no progndstico de doengas oncologicas,
pode ser evidenciado no caso das Leucemias. Por exemplo, de 95% a 98% dos casos de
Leucemia Mieloide Cronica (LMC) podem ser diagnosticados com exames PCRs
realizados com amostra de sangue periférico dos pacientes, ou com amostra de medula
ossea (AMB, 2016; BRASIL, 2015b; BRASIL, 2014; BARBOSA et al., 2000; MSAC,
2004).

A PCR desde sua invenc¢ao na década de 1980 continua se destacando como um
dos métodos mais difundidos de analise de DNA. BLOW (2017) destaca que quase
todas as estratégias de codificacdo de dados de DNA dependem da PCR para amplificar
ou copiar informacdes do DNA, ou da transcri¢do reversa da polimerase (do inglés,
Transcriptase Reversa of Polymerase Chain Reaction - RT-PCR) para analisar RNA,
como € o caso dos rearranjos BCR-ABL nas Leucemias. Nesse sentido, POTAPOV et
al. (2017) enfatizam que muitas tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (do
inglés, Next Generation Sequencing - NGS) dependem da PCR como parte dos

procedimentos para a preparagao das amostras, e, que os erros cometidos durante a PCR



aparecem em dados de sequenciamento, contribuindo para falsas mutagdes, variantes
fantasmas, que levam a confundir as analises genéticas.

Ainda com relagao ao sequenciamento de DNA, PINTO ef al. (2012) comentam a
lacuna de estudos sobre o efeito da ineficiéncia da PCR para a interpretacao de dados de
sequenciamento, € pontua os varios fatores que afetam a otimizag¢do da PCR, tais como
a escolha do primer e as condigdes de termociclagem; além da padronizagdo correta da
reacdo PCR e sequenciamento.

As condigdes de termociclagem sdao dadas, sobretudo, pelo termociclador, o
equipamento que prové os ciclos de temperaturas necessarios as reacdes em cadeia da
polimerase. O termociclador ¢ reconhecido como tecnologia estdvel e amplamente
utilizada na area do diagnostico molecular (ECRI, 2013). No entanto, apesar de sua
importancia, SCHODER et al. (2005) alertaram sobre a caréncia de estudos sobre o
desempenho do termociclador. Alguns trabalhos discutiram o uso inapropriado do
termociclador, associado a ocorréncia de resultados indesejados de PCR. SCHODER et
al. (2003) mencionaram que falhas nos padroes de resultados de PCR sdo atribuidos a
ciclos inadequados dos termocicladores. Além disso, foram associadas ao termociclador
distor¢des no processo RAPD-PCR (SAUNDERS et al., 2001) e no processo Multiplex-
PCR (KIM et al., 2008).

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

A garantia da efetividade do uso do termociclador ¢ dada essencialmente pelo
controle sistematico das temperaturas nos pogos do bloco térmico, conforme citado pelo
Colégio Americano de Patologistas (do inglés, College of American Pathologists —
CAP) (2012). Porém, a calibragdo de termocicladores ndo ¢ atividade compulsoria
regulamentada no pais, quer por orientacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) ou do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO).



O processo regulatorio da ANVISA estabelece a obrigatoriedade do Registro do
equipamento termociclador para fins de comercializagdo no Brasil. O Manual para
Regularizacdo de Equipamentos Médicos na ANVISA estabelece a Classe I para o
enquadramento de risco sanitario do termociclador (BRASIL, 2009a). Nesta classe ndo
sdo exigidos certificados de calibra¢do para o registro de equipamentos. Assim, ndo ha
laboratério acreditado na Rede Brasileira de Calibragio (RBC/INMETRO) para a
calibracdo das temperaturas dos termocicladores, e tampouco existe laboratério
acreditado na Rede Brasileira de Laboratorios de Ensaios (RBLE/INMETRO) para
efetuar ensaios em termocicladores. Nao ¢ s6 no Brasil que ndo existe uma normativa
especifica para a calibracdo de termocicladores, mesmo no cenario internacional isso
também ocorre, a atividade de calibragdo de termocicladores nao ¢ compulsoria.
(NOLAN et al., 2013). No Brasil, e em outros paises, ndo existe uma metodologia
harmonizada para a verificacdo da temperatura de termocicladores (SPAN et al., 2017,
SOUZA, 2017; SANTOS et al., 2014).

Por outro lado, existe uma tendéncia de aumento na intensidade de uso dos
equipamentos termocicladores, associada ao aumento crescente da demanda por exames
de 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
registrado um aumento de 686% no ano de 2016 em relagdo ao ano de 2015 para esses
exames, passando de 28.864 exames em 2015 para 198.014 2016 (BRASIL, 2017g).
Este aumento pode ter sido ocasionado por problemas de alteracdo na forma de
lancamento dos exames na plataforma, incluindo a imprecisdo da nomenclatura do
SIASUS: 02.02.10.008-1: identificacdo de mutagao/rearranjos por PCR, PCR sensivel a
metilagdo, qPCR e qPCR sensivel a metilagdo. A Regido Sudeste registrou um aumento
de 1.216% na produgdo de exames neste periodo, passando de 15.257 exames em 2015
a 185.536 em 2016. A Regido Sul teve crescimento de 4%, passando de 5.695 exames
no ano de 2015 para 5.940 no ano de 2016. As Regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste
apresentaram reducao destes exames no periodo (BRASIL, 2017g).

E importante ressaltar que essa discrepancia na produgdo de exames entre as
regiodes, pode ser explicada pela caréncia de laboratorios com a infraestrutura necessaria
e recursos humanos capacitados para a realizagdo de exames de biologia molecular,

principalmente nas regides Norte, Nordeste e Centro-oeste. Embora aparentemente



verdadeira pelo "senso comum", ha que se ter cautela nesta conclusdo com base apenas
nos dados do SIASUS. Por exemplo, para o caso de procedimentos relativos a
prevencdo e controle do cancer ha de se considerar a gestdo dos Centros de Alta
Complexidade em Oncologia (CACONS) e das Unidades de Assisténcia de Alta
Complexidade em Oncologia (UNACONS).

Nao obstante, ¢ razoavel supor que este cenario de demanda crescente por exames
de biologia molecular deverd continuar, em decorréncia de novas incorporagdes no
Sistema Unico de Satude (SUS) de medicamentos bioldgicos, que geralmente demandam
a realizagdo de um exame genético para indicagdo ou controle da terapia (BRASIL,
2017b, 2017¢, 2017d, 2017e, 20171).

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

Um exemplo da importancia desse monitoramento foi um estudo realizado no
Centro de Pesquisas do Instituto Nacional de Cancer (INCA) para verificar o
desempenho de termocicladores. O estudo foi realizado em dois ensaios distintos, o
primeiro 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 amplificagdo do gene b-actina em trés
termocicladores. Os termocicladores foram wusados simultancamente, cada um
recebendo 15 amostras. Resultados mostraram evidéncias de falhas no desempenho de
66,7% dos termocicladores utilizados no estudo. Foram identificados pocos de
termocicladores com reagdes falhas ou com diferentes expressoes génicas.

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

repeticdo desses exames.



2  OBJETIVO

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

determinantes da otimizagao de exames por PCR.

Objetivos Especificos:

- Adaptar o instrumento de medi¢ao de temperatura de termocicladores.

- Desenvolver os procedimentos para o0 monitoramento e controle de temperatura
de termocicladores.

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

- Avaliar a efetividade do programa de monitoramento de temperatura de
termocicladores.

- Realizar estimativa de custo de repeti¢ao de exame.



3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Avreacido em cadeia da polimerase

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ definida como uma técnica utilizada
na biologia molecular para amplificar um fragmento do acido desoxirribonucleico
(DNA), gerando milhares ou milhdes de copias de uma determinada sequéncia de DNA.

O DNA ¢ formado por duplas fitas, em formato helicoidal, compostas pelos
desoxirribonucleotideos 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) e Timina (dTTP). Os nucleotideos
sao interligados por pontes de hidrogénio. A Figura 1 ilustra a estrutura do DNA.

Genoma = total de todos os cromossomos

fragmento de cromossomo

nucleotideos

pentose + fosfato

ponte de hidrogénio -
base —

i,

p
ra—*

(Andy Vierstracte 1999)

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

Figura 1: Estrutura do DNA.




A PCR ¢ considerada uma técnica rdpida, sensivel e especifica para a
amplificagdo de sequéncias de DNA, conhecidas como sequéncias alvo. Uma unica
molécula de DNA pode ser amplificada exponencialmente produzindo milhdes de
copias de DNA. A PCR ¢ a base para diversos procedimentos de um laboratorio de
biologia molecular (WATSON et al., 2015). A PCR foi desenvolvida durante os anos
1980, pelo cientista Kary Banks Mullis e permitiu muitos avancgos no estudo do DNA,
levando 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
DNA (denominado replicagdo), a sintese de RNA (denominado transcricdo) e a sintese
de proteinas (denominado traducdo). Os processos de replicagdo e transcrigdo podem
ser reproduzidos in vitro a partir da PCR. A multiplicacdo de cadeias de DNA,
promovida in vitro pela técnica PCR, ¢ um mecanismo analogo ao que ocorre nos seres
vivos para a replicacdo de DNA (WATSON et al., 2015).

Para a realizacdo da técnica PCR ¢ usado o equipamento termociclador que prové
as temperaturas necessarias a reagao. Nos pogos do termociclador sdo colocados, em
pequenos tubos, os materiais necessarios para que ocorra a PCR. Sao usados: agua
ultrapura, moléculas de DNA a serem duplicadas (amostra de DNA alvo), os dNTPs, as
sequéncias de bases para iniciar a reacdo (primers), a enzima DNA polimerase e uma
solucao tampao 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 aquaticus, foi
possivel o desenvolvimento da PCR, visto que esta enzima suporta as temperaturas
elevadas necessarias para a reacao in vitro, em geral superiores a 92°C.

O principio da PCR envolve trés etapas basicas ativadas pela temperatura, e
repetidas em vérios ciclos: a desnaturagdo, o anelamento e a extensdo. O processo para
a amplificacdo, multiplicagdo do numero de copias de DNA de interesse realizado na
PCR ocorre basicamente promovendo-se a separacao 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 formagdo da nova fita dupla (extensdo). A Figura 2 descreve e ilustra as

etapas da PCR.



PCR: REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE
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(Andy Vienstracie 1999)

Fonte: adaptado de VIERSTRAETE (2012).

Figura 2: Descri¢ao do processo PCR, com as etapas de desnaturagao, anelamento e
extensao.

Nas etapas da PCR, os tempos e as temperaturas podem variar de acordo com a
padronizagdo da PCR para uma determinada aplicacdo. A etapa de desnaturacdo (ou
separacdo) da dupla cadeia de DNA, em duas cadeias simples e complementares, ¢
ativada por temperaturas proximas a 95°C (usualmente 92°C a 96°C). E necessério
observar o tipo de enzima DNA Polimerase e a recomendagdo de temperatura, ¢ ainda o
tempo suportado pela enzima. Pois, ¢ importante proteger a enzima de altas

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



ligagdes de hidrogénio entre os nucleotideos complementares (MCPERSON et al.,
2006; INNIS et al., 1995).

A etapa de anelamento (ou hibridizag¢dao) ¢ ativada por temperaturas proximas a
55°C para os iniciadores de reconhecimento, sequéncias de bases nitrogenadas
denominadas primers, realizarem o emparelhamento com suas sequéncias
complementares nas cadeias simples de DNA. A temperatura de anelamento varia de
acordo com os primers utilizados e com a quantidade de bases usadas na reacdo PCR, a
depender da temperatura de melting (Tm). O CAP (2012) recomenda que a temperatura
de anelamento seja calculada em func¢ao da Tm.

A temperatura de melting, ou o ponto de fusdo do DNA, ¢ a temperatura a qual
50% 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 amplificagdo (amplicons) e das
quantidades de bases nitrogenadas dos primers a serem usadas na rea¢do. A Equagdo (1)
expressa a Tm em func¢dao das quantidades de bases nitrogenadas (G-guanina, C-
citosina, A-adenina e T-timina) usadas na reacio (MCPHERSON et al., 2006; INNIS et
al., 1995).

Tm = (Nimero de G+C) x 4°C + (Niimero 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
simples do DNA da amostra. As propriedades da enzima DNA Polimerase sao usadas
para catalizar a reagdo, dar condi¢des de estabilidade e continuidade a reacdo iniciada
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 extremidade 3’. Assim, a dire¢do da constru¢cdo da nova dupla fita de DNA,
serd na dire¢do da extremidade 5 para a extremidade 3" (WATSON et al., 2015). Na
Figura 2 podemos observar as extremidades citadas.

As trés etapas da PCR sdo repetidas ciclicamente. A cada ciclo ocorre a
duplicacdo das moléculas de DNA, obtendo-se uma amplificagdo exponencial. Os
protocolos PCR determinam o numero de ciclos em cada etapa do processo, que sao
definidos em funcdao da técnica a ser usada e das caracteristicas do conjunto de

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



cerca de 120 minutos na ciclagem convencional ou tipica, a cerca de 70 minutos nos
procedimentos multiplex, 50 minutos nos procedimentos RAPD (do inglés, Randomly
Amplified Polymorphic DNA) e 35 minutos nos equipamentos conhecidos como fast
PCR, por exemplo. Os procedimentos multiplex ¢ RAPD serdo descritos a seguir, € o
fast PCR no item 3.2.1. A Figura 3 mostra um diagrama exemplificando a amplificagdo

exponencial da reagdo PCR.

4° ciclo
gene desejado
= 3°ciclo
— <2° ciclo
TPede @000 T eeasesissssse » 35° ciclo
Amostra de DNA I —
W — |
4 copias 8 copias 16 cépias 32 copias 2% = 68 bilhdes de cépias
(Andy Vicrstracte 1999)

Fonte: adaptado de VIERSTRAETE (2012).

Figura 3: Diagrama exemplificando a amplificagdo exponencial da reacao 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 polimérfico amplificado ao acaso, ou, do inglés
RAPD-randomly amplified polymorphic DNA, tem como principio a amplificagdo pela
PCR de regides aleatorias do DNA. A estratégia consiste na utilizagdo de sequéncia
aleatoria de Unico primer, primers decameros (compostos apenas por dez nucleotideos),
em alternativa a par de primers compostos de cerca de 20 nucleotideos. Quando as
amostras de DNA sdo submetidas a PCR, os primers se anelam as regides da amostra de
DNA que sejam complementares. O RAPD ¢ usado para a detecgao de polimorfismo
(WILLIAMS et al., 1990), na microbiologia ¢ usado para a tipagem de bactérias,

leveduras, fungos filamentosos e na agricultura para a identificagdo de cultivares.
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PCR multiplex: Na PCR multiplex sdo usados multiplos pares de primers,
promovendo a amplificagdo de diferentes segmentos de DNA alvo, em um sé tubo, em
uma so6 reacao. A PCR multiplex ¢ util para testar varios agentes infecciosos que podem
ser detectados e diferenciados em um tunico tubo de reagdo ao mesmo tempo. Outra
aplicacdo comum ¢ a investiga¢do de paternidade, onde varios marcadores gendmicos
devem ser analisados (BEST et al., 2016).

Nested PCR: Conhecida como PCR em ninho. Sao 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
primers externos, e, posteriormente, o produto desta PCR ¢ amplificado com o outro par
de primers, denominado internos, que utilizarda como amostra de DNA alvo, os
fragmentos multiplicados na primeira reacao (BRUNO, 2017).

RT-PCR: Denominada transcricdo reversa da reagdo em cadeia da polimerase,
este tipo de PCR ¢ usado para amplificar RNA. Devido ndo ser possivel a enzima DNA
Polimerase usar RNA como amostra alvo, € necessario primeiro fazer a transcrigao
reversa do RNA mensageiro, 0o mRNA, para o DNA complementar, o cDNA. Ap0s,
prossegue-se normalmente com a PCR. Assim, inicialmente realiza-se a reagdo com a
enzima transcriptase reversa ¢ a amostra de RNA alvo. A agdo da enzima determina a
sintese de moléculas de DNA complementar ao RNA, que ¢ entdo amplificado por PCR.
Esse tipo de PCR permite andlise da expressdao de genes a partir de moléculas de RNA

mensageiro.

3.1.1 Exemplo de aplicacio

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

O rearranjo formado pela translocacao t(9:22) ¢ caracterizado pelo gene hibrido
BCR/ABL denominado cromossomo Philadelphia. Nessa translocagdo, o gene ABL do
cromossomo 9 se associa a uma por¢do de um gene no cromossomo 22, denominado
BCR. No exame Rearranjo t(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 ocorrem os
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pontos das quebras no gene BCR do cromossomo 22, que estdo relacionados a LMC
(BARBOZA et al., 2000; ANDRADE, 2008; REIS et al., 2019).

Um procedimento tipico para a realizacdo do exame Rearranjo t(9,22) BCR/ABL,
por RT-PCR Multiplex, utiliza varios pares de primers a fim de detectar os transcritos
de interesse. O gene BCR normal ¢ amplificado como controle interno. O controle
positivo da reagdo ¢ feito com a amplificacdo da linhagem celular K562 (BARBOZA et
al., 2000; ANDRADE, 2008).

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

deste; caso haja inibicao da amplificag¢do o ensaio deve ser repetido (OLIVEIRA, 2008).

3.2 Os termocicladores

Os termocicladores sdao compostos de bloco com pogos térmicos para o
recebimento de tubos de amostras para a operagao dos ciclos de temperaturas da reagao
PCR. Os ciclos de temperaturas sdo programaveis pelos usuarios no painel de controle
do termociclador para a execucdo das variagdes sistemadticas de temperaturas
(BOMMER et 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 et al., 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

atuam na geracgao 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 Peltiers sao
formadas por tnico elemento ou por até 8 elementos Peltiers independentes.
e Um bloco constituido de material com boa condugao térmica, comumente o
aluminio, com pogos para receberem pequenos tubos de amostra para a

rea¢ao PCR, denominado bloco de amostras.

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

do conjunto dos elementos Peltier € o bloco de amostras com o ambiente.
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Bloco de Amostras Dissinador Térmico

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

Bloco de Amostras

T

Dissipador Térmico

Figura 5: Tlustracdo 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 inovagoes
tecnologicas. Quer inovagdes incrementais, tais como: a) modificagdo no circuito
térmico para maior estabilidade com a configuragdo dos atuais sistemas Peltier; b)
tampa aquecida para o fechamento do bloco térmico; c) mudangas na apresentagdo do
tamanho dos blocos de amostras (48, 60, 96, 384 pocos); e d) alteracdes de software
tanto para a melhoria da programacao dos protocolos quanto adaptagdes 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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de deteccdo e quantificacdo por fluorescéncia e técnicas computacionais para a
determinagdo dos resultados da amplificacdo e visualizagdo em tela de computador. A
visualizacao dos resultados da PCR em tempo real representa vantagem em relacdo a
técnica de eletroforese em gel usada para visualizar os fragmentos de DNA apos
amplificacdo no termociclador qualitativo.

Outra inovacdo diz respeito ao termociclador digital, uma nova abordagem do
gPCR, que apresenta especial melhoria devido ao uso do método de quantificacdo
absoluta de DNA, que permite a contagem de moléculas e detec¢ao de genes raros.

Além disso, estas novas tecnologias motivaram o crescimento da industrializagao
de diversos insumos para a operacdo das técnicas PCR e de kits laboratoriais para a
deteccao rapida e eficaz de doencgas causadas por bactérias e virus. O qPCR em especial
tem se mostrado tecnologia promissora, pois, juntamente com as plataformas para
sequenciamento de DNA, sdo considerados importantes para o desenvolvimento da
prometida medicina personalizada (ou medicina especializada), a qual traz o conceito
potencial de utilizar analises moleculares individuais para casos de diagnostico e
terapia, ou mesmo para a predisposicao de um individuo ao sucesso de dado tratamento
farmacoldgico, 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 laboratdrios de biologia molecular. A grande vantagem
desta técnica € o seu relativo baixo custo, a versatilidade e diversidade de possibilidades

de utilizagdo e ampla disseminagdo nos laboratdrios de biologia molecular.

3.2.2 Termociclador em um laboratoério de biologia molecular

Um laboratério de biologia molecular tem classificacao de nivel de biosseguranca
2 (NB-2), devido envolver manipulacdo de sangue humano, liquidos corporais, tecidos
ou c¢lulas humanas onde a presenca de um agente infeccioso pode ser desconhecida. A
resolugdo 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 pds-PCR. Sdo amplamente
recomendadas areas limpas (NB-2) para as preparacdes de amostras, e fluxo operacional
unidirecional planejado para minimizar a contaminacao e os resultados falsos positivos

(WEISSEINSTEINER et al., 2007; CAP, 2012; CDC, 2009; NIH, 2013; NHS, 2013).
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Um laboratdrio de biologia molecular utiliza areas separadas e independentes para
os passos basicos de realizacdo dos exames por PCR, denominadas pré e po6s-PCR. A

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

Area Limpa Ll

Termociclador

Preparacdaodo
Master Mix

Area Limpa

Preparagdaoda
Amostra

Master Mix Tubos Eletroforese

Amostra

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

As areas pré-PCR sdo: a) a sala de preparagdao do master mix (preparagdo e
mistura de dNTPs, primers, enzima DNA Polimerase e outros materiais); e b) a sala de
extragdo de DNA e preparagdo das amostras para a amplificagdo. S3o consideradas
areas p6s-PCR: a) a sala de amplificacao das amostras no termociclador; e b) a sala para
a realizacao da eletroforese.

A eletroforese utilizada para a visualizagdo dos resultados da amplificacdo do
DNA nos termocicladores qualitativos tem como principio o deslocamento da molécula
de DNA de carga negativa em dire¢do 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 proéximos ao ponto de aplicacdo e os menores
fragmentos que migram mais rapido sdo registrados em areas mais afastadas do ponto
de aplicagio. A molécula de DNA ¢ acrescentado material corante para ativar a
fluorescéncia do DNA e permitir o subsequente registro fotografico do resultado da

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

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

As seguintes palavras chaves foram usadas como nucleo principal das estratégias

de busca:

polymerase chain reaction; diagnos*; indicator, performance; quality control; quality
assurance; quality improvement,; effectiveness; assessment; guidelines, standard™;

practice; accreditation, laboratory, molecular; thermal cycler; thermocycler

As buscas levaram a identificacao de literatura relevante quanto a:

e Recomendagdes Guidelines da Qualidade em Laboratorios de Biologia
Molecular sobre Boas Praticas de Laboratério Acreditagao e Padroes de
Qualidade em Laboratorios (CDC, 2009; OECD, 2015; NIH, 2013;
RCPATH, 2006; NHS, 2013; WHO, 2009; CAP, 2012; JCI, 2010; EPA,
2004);

e Descrigdo conceitual sobre a reacdo PCR (INNIS et al, 1995;
WEISSEINSTEINER et al., 2004; MCPHERSON et al., 2006; DEGEN et
al., 2006, ALTSHULER, 2006; KENNEDY et al., 2011; NOLAN et al.,
2013;);

e Artigos sobre o desempenho do termociclador (SAUNDERS et al., 2001;
SCHODER et al., 2003; SCHODER et al., 2005; KIM et al., 2008).

Foi obtido o total de 431 trabalhos, dos quais 20 trabalhos 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 ¢
dependente da qualidade e da quantidade dos elementos que compde a reagdo, do ajuste
da temperatura para realizar a reacdo, dos componentes que dizem respeito a
infraestrutura do laboratério e da capacitacdo de pessoal técnico para executar os
procedimentos. Os fatores criticos para a otimizagdo da PCR, identificados na literatura,

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

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

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

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

al. (1995) recomendam limitar o tempo de aplicacdo de altas temperaturas na etapa de
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desnaturacdo, a fim de proteger e prolongar a vida util da enzima DNA Polimerase.
Alertam, por exemplo, que em geral, temperaturas acima de 97,5° C aplicadas por
tempo superior a 5 minutos, tem potencial para danificar a enzima termoestavel. As
caracteristicas da enzima DNA Polimerase também tém influéncia na programagao da
etapa extensdo. INNIS ef al. (1995) recomenda que a etapa de extensado seja programada
em uma temperatura que favorega a plena atividade da enzima termoestavel.

A qualidade dos dNTPs e primers € importante para eliminar residuos
contaminantes que possam inibir a reacao bioquimica. J& a observancia das quantidades
de dNTPs e primers usadas na PCR ¢ citada como fundamental para formar solucdes
equilibradas de modo a minimizar a taxa de erro e aumentar a eficiéncia das reagdes
(DEGEN, 2006). O planejamento da sequéncia e da concentragao dos nucleotideos na
formacdo dos primers ¢ fundamental para viabilizar o inicio dos ciclos de duplicagdes
de fitas de DNA, deve-se atentar para o desenho correto dos primers.
(WEISSEINSTEINER ef al., 2004; DEGEN et al., 2006; MCPHERSON et al., 2006;
ALTSHULER, 2006; EPA, 2004; KENNEDY, 2011; CAP, 2012).

Outros materiais, como, a solucao tampao contendo magnésio e os controles
negativos e positivos, sdo citados na literatura. O magnésio tem papel fundamental para
a ativagdo da enzima e eficiéncia da PCR, visto ser cofator da enzima DNA polimerase.
A solugdo tampao ¢ usada para garantir o pH e as concentragdes i0nicas adequadas a
reagdo (DEGEN et al., 2006; WEISSEINSTEINER et al., 2006; MCPHERSON et al.,
2006). E importante observar a recomendagdo expressa dos fabricantes das enzimas
para compor a solu¢do tampdo e o magnésio a serem usados na reacdo. 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 et al., 2006; DEGEN
et al., 2000).

Com relacdo as temperaturas da reagdo PCR, s3o citados os seguintes
componentes que podem comprometer estas temperaturas, inviabilizando a reacdo: o
calculo da temperatura de melting ¢ a temperatura de anelamento que ¢ considerada a
temperatura mais critica para o sucesso da PCR (DEGEN et al., 2006; MCPHERSON et
al., 2006); a programagdo dos ciclos de temperaturas; e as temperaturas geradas pelo
equipamento termociclador (CAP, 2012).

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

consequentemente para a eficiéncia da PCR (MCPHERSON et al., 2006). O CAP

18



(2012) recomenda que a temperatura de anelamento seja calculada em fungdo da
temperatura de melting. Ja o célculo da estimativa da temperatura de melting deve
considerar as quantidades dos dNTPs usados nas sequencias dos primers
(MCPHERSON et al., 2006; INNIS et al., 1995).

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

Quanto aos componentes externos da reacdo o CAP (2012) recomenda que o
ambiente de preparacdo da amostra de DNA e o ambiente de preparacdo dos
componentes da reagdo devam ser limpos e independentes do ambiente de realizagao da
amplificacdo. O Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (do inglés, Center for
Disease Control and Prevention - CDC) (2009) ressalta que o fluxo de trabalho do
laboratorio requer planejamento, de modo a ndo favorecer a contaminagdo cruzada e
nao gerar resultados falsos positivos. A falta de exatidao dos volumes das pipetas e o
descontrole das temperaturas nos pocos dos termocicladores sdo mencionados como
fatores criticos; ambos podem levar a falha da reagdo, conduzindo a resultados de
exames indefinidos 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 exatidao dos termocicladores na geracao 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 termoestavel, os dNTPs e os
primers) e solugdo tampao; o calculo da temperatura de anelamento, a defini¢do do
ciclo de desnaturacdo e a programacdo dos ciclos térmicos. Os resultados falsos
positivos podem estar associados a contaminag¢do do termociclador, assim como de
pipetas, amostras, solugdes e insumos; quando ha ocorréncia de falha no controle de
areas limpas e fluxos unidirecionais do laboratério, € erros decorrentes de trocas de

amostras.
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O CAP (2012) recomenda a defini¢ao de procedimentos, com protocolos escritos,
testados e validados para as condutas de operacionalizagdo de exames de biologia
molecular. Faz recomendagdes quanto a necessidade de qualificacdo de recursos
humanos e para a organizacdo de procedimentos de manuten¢do preventiva e
verificagdo de parametros dos equipamentos envolvidos no exame. Os equipamentos de
laboratério 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 especificacdes de desempenho de equipamentos,
competéncia de pessoal especializado e gestdo de registros, relatérios 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 reag¢do; assim como a
qualificacdo e experiéncia dos profissionais envolvidos no planejamento e na execugdo
da PCR; e a infraestrutura fisica do laboratorio e exatidio de parametros dos
equipamentos. Em que pese a adequada gestdo de equipamentos médico-hospitalares,
destacam-se a necessidade de calibragao de volume das pipetas e de verificagao de
temperatura dos termocicladores.

A calibrac¢do de pipetas ¢ atividade certificada por laboratorios acreditados pelo
INMETRO. Sao encontrados no mercado varios laboratdrios fornecedores de servigo de
calibracao de volumes de pipetas, pertencentes a Rede Brasileira de Calibragao (RBC).
No entanto, ndo ha laboratorios que realizem a atividade de calibragdo de temperatura
de termocicladores na RBC.

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

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

diversos pogos do equipamento por meio da calibragdo de temperatura, o que ainda nio
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¢ pratica comum, devido a ndo existéncia de procedimento validado para a certificacao
da calibragio da temperatura dos termocicladores. E importante o desenvolvimento de
regulamento especifico para a calibragdo da temperatura do termociclador, com a
finalidade de viabilizar a aplicagdo 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 laboratorios na area da saude, as
quais sao adotadas por diversos organismos internacionais, tanto para a avaliacao da
conformidade de equipamentos médicos quanto para a acreditacdo de laboratorios
clinicos e ainda para o reconhecimento da atividade de acreditacdo de laboratorios de
ensaios e calibragdes. No Brasil, estas normas foram internalizadas, respectivamente,
como:

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

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

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

Nao obstante, os representantes dos fabricantes de termocicladores dispdem de
oferta de servigo de verificagdo da temperatura de termocicladores, sem, no entanto,
divulgarem os regulamentos técnicos ou as normas técnicas adotadas para a execucao
dessa verificacdo. Assim, os procedimentos para a verificagdo da temperatura de
termocicladores sdo de dominio dos fabricantes. Nao ha 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 trabalho cronologicamente precede ao inicio do

doutorado, que ocorreu em 2014. O preambulo ocorrido no periodo de 2011 a 2014 foi a

fase que ocorreu a percep¢do da magnitude do problema, a partir de uma avaliagdo da

necessidade de manutencdo de termocicladores do INCA. Nessa fase houve um

embasamento sobre as condigdes necessdrias para viabilizar o projeto de tese. A

Figura 8 ¢ uma representacao da evolucdo cronologica das etapas do trabalho.

Este capitulo foi organizado para ser apresentado em trés etapas: pré-implantagao,

implantacdo e avaliacdo da efetividade do programa de monitoramento de temperatura

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

) N )
*Pré Implantacgao
¢ Estabelecimento da infraestrutura para a verificacdo de temperatura
e Estudo sobre os fatores que influenciam a medicdo de temperatura de termocicladores
*Pré Implantacao R
eEnsaio para avaliacdao do desempenho de termocicladores
eImplantacdo parcial do programa em laboratério do CEMO/INCA
¢ Monitoramento, verificacdo e correcao da temperatura de termocicladores )
\

*Pré Implantacao
e Aprimoramento da infraestrutura e dos procedimentos para a verificagdo de temperatura
eDefinicdo dos instrumentos e fontes de dados para a coleta de dados

J
eDefinicdo do projeto de tese com base nos achados iniciais )
*Pré Implantacgao

e Estimativas de incerteza de medig¢do de temperatura nos pogos do termociclador )
eImplantagdo completa do programa no INCA )
¢ Verificagcdo da temperatura e diagndstico da condi¢do de uso de termocicladores
e Correcdo da temperatura de termocicladores
¢ Monitoramento da temperatura de termocicladores )
. ~ . . 1
eAvaliagao da efetividade
e Coleta de dados para a avaliagdo do programa em laboratério do CEMO/INCA
J
“

*Analise de dados

eAvaliacdo da efetividade
¢ Estimativas de impacto em termos de custo de repeticdo de exames

€€ € € € €

Figura 8: Evolucao temporal das etapas do trabalho
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Figura 9: Descricao das etapas basicas do trabalho.

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

A etapa de pré-implantacdo teve por objetivo desenvolver os requisitos para o
programa de monitoramento de temperatura de termocicladores. Consistiu na adaptagdo
e calibracdo do instrumento de medi¢ao de temperatura, na avaliagdo dos fatores que
influenciam na medi¢do de temperatura do termociclador, na estimativa das incertezas

de medicao dessas temperaturas, e na definicdo dos procedimentos do programa.

5.1.1 Procedimentos para a avaliacdo do sistema de medicio da temperatura

a) Adaptacio de sensores para a medicio da temperatura

Os testes iniciais de medicdo de temperaturas foram realizados em um
instrumento de teste comercial para a aquisi¢do 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 medicdes de temperatura. Assim, o instrumento TAS realizava as medicdes
com a tampa do termociclador aberta, gerando uma nao 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.
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Figura 10: Placa com sensores do instrumento analisador de termociclador, modelo
TAS, sendo posicionada no bloco térmico de um termociclador, para medigao com

tampa do termociclador aberta.

Mediante a possibilidade de a temperatura ambiente prejudicar no processo de
verificacdo das condi¢des operacionais dos termocicladores, foi realizado um estudo
que analisou trés experimentos de medi¢do de temperatura de termociclador: a) medig¢ao
com a tampa do termociclador aberta; b) medicdo com a tampa do termociclador
fechada parcialmente; e ¢) medicdo com a tampa do termociclador fechada totalmente.
Para o experimento “c” foram desenvolvidos sensores adaptados para esta finalidade,
visto estes ndo serem comercializados (SANTOS et 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 medigdes com a tampa aberta ou fechada parcialmente
apresentaram variabilidade além da especificacdo do fabricante, especialmente nas
medi¢des da temperatura de 95° C. As especificagcdes 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 condi¢cdes 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 analisador 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 adaptagdo, o encapsulamento com o PT100 pode ser posicionado em um
poco do termociclador, e 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.

11A 11B 11C

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

Figura 11: Ilustracdo de um sensor adaptado.

A Figura 12 ilustra o analisador de termociclador preparado para a medi¢ao 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 medigdo da
temperatura com a tampa fechada do termociclador modelo Veriti, marca Applied

Biosystems®.
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b) Calibracao e ensaios com o instrumento de medicdo de temperatura

Com o objetivo de conhecer a incerteza de medicdo associada ao instrumento de
medicdo de temperaturas, o analisador de termociclador juntamente com os sensores
adaptados foi submetido a calibragdo em laboratério da Rede Brasileira de Calibragao
(RBC), organizada pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO). Foram calibrados 22 sensores nas temperaturas 4° C, 55° C, 72° C, 95° C,
dos quais 18 sensores foram selecionados para compor o sistema de medicao a ser
usado no presente trabalho. Apo6s a calibracdo, foram realizadas 10 medigdes de
temperaturas repetidas em termocicladores modelo Veriti, marca Applied Biosystems®
com o instrumento de medi¢do 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 condi¢cdes operacionais € 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 Nucleo de Engenharia Clinica, ambos localizados no Centro de Pesquisa do
INCA (CPQ/INCA). Os laboratorios foram selecionados devido a disponibilidade de
espaco fisico e liberagdo para a realizagdo dos ensaios. Com o proposito de reduzir o
tempo de medi¢do, foram realizados novos ensaios com apenas trés medidas repetidas,
0s quais 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 programacao do protocolo com ciclos de temperaturas
no termociclador, incluindo ciclos de temperaturas de 95° C, 55° C e 72° C (pontos de
calibracao dos sensores do analisador). Em seguida, foi dado inicio a geracdo das
temperaturas no termociclador e a simultdnea aquisi¢do das temperaturas nos 18
sensores nos po¢os 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 medigao
de temperatura do termociclador. Os resultados das medi¢des do ensaio com trés
medidas, e as respectivas incertezas associadas, estdo apresentados no Apéndice B.

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

equipamentos termocicladores, tais como, temperatura: >15° C e 30° C <; e umidade:
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>30% e 75% <. Em monitoramento da rede elétrica, durante os ensaios de medigdo de
temperatura, ndo houve registro de variagdes de tensdo e corrente ou interferéncia
eletromagnética. Além disso, os ensaios foram uteis para obter informagdo sobre as
caracteristicas necessarias para a montagem e a operacao do instrumento analisador de
termociclador, de modo a apoiar a elaboragdo dos procedimentos operacionais do

programa de monitoramento de temperatura de termocicladores.

5.1.2 Avaliacio dos fatores que influenciam na medi¢ao de temperatura do
termociclador

O resultado das medicdes de temperatura dos termocicladores pode ser
influenciado principalmente pelos seguintes fatores: a) caracteristicas do instrumento de
medi¢do; b) condi¢des do ambiente; ¢) procedimento de medi¢do; 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¢do de temperatura do termociclador e para
identificar as fontes de incertezas de medi¢do visando posterior estimativa de incerteza
de medicao de temperatura do termociclador. Assim, foi elaborado o DCE na Figura 13

com a representacao dos principais fatores de influéncia nessa medic¢ao de temperatura.

Ambiente Instrumento de Medicdo

Temperatura Resolugao

Tempo de Resposta

Interferéncia

Eletromagnética m Medicao de
—_———

Temperatura do

Y

Termociclador

Montagem do Sistema Treinamento

Protocolo de Medigao
Habilidade

Procedimentos de Medicao Operadores

Figura 13: Fatores que influenciam na medicdo de temperatura do termociclador.
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A partir da avaliacdo dos fatores descritos na Figura 13 foram selecionados os
fatores que dispusessem de dados adequados para expressarem fontes de incertezas de
medicao, tais como: dados oriundos de especificacdes de manuais de fabricantes e de
certificados de calibragdo, 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 laboratorios, em avaliagao realizada
na rede de alimentagdo elétrica por empresa especializada. Com relagdo ao instrumento
de medic¢ao, foi desconsiderado o tempo de resposta, devido & medigao ser realizada em
intervalo aproximado de 2s, portanto maior que o tempo de resposta do instrumento.
Foram desconsiderados problemas de montagem do sistema de medi¢do e problemas de
habilidade de operadores, devido a estes fatores terem sido tratados em treinamento
sobre a operacdo do sistema ministrado a 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
medicdes. A Figura 14 apresenta o DCE com as fontes de incertezas relacionadas a

medi¢do de temperatura do termociclador, consideradas neste trabalho.

Instrumento de Medicdo

Certificado de Calibragao

Medicao de

»| Temperatura do

Termociclador

Medidas Repetidas

-
-

Procedimentos de Medicao

Figura 14: Identificacdo das fontes de incertezas de medicao de temperatura do

termociclador.
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5.1.3 Contribuicoes das fontes de incertezas de medi¢ao

A seguir foram aplicados os procedimentos previstos no Guia para a Expressdo
de Incerteza de Medi¢dao — GUM (INMETRO, 2012a) para a estimativa de incertezas de
medi¢do. Para o célculo da estimativa de incertezas de medi¢do de temperatura do
termociclador foram consideradas as seguintes fontes de incertezas de medicdo: a) as
incertezas devido as medidas repetidas, estabelecida como incerteza padrao tipo A,
denominadas u(A4); b) as incertezas declaradas nos certificados de calibragdo dos
sensores € do instrumento de medicdo, estabelecida como incerteza padrdo tipo B,
denominadas u(B;); e c) a incerteza devido a resolugdo do instrumento de medigdo de
temperatura, estabelecida como incerteza padrao tipo B denominada u(B;). Para
garantir clareza da contribuicdo das fontes de incertezas na Incerteza Padrdo

Combinada, foi construida a Tabela 1, mostrada a seguir.

Tabela 1: Planilha das incertezas nas medigdes de temperatura de termocicladores.

Simbolo Fonte de Incerteza Incerteza Distribuicao Estimativa de Incerteza Parametro

u(4) Medidas Repetidas nos _ S(4;)

Sensores de Tipo A t-Student u(4y) = N n=3

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

de Instrumento de Tipo B t-Student u(By) = - r =2
Medicao
u(B,) Resolucgdo do a
Instrumento de Medigdo  Tipo B Retangular u(By) = ﬁ a =001

de Temperatura

Incerteza Combinada: u.(y) = \/u(AL-)Z + u(By;)? + u(By)?°C

Incerteza Expandida: U = ku.(y) °C, onde: k=2= fator de abrangéncia; Nivel de Confianga: 95,45%

As estimativas de incerteza expandida de medi¢do utilizando as expressoes 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 medicdo 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 medigao.
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5.1.4 Procedimentos do monitoramento de termocicladores

O monitoramento de termocicladores consiste na verificacao anual (SBPC, 2018)
das temperaturas nos pocos dos termocicladores. As temperaturas medidas nos
termocicladores sdo submetidas a andlise dos limiares de controle para o uso adequado
do equipamento. Os termocicladores cujas temperaturas apresentem nao conformidade
ao critério de andlise para a adequagdo de uso sdao indicados para a manutengdo. Os
procedimentos do Programa sao realizados pela Engenharia Clinica do INCA e as
manutengdes preventiva e corretiva sdo realizadas por empresas terceirizadas para esta
finalidade. A seguir sdo apresentados os procedimentos do monitoramento de

temperatura de termocicladores.
a) Procedimento para inicio das medicoes

Para o inicio das medi¢des sdo necessarios procedimentos para a preparacdo do
instrumento de medicdo, e procedimentos para a verificagdo do ambiente e da seguranga
do operador. A seguir sdo descritos os procedimentos necessarios para o inicio das
medicoes, os quais foram embasados em recomendagdes dos manuais dos equipamentos
termocicladores, em manual de biosseguranca em laboratérios (TEIXEIRA, 2010), e no
manual do instrumento analisador de termociclador (BIOTECH, 2006).

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

2) Iniciar o procedimento de verificagdo de temperaturas somente se: a temperatura
ambiente da sala estiver entre 15° 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 oculos, para protecado 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 poc¢os do termociclador. Foi elaborado tendo como referéncia o manual do
instrumento analisador de termociclador (BIOTECH, 2006), e as instrugdes de

posicionamento de sensores no bloco térmico do termociclador adotadas por BODIN et
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al. (2012) e por NOLAN et al. (2013). O procedimento foi elaborado para a verificacao

das temperaturas de 95° C, 55°C e 72° C, que sdo os pontos de interesse para a medigao,

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 considerados no protocolo do

instrumento analisador de termociclador, mas nao sdo utilizados para fins de medig¢ao,

devido ndo serem importantes para a PCR.

1))

Realizar o posicionamento dos sensores conforme diagrama da Figura 15.

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

2)

3)

4)

S)

6)

7)

8)

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

Programar o termociclador com o seguinte protocolo de ciclos de temperaturas
(BIOTECH, 2006): 1 min 2 95°C; 2 min a4°C; 1 min a 95°C; 1 min a 30°C; 1
mina95°C; 1 mina 55°C; 1 mina 72°C; 30s a95°C; 30s a 72°C; 2 amin 4°C.
Dar inicio as aquisi¢des de dados temperatura, acionando o comando start 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 “3” e “4”, em intervalos de 15 minutos.
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¢) Critério para a analise da adequacio de uso do termociclador

Os critérios para a analise da adequag@o das temperaturas do termociclador foram
estabelecidos visando determinar os parametros de exatiddo e uniformidade da
temperatura nos pogos térmicos do termociclador. Cabe mencionar que o termo
exatiddo descrito no GUM (INMETRO, 2012a) refere ao grau de concordancia entre o
resultado de uma medicdo e um valor verdadeiro do mensurando. Neste trabalho, ndo é
dada énfase a analise estatistica para a obtencdo do valor verdadeiro do mensurando;
aqui este valor ¢ 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 médias das trés medidas das temperaturas dos sensores € 0s respectivos
calculos das incertezas de medigoes. 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 medi¢des de temperatura com um
Limite de Controle, com o propésito de analisar a conformidade das medigdes de
temperatura aos valores aceitaveis ao uso seguro do termociclador a realizacdo da PCR.
Equipamentos com ndo conformidade ao Limite de Controle receberam recomendagao
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 recomendacgao de relacionar a Ta a temperatura de melting (Tm),

de acordo com a Expressao (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-1,000C <T<T+1,00°C (3)

A Expressao (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,
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realizados com amostras comerciais, € concluiu que somente variagdoes acima de 3° C,
da temperatura programada no termociclador, levaram a interferir nos resultados das
reagoes de PCR-controle.

No presente trabalho, a variagcdo de = 1,00° C admissivel em torno das
temperaturas T foi estimada considerando-se a média e o desvio padrdo associados as
medidas com o instrumento de medicdo, em relagdo a temperatura de 55,00° C,
temperatura mais critica do processo. Foram calculados a média amostral (55,16°C) e o
desvio padrao amostral (0,39° C) conforme resultado do ensaio com trés medidas,
mostrado no Apéndice B. Também foi considerada a variacdo admissivel para um nivel
de confianca de 95%, conforme a Equacdo (4), resultando no valor de 0,93° C que

aproximamos para 1,00° C.
Variagao admissivel = 55,00 — (u + 1,96 o) (4)

onde:
u: média amostral

o: desvio padrao amostral

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

uniformidades de temperatura entre pogos do termociclador.
Quadro 1: Critérios para a analise da adequac¢do de uso dos termocicladores.

Limites das Temperaturas dos Termocicladores

Exatidao Uniformidade
Alerta (°C) Controle (°C) Alerta (°C) Controle (°C)
<T-0,25; >T+0,25
(modelo Vert) <T-1,00; > T+1,00 > 0,50 >1,50

<T-0,50; > T+0,50
(outros modelos)

Acgéo: Manutengcdo  Acdo: Retiradade Uso ~ Agdo: Manutengdo ~ Acdo: Retirada de Uso
e Manutencao e Manutengéo

33



Por exemplo, para a verificagdo 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 sinalizagdo ao usudrio do equipamento e recomendacao para manuten¢ao
e 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 manuten¢do. A uniformidade de
temperaturas entre os pocos do bloco térmico do termociclador tera registro de alerta, e
recomendacdo de manutengdo, para diferencas iguais ou superiores a 0,50° C e
indicacdo para a retirada do equipamento de uso quando tiver diferenga de temperatura
superior a 1,50° C, esse valor foi arbitrado, com base no histérico de verificacdo 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
implantacao escalonada. As primeiras agoes do programa foram realizadas no ano de
2012 nos termocicladores do laboratorio de biologia molecular do CEMO/INCA. Esse
laboratorio atuou como um piloto para a implantacdo, uma vez que a temperatura dos
trés termocicladores do laboratorio foi verificada, corrigida e monitorada desde o ano de
2012. A implantagao do programa foi concluida no ano de 2015 com a aplicagao dos
procedimentos do programa em todos os termocicladores de 96 pogos do INCA (CEMO
e CPQ). A implantacdo do programa de monitoramento de temperatura de
termocicladores contemplou o diagndstico da condicdo de uso e a verificagdo da
temperatura de todos os termocicladores de 96 pocos do INCA (CEMO e CPQ); além
das a¢des de manutengao necessarias para o pleno funcionamento dos equipamentos.

A implantagdo consistiu na selecdo dos equipamentos de 96 pocos térmicos, no
treinamento dos técnicos e na aplicagdo 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 eletronica que
foram orientados sobre o funcionamento do termociclador e sobre a aplicagdo dos

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

Esta etapa teve por objetivo avaliar a efetividade do monitoramento de
temperatura dos termocicladores. Assim, serdo descritos os critérios para a sele¢do do
cenario, para o levantamento das condigdes dos fatores determinantes da otimizacao do
processo de realizagao dos exames por PCR, e para a selecao e avaliacao dos desfechos
de efetividade. E ainda serdo descritos os critérios para as estimativas de reducdo de
custo operacional de reducdo de exames com o monitoramento de temperatura de

termocicladores.

5.3.1 Selecao do cenario

A escolha do cendrio para a realizacdo da avaliagdo do monitoramento 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 laboratorio foi
escolhido o exame denominado Rearranjo t(9;22) BCR/ABL Qualitativo. Esse exame
tem aplicacdao reconhecida para o diagnostico e o acompanhamento do tratamento de

Leucemia Mieloide Cronica (LMC) (ABHH, 2012; BRASIL, 2014).

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

A identificagdo das condi¢des dos fatores determinantes para a otimizac¢do da
realizacdo dos exames PCR no cenario escolhido, foi obtida de entrevista estruturada
com profissionais experientes do laboratorio 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 excecdo
apenas do termociclador.

Estes fatores foram associados a 15 itens, os quais foram avaliados pelos
entrevistados quanto as suas condigdes, antes e depois do monitoramento das
temperaturas dos termocicladores, na fase pré-implantacao, relativo aos anos de 2011 e
2013, respectivamente. Esses itens sao descritos no Quadro 2 que apresenta também as

questoes relacionadas as condi¢des dos 15 itens de interesse do estudo.
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Quadro 2: Roteiro para o levantamento das condi¢des dos fatores determinantes para a

otimiza¢do da PCR no laboratorio de estudo.

Itens 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
Obtengao de Amostra de DNA

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

Recursos Humanos

Qualificados

Ambiente e Fluxo de Trabalho

Pipetas

Questoes de Interesse de Estudo

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

Existe registro do tipo de
enzima?

Existe registro das
caracteristicas dos
dNTPs?

Existe o registro de
sequéncia dos dNTPs?

Existe o registro da Ta? A
Ta faz referéncia a Tm?

Existe o registro da Tm?
Foi calculada mediante a
quantidade de dNTPs?

Existe planejamento dos
ciclos de temperaturas?

E fornecida com a
Enzima? Existe registro?

Esta contido na solugéo
fornecida com a Enzima?
Existe registro?

S40 usados controles
comerciais e/ou
domésticos?

Existe? (Sim/N&o)

Existem? (Sim/N&o)

RH treinado na aplicagao
dos procedimentos e
técnicas?

Ambientes com pré e pos
PCR?

Verificagdo da exatidéo de

volume nas Pipetas?

36

O método foi alterado?

A alteragéo atingiu as caracteristicas
da amostra (homogeneidade, pureza,
concentragao, integridade de dNTPs)?

Houve alteragéo da enzima? Atingiu
as caracteristicas de temperatura e
tempo de desnaturagéo?

Houve alteragdo? Atingiu a pureza,
integridade, concentragéo e equilibrio
entre 0s 4 dNTPs?

Houve alteragao na sequéncia e nas
caracteristicas dos dNTPs?

Houve alteragéo na Ta?

Houve alteragdo na Tm?

Houve alteragéo no planejamento dos
ciclos de temperaturas?

Houve alteragdo? Atingiu o PH ou os
elementos constitutivos da solugéo e
suas e concentragdes?

Houve alteragéo na apresentagao ou
na concentragdo de magnésio usado?

Houve alteragéo dos controles?

Existe controle de Fluxo entre os
ambientes?

Qual periodicidade? Houve alteragéo?



5.3.3 Desfechos da efetividade do monitoramento de temperatura de
termocicladores

a) Selecao 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) Numero de Exames de Diagndstico com Resultado
Falso. A sele¢do desses indicadores foi realizada em fung¢do dos dados disponiveis nos
registros fisicos e nos registros dos sistemas informatizados do CEMO/INCA.

Para o caso do indicador Numero de Exames com Recomendagdo para Repetir &
importante mencionar que no cenario do estudo a recomendacao de repeticao de exames
¢ realizada em funcdo de andlise da equipe técnica do laboratdrio, considerando o
resultado do exame Rearranjo t(9;22) BCR/ABL Qualitativo, realizado por RT-PCR
Multiplex, e Nested. A recomendacgdo para repetir exame ocorre devido a observagao de
amostra inadequada ou de resultado indeterminado, que neste ultimo caso ¢ devido a
ndo amplificacdo do gene de controle interno da reacdo. A recomendagdo para a
repeti¢do de exame ndo tem influéncia de avaliagdo clinica de paciente.

O indicador Numero de Exames de Diagnostico 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 foi possivel realizar o cruzamento de informacdo do
resultado do diagndstico inicial de LMC por PCR qualitativo com o resultado de outros

exames também indicados para o diagnostico de LMC.
b) Levantamento de dados sobre os desfechos

Este levantamento foi retrospectivo, realizado nos registros fisicos dos
Formularios de Registros de Exames Rearranjo t(9,22) BCR/ABL, visando caracterizar
os indicadores de efetividade nas fases pré e pds o monitoramento da temperatura dos
termocicladores, respectivamente ano 2011 e ano 2013.

Foram considerados, em cada um dos periodos, os exames que atenderam ao
critério de estudo, aqui estabelecido pelos exames realizados para as seguintes
finalidades clinicas: a) diagnostico inicial de LMC; b) acompanhamento pos transplante
de medula 6ssea (TMO); e c) identificacdo de mutagdo genética. A limitagdo quanto ao
tipo de exames escolhidos para as amostras ocorreu em funcao de mudanca realizada no
ano de 2012 no protocolo dos exames para a avaliagdo do tratamento de LMC com

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

Foi necessario estabelecer um critério para a selecao das amostras de exames para
o estudo, de modo a eliminar possiveis vieses nos desfechos em funcao dos tipos de
exames representados nas amostras. Assim, foram obtidas duas amostras aleatérias de
30% dos exames que atenderam ao critério do estudo, que representam os grupos de
estudos de exames realizados nos mesmos termocicladores qualitativos.

As variaveis utilizadas para a elaboragao dos indicadores de efetividade, oriundas
dos registros fisicos, sdo: Data e Numero do experimento, Nome do paciente, Numero
da amostra, Resultados Multiplex/Nested (Positivo/Negativo/Repetir). As variaveis
utilizadas, oriundas dos sistemas informatizados, sdo: 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 numero de matricula, necessario
para o acesso aos sistemas informatizados do INCA.

Com o objetivo de obter os dados necessarios para identificar o nimero 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 t(9;22) BCR/ABL Quantitativo qPCR), os quais
foram comparados com o resultado do exame Rearranjo t(9;22) BCR/ABL Qualitativo,
para verificar a ocorréncia ou ndo de falsos resultados nos exames de diagndstico inicial
em LMC por PCR qualitativo.

O acesso aos dados do CEMO/INCA foi liberado para o presente estudo mediante
aprovacdo de projeto submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP), niimero:
55039316.6.3001.5274, avaliado pelas comissdes do CEP UFRJ e do CEP INCA.

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

package meta.

5.3.4 Estimativa de custo operacional de repeticio de exames

Nesta secdo serdo descritas as estimativas de custo de repeticdo de exames, em
trés contextos distintos: a) CEMO 2011; b) 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 avaliacao 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 ¢ definido pelo diagnostico da
condicdo de uso de termocicladores realizado na implantacio do programa de
monitoramento de temperatura de termocicladores, referente a 13 termocicladores do
CEMOY/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 laboratorios do CEMO/INCA que
realizaram os citados exames, em decorréncia de restri¢do de disponibilidade de dados
de outros exames realizados no CEMO/INCA. Os dados sobre os exames foram obtidos
no Sistema de Gerenciamento do CEMO (SGC), no Sistema de Aplica¢des 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 identificagio de
mutacao/rearranjos por PCR e outros (BRASIL, 2017g).

As estimativas de custo operacional de repeticdo de exames foram realizadas em
fungdo do célculo da estimativa de nimero de exames com recomendagdo para repetir,

denominado Numero de Exames Repetidos, Equagao (5).

Ntmero de Exames Repetidos = Ntumero de Exames X Proporcio X Indice (5)

onde:

Numero de Exames Repetidos: nimero de exames repetidos.

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

Proporcao: proporgdo entre o numero de equipamentos inadequados ¢ o niimero total de
equipamentos.

Indice: indice de repeti¢do de exame por equipamento inadequado.

A Equagdo (5) foi construida considerando o pressuposto que o termociclador em
condi¢do adequada de uso ndo gera exame com indeterminacao 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 Equacdo (7) para determinar o nimero de exames realizados em
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equipamentos inadequados. As Equacdes (6) e (7) foram obtidas com dados da amostra
do estudo de 2011, fase anterior a0 monitoramento da temperatura de termocicladores

em laboratorio do CEMO/INCA.

Numero de Exames para Repetir da Amostra 2011

indice = (6)

Numero de Exames Realizados em Equipamentos Inadequados

onde:
Indice: indice de repeticdo de exame por equipamento inadequado.
Numero de Exames para Repetir da Amostra 2011: numero de exames Rearranjo
LMC da amostra do estudo de 2011 com recomendagdo para repetir devido resultado

indeterminado.

Numero de Fxames Realizados em Equipamentos Inadequados:. vy.

Namero de Exames da Amostra 2011 X Numero de Equipamentos Inadequados 2011

)= (7)

Numero de Equipamentos 2011

onde:

y: Numero de Exames Realizados em Equipamentos Inadequados (considerando que
o equipamento adequado ndo gera repeticdo de exame).

Numero de Exames da Amostra 2011: nimero de exames Rearranjo LMC da amostra
do estudo de 2011.

Numero de Equipamentos Inadequados 2011: nimero de equipamentos inadequados
do laboratorio de Biologia Molecular do CEMO do estudo de 2011.

Numero de Equipamentos 2011: nimero total de equipamentos do estudo de 2011.

Para indicar a propor¢do entre o niumero de equipamentos inadequados e o

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

Namero de Equipamentos Inadequados

Proporcao = 8
por¢g Numero de Equipamentos ()

onde:

Proporcao: proporgao entre o nimero de equipamentos inadequados ¢ o niimero total de

equipamentos, no contexto.
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Numero de Equipamentos Inadequados: nimero de equipamentos inadequados
utilizados para a realizagdo dos exames, no contexto.
Numero de Equipamentos: nimero total de equipamentos utilizados para a realiza¢do

dos exames, no contexto.

Para o célculo das estimativas do custo operacional de repeticdo de exames foi

construida a Equacdo (9), denominada Custo de Repeti¢do.

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

onde:

Custo de Repeticdo: estimativa do custo operacional de realizagdo dos exames com
recomendacdo para repetir devido a indeterminag@o dos resultados.

Numero de Exames Repetidos: numero 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 Associacio Médica Brasileira (AMB), conforme

informacdes a seguir.
a) Contexto CEMO 2011

Para a estimativa do custo operacional de repeticdo 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 codigo: 4.03.14.04-9 (procedimento: Cromossomo Philadelphia, pesquisa)
obtido da Classificacdo Brasileira Hierarquizada de Procedimentos Médicos (CBHPM)
da Associagao 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 simplificagdo, 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, Translocac¢des, 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, foi utilizado como referéncia para os exames de
Histocompatibilidade. Ambos obtidos da Classificagdo Brasileira Hierarquizada de
Procedimentos Médicos (CBHPM) da Associacao Médica Brasileira (AMB) (CBHPM,
2016).

¢) Contexto SUS 2016

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

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

6.1 Implantacio do programa de monitoramento de temperatura de
termocicladores

O programa foi aplicado em 11 laboratérios do INCA, em um total de 41
termocicladores, pertencentes a 4 fabricantes e 7 modelos distintos. O diagnostico da
implantacdo do programa de monitoramento de temperatura de termocicladores
realizado em 2015 identificou: a) 23 termocicladores em condi¢des operacionais, com
suas temperaturas dentro da faixa de tolerancia estabelecida para a adequacao de uso; b)
16 termocicladores fora dos limites de tolerancia de temperaturas para a adequagao de
uso, necessitando de ajustes de temperaturas e indicados para manutencao preventiva; e
¢) 2 equipamentos com defeito, indicados para manutencdo corretiva. A Tabela 2
apresenta o total de equipamento avaliado por laboratérios do INCA, o niimero de
equipamentos em boas condigdes (OK), o numero de equipamentos indicado para
manuteng¢ao preventiva (MP) e o numero indicado para manutenc¢ao corretiva (MC).

Tabela 2: Diagnostico da andlise de adequacdo de uso dos termocicladores da

implantagdo do programa de monitoramento de temperatura de termocicladores.

Laboratério Total de Equipamentos Analise de Adequacao ao Uso

oK* Mp? Mmc?

Pesquisa Clinica
Oncovirologia
Farmacologia

Célula Tronco

Biologia Molecular
Onco-Hemato Pediatria
Genética

Biologia Celular

Banco Nacional de Tumores

Carcinogénese Molecular

A AN R 00O B W EL b~ O
O N N P N P B W PR b w
A P, O O OO0 W B O O O -
O B O O O O O O O O ¥

Imunogenética

!Condi¢des Operacionais; *Indicagdo de Manutengdo Preventiva; *Indicagdo de Manutengio Corretiva.

6.2 Avaliacdo da efetividade do monitoramento de temperatura de
termocicladores

6.2.1 Condicoes dos fatores determinantes da PCR
O Quadro 3 indica a condi¢ao de cada fator no laboratorio do CEMO, e se houve

alteracdo nas condi¢des dos fatores entre os periodos de 2011 e 2013.
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Quadro 3: Condic¢des dos fatores de otimizagdo da PCR no laboratorio de biologia

molecular do CEMO/INCA.

Fatores Determinantes da PCR Condi¢oes no Laboratério

Amostra de DNA Existe o registro do método de obtengéo de amostra de DNA.
N&o houve alteragdo do método. A amostra é obtida com o
protocolo operacional padrao escrito do laboratdrio.

Enzima DNA Polimerase Existe o registro do tipo de enzima.

N&o houve alteragédo da enzima.

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

N&o houve alteragdo dos dNTPs.

Sao compradas apenas as marcas pré-qualificadas no INCA.

Primer Existe o registro das sequéncias dos dNTPs.
N&o houve alteragdo nas caracteristicas e sequéncia dos dNTPs.
Séo 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 o registro da Tm. N&o houve alteragdo na Tm.
A Tm faz referéncia as quantidades de dNTPs.

Ciclos de Temperaturas Existe o registro dos Ciclos de Temperaturas.
N&o houve alteragdo nos Ciclos de Temperaturas.

Solugdo Tampao Existe registro da solugdo tampao.
N&o houve alteragéo na solugdo tampao.
A solucdo tamp&o é fornecida com a enzima.

Magnésio Existe registro do magnésio.
N&o houve alteragéo.
O magnésio esta contido na solugao fornecida com a enzima.

Controles: Positivo e Negativo Existe registro dos controles. Nao houve alteracao.
Sao usados controles comerciais e ainda controle de DNA de

doador.
Procedimento Escrito para Existe procedimento operacional escrito.
Obtengao de Amostra de DNA N&o houve alteragédo no procedimento.
Procedimentos Escritos para PCR Existem procedimentos operacionais escritos.
Rearranjo t(9;22) BCR/ABL N&o houve alteragao nos procedimentos.
Multiplex e Nested

Recursos Humanos Qualificados  Existem profissionais qualificados, treinados e experientes na
aplicagao dos procedimentos e técnicas.
Houve alteragéo parcial, mas sem perda de qualificagéo e/ou
experiéncia dos profissionais.

Ambiente e Fluxo de Trabalho Existe infraestrutura com ambientes pré e pds PCR.
Existe controle de Fluxo entre os ambientes.
N&o houve alteragao no ambiente e fluxo de trabalho.

Pipetas Existe verificagdo da exatiddo de volume das Pipetas.
Periodicidade anual. Nao houve alteragéo.
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Os procedimentos operacionais escritos do laboratorio ndo tiveram alteragdo entre
os periodos dos estudos. Assim como ndo houve alteracdo nos materiais usados na PCR,
tais como enzimas ¢ dNTPs, os quais em ambos os periodos foram adquiridos de
marcas pré-qualificadas. Também nao houve alteracdo nos controles positivos e
negativos.

Houve alteracdo parcial de recursos humanos, no entanto, em ambos os periodos,
o laboratorio atuou com profissionais qualificados, treinados e experientes na aplicagao
dos procedimentos e das técnicas de biologia molecular. As condigdes do ambiente e
fluxo de trabalho se mantiveram sem altera¢do, atendendo aos requisitos de areas
independentes para pré e pés PCR. Em ambos os periodos houve manutengdo e
calibracdo para as pipetas usadas nos laboratérios. Em 2013 o planejamento de
manutengao foi ampliado, com contrato de manutencao especifico para esta finalidade.

Assim, as condi¢des dos 15 itens do formulédrio apresentaram-se satisfatorias,
atendendo as condigdes necessarias estabelecidas para garantir a otimizacdo da PCR,
como preconizadas na literatura (CAP, 2015; OECD, 2015; WHO, 2009; KENNEDY et
al., 2011; DEGEN et al., 2006; MCPHERSON et al., 2006), e sem alteracdes entre os
anos de 2011 e 2013.

6.2.2 Desfechos da efetividade do monitoramento de temperatura de
termocicladores

a) Descricao 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

Exames que Atenderam ao Critério do Estudo Exames que Atenderam ao Critério do Estudo

(341 Exames) (470 Exames)

Amostra de 30% dos Exames que Amostra de 30% dos Exames que
Atenderam ao Critério do Estudo Atenderam ao Critério do Estudo
2011 2013
(102 Exames) (141 Exames)

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 relacdo as finalidades clinicas dos

€xames.

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

exame.
Finalidade Clinica dos Exames 2011 2013
Diagnéstico inicial de LMC 52 71
Acompanhamento P6s Transplante de Medula Ossea 40 69
Mutacao Genética 10 1

b) Indicadores da efetividade do Programa

A Tabela 4 apresenta as frequéncias observadas para os indicadores (Numero de
Exames com Recomenda¢do para Repetir ¢ Numero de Exames Diagnosticos com
Falsos Resultados) por periodo. Foram obtidos 21 (20,6%) Exames com Recomendagdo
para Repetir em 2011 e 5 (3,5%) em 2013. Para o desfecho Numero de Exames
Diagnosticos com Resultado Falso, foram usados 52 exames no periodo 2011 e 71
exames no periodo 2013. Com relacdo a este segundo indicador, o presente estudo nio
identificou divergéncias de resultados entre os laudos dos exames Rearranjo t(9;22)
BCR/ABL Qualitativo e os laudos de outros exames diagndsticos em LMC, quer no ano

2011 ou no ano de 2013.

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

Desfecho 2011 2013
21 5
Exames com Recomendacgao para Repetir
(N: 102) (N: 141)
‘ ‘ 0 0
Exames Diagnoésticos com Falsos Resultados
(N: 52) (N: 71)

A Figura 17 ilustra o resultado dos Exames com Recomendagdo para Repetir,
associados ao motivo da recomendagdo para repeticdo, quer por amostra inadequada

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

exames devido a indeterminagao de resultado.

B Amostra de DNA
Inadequada

19,6%
(20)

M Resultado
Indeterminado da PCR

2011 2013

Figura 17: Grafico com os percentuais dos exames com recomendagdo para
repetir pelo motivo da recomendagdo, Amostra Inadequada e Indeterminagdo de

Resultado.

Em 2011, 20 exames tiveram indicacdo para repetir devido a condicdo de
indeterminagdo de seu resultado (19,6%), e um exame foi indicado para repetir devido a
amostra de DNA apresentar-se inadequada para o exame (0,9%). Em 2013, um exame
foi indicado para repetir devido a indeterminacdo de resultado (0,7%), e quatro exames
tiveram indicacgao para repetir devido a amostra inadequada (2,8%).

O indicador Exames com Recomendagdo para Repetir devido a indeterminacio ou
impossibilidade de conclusdo segura de seu resultado, representou redugdo de 18,9
pontos percentuais no ano de 2013, em relagdo ao ano de 2011. Isso equivale a uma
diferenca relativa de risco pré-intervencao sob o risco pos-intervencao 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 associagdo pode ser dada pelo risco relativo de se ter um teste

com recomendacdo de repeti¢do na fase pré-intervencdo pelo risco na fase de pods-
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intervengdo de 27,65 IC 95% [3,77 — 202,69], significativo para o valor de z = 3,27 com
p < 0.0011. Outra forma de interpretar esse resultado ¢ utilizar o NNH (do inglés,
Number Need to Harm). Essa medida indica o nimero de exames a serem expostos ao
risco para se obter um exame com recomendagdo para repetir, que no caso foi de 5.

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

positivos.

Tabela 5: Recomendacao para repetir em funcao da finalidade clinica do exame.

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

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

que apds a repeti¢do apresentaram resultado positivo.

Finalidade Clinica dos Exames Apos Repetir
2011 2013
Diagnéstico inicial de LMC 0 0
Acompanhamento P6s Transplante de Medula Ossea 1 0
2 0

Mutagao Genética

6.2.3 Estimativa de custo operacional de repeticio de exames
As estimativas de Numero de Exames Repetidos e de Custo de Repeticao 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.

Nimero  Proporcdo de Estimativa de Valor do Estimativa de
CONTEXTO/Tipo de Exame de Equipamentos Numero de Custo Custo de
Exames Inadequados  Exames Repetidos! Operacional Repeti¢ido?
CEMO (2011)
. 1.526 0,67 307 RS 29,97 R$9.192,58
Rearranjo t(9;22)BCR/ABL
CEMO (2015)
Rearranjos, Translocagdes, Quimerismos 1.866 0,20 112 RS 29,97 RS 3.355,44
Virus 4,515 0,00 0 RS 29,97 RS 0,00
Histocompatibilidade 5.357 1,00 1.607 RS 62,40 RS 100.283,04
Todos os Exames 11.738 1.831 RS 103.638,48
SUS (2016)
Exames de Genética® 198.014 0,67 38.474 R$ 32,64 RS 1.299.098,57
Exames de Genética* 198.014 0,39 23.168 RS 32,64 RS 756.191,70

! Estimativa obtida pelo produto do niimero de exames, da propor¢do de equipamento inadequado, e do indice de repeti¢io por equipamento inadequado (0,30).
2 Estimativa obtida pelo produto da estimativa de exames repetidos e do valor do custo operacional.

3Estimativas obtidas em funcio da propor¢do de equipamentos inadequados usada para o contexto do CEMO 2011 (0,67); (2/3 equipamentos inadequados).
“Estimativas obtidas em fung¢do da propor¢io de equipamentos inadequados usada para o contexto do CEMO 2015 (0,39); (5/13 equipamentos inadequados).

49



7 DISCUSSAO

Estudos apontam que erros na execu¢ao da PCR tém potencial de interferir nos
diagnosticos de doencas, além de implicar em problemas como falsas mutacdes de
sequenciamento de nova geragcdo (PINTO et al., 2012; POTAPOV et al., 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 geracao pode ou nao utilizar a PCR; nos casos que utilizam a
PCR, um falso resultado positivo, por exemplo, pode levar a uma falsa mutagdao no
sequenciamento.

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

Os resultados da avaliacdo 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 et al., 2008;
SAUNDERS et al., 2001; SCHODER et al., 2003). A avaliagdo demonstrou que apds a
intervengdo nos termocicladores houve reducdo de 18,9 pontos percentuais na
recomendacao de repeticdo de exames indeterminados. Associamos a melhoria deste
indicador a intervengdo de monitoramento de temperatura dos termocicladores, devido
as condi¢des dos demais fatores determinantes da PCR ndo ter apresentado modificagao
ao longo do estudo. Este achado nos alerta sobre a importancia da verificagdo periddica
da temperatura dos termocicladores, de modo a minimizar o risco de equipamento
inadequado ao uso produzir resultado de PCR ndo confiavel. Isto vai de encontro ao
senso comum, que em geral, ndo considera o mau desempenho do termociclador como
um fator de erro na PCR.

Este foi um ponto importante do presente trabalho, evidenciar a necessidade de
um controle preciso e consistente da temperatura da PCR. Geralmente, ¢ assumido que
as temperaturas sao uniformes em todos os pocos em um termociclador e que os pontos
de programacgdo de temperatura sdo atingidos com exatiddo durante a termociclagem.
Porém, esses pardmetros de temperatura podem se alterar com o tempo, levando a
exames com resultados falhos.

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

dentre os motivos para a recomendacdo de repeticdo de exame foi observado um
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crescimento devido & 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 realizagdo do exame Rearranjo t(9;22) BCR/ABL, no
ano de 2013. No entanto, a principio, esta condigdo nao representa vicio no processo de
preparacdo de amostra de DNA do laboratério em estudo, pois, a amostra de paciente €
recebida de outras areas do INCA e de diversos hospitais publicos para a realizacdo do
exame no laboratorio do CEMO/INCA, sem que a coleta de amostras de pacientes seja
realizada nesse laboratorio.

Neste trabalho, o indicador de efetividade proposto Numero de Exames com
Recomendagdo para Repetir mostrou-se também relevante para conduzir estimativas de
custo operacional de repeticdo 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 reducdo de erros na
PCR, mas também para a redu¢do de gastos com a repeticdo de exames.

Devido a falta de conhecimento sobre a condi¢ao operacional dos termocicladores
do contexto do SUS, consideramos para a estimativa de custo operacional de repeticao
de exames em 2016, valores diferentes para expressar a propor¢ao entre equipamentos
inadequados e o total de equipamentos que realizaram os exames. Neste caso, adotamos
uma propor¢ao 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 repeti¢do para o contexto SUS 2016 de
R$1.027.645,14. Porém, 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, ¢ a ocorréncia de outros fatores. Estas estimativas devem ser
interpretadas com muita cautela, ndo somente por ser desconhecida a propor¢do de
termocicladores inadequados, mais ainda, por haver outras condigdes que aqui se
mostraram adequadas ou Otimas, mas que podem influenciar negativamente outros
ensaios, em outros cenarios. A inadequacao dos termocicladores nestes outros cenarios
pode ter um impacto maior ou menor no nimero de exames a repetir.

Além disso, no contexto CEMO 2015 foi adotada uma simplificagdo com relacao
ao valor operacional dos exames para a identificacdo de particulas virais, que na
realidade apresentam valores distintos, em geral valores superiores a R$29,97; e

também foi realizada uma extrapolagdo com relacdo a propor¢do de equipamentos
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inadequados, que considerou uma mesma taxa de exames a serem repetidos, sem
considerar as diferengas existentes entre as técnicas PCR de cada tipo de exame.

Temos ainda que considerar que eventualmente pode ter ocorrido subnotificagao
de exames nos sistemas de informacao utilizados, o que, neste caso, levaria a um
nimero maior de exames realizados e a um consequente aumento do valor estimado de
custo operacional de repeticao.

Ainda com relagdo a propor¢ao entre o nimero de equipamentos inadequados € o
numero total de equipamentos, notamos que a proporc¢ao obtida para o contexto CEMO
2011, 2/3 (0,67), equivale a propor¢cdo de 4/6 (0,67) identificada na avaliagdo de
termocicladores do Centro de Pesquisa/INCA em ensaios com amostras homogéneas.
Ressaltamos que estas proporgdes dizem respeito a dados obtidos antes do
monitoramento de temperatura de termocicladores. Contudo, a propor¢ao 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, 18/41 (0,44),
quando alguns equipamentos ja estavam sob o monitoramento de temperatura. Isto nos
faz refletir que mesmo em uma instituicdo de referéncia do Ministério da Saude,
identificamos cendrios que apresentam valores superiores a 60% de equipamentos
inadequados.

Porém, a propor¢ao do contexto CEMO 2011, 2/3 (0,67), apresenta-se inferior a
propor¢ao 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
numero de termocicladores inadequados ao uso que podera ser identificado em diversos
laboratodrios brasileiros, com consequente implicacao no custo operacional de repeticao
de exames.

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

resultado, que, no entanto, apds a repeti¢do ficou claro tratarem de casos de resultados
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positivos, e nestes casos os exames foram concluidos com laudos de resultados
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 diagnostico inicial de LMC. Devido ao fato de os demais tipos de exames
dependerem de andlise clinica para o acompanhamento e de comparacdo com outros
exames, ou ainda representarem evento raro. Contudo, embora esse indicador ndo tenha
mostrado ocorréncia de registros, nao ¢ recomendavel descarta-lo em eventuais estudos
em outros laboratérios, sem antes realizar andlise critica das condi¢des operacionais do
laboratério. E possivel supor que a condi¢do dos fatores determinantes da PCR,
encontrada no laboratério do CEMO, referéncia no Brasil para a avaliagdo de LMC,
pode nao se reproduzir igualmente em outros laboratorios de biologia molecular.

Outro 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-implantagao do programa foi
realizar a adaptacdo do instrumento analisador de termociclador para garantir a
adequada medicdo de temperatura. Foi necessario superar o problema de medi¢do com a
tampa do termociclador aberta e estabelecer os procedimentos para as verificagcdes de
temperatura e para as estimativas de incerteza de medicao dos sensores.

Com relagdo ao resultado do diagnostico da implantagio do programa, os
termocicladores que apresentaram ndo conformidade ao procedimento proposto foram
os termocicladores de uso mais intenso. Isto pode ter ocorrido em fungdo desses
equipamentos estarem instalados em laboratorios com alta produgdao 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 util para refinar o
programa.

Assim, tendo em vista o trabalho realizado, ¢ possivel apresentar algumas
recomendagdes para as equipes dos laboratdrios, visando a melhoria da otimizacdo da
PCR. Inicialmente sdo enfatizados quatro aspectos essenciais para manter o controle da
temperatura do termociclador, que sdo: a) planejar a verificacdo periddica da
temperatura de termocicladores; b) estabelecer um /ayout da disposicdo dos sensores
nos pocos do bloco térmico; c) estabelecer um limite de controle do usuério; e d)

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

Outra recomendagdo diz respeito ao desenvolvimento de um analisador de
termociclador para a medigdo de temperatura com a tampa do termociclador fechada,
devido a 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 adaptagdes para a medicao
de temperatura, serd necessario o estudo sobre medi¢ao de intensidade de fluorescéncia,
porque, nesse tipo de termociclador, a quantificacdo do produto amplificado ¢ realizada
por meio de monitoramento de emissao de fluorescéncia e 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 intervengdo foi efetiva para reduzir a recomendagao
de repeti¢ao de exames indeterminados e pode expressar uma economia de custos para o
laboratério do CEMO. As estimativas de numero de exames repetidos e de custo
operacional de repeti¢do, 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 verificagdo sistemadtica de
temperatura do termociclador para a otimizagdo da PCR. Questdo as vezes
negligenciada, nao somente devido a confianga excessiva no equipamento, 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
TERMOCICLADOR
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Resumo: Este trabalho objetiva avaliar a influéncia das
condi¢cdes ambientais de temperatura no processo de
analise de termocicladores, visando aprimorar o método
de verificagdo desses equipamentos nos laboratorios do
Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da
Silva. Foram realizadas adaptacdes nos sensores do
equipamento de analise da temperatura, de modo a
reproduzir as condi¢des sob as quais o termociclador ¢
usado. Foram realizados 3 tipos de experimentos: com
tampa aberta, parcialmente fechada e fechada. Os
experimentos foram feitos em 37 termocicladores
programados com protocolo de variagdo nas
temperaturas de 55°C, 72°C e 95°C. As estimativas de
intervalos de confianca das médias das medidas obtidas
nos experimentos foram comparadas aos valores de
temperatura  preconizados pelos fabricantes. Os
resultados apontam o melhor desempenho dos
experimentos com tampa fechada, no qual ocorreu
menor influéncia da temperatura ambiente. Assim ficou
claro a necessidade de efetuar adaptagdes no atual
processo de analise dos termocicladores de forma a
obter a correta operacdo desses equipamentos.

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

Abstract : This work aims to evaluate the influence of
room temperature on the monitoring process of the
operating temperatures of thermocyclers in the José
Alencar Gomes da Silva National Cancer Institute.
Adaptations were made in the temperature sensors of
the thermocycler analysis equipment in order to reduce
the influence of room temperature. Three experiments
were carried out with the equipment lid open, partially
closed and closed. A sample of 37 thermocyclers were
analysed at the following temperatures: 55°C, 72°C and
95°C. The 95% confidence intervals of the precision
temperature means and uniformity means were
compared with the manufacturer’s standard values for
each experiment. The findings indicated that the closed
lid experiments performed better than the others, since
they presented the least influence of room temperature.
Thus it became clear that adjustments need to be made
in the current monitoring process of the thermocyclers
to obtain their correct operating temperature.
Keywords: Healthcare Technology Assessment, Clinical
Engineering, Molecular Diagnostic Techniques.

Introducao
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Um termociclador € equipamento concebido para
prover protocolos de variagdo de temperatura em bloco
térmico capaz de receber tubos com material genético
preparado para ser submetido & reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) e operacionalizar a amplificagdo de
fragmentos de DNA. Este procedimento ¢ responsavel
por impulsionar pesquisas biologicas em diversas areas,
tais como: agricultura e medicina humana, veterinaria e
forense. Na area da saude estad presente em testes
diagnésticos para identificagdo de doengas, por
exemplo: HIV/AIDS, Tuberculose, Leishmaniose,
Hepatite e Leucemia; e em prognosticos moleculares
nas sindromes de predisposi¢do hereditaria ao cancer, e
ainda na pesquisa clinica de novos medicamentos e
controle da terapéutica oncologica. O termociclador ¢é
reconhecido e destacado como tecnologia estavel e
amplamente utilizada, quando comparada a outras
tecnologias de diagndstico molecular [1].

O processo da PCR ¢ considerado uma técnica bem
estabelecida se executado de forma criteriosa. A
literatura relata varios fatores que podem fazer com que
o produto PCR resulte falso ou falho [2] e [3]. Muitos
desses fatores estdo relacionados com as condigdes dos
elementos incluidos na reagdo PCR, os quais sdo
submetidos a repeticdo de ciclos de temperatura no
equipamento termociclador, em temperaturas que
variam nos valores aproximados de 95°C, 55°C e 72°C,
para que sejam obtidas as fases de desnaturagao,
anelamento e extensdo do DNA. Sdo elementos da
reagdo PCR: a) fragmento de DNA amostra para a
amplificagdo; b) conjunto de bases nitrogenadas, os
nucleotideos; c) primers iniciadores do processo; d) e a
enzima termoestavel, Taq Polimerase, catalisadora da
reacdo. No entanto, nem sempre considerado, o
desempenho do termociclador ¢ fundamental na
obtencdo de resultado valido no processo da PCR,
devido a este fornecer a correta temperatura para cada
uma das etapas, sob o risco de introduzir razdo para
falha ou falso resultado da PCR, as quais ocorrem
especialmente devido a problemas nas fases de
desnaturagdo e anelamento. Alguns trabalhos sobre
avaliagdo de desempenho do termociclador relataram a
possibilidade de uso inapropriado deste equipamento,
especialmente quando usado em aplicagdes com
protocolos PCR de ciclos rapidos [4] e [5].

No contexto da implantacdo de Nucleo de
Engenharia Clinica voltado a gestdo de equipamentos



medico-hospitalares dedicados as areas de
Transplante de Medula Ossea e Pesquisa do INCA
(Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da
Silva) foi identificada a caréncia de rotina para a
avaliacdo do uso seguro do termociclador. Desta forma,
foi adquirido um equipamento de teste para verificar as
condi¢des de funcionamento dos termocicladores.
Contudo ao executar o protocolo de verificacdo da
temperatura recomendado pelo fabricante, observou-se
que a placa que suporta os sensores de teste nao
permitia o fechamento da tampa do termociclador.
Considerando que em condigdes normais de
funcionamento o equipamento ¢ mantido com a tampa
fechada, surgiu o questionamento quanto a possibilidade
de a temperatura ambiente prejudicar no processo de
verificagdo das temperaturas nas condi¢des operacionais
dos termocicladores. No intuito de identificar o melhor
processo de analise das temperaturas do termociclador,
usando o equipamento de teste, foram realizados trés
experimentos. Foi comparada a analise de tampa aberta,
com as alternativas de tampa fechada parcialmente e
totalmente fechada. Assim, este trabalho tem por
objetivo avaliar a interferéncia da temperatura ambiente
no processo de verificacdo da exatiddo e uniformidade
(linearidade) das temperaturas do termociclador. Os
resultados poderdo apoiar o desenvolvimento de um
protocolo para o monitoramento de termocicladores.

Materiais e métodos

Foi usado para a aquisicdo dinamica de dados o
equipamento de teste comercial, analisador de
termociclador, marca Hain Lifescience, modelo TAS e
respectivo software TAS2.exe V2.8.0, com resolugdo de
0,0076°C e exatidao de +/- 0,1°C. Os sensores de
temperatura, do analisador TAS, tipo PT100, usados nos
experimentos, foram calibrados e certificados no
laboratorio do fabricante, com tempo de resposta
< 200ms, erros de 0,1°C a 0,4°C; assim como O sensor
de referéncia de calibragdo com erro de +/- 0,01°C. As
calibragoes foram realizadas de acordo com a ISO/IEC
17025 e padrdes de referéncia primaria do National
Institute of Standards and Technology.

Para a avaliagdo das condi¢des de funcionamento
foram obtidas amostras de 37 termocicladores, de
blocos térmicos de 96 pogos ¢ diferentes intensidades de
uso, tais como os modelos: Veriti e System 9700, marca
Applied Biosystems; My Cycler, marca Biorad; Master
Cycler marca Eppendorf e PT100 marca MJResearch.

O primeiro experimento, Tampa Aberta (TA), foi
realizado atendendo a recomendacdo do fabricante do
analisador TAS, com os sensores de temperaturas
posicionados no bloco térmico do termociclador, e
conectados diretamente a placa do analisador TAS. O
experimento TA utilizou 48 sensores, distribuidos no
bloco térmico do termociclador, conforme esquema na
Figura 1. A montagem da placa para a realizagdo do
experimento ¢ ilustrada na Figura 2.
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Figura 1: Esquema das posi¢des dos 48 sensores.

Figura 2: Experimento TA com os 48 sensores.

O segundo experimento, Tampa Fechada
Parcialmente (TFP), foi realizado com os sensores
posicionados nos pogos do bloco do termociclador, e
ligados a placa do analisador TAS por cabo extensor.
Isto permitiu o fechamento parcial da tampa do
termociclador, pois, a altura destes sensores nao
permitiu o fechamento total da tampa do termociclador.
Os sensores usados neste experimento foram fornecidos
pelo fabricante do equipamento analisador TAS. Foram
utilizados 15 sensores distribuidos no bloco térmico do
termociclador, nas posi¢des: Al, A4, A7, A10, Al12, D1,
D7, D12, E4, E10, H1, H4, H7, H10 ¢ H12.

O terceiro experimento, Tampa Totalmente Fechada
(TTF), foi realizado com os sensores com os cabos
extensores, adaptados no laboratério do Nucleo de
Engenharia Clinica do INCA. A adaptag@o consistiu na
reducdo da altura do sensor, de forma a permitir o
fechamento total da tampa do termociclador. Foram
utilizados trés sensores distribuidos no bloco térmico do
termociclador, nas posi¢des: Al, D7 ¢ E10.

Todos os sensores usados nas medi¢cdes foram
posicionados nos pogos dos blocos térmicos dos
termocicladores e conectados a placa do equipamento
de teste TAS, que se liga ao seu mddulo e a seguir a um
microcomputador. As montagens TFP e TTF usaram
sensores com cabos extensores de 0,75m de
comprimento para a conexao dos sensores a placa.

A Figura 3 ilustra exemplo dos sensores conectados
ao bloco térmico de termociclador em conexdo por cabo
a placa, nas montagens dos experimentos TTF (1-cabo
vermelho) e TFP (2-cabo cinza), e conexao dos sensores
diretos a placa do equipamento TAS, montagem do
experimento TA (3-placa). Notar a altura dos sensores
nas montagens TFP e TA que se apresentam superiores a
altura da montagem TTF.



Figura 3: Exemplo de conexdo de sensores ao bloco
térmico do termociclador, nos trés experimentos: sensor
experimento TTF (1), sensor experimento TPF (2) e
placa com sensores do experimento TA (3).

A Figura 4 ilustra sensores na montagem TTF
posicionados ao bloco térmico com a tampa do
termociclador fechada e ligados por cabos a placa.

Figura 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 variagdo de
temperatura nos 37 termocicladores, em todos os
experimentos, conforme recomendado pelo fabricante
do analisador TAS, obedecendo a seguinte sequéncia:
Imin 95°C; 2min 4°C; Imin 95°C; 1min 30°C; 1min
95°C;1min 55°C; 1min 72°C; 30s 95°C; 30s 72°C; 2min
4°C. As amostras de temperatura foram obtidas pelo
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 uniformidade (linearidade entre pogos) nas
temperaturas 55°C, 72°C e 95°C, em cada termociclador.
Cada experimento gerou 37 valores médios de exatiddo
para as trés temperaturas, totalizando 111 valores; de
modo similar foi gerado o total de 111 valores médios
de uniformidade por experimento.

A andlise dos dados foi feita no software IBM SPSS
Statistics, v.22. Foram estimados os valores de p para o
Teste t de Student para uma amostra, com nivel de
significancia de 0,05, e os intervalos de confianca de
95% (IC 95%) para as médias dos valores de exatidao e
uniformidade dos 37 equipamentos nas trés
temperaturas, por experimento. As estimativas de
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I1C95% foram analisadas com relagdo aos valores de

referéncia  preconizados pelos  fabricantes de
termocicladores com tolerancia de +/- 0,25°C para a
exatiddo e variagio maxima de  0,5°C para a
uniformidade.

Resultados

A Tabela 1 mostra as estimativas de média, desvio
padrio, intervalo de confianca de 95% para os valores
de exatiddo da temperatura nos trés experimentos (TA,
TFP e TTP) nas trés temperaturas (55°C, 72°C e 95°C),
juntamente com os valores p do teste da média da
amostra (N=37) e o valor padrdo dado pelo fabricante.
Esses valores indicam que ha diferenca significativa em
todos os experimentos, exceto o TTF 4 95°C. Isto indica
que na condicio TTF a 95°C, o experimento foi
realizado em conformidade com o padrdo do fabricante.

Tabela 1: Temperatura Padrao (TP), Média, Desvio
Padrao (DP), Intervalo de Confianga (IC95%) e Valor p
para a exatidao nos trés experimentos (TA, TFP e TTF).

TP Média DP IC 95% Valor p

TA 55°C 54,69 0,40 54,56a54,83 0,000
TFP  55°C 55,56 0,55 55.38a5575 0,000
TIF  55°C 55,73 0,72 55495597 0,000

TA 72°C 70,25 0,56 70,22a70,28 0,000
TFP  72°C 71,79 0,49 71,62a7195 0,015
TTE  72°C 72,31 0,55 72,13a72,50 0,001

TA 95°C 92,47 0,74 92,23a92,72 0,000
TFP 95°C 94,37 0,53 94,19a94,55 0,000
TTF 95°C 95,00 0,63 94,79a9521 0,934

A Tabela 2 reproduz os mesmos valores da Tabela 1
para a uniformidade. Diferencas significativas foram
obtidas, exceto para os experimentos TTF.

Tabela 2: Temperatura Padrao (TP), Média, Desvio
Padrao (DP), Intervalo de Confianga (I1C95%) e Valor p
para a uniformidade nos trés experimentos.

TP Média DP
TA 55°C 1,48 0,60
TFP 55°C 1,53 0,63
TTF 55°C 0,54 0,36

1C 95% Valor p
1,28 a 1,68 0,000
1,32a1,74 0,000
0,42 a 0,66 0,425

TA 72°C 3,77 1,10
TFP 72°C 1,28 0,54
TTF  72°C 0,48 0,36

3,40 a 4,14 0,000
1,10 a 1,46 0,000
0,36 a 0,60 0,759

TA 95°C 5,60 1,30
TFP 95°C 1,85 0,92
TTF 95°C 0,74 0,87

5,16 a 6,03 0,000
1,54a2,16 0,000
0,45 a 1,04 0,092

Para a wuniformidade, os experimentos TTF
apresentaram resultados 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 trés temperaturas. Ilustra que
as adaptagdes realizadas nos sensores usados no
experimento TTF, além de apresentarem valores mais
proximos ao padrdo do fabricante quando comparados
aos outros experimentos, permitem melhor visualizagdo
de equipamentos com valores discrepantes de
uniformidade (Figura 4 — TTF), ndo identificados nos
experimentos TA e TFP, por exemplo, equipamentos:
20, 11, 34 e 10.
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Figura 5: Diagrama de caixa das medidas de
uniformidade para os trés experimentos por
temperatura.

Discussao

A Politica Nacional de Gestdo de Tecnologias em
Satde [6] ressalta que o monitoramento de tecnologias
apos sua incorporagdo ¢ fundamental para garantir a
efetividade esperada da tecnologia. No caso dos
termocicladores ¢ essencial garantir que o0s
equipamentos estejam sendo operados em boas
condigdes de uso. Desta forma, ¢ necessario que se
tenha meios adequados de verificar o seu bom
funcionamento.

Os resultados mostram que foi possivel melhorar as
condigdes de teste dos termocicladores com a adaptagdo
sugerida (TTF), em especial para a temperatura de 95°C.
Para as demais temperaturas, ainda existe a necessidade
de mais estudos e ajustes, buscando identificar outros
fatores que possam estar influenciando no processo de
verificagdo das temperaturas. Cabe investigar se existem
condigdes internas ao conjunto  térmico  do
termociclador que impliquem em alteragdo nas
temperaturas proximas a 55°C, e se tais condigdes
causariam impacto no desempenho da PCR.

Este trabalho ndo tem por finalidade abordar a
questdo da calibragdo do termociclador, mas efetuar a
verificagdo das temperaturas dos termocicladores em
comparagdo a um padrdo de controle - o equipamento
TAS, realizando a analise estatistica dos experimentos.

Neste sentido os resultados do estudo demonstraram
que ¢ recomendavel verificar a temperatura dos
termocicladores com a tampa totalmente fechada, sem
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influéncia do ambiente. Os sensores modificados para as
analises de temperatura com TTF foram capazes de
medir a temperatura com exatidao aceitavel. Em sintese,
a condi¢do TTF demonstrou resultados melhores do que
os obtidos nas condigdoes TA e TFP; e com capacidade
para reconhecer equipamentos com necessidades de
correcao.

Ficou claro que as analises de temperaturas na
condicdo TA, obtiveram temperaturas discrepantes em
relagdo ao padrdo dos fabricantes, nas medigdes de
uniformidade (linearidade) de temperatura entre pogos
de um termociclador. Este resultado mostra que com a
analise de temperaturas com a tampa aberta ¢ inviavel
realizar os diagnosticos sobre as condi¢des seguras de
funcionamento dos termocicladores.

Porém, este estudo tem como limitagdo utilizar
apenas trés sensores no experimento TTF, restringindo a
coleta de dados nos blocos térmicos. Isto também pode
ter reduzido a variagdo observada entre as medi¢des
quando comparado aos demais experimentos. Uma
perspectiva de melhoria é realizar novos experimentos
usando 15 sensores.

Apesar das limitagdes apontadas, as adaptagdes
realizadas parecem promissoras e permitem melhor
identificagdo dos equipamentos com necessidade de
ajustes. Estes resultados indicam a importancia em
aperfeicoar o monitoramento das condi¢cdes de uso dos
termocicladores, de forma a garantir que os exames
sejam realizados de forma adequada, sem prejuizo ao
paciente e ao sistema de saude.
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As estimativas de Incerteza de Medi¢do Expandida para os 18 sensores usados no
ensaio de trés medidas repetidas sdo apresentadas nas Tabelas de 1 a 3, para a
temperatura de 55° C (Tabela 1), para a temperatura de 72° C (Tabela 2) e para a

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

u(y) = Vu(d)? + u(By)? + u(B,)?

onde:

u,: incerteza combinada

u(A): incerteza devido a repeticdo de medidas
u(B,): incerteza devido a certificado de calibracao

u(B,): incerteza devido a resolucdo do instrumento de medi¢ao

As incertezas expandidas de medigdes declaradas no certificado de calibracdo,
emitido por laboratorio da Rede Brasileira de Calibragdo, para & = 2, foram: 0,10° C
para 55° C; 0,10° C para 72° C; e 0,22° C para 95° C. O valor usado para a incerteza
devido a resolugdo do instrumento de medigdo foi B, = 0,01° C. O numero de medidas
foi trés, n = 3. O fator de abrangéncia foi determinado para o nivel de confianca de

95,45%, k= 12.

Tabela 1. Estimativa da Incerteza de Medi¢cdo Expandida para a Temperatura de 55°C.

Posicdo Sensor Média (°C) Desvio Padrdo (°C) A((°C) 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
A10 4 55,47 0,02 0,01 0,05 0,10
Al2 5 55,23 0,02 0,01 0,05 0,10
D1 6 55,50 0,04 0,02 0,05 0,11
D7 7 55,79 0,04 0,02 0,05 0,11
D12 8 55,12 0,04 0,03 0,05 0,11
E4 9 55,58 0,07 0,04 0,05 0,13
E6 10 55,31 0,03 0,02 0,05 0,11
E10 11 55,40 0,06 0,03 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
H7 14 55,50 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 Medigdo Expandida para a Temperatura de 72°C.

Posicdo Sensor Média (°C) Desvio Padrdo (° C) A(°CQ) B; (°C) Incerteza Expandida (° C)

n=3 k=2
Al 1 72,33 0,01 0,01 0,05 0,10
A4 2 72,84 0,07 0,04 0,05 0,13
A7 3 71,32 0,03 0,02 0,05 0,11
A10 4 72,07 0,04 0,02 0,05 0,11
Al2 5 72,50 0,07 0,04 0,05 0,13
D1 6 72,06 0,01 0,00 0,05 0,10
D7 7 72,48 0,04 0,03 0,05 0,11
D12 8 72,41 0,02 0,01 0,05 0,10
E4 9 71,84 0,04 0,02 0,05 0,11
E6 10 72,96 0,03 0,02 0,05 0,11
E10 11 72,35 0,06 0,04 0,05 0,12
H1 12 71,18 0,01 0,01 0,05 0,10
H4 13 71,66 0,01 0,00 0,05 0,10
H7 14 71,44 0,03 0,02 0,05 0,11
H10 15 72,33 0,02 0,01 0,05 0,10
H12 16 71,71 0,02 0,01 0,05 0,10
C5 17 72,03 0,02 0,01 0,05 0,10
G5 18 71,88 0,01 0,00 0,05 0,10

Tabela 3. Calculo da Incerteza de Medi¢do Expandida para a Temperatura de 95°C.

Posicdo Sensor Média (°C) Desvio Padrdo (°C) A((°C) B; (°C) Incerteza Expandida (° C)
n=3 k=2

Al 1 94,32 0,16 0,09 0,11 0,29
A4 2 95,58 0,07 0,04 0,11 0,23
A7 3 95,60 0,16 0,09 0,11 0,29
A10 4 94,07 0,13 0,08 0,11 0,27
A12 5 94,27 0,05 0,03 0,11 0,23
D1 6 95,44 0,03 0,02 0,11 0,22
D7 7 94,46 0,05 0,03 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 10 95,14 0,03 0,02 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 Medico
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Serdo abordados os conceitos para a avaliagdo e a expressao da incerteza em
medi¢do que foram utilizados nas medi¢cdes de temperatura do termociclador,
fundamentados no Guia para a Expressdo de Incerteza de Medicao — GUM
(INMETRO, 2012a). O GUM ¢ uma traducdo do INMETRO autorizada pelo Bird
Internacional de Pesos e Medidas (BIPM) da sua publicacdo ‘“Evaluation of
measurement data — Guide to the expression of uncertainty in measurement”, conhecida
como GUM 2008. Este guia representa um consenso internacional usado para nortear
trabalhos relacionados a medi¢do de pardmetros. E adotado na maioria dos paises e
traduzido em quase todas as linguas modernas (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
organizacgodes: Bird Internacional de Pesos e Medidas (BIPM), Comissao Eletrotécnica
Internacional (IEC), Organizagdo Internacional de Normalizacdo (ISO), Organizacio
Internacional de Metrologia Legal (OIML), Federagdo Internacional de Quimica Clinica
(IFCC), Uniao Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), e Unido
Internacional de Fisica Pura e Aplicada (IUPAP).

Avaliar e expressar a incerteza de medicao consiste em quantificar a qualidade de
um resultado de medi¢do de uma grandeza fisica. O GUM (INMETRO, 2012a) fornece
regras gerais para avaliar e expressar a incerteza de medi¢cdo, e a define como “o
parametro, associado ao resultado de uma medi¢do, que caracteriza a dispersdo dos
valores que podem ser razoavelmente atribuidos ao mensurando”. O Vocabulario
Internacional de Metrologia - VIM (INMETRO, 2012b) define a incerteza de medicao
como “o pardmetro ndo negativo que caracteriza a dispersdo dos valores atribuidos a
um mensurando, com base nas informagoes utilizadas” .

O parametro que caracteriza a dispersdao dos valores atribuidos ao mensurando
pode ser entendido em funcdo de um desvio padrdo ou de um intervalo de confianga. Os
componentes da incerteza de medicdo podem ser estimados com base na distribuicdo
estatistica dos resultados das séries de medicdes, denominados Avaliacdo Tipo A da
Incerteza Padrao; ou estimados por meio de distribuigdo de probabilidades assumidas
para diferentes casos, como por exemplo, um certificado de calibragdo ou uma
recomendacdo de um manual, denominados Avaliacdo Tipo B da Incerteza Padrao.
Ambos os tipos de avaliagdo da incerteza de medigao sao baseados em distribui¢des de
probabilidade e os componentes de incerteza resultantes de cada tipo sd@o quantificados

por variancias ou desvios-padrao (INMETRO, 2012a).
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Segundo o GUM (INMETRO, 2012a) “4 incerteza do resultado de uma medic¢do
reflete a falta de conhecimento exato do valor do mensurando”. Assim, mesmo com
uma incerteza grande, o resultado de uma medi¢ao podera estar muito préximo do valor
do mensurando. Determinar o valor do mensurando, ou o valor de uma grandeza fisica a
ser medida, ¢ o objetivo de uma medi¢cdo. O resultado de uma medicdo deve ser
representado pela estimativa do valor do mensurando e acompanhado pela declaragdo

da incerteza dessa estimativa.

Identificacido das fontes de incertezas de medicao

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

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

incertezas de determinada medicao.

Estimativa de incertezas de medicao

Para realizar a estimativa de incertezas de medicao € necessario avaliar a natureza
das contribuigdes das incertezas, de modo a obter as incertezas padrao, e, a seguir, a
incerteza combinada.

A Incerteza Padrdo consiste no desvio padrao estimado associado a cada
estimativa de entrada, ou a cada estimativa de fonte de incerteza. Podera ser
categorizada em Avaliacdo Tipo A da Incerteza Padrdo, quando a incerteza for
caracterizada pela experimentacdo, por meio de medicdes diretas ou indiretas das
grandezas fisicas. Sera categorizada em Avalia¢do Tipo B da Incerteza Padrdo, quando
for avaliada pelo conhecimento de informagdes sobre a medi¢ao, expressas em manuais
técnicos de fabricantes, livros, normas, artigos de congresso, relatorios e regulamentos
técnicos, dentre outras fontes (INMETRO, 2012a).

A combinagdo de incertezas padrdo ird determinar a Incerteza Padrdo

Combinada. Apds sera necessario determinar a Incerteza Expandida, que representa o
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intervalo sobre o qual estara contido o valor da medicdo, com dado nivel de confianca.
Esta secdo apresentard os passos do procedimento para a avaliagdo e a expressdao da
incerteza de medi¢do definidos no GUM, complementados com alguns procedimentos
descritos pelo Guia Eurachem (ELLISON et al., 2012). Os passos do procedimento para
a avaliagdo e a expressdo da incerteza de medicdo, considerando grandezas de entrada

ndo correlacionadas, sdo apresentados a seguir:
a) Determinaciao do mensurando

O mensurando Y pode ser determinado em funcao de N grandezas de entrada X7,
Xo, ..., Xy, como na equagdo (1):
Y = f(X:lJXZJ"'JXN) (1)

onde: Xi, Xo, ..., Xnsdo grandezas de entrada com uma incerteza associada.

b) Identificacdo e determinacdo das contribuicoes das fontes de incertezas de
medicao

Aplicagao do Diagrama de Causa e Efeito

¢) Avaliacdo da Incerteza Padrio das estimativas de entrada

Avaliagao Tipo A da Incerteza Padrao.

As estimativas das contribui¢cdes das fontes de incertezas obtidas por meio de
observagdes repetidas independentes sdo associadas as distribui¢des de frequéncia, e
aproximadas a uma distribuicao de probabilidade. Para estes casos os componentes da
incerteza sao referidos como incerteza padrao Tipo A, e expressos pelos desvios padrao
da média, representados na equagao (2).

u(Xy) = ulX;) = Uy (2)

Vn

onde S(X;) é o desvio padrdao das observagdes repetidas de entrada e n o nimero

de repetigoes.

Avaliagao Tipo B da Incerteza Padrao.

As contribuicdes das fontes de incertezas ndo obtidas por meio de observagdes
repetidas sdo associadas a distribuicdes a priori, em geral sdo aproximadas as
distribuicdes retangulares, triangulares ou normais, a depender da possibilidade de

variabilidade destas fontes de incertezas, declaradas nas informagdes disponiveis, tais

76



como: dados de medidas prévias, conhecimento do comportamento e das propriedades
de instrumento e materiais relevantes, especificagdes dos fabricantes, dados fornecidos
em certificados de calibracdo e outros certificados, incertezas atribuidas a dados de
referéncia extraidos de manuais. Para estes casos os componentes da incerteza sao
referidos como incerteza padrao Tipo B, e expressos pelos desvios padrdo representados

nas equacdes (3) a (5).

a
uX) =3 3)
onde: u(X;)é a estimativa de incerteza para distribui¢des retangulares com

intervalos de “+ a”.

a
ulXy) = NG (4)

onde: u(X;) é a estimativa de incerteza para distribui¢des triangulares com

intervalos de “+ a”.

U(declarado no certificado)

u(X;) = - (5)

onde: u(X;) ¢ a estimativa de incerteza para distribui¢des t-Student com incerteza

herdada da calibracdo de equipamentos, com o valor de U (incerteza expandida) e &

(fator de abrangéncia) declarados no certificado de calibragao.

d) Determinaciao da Incerteza Padriao Combinada

A expressao geral para a Incerteza Padrao Combinada ¢ dada pela equagao (6).

u(y) = (6)

onde: ¢; ¢ o coeficiente de sensibilidade.

O coeficiente de sensibilidade ¢ descrito na equagao (7) e descreve como o valor
de y varia com a mudanca nas grandezas de entrada (ELLISON et al., 2012).

dy
%= 5 @)

Admite-se que quando uma contribui¢do de incerteza estd associada ao

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

. . s ay , .
em termos do seu efeito sobre Y, o coeficiente de sensibilidade c; = %e igual a 1
i

(ELLISON, 2012).

e) Determinacio da Incerteza Expandida
A Incerteza Expandida U ¢ obtida, multiplicando-se a Incerteza Padrao

Combinada u.(y) por um fator de abrangéncia k, conforme equacao (8).

U = kuc(y) 8)

O fator de abrangéncia k ¢ determinado com base no nivel de confianga escolhido,
em geral 95%, e no nimero de Graus de Liberdade Efetivo (GLE) calculado pela
equacgdo (9) (INMETRO, 2012a).

GLE = ﬂ 9)

onde: v; ¢ o numero de graus de liberdade da varidvel i.

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

confianga, consulta-se o valor de £ na tabela t-Student.

f) Apresentacio dos Resultados
Quando se relata o resultado de uma medi¢do em termos da Incerteza Expandida,

U=k uc(y), deve-se fornecer:

e uma descri¢do completa de como o mensurando Y ¢ definido;

e o resultado de medi¢do como Y =y + U;

e asunidadesdeye U;

e o valor de k£ usado para obter U,

e o nivel de confianga associado ao resultado;

e o valor de U com apenas 2 algoritmos significativos.
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