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RESUMO

Um procedimento detalhado para validacdo intralaboratorial de métodos
qualitativos foi delineado para ser empregado como referéncia basica na estruturacéo
de processos de validacdo desses métodos em laboratérios de andlises de alimentos.
Os delineamentos experimentais e a selecado das ferramentas para analises de dados
foram baseados em fundamentos tedricos, assim como aspectos de eficiéncia,
praticidade e facilidade. Foram propostas quatro etapas experimentais, sendo: i) testes
preliminares para determinacdo da faixa de concentracgdo; ii) estudo das taxas, regido
de perda de confiabilidade, limite de deteccdo, acordancia e concordancia; iii) estudo
de seletividade em relacdo a interferentes conhecidos; e iv) estudo da robustez. A
aplicabilidade do procedimento foi demonstrada na validacdo de um kit qualitativo
comercial para pesquisa de residuos de sulfonamidas em leite cru, considerando as
praticas de leitura de resultados visual e instrumental. Os resultados da validacao
indicaram a importancia da utilizacdo de equipamentos apropriados e devidamente
calibrados para a confiabilidade dos resultados obtidos na forma de interpretacdo
instrumental. Apesar da alta sensibilidade apresentada pelo kit, os resultados da
validacdo atestaram a adequacdo do mesmo ao propésito de monitoramento de
residuos de sulfonamidas em leite cru, tendo como referéncia os limites das legislacdes

nacional e internacional.

Palavras-chave: validacdo intralaboratorial, método de ensaio qualitativo,

procedimento, residuos de antimicrobianos, sulfonamidas, leite cru.



ABSTRACT

A detailed procedure for single-laboratory validation of qualitative methods was
proposed to be employed as a basic reference in the organization of validation
processes in food analysis laboratories. The experimental design and the selection of
tools for data analysis were based on theoretical background, as well as aspects of
efficiency, convenience and easiness. Four experimental stages were proposed, as
follows: i) preliminary tests to determine the concentration range, ii) study of the rates,
unreliability region, detection limit, acordance and concordance, iii) study of selectivity in
presence of known interferences, and iv) study of robustness. The applicability of the
procedure was demonstrated in the validation of a qualitative commercial kit for
detection of residues of sulphonamides in raw milk, considering the visual and
instrumental practices for reading the results. The validation indicated the importance of
using appropriate and properly calibrated equipment for the reliability of results obtained
in the instrumental reading. Despite the high sensitivity of the kit, the validation
confirmed its suitability for the purpose of monitoring sulphonamides residues in raw

milk, with reference to the limits of national and international legislations.

Keywords: in-house validation, qualitative method, procedure, antibiotic residues,

sulfonamides, raw milk.



15

1. INTRODUCAO

A &rea de anadlise de alimentos é norteada por uma crescente demanda de
métodos de ensaio. Os constantes avancos tecnoldgicos na producao, processamento,
embalagem e armazenamento de alimentos, advindos principalmente das mudancas
de comportamento e hébitos alimentares da sociedade contemporanea, trazem ao
cotidiano das andlises de alimentos questdes como analises de aditivos, migrantes de
embalagens, contaminantes, residuos de agrotoxicos e medicamentos veterinarios,
adulterantes, indicadores de origem geografica e organismos geneticamente
modificados (SOUZA, 2007).

Além dos desafios decorrentes da diversidade e continua evolucdo do setor, 0s
laboratérios de analises de alimentos necessitam demonstrar competéncia técnica para
garantia da qualidade dos ensaios que realizam (ABNT, 2005 b), assegurando
confiabilidade e comparabilidade dos resultados, os quais, na maioria das vezes,
subsidiam tomadas de decisdes relativas a aspectos econdmicos, de saude publica
(BRASIL, 1999) e defesa do consumidor.

A importancia das informacfes qualitativas vem crescendo nos laboratorios de
analises (AGUILERA et al., 2006; GALARINI et al., 2011). Nos diversos segmentos da
cadeia produtiva de alimentos, os métodos qualitativos sdo selecionados para triagens,
por fornecerem resultados rapidos e objetivos, com baixo custo, simplicidade e
minimizacdo de erros devido ao menor intervalo entre amostragem e analise (PULIDO
et al., 2003; TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004; GALARINI et al., 2011).

No contexto de implementacdo de sistemas de gestdo da qualidade e
acreditacdo (ABNT, 2005 b), a validacdo de métodos qualitativos tem representado um
importante gargalo para o reconhecimento de competéncia de laboratorios de analise
de alimentos (KING, 2003; ELLISON & FEARN, 2005). Apesar de haver protocolos
bem estabelecidos sobre validacdo de métodos quantitativos, alguns autores apontam
para o fato de que pouca atencdo tem sido dada para os métodos qualitativos
(TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004; ELLISON & FEARN, 2005; PETERS,
DRUMMER & MUSSHOFF, 2007; GALARINI, et al., 2011).
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Os principais documentos orientativos relacionados a validacdo de métodos,

tanto nacionais (INMETRO, 2010) quanto internacionais (EURACHEM, 1998; EC, 2002;
THOMPSON, ELLISON & WOOQOD, 2002), ndo estdo harmonizados e néo detalham os
principais parametros de desempenho e experimentos aplicaveis a validacdo de
métodos qualitativos, o que tem gerado grande dificuldade na estruturacdo de

procedimentos de validagdo adequados a esse tipo de método.

Em muitos casos, a aplicacdo dos principios metroldgicos tradicionais nao é
apropriada aos métodos qualitativos (RIOS & TELLEZ, 2005; VALCARCEL &
CARDENAS, 2005) e, embora muitos conceitos estejam implicitos nas atividades da
guimica analitica qualitativa desde seus primérdios, eles somente surgiram na literatura
especializada recentemente, impulsionados pelas diretrizes internacionais relacionadas
a garantia da qualidade (VALCARCEL & RIOS, 1995). Assim, o desenvolvimento e a
implementacéo de estratégias de confiabilidade para os métodos qualitativos, incluindo
sua validacao, se fazem necessarios (VALCARCEL & CARDENAS, 2005).

A utilizacdo de antimicrobianos € uma pratica comum na clinica e na producéo
animal e tem aumentado nos ultimos anos, tanto na profilaxia e terapéutica, para
combater os diversos agentes microbianos causadores de enfermidades, como na

alimentacédo animal para a promocéao de crescimento (BRITO, 2003).

A presenca de residuos de antimicrobianos em produtos de origem animal pode
ocorrer quando no emprego do produto ndo forem observadas as boas praticas de uso
de medicamentos veterinarios. A presenca desses residuos em leite pode causar
reacdes alérgicas em individuos sensiveis, interferir em culturas utilizadas na producéo
de queijos e outros produtos lacteos, havendo ainda a preocupacdo com O
desenvolvimento de cepas resistentes (SCHENCK & CALLERY, 1998; BRITO, 2003).

Os antimicrobianos também podem ser utilizados de forma ilegal no leite como
agentes de preservacdo e reducdo da carga microbiana, interferindo nos resultados

das analises laboratoriais de controle de qualidade (NERO et al., 2007).

Diante disso, o uso de antimicrobianos vem sendo muito discutido (BLASCO,
TORRES & PICO, 2007) e o controle de residuos desses compostos em leite se tornou
um assunto de intensa preocupac¢do internacional, que envolve além da comunidade

cientifica, consumidores e organismos de regulamentacdo (MIDDLEKAUFF, 1989;
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GOWIK, 2009). Vale ressaltar, ainda, o impacto desse controle para o Brasil e,
especificamente, para o Estado de Minas Gerais, que representa o maior estado
produtor de leite, com 27 % da producéo nacional de 30 bilhdes de litros em 2010
(IBGE, 2012).

As técnicas empregadas na determinacdo de residuos de antimicrobianos
devem prover um controle seguro de exposi¢do, nos niveis mais baixos possiveis
(YBANEZ & MONTORO, 1996), cobrindo os limites méaximos de residuos (LMR)
estabelecidos para drogas com limites regulamentados e os limites de desempenho
requeridos, nos casos de drogas proibidas (EC, 2002). As principais técnicas utilizadas
na determinacdo desses residuos em leite sdo: a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), incluindo a cromatografia liquida de ultra-alta pressdo (UPLC), a
cromatografia gasosa (CG), a espectrometria de massas (EM) e técnicas
imunoenzimaticas (como enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA), as quais tém
sido amplamente utilizadas e recomendadas por organismos oficiais e de
regulamentacao (BRASIL, 1999; ANVISA, 2003; ZHAO et al., 2011).

Kits imunoenzimaticos qualitativos sdo comumente utilizados para determinar a
presenca de residuos de antimicrobianos no leite, de forma simples e rapida. Algumas
desvantagens desses métodos sdo que eles ndo podem identificar quais
antimicrobianos estdo presentes no leite; a baixa seletividade, com possibilidade de
resultados falso-positivos; e alta sensibilidade, com deteccdo de residuos de
antimicrobianos em niveis muito abaixo dos limites regulamentados, resultando em
perda desnecesséaria de leite (SCHENCK & CALLERY, 1998). Assim, os Kkits
gualitativos séo principalmente utilizados para triagem e selecao de amostras positivas,
reduzindo o tempo e custos das analises confirmatorias (TRULLOLS et al., 2005,
GALARINI et al., 2011).

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
estabelece, nos Regulamentos Técnicos de Producéo, Identidade e Qualidade de leite
cru refrigerado, a necessidade de pesquisa de residuos de antimicrobianos (BRASIL,
2002), seguindo os critérios do Programa de Controle de Residuos em Leite (PNCRL)
(BRASIL, 1999; BRASIL, 2010), que prevé o monitoramento de residuos de
tetraciclinas, sulfonamidas e cloranfenicol. Tais analises tém sido conduzidas nas

plataformas de recebimento de leite dos laticinios, utilizando-se kits imunoenzimaticos
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comerciais para testes rapidos. Trata-se da regulamentacdo da primeira acdo de
controle analitico, para monitoramento e controle da presenca de residuos de

antimicrobianos, na cadeia produtiva do leite e seus derivados.

Independentemente da técnica utilizada, todo o trabalho para manutencao de
uma estrutura de monitoramento da qualidade de alimentos, visando a seguranca
alimentar, tem como base o grau de confiabilidade dos métodos analiticos utilizados.
Assim, os laboratérios e indlstrias que realizam andlises de residuos de
antimicrobianos em leite devem dispor de métodos devidamente validados e
monitorados (ABNT, 2005 b; GOWIK, 2009).

Diante do exposto, a presente dissertacdo foi elaborada com foco no
desenvolvimento de um procedimento para validacdo de métodos qualitativos, cuja
aplicabilidade foi demonstrada na pesquisa de residuos de sulfonamidas em leite cru

por um kit imunoenzimatico comercial.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Delinear um procedimento para validagdo intralaboratorial de métodos
qualitativos e aplicar o procedimento delineado a validacdo de um kit comercial para
pesquisa de residuos de sulfonamidas em leite cru.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Realizar levantamento e analise comparativa dos procedimentos e parametros

descritos na literatura para validacao intralaboratorial de métodos qualitativos.

o Delinear um procedimento para validacdo de métodos qualitativos, com
avaliacdo dos parametros de desempenho: taxas de falso-positivos (TFP), de falso-
negativos (TFN), de sensibilidade (TSB), de seletividade (TST), de confiabilidade
(TCF), regido de perda de confiabilidade (RPC), limite de deteccdo (LD), acordancia
(ACO), concordancia (CON), seletividade na presenca de interferentes e robustez,

incluindo delineamento experimental e critérios para analise dos resultados.

o Aplicar o procedimento na validacdo de um kit imunoenzimatico comercial

(Charm ROSA ® Sulfa Test) para determinacdo de residuos de sulfonamidas em leite

cru.
o Comparar as formas de deteccéao visual e instrumental do Kit.
o Avaliar o potencial de aplicacdo do kit comercial validado, considerando a

legislacédo nacional e internacional.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. METODOS DE ENSAIO

3.1.1. METODOS QUANTITATIVOS VERSUS QUALITATIVOS

Os métodos de ensaio podem ser classificados em quantitativos e qualitativos.
Métodos quantitativos podem ser definidos como aqueles que determinam a
guantidade de determinado analito numa amostra em valores numéricos de uma
unidade de medida apropriada (EC, 2002; CARDENAS & VALCARCEL, 2005). Os
gualitativos sdo aqueles que permitem a identificacdo do analito com base nas suas
propriedades fisicas, quimicas ou biolégicas (EC, 2002). Nas analises qualitativas, a
reposta binaria pode vir de um instrumento de medida, de um kit de testes, envolvendo
mudancas sensoriais, ou através de uma simples observacédo visual (PULIDO et al.,
2003).

Nas ultimas décadas, as analises qualitativas foram consideradas em declinio no
campo da ciéncia analitica por estarem relacionadas com identificacdes que utilizavam
reacdes quimicas tendo os sentidos humanos como detectores. O fato da analise
instrumental também fornecer uma resposta qualitativa confiavel, em adicdo a resposta
guantitativa, significava que a analise qualitativa ndo estava longe do desuso. Contudo,
testes qualitativos baseados em reacfes bioquimicas, enzimaticas e imunoldgicas
abriram novas perspectivas para esse tipo de determinacado, devido a sua simplicidade
e confiabilidade. Nesse contexto, muitos fabricantes vém desenvolvendo kits de testes
altamente confiaveis para uma ampla variedade de combina¢des de analitos-matrizes
nas mais diversas areas de aplicacdo, de forma que respostas binarias tém adquirido
uma crescente importancia (RIOS & TELLEZ, 2005; VALCARCEL & CARDENAS,
2005).

Embora seja uma tendéncia da quimica analitica moderna o desenvolvimento de
novas técnicas e métodos confiaveis para identificacdo e quantificacdo de

componentes em matrizes complexas relacionadas a seguranca alimentar, como
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técnicas acopladas, incluindo cromatografia e EM ou outras técnicas espectroscopicas,
essas poderosas ferramentas envolvem investimentos consideraveis e requerem
analistas altamente capacitados. Do ponto de vista pratico, muitos usudrios tém
reconsiderado até que ponto é realmente necesséario obter resultados quantitativos
(TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004). Na rotina dos laboratérios, muitas vezes
torna-se inviavel o processamento de milhares de amostras por métodos convencionais
(VALCARCEL & CARDENAS, 2005), sendo adotada uma primeira etapa para
determinacao da presenca de um ou mais analitos (métodos de vanguarda/triagens) e
uma segunda etapa para estimativa do nivel de concentracdo dos mesmos (métodos
de retaguarda/confirmacdo e quantificacdo). Assim, os métodos qualitativos séo
comumente empregados para triagens antes da confirmacdo e quantificacdo, devido a
simplicidade, tempo e custo analitico reduzido desses métodos (TRULLOLS,
RUISANCHEZ & RIUS, 2004; GALARINI et al., 2011).

O reconhecimento da importancia dos meétodos qualitativos para a quimica
analitica moderna tem sido destacado na comunidade cientifica, com edi¢cdes especiais
de importantes periddicos dedicadas exclusivamente a publicacdo de trabalhos sobre o
assunto (VALCARCEL & CARDENAS, 2005).

3.1.2. CLASSIFICACAO DE METODOS QUALITATIVOS

Os métodos qualitativos sédo classificados em dois tipos, de identificacdo de
analitos e de classificacdo de amostras. A identificacdo de analitos, por meio de
técnicas analiticas modernas, como as acopladas de cromatografia e espectrometria,
tem sido muito utilizada. Por outro lado, as andlises qualitativas de classificacdo tém
como obijetivo fornecer uma rapida e confiavel classificacdo de amostras, em niveis de
critérios previamente estabelecidos. As analises qualitativas podem ser implementadas
pelo uso de ferramentas analiticas, que podem ser sistemas como 0s kits de testes,
gue produzem resultados binarios sem nenhum tratamento de dados, ou podem ser
sistemas baseados em técnicas analiticas, que fornecem dados brutos e requerem um
tratamento posterior para sua conversdo numa resposta binéria. O primeiro grupo é
mais usado na classificacdo de amostras, enquanto o segundo € mais apropriado na
identificacdo de analitos (RIOS et al., 2003).
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Outras classificacbes sdo propostas na literatura para métodos qualitativos.
UNGER-HEUMANN (1996) considera os kits de testes uma adaptacdo de métodos
analiticos ja estabelecidos e os classifica, com base na sua técnica, em quimicos,
fisico-quimicos, bioquimicos ou biol6gicos. VALCARCEL, CARDENAS & GALLEGO
(1999) sugerem classificagdes de acordo com o estado fisico (solido, liquido ou
gasoso) da amostra ou com o sistema de deteccdo (sensorial ou instrumental).
TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS (2004) também classificam os métodos qualitativos
de acordo com o sistema de deteccdo para diferencia-los entre sensoriais e
instrumentais. A principal caracteristica dos métodos qualitativos baseados em
deteccdo sensorial € que o sentido humano é utilizado para registro e interpretacédo da
resposta. Os métodos baseados na deteccdo instrumental fornecem respostas
instrumentais, em muitos casos, medidas de absorvancia, embora em principio,

gualquer instrumento possa ser utilizado.

RIOS & TELLEZ (2005), com uma abordagem metroldgica, dividem ainda os
meétodos binarios em sensoriais, instrumentais baseados em sinais univariados e
instrumentais baseados na identificacdo de caracteristicas especificas. Os métodos
instrumentais baseados em sinais univariados sado basicamente métodos quantitativos
utilizados como métodos qualitativos. Desse modo, a decisdo final € obtida pela
comparacao entre as respostas de duas amostras, sendo uma delas contendo o analito
de interesse em um nivel de concentracdo determinado. Exemplos desse tipo de
abordagem s&o encontrados nos estudos de SIMONET, RIOS & VALCARCEL. (2004),
PULIDO et al. (2003) e TRULLOLS et al. (2006). Os métodos instrumentais baseados
na identificacdo de caracteristicas especificas envolvem uma classificacdo mais
complexa das amostras, porque para obtencdo da resposta analitica depende da
informacdo sobre diversos parametros (por exemplo, a presenca de compostos
caracteristicos nas amostras). Esses métodos, multiparamétricos, envolvem técnicas
de andlise mais sofisticadas como CG-EM. Para cada parametro considerado, uma
resposta bindria estd envolvida, de acordo com o LD do método quantitativo

correspondente.
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3.1.3. VALIDACAO DE METODOS

A ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005 € a norma internacional na qual sédo tratados
0s requisitos para implementacao de sistemas de gestao da qualidade em laboratérios
de ensaio e calibracdo. Nessa norma é estabelecido que métodos normalizados
utilizados fora dos escopos para os quais foram concebidos, ampliados ou modificados;
métodos ndo normalizados e métodos criados ou desenvolvidos pelos laboratorios
devem ser validados. Apesar da necessidade de validagdo para métodos normalizados
ndo ser abordada, na norma é definido que os laboratérios devem confirmar que tém
condicdes de operar adequadamente os métodos normalizados antes da implantacao
dos ensaios (ABNT, 2005b). Consideram-se métodos normalizados aqueles
desenvolvidos por um organismo de normalizacdo ou outras organizacdes, cujos
métodos sejam aceitos pelo setor técnico em questdo. Métodos ndo normalizados sao
aqueles desenvolvidos pelo proprio laboratério ou outras partes, ou adaptados a partir
de métodos normalizados e validados (ILAC, 2010). Nesse contexto, assume-se que 0S
métodos designados como normalizados tenham sido submetidos a validacfes prévias
por estudos colaborativos (MAC NEIL, PATTERSON & MARTZ, 2000).
Frequentemente, isto procede, visto que a escolha de um método como oficial ou
padrdo requer que dados de precisdo sejam incluidos (WOOD, 1999) e que esses
métodos sejam baseados em resultados obtidos de estudos colaborativos (HUND,
MASSART & SMEYERS-VERBEKE, 2000).

A validacdo pode ser definida como a confirmacdo da adequacdo de
determinado método para o proposito de uso (fithess for purpose). Conforme a NBR
ISO 9000:2005 (ABNT, 2005 a), validacdo é a comprovacéo, através do fornecimento
de evidéncia objetiva, de que os requisitos para uma aplicacdo ou uso especificos

pretendidos foram atendidos.

A validacdo de métodos se aplica a um protocolo definido, para a determinacéo
de analitos especificos, numa faixa de concentracdo, em um determinado grupo de
matrizes, por um tipo de teste em particular, tendo um propdsito especifico de uso
(THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002). O processo de validacdo de um método
deve estar descrito em um procedimento. Os estudos para determinacdo dos
parametros de validacdo devem ser realizados com equipamentos e instrumentos

dentro das especificagbes, funcionando corretamente e adequadamente calibrados,
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sendo conduzidos por pessoal competente na area, com conhecimento suficiente para
tomar decisdes apropriadas (INMETRO, 2010).

A validacdo de um método pode ser estruturada em processos intra e
interlaboratoriais. Apesar das vantagens e desvantagens apresentadas pelos diferentes
processos, eles sdo complementares e nédo excluem um ao outro. Se por um lado um
estudo colaborativo (processo interlaboratorial) ndo pode ser conduzido sem que o0
método tenha sido previamente avaliado em ensaios de validacao intralaboratoriais; por
outro lado, métodos com parametros de desempenho adequados, avaliados em
processos intralaboratoriais, ndo podem ser considerados como oficiais ou padrdes
sem estudos colaborativos complementares (WOOD, 1999; TAVERNIERS, DE LOOSE
& VAN BOCKSTAELE, 2004).

Antes da implementagdo de uma pratica laboratorial, os métodos de ensaio
passam por diferentes etapas, desde seu desenvolvimento até a validacdo final
(Fig. 1). As condi¢cdes adequadas de desempenho de um método sdo estudadas
durante a otimizacdo, ap6s a qual o método passa por estudos preliminares de
validacéo. Esses estudos permitem que sejam estabelecidos critérios para a validacéo,
com avaliacdo dos parametros planejados. Uma vez que o método de ensaio tenha
sido validado ao seu propoésito de uso, politicas para a revalidacdo sao estabelecidas.
A revalidacao representa o0 processo em que parte especifica ou todo o processo de
validacdo é repetido, por razdes particulares, como cronogramas preestabelecidos,
falha em um ou mais parametros, além de mudancas em procedimentos, incluindo
equipamentos, softwares, entre outros (TUOMELA, STANESCU & KROHN, 2005).

A qualidade de um método analitico depende em grande parte do
desenvolvimento do método. Contudo, é imperativo que os métodos sejam adequados
as suas finalidades, sendo que somente a validacdo pode demonstrar objetivamente a
gualidade inerente de um método analitico pelo cumprimento de critérios minimos de
aceitacdo, provando sua aplicabilidade para um determinado propdsito de uso
(PETERS, DRUMMER & MUSSHOFF, 2007).
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Figura 1. Etapas do processo analitico.

Fonte: TUOMELA, STANESCU & KROHN, 2005.

Apesar de didatica, a separacdo das diferentes fases do processo analitico é
algo dificil de ser obtido em condic¢des reais. Diversos autores tratam a validacdo como
parte integrante do desenvolvimento, caracterizando o desenvolvimento e a validacao
de métodos como processos iterativos. Assim, o0 conceito hierarquico de
implementacdo de métodos, no qual as etapas de desenvolvimento, otimizacdo, pré-
validacdo, validacdo, aplicacdo e revalidacdo sdo distintas, sequenciais e
independentes, representaria uma situacdo indesejavel e potencialmente ineficiente
(GREEN, 1996; JENKE, 1996; EURACHEM, 1998; HUBER, 1998; SOUZA, 2007).

3.1.4. DOCUMENTOS ORIENTATIVOS SOBRE VALIDACAO INTRALABORATORIAL
DE METODOS

ValidagGes intralaboratoriais correspondem a estudos analiticos que envolvem

um anico laboratério, utilizando um mesmo método, para analisar a mesma ou
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diferentes amostras, sob diferentes condi¢bes, em um intervalo de tempo justificado
(EC, 2002). Tais estudos permitem a avaliagdo do desempenho de métodos com um
namero consideravel de experimentos, utilizando diferentes combinacdes de analitos,
concentracbes e matrizes, em um curto intervalo de tempo, facilmente adaptaveis a
diferentes situacdes. As validagOes intralaboratoriais atendem um importante nicho de
processos de validacdo de métodos devido a sua flexibilidade e habilidade em fornecer
resultados rapidos para novos métodos (VAN DER VOET, VANRHIUN &
VAN DE WIEL, 1999).

Varios sdo os documentos que podem ser utilizados como referéncia na
elaboracdo de procedimentos de validacdo intralaboratorial de métodos analiticos,
embora nédo exista uma uniformidade sobre quais caracteristicas devam ser
determinadas no processo de validacdo, conforme exposto na Tabela 1. O documento
orientativo DOQ-CGCRE-008 da Coordenacdo Geral de Acreditagdo do INMETRO
(2010) é a principal referéncia nacional, podendo ainda ser citada a Instrugéo
Normativa 24 de 2009 do MAPA (BRASIL, 2009 a) para validacdo de métodos no
ambito do Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de
Origem Animal (PNCRC). Documentos como o guia publicado pelo EURACHEM, a
diretiva da Unido Europeia Commission Decision (CD) 2002/657/EC que estabelece
Regulamentos sobre Desempenho de Métodos e Interpretacédo de Resultados e o guia
harmonizado pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC International),
International Standards Organization (ISO) e International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) sédo importantes referéncias internacionais que tratam a validacao
de métodos de ensaio (EURACHEM, 1998; EC, 2002; THOMPSON, ELLISON &
WOOD, 2002).

Na CD 2002/657/EC é feita uma distincdo entre métodos de triagem e
confirmacdo, que podem ser tanto qualitativos quanto quantitativos. Os primeiros
detectam a presenca de uma substancia ou uma classe de substancias no nivel de
interesse, tém capacidade para processar um numero elevado de amostras e sao
utilizados para selecionar os resultados potencialmente ndo conformes. Os métodos
confirmatérios produzem uma informacdo completa ou complementar que permite a
identificacdo inequivoca da substancia e, se necessario, sua quantificacdo no nivel
requerido (EC, 2002).
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Para a validagdo de métodos quantitativos, 0s seguintes parametros sao
indicados em todos os documentos orientativos: linearidade/calibracéo, seletividade,
limites, robustez, precisdo e exatidao/tendéncia/recuperacédo. Sensibilidade e faixas
somente ndo s&o tratados pela diretiva da Unido Europeia (EC, 2002). O guia
harmonizado pela AOAC/ISO/IUPAC (THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002) e a
diretiva da Unido Europeia (EC, 2002) tratam o parametro aplicabilidade. Enquanto o
parametro incerteza € tratado nos documentos da AOAC/ISO/IUPAC (THOMPSON,
ELLISON & WOOD, 2002) e EURACHEM (1998).

Os testes de efeitos da matriz, adequacdo ao propésito de uso e variacdo de
matriz séo previstos somente no guia harmonizado (THOMPSON, ELLISON & WOOQOD,

2002), enquanto estabilidade somente na diretiva da Unido Europeia (EC, 2002).

N&o existe um guia especifico disponivel para a validacdo de meétodos
qualitativos . N&o obstante, h4 uma concordancia entre os documentos apresentados
na Tabela 1 de que seletividade e LD devam ser avaliados. Estudos de robustez s&o
tratados nos documentos do INMETRO (2010) e da Unido Europeia (EC, 2002),
embora esse parametro nao esteja previsto no guia EURACHEM (1998). Nesse
documento sdo mencionados estudos das taxas de falso-positvos e falso-negativos
para validacdo de métodos qualitativos. Os parametros aplicabilidade e estabilidade
sdo tratados como aplicaveis aos métodos qualitativos pela CD 2002/657/EC (EC,
2002).

No guia harmonizado pela AOAC/ISO/IUPAC néo é feita distingdo entre métodos
gualitativos e quantitativos na apresentacdo dos parametros de desempenho da
validacdo. Contudo, os autores deste documento tratam a seletividade como um
parametro essencialmente qualitativo e deixam implicita a aplicacdo dos parametros LD
e robustez nas definicbes apresentadas (THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002).

" Desde 2005, a IUPAC possui um projeto que tem por objetivo o estabelecimento de um protocolo
internacional harmonizado para a validacdo de métodos qualitativos. Em 2011, foi divulgada a produgéo
de um esboco, cujo texto completo encontra-se em fase de finalizagdo para publicacdo na Pure and
Applied Chemistry (IUPAC, 2012).
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Apesar de néo haver documentos orientativos harmonizados para a validacéo de
métodos qualitativos, esses métodos também precisam ser validados (PULIDO et al.,
2003) e, por isso, alguns documentos especificos vém sendo publicados. No entanto,
estes constituem propostas de validagdo de métodos qualitativos com aplicacdes
especificas, que dependem das caracteristicas intrinsecas do método de andlise em

guestao, e ndo trazem detalhes sobre a avaliacdo dos parametros da validagéo.

A Unido Europeia possui um guia para validacdo de métodos de triagem para
residuos de drogas veterinarias baseado na CD 2002/657/EC que consiste em um
protocolo inicial de validacdo e recomendacdes de controle de qualidade desses
métodos e tem como objetivo auxiliar os laboratorios de andlises de residuos na
validacdo de seus meétodos de triagem. Os métodos de triagem tratados pelo guia
incluem os qualitativos, semiquantitativos e quantitativos. O guia sugere dois
procedimentos que podem ser utilizados na validagcdo dos métodos em questdo, o
primeiro baseado numa abordagem classica, onde os parametros sado estudados em
diferentes experimentos, e o segundo baseado num modelo de delineamento fatorial.
Em ambos o0s procedimentos, os parametros abordados s&o: aplicabilidade,
capacidade de deteccao (CCpB), estabilidade, limite de decisao (CCa), seletividade e
robustez (EC, 2011). Com base nessas referéncias (EC, 2002; EC, 2011), GALARINI et
al. (2011) propuseram um protocolo para validacdo e implementacdo de controle

interno de teste imunoenzimatico do tipo ELISA.

O AOAC Performance Tested Program™ for test kits foi desenvolvido de modo a
complementar o programa Official Methods of Analysis®™ da AOAC e tem como
finalidade fornecer aos fabricantes de kits de testes uma avaliacdo independente da
alegacdo de desempenho dos mesmos. Ao conceder o certificado de Performance
Tested a um kit especifico, a AOAC Research Institute (AOAC-RI) garante ao usuario
do kit que, além de ter sido submetido a uma avaliacdo independente, o kit possui o
desempenho alegado pelo fabricante dentro dos parametros previstos. Na avaliacédo
desses kits, a selecdo dos parametros avaliados depende do tipo de método avaliado,
por exemplo, se microbiolégico ou imunoenzimatico, se qualitativo ou quantitativo
(AOAC, 2009). Para kits que envolvem determinacdes qualitativas, o Programa prevé o
estudo dos parametros: inclusividade, exclusividade, taxas de falsos resultados, de

seletividade, de sensibilidade, recuperacgéo, robustez, além de estudos de comparacao



29
com meétodo de referéncia, prazo de validade (shelf-life) e variabilidade entre lotes
(AOAC, 2012 a). Os estudos de validacdo incluem ainda processos intralaboratoriais e
interlaboratoriais (AOAC, 2012 b). Os parametros inclusividade e exclusividade sao,
respectivamente, os parametros sensibilidade e seletividade, aplicados a métodos
microbiologicos (FELDSINE, ABEYTA & ANDREWS, 2002). Para métodos qualitativos,
a recuperacdo deve ser estimada pela comparacdo dos resultados com um método
existente, ja validado em estudos intra ou interlaboratoriais (AOAC, 2012 c).

Em 2010, foi publicado pelo CODEX ALIMENTARIUS o documento Guidelines
on performance criteria and validation of methods for detection, identification and
guantification of specific DNA sequences and specifics proteins in foods. Nesse guia, 0s
parametros: TFP, TFN, LD, robustez e aplicabilidade sdo descritos para validacao de
métodos qualitativos especificos como PCR (Polymerase Chain Reaction) e ELISA
(CODEX ALIMENTARIUS, 2010).



Tabela 1. Principais documentos orientativos nacionais e internacionais para validacao intralaboratorial de métodos e respectivos

parametros de desempenho em fungéo dos tipos de métodos - quantitativos ou qualitativos

Quantitativo Qualitativo
Parametro de desempenho EC MMETRO EC
AOAC/ISO/ .
IUPAC Triagem Confirmagao EURACHEM C;r;i?)??:grte Cl?nrgﬁg?zzte Proggi(;a;des Triagem Confirmacéao EURACHEM INMETRO
traco

Adequacao ao proposito (Fitness for SIM i i ) ) ) ) _ _ _ i
purpose)
Aplicabilidade SIM sim* sim* - - - - sim* sim! - -
Capacidade de detecgéo (CCR) - SIM SIM - - - - SIM SIM - -
Efeitos da matriz SIM? - - - - - - - - - -
Estabilidade - SIM SIM - - - - SIM SIM - -
Exatidao®>®/Recuperacéo®*>°/Tendéncia®* SIM NAO SIM SIM SIM SIM SIM NAO NAO NAO NAO
Faixa’/Faixa de trabalho®*/Faixa linear®” SIM - - SIM SIM SIM SIM - - NAO NAO
Incerteza de medigéo SIM - - SIM - - - - - NAO -
Limite de decis&o (CCa) - NAO SIM - - - - NAO SIM - -
Limite de deteccéo (LD) SIM - - SIM NAO SIM NAO - - SIM SIM

L. e ~ 3,450 inn
Ic_ilmlte de qlﬂagtlflcagao /Limite de SIM = = SIM NAO SIM NAO _ _ NAO NAO

eterminagao ] ] ~ ~
Linearidade® °/Calibracao™ ° SIM SIM SIM SIVH SIM SIM SIM NAO NAO NAO NAO
Preciséo SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM NAO NAO Sim® NAO
Precis&o intermediaria®/Preciséo inter % % % %
ensaios’/Reprodutibilidade intralaboratorial*® SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM Nf\O N'f‘o N'f‘o N'f‘o
Repetitividade SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM NAO NAO NAO NAO
Robustez SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM NAO SIM

B A 3,4,5,6 . =

Seletividade™"/Confirmagdo de SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM
identidade B B
Sensibilidade SIM - - SIM SIM SIM SIM - - NAO NAO
Variacédo de matriz SIM - - - - - - - - - -

1 Na diretiva da Unido Europeia (EC, 2002), a aplicabilidade é tratada junto a robustez.
% No documento AOAC/ISO/IUPAC (THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002), os efeitos de matriz sdo tratados junto a calibrag&o e linearidade.

% Termo utilizado no documento do INMETRO (2010).

*Termo utilizado no guia EURACHEM (1998).

® Termo utilizado no documento AOAC/ISO/IUPAC (THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002).

® Termo utilizado na diretiva da Unisio Europeia (EC, 2002).
"No guia EURACHEM (1998), linearidade é tratada junto com faixa de trabalho e linear.
®No guia EURACHEM (1998), precisédo esta relacionada as taxas de falso-positivos e falso-negativos, nas andlises qualitativas.
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3.1.5. VALIDACAO DE METODOS QUALITATIVOS

Embora ndo existam documentos orientativos especificos para validacdo de
métodos qualitativos, antes de sua aplicacdo na andlise de amostras, devem ser
realizados estudos dos parametros caracteristicos desses métodos (PULIDO et al.,
2003), os quais possuem correspondéncia com os parametros estudados na validagcao
de métodos quantitativos (TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004).

Na Tabela 2 encontra-se uma relagcdo de correspondéncia entre os principais

parametros de validacdo de métodos qualitativos e quantitativos.

Tabela 2. Parametros de desempenho estudados na validacdo de método qualitativos

e respectivos parametros correspondentes na validacdo quantitativa.

Método Qualitativo Método Quantitativo
Taxas de falso-positivos, de falso-negativos, de Exatidso
confiabilidade, rastreabilidade metroldgica
Taxa de sensibilidade Sensibilidade
Taxa de seletividade / Confirmacédo de identidade Seletividade
Regido de perda de confiabilidade Incerteza

Limite de deteccdo / Limite de quantificacdo /
Limite de deciséo / Capacidade de detec¢éo
Robustez Robustez

Acordancia e Concordancia Precisdo

Limite de deteccdo / Limite de corte

Fonte: Adaptado de TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS (2004); RIOS & TELLES (2005).

Alguns autores, no entanto, discutem o fato de que somente os parametros LD e
seletividade teriam exatamente o mesmo significado metrolégico nos contextos de
validacbes de métodos quantitativos e qualitativos. Além disso, apontam para o fato de
gue essas comparacdes seriam pouco Uteis, uma vez que o estudo das taxas de falsos
resultados, que ndo possuem correspondéncia direta com nenhum dos parametros dos
métodos quantitativos, teria maior importancia nas analises qualitativas (ELLISON &
FEARN, 2005).

De acordo com CARDENAS & VALCARCEL (2005), os parametros de
desempenho dos métodos podem ser classificados em: principais, basicos e de
produtividade. Os principais (exatiddo e representatividade) constituem os atributos do
resultado analitico, relacionados a duas propriedades metrologicas classicas —

rastreabilidade e incerteza. Parametros analiticos béasicos (precisdo, robustez,
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sensibilidade e seletividade) sao os atributos relacionados ao processo de medicao
analitico e que servem de suporte para as propriedades principais. Por fim, os de
produtividade correspondem aos atributos do processo analitico que possuem
relevancia pratica, como a velocidade, o custo/efetividade e os fatores pessoais.

Na definicdo das propriedades analiticas dos métodos qualitativos, dois
parametros sdo de suma importancia: a TFP e a TFN. A TFP é a probabilidade de se
obter um resultado positivo uma vez que o analito ndo esta presente na amostra (ou de
responder positivamente a um método de referéncia), podendo ser estimada pela
propor¢cdo de resultados incorretos relatados para amostras conhecidas que néo
contém a substancia pesquisada. A TFN é a probabilidade de obtencdo de um
resultado negativo quando a substancia esta presente na amostra (ou de responder
negativamente a um método de referéncia) e pode ser estimada pela a proporcao de
resultados incorretos para as amostras que contém a substancia (TRULLOLS,
RUISANCHEZ & RIUS, 2004; ELLISON & FEARN, 2005; TRULLOLS et al., 2005).

A confiabilidade de um método qualitativo pode ser definida como a proporcéo
de resultados corretos (positivos ou negativos) de uma bateria de testes
independentes. Trata-se de um parametro positivo, que abarca conotacdes negativas
dos erros nas medicdes qualitativas. A confiabilidade é uma propriedade principal dos
testes qualitativos, podendo ser relacionada a exatiddo dos métodos quantitativos
(CARDENAS & VALCARCEL, 2005; RiOS & TELLEZ, 2005).

As taxas TSB e TST séo parametros de desempenho de métodos qualitativos,
intimamente relacionados com as taxas de falsos resultados. A sensibilidade, também
chamada poder do teste, consiste na habilidade do método em detectar amostras
verdadeiramente positivas como positivas, enquanto a taxa de sensibilidade
correspondente a probabilidade de um método classificar como positiva uma amostra
sabidamente positiva (TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004; CARDENAS &
VALCARCEL, 2005; ELLISON & FEARN, 2005). No contexto de testes de hipdteses
estatisticos, poder é também definido como 1-, em que B representa a probabilidade

de se obter resultados falso-negativos (PULIDO et al., 2003).

De maneira analoga, a seletividade corresponde a habilidade em detectar
amostras verdadeiramente negativas como negativas, sendo a taxa de seletividade a

probabilidade de classificar como negativa uma amostra sabidamente negativa
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(TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004; CARDENAS & VALCARCEL, 2005;
ELLISON & FEARN, 2005). Em testes de hipdteses estatisticos (1-seletividade) é
relacionada ao nivel de significAncia o, 0 qual representa a probabilidade de se obter
resultados falso-positivos (PULIDO et al., 2003). A seletividade pode ainda ser avaliada
em relac@o a presenca de possiveis interferentes. Para fabricantes de kits de teste, em
particular, a verificagdo da influéncia dessas substancias na deteccdo do analito é
obrigatéria (TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004).

As taxas de falsos resultados, TSB e TST sédo parametros que caracterizam a
eficiéncia de um método de ensaio (MILMAN & KONOPELKO, 2004) e devem ser
levadas em consideracdo quando se decide ou ndo usar o método (FLETCHER &
FLETCHER, 2006). Uma série de testes de determinadas amostras fornece resultados
positivos e negativos e, em ambos 0s grupos, resultados falsos e verdadeiros. A
proporcao de respostas verdadeiras é caracterizada pelos valores preditivos (MILMAN
& KONOPELKO, 2004). O valor preditivo positivo é a proporcéo de resultados positivos
verdadeiros em relagéo ao total de resultados positivos. Ja o valor preditivo negativo é
a proporcado de resultados negativos verdadeiros em relacdo ao total de resultados
negativos (PULIDO et al., 2003). Ao contrario das taxas de sensibilidade e seletividade,
os valores preditivos ndo sdo uma propriedade do meétodo por si s6. Esses séo
determinados pela sensibilidade e seletividade do método e pela prevaléncia,
porcentagem de amostras que contém o analito. A prevaléncia pode também ser
definida como a probabilidade anterior (ou pré-teste) da presenca desta substancia
numa amostra qualquer. (FLETCHER & FLETCHER, 2006). Desse modo, em ensaios
com amostras reais, onde € impossivel distinguir com confiabilidade respostas falsas
das verdadeiras, os valores preditivos podem ser estimados somente se a prevaléncia
for conhecida (MILMAN & KONOPELKO, 2004).

Nas andlises qualitativas, a incerteza ndo pode ser expressa da mesma forma
gue nas andlises quantitativas, ou seja, como um parametro caracterizado pela
dispersdo dos resultados. No caso dos métodos qualitativos a incerteza tem uma
natureza probabilistica, podendo ser definida como a probabilidade de se tomar uma
decisdo errbnea. Os métodos com respostas binarias ndo possuem um numero
associado ao resultado e expresso como intervalo. Assim, a incerteza ndo é expressa
como um valor numérico e sim como uma regido onde ha probabilidade de ocorréncia

de erros. O conceito classico de incerteza, nos métodos qualitativos, pode ser
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substituido pelo conceito de RPC, termo preferencialmente utilizado. Esta regidao é
definida pelos limites superiores e inferiores de concentragdo, entre os quais 0 método
produz resultados falsos (PULIDO et al., 2003; RIiOS et al., 2003; SIMONET, RIOS &
VALCARCEL 2004; TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004).

O LD, conforme definido para andlises quantitativas, pode ser calculado quando
a resposta é um valor numérico, sendo consideradas duas probabilidades de erro a e 3
(CURRIE, 1995), sendo a a probabilidade de se cometer um erro do tipo |, de rejeitar
Ho (hipdtese de nulidade) quando Hy é verdadeira, que mede a taxa dos falso-positivos
e B a probabilidade de se cometer um erro do tipo Il, de nao rejeitar Ho quando Hy é
falsa, que mede a taxa de falso-negativos. Quando a resposta € binaria, entretanto, o
desvio padrdao de amostras brancas nao pode ser calculado e as probabilidades de erro
nao podem ser consideradas ao mesmo tempo. Portanto, o LD pode ser definido como
a menor concentracdo de um analito que pode ser detectada, confiavelmente como
positiva, numa dada matriz. Isto implica em considerar somente o erro tipo I, ou taxa
de resultados falso-negativos, usualmente de 5 %. Esta definicdo € apresentada no
contexto de verificagdo de um nivel maximo de concentracdo permitido, mas se for
extrapolado a determinacdo de uma concentracdo minima permitida, a probabilidade
de erro tipo I, ou taxa de falso-positivos, deve ser considerada também a 5 %. Como as
duas probabilidades de erro ndo podem ser consideradas simultaneamente, no
primeiro caso o limite de deteccado coincidira com o limite superior da RPC, na qual a
taxa de sensibilidade é de 95 % e, no segundo caso, ele coincidira com o menor limite
da RPC (TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004).

Além do LD do método, que € uma caracteristica intrinseca do meétodo de
ensaio, o limite imposto pela legislacdo ou pelo cliente e o limite de corte (cut-off) do
laboratério para meétodos que possuem respostas instrumentais estdo entre as
referéncias quantitativas envolvidas nos resultados dos métodos qualitativos
(CARDENAS & VALCARCEL, 2005).

A robustez é a estimativa da capacidade de um método permanecer inalterado a
pequenas e deliberadas mudancas nas variaveis, sendo determinada em diferentes
niveis de concentracéo do analito (RIOS et al., 2003). A robustez em analise qualitativa
€ um parametro analitico, assim como nas analises quantitativas, cujo ultimato é definir
as fragilidades experimentais de um método pela indicacdo das variaveis criticas na

garantia da confiabilidade das respostas. A robustez depende da concentragcao dos
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analitos, sendo que na faixa de perda de confiabilidade haver4 maior influéncia de
fatores experimentais (CARDENAS & VALCARCEL, 2005; AGUILERA et al., 2006).

A rastreabilidade metroldgica, do ponto de vista pratico, assume que existe uma
cadeia ininterrupta de calibracdes de um sistema de medi¢cdo ou comparacgdes. Entre
outras possibilidades, a rastreabilidade metroldgica pode ser obtida comparando os
resultados obtidos pelo método em validagdo com aqueles obtidos por um método de
referéncia ou pelo uso de um material de referéncia certificado (MRC) (VALCARCEL &
RIOS, 1997; TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004; RIOS & TELLEZ, 2005). E
importante ressaltar que os padrdes de referéncia sdo a chave para garantia da
rastreabilidade metrolégica das informacfes e resultados fornecidos pelos métodos
qualitativos, jA que as caracteristicas analiticas desses padrées sao utilizadas como
base de comparacédo para compostos desconhecidos da amostra (RIOS & TELLEZ,
2005).

Dois outros parametros sao ainda acrescentados as validacbes de métodos
gualitativos, quando estruturadas em processos interlaboratoriais: ACO e CON, que
correspondem, respectivamente, aos conceitos de precisdo sob condicdes de
repetitividade e de reprodutibilidade, aplicados a testes qualitativos. A ACO € a
probabilidade de obter, para duas amostras idénticas, analisadas no mesmo
laboratério, sob condicbes de repetitividade, o mesmo resultado. Para o célculo da
ACO, calcula-se a ACO para cada laboratério, que € a probabilidade de duas amostras
fornecerem o mesmo resultado, e em seguida a média das probabilidades de cada
laboratério (LANGTONN et al., 2002). CON € a probabilidade de se obter o mesmo
resultado para duas amostras idénticas, testadas em laboratdrios diferentes, sob
condicbes de reprodutibilidade. Esse parametro é estimado pelas proporcoes
correspondentes de pares de resultados de dados concordantes (LANGTONN et al.,
2002; ELLISON & FEARN; 2005). Da mesma forma que em estudos de métodos
guantitativos, experimentos de CON podem ser conduzidos sob condi¢cbes de precisao
intermediéaria, representando o que normalmente acontece no laboratério sob
condicBes de rotina, incluindo variacbes em lotes de reagentes, analistas e
equipamentos que sejam representativos (THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002).

Na validacdo de métodos qualitativos, a representatividade torna-se um
componente essencial da qualidade das respostas qualitativas. Uma resposta 100 %

confiavel, mas ndo representativa das amostras teste, indica um resultado inadequado
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sob o ponto de vista da qualidade do método. Estratégias adequadas de amostragem e
a correta aplicacado do protocolo de amostragem sdo as bases para essa propriedade
(CARDENAS & VALCARCEL, 2005). A escolha das amostras deve fornecer
estimativas de sensibilidade e seletividade, numa dada faixa de concentragdo, o que
implica em um delineamento que empregue amostras numa faixa representativa de
concentracdes e, pelo menos, um branco, além de alguns itens com interferentes. As
replicatas também sdo essenciais na avaliacdo de métodos qualitativos, sem as quais
as frequéncias nédo podem ser estimadas (ELLISON & FEARN, 2005).

Para andlise de dados e avaliacdo dos parametros de desempenho de métodos
qualitativos, varios modelos sao propostos na literatura. As tabelas de contingéncia e o
Teorema de Bayes podem ser utilizados na determinacdo das taxas de falsos
resultados, TSB, TST e TCF. As curvas de probabilidades ou curvas de desempenho e
os testes de hipoteses estatisticos podem ser utilizados no estudo do LD e da RPC
(incerteza) (TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004; ELLISON & FEARN, 2005). No
caso da precisdo, a ACO e a CON sao avaliadas por calculos de probabilidade e
analise combinatéria (LANGTONN et al., 2002). Nos estudos complementares de
seletividade na presenca de interferentes, o experimento deve incluir a andlise de
amostras brancas e adicionadas do analito, para avaliacdo de efeito inibidor ou
potencializador do possivel interferente (EURACHEM, 1998; EC, 2002; INMETRO,
2010). Por fim, no estudo da robustez podem ser utilizados experimentos fatoriais
(AGUILERA et al., 2006). Tanto na avaliagdo complementar da seletividade quanto na
robustez, a analise de dados deve ser feita pela avaliagcdo da alteracdo nas taxas de
falsos resultados e de confiabilidade (ELLISON, 2000; AGUILERA et al., 2006).
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3.2. RESIDUOS DE ANTIMICROBIANOS EM ALIMENTOS

3.2.1. USO DE ANTIMICROBIANOS NA PRODUCAO ANIMAL

Agentes antimicrobianos sdo definidos pela Resolu¢cdo EC 1831/2003 da Uni&o
Europeia como substéncias obtidas sintética ou naturalmente usadas para destruir ou
inibir o crescimento de micro-organismos, sejam eles fungos, bactérias, virus ou
parasitas, em particular os protozodarios. Os antibiéticos, por sua vez, sdo definidos
nessa Resolugcdo como substancias produzidas por micro-organismos, ou derivadas
dessas, que possuem acdo destruidora ou inibidora frente a outros micro-organismos
(EC, 2003).

A legislagdo brasileira também faz uma distincdo entre esses dois termos,
definindo antimicrobiano como qualquer substéncia que, em baixa concentracao,
exerce toxicidade seletiva contra micro-organismos; e antibidético como substancia
guimica produzida ou derivada de micro-organismos que, em baixa concentracao,
inviabiliza ou inibe o crescimento de micro-organismos causadores de doencas
(BRASIL, 2009 b).

Os antimicrobianos podem ser classificados em especificos ou inespecificos. A
diferenca entre esses grupos € a capacidade de atuar sobre micro-organismos em
geral (inespecificos) ou sobre micro-organismos responsaveis por doencas infecciosas
em animais (especificos). Os antimicrobianos especificos, por sua vez, podem ser
classificados em antibiéticos e quimioterapicos. Os antibiéticos, substancias produzidas
por micro-organismos, ou 0S seus equivalentes sintéticos, tém a capacidade de, em
pequenas doses, inibir o crescimento ou destruir micro-organismos causadores de
doencas. Ja os quimioterapicos, onde se incluem as sulfonamidas, sdo substancias
produzidas por sintese laboratorial que, introduzidas no organismo animal, agem de

maneira seletiva sobre o causador do processo infeccioso (SPINOSA, 2006).

Os antimicrobianos sao utilizados na pecuaria, desde 1950, como agentes
profilaticos, terapéuticos e promotores de crescimento (COMPANYO et al., 2009). Em
um estudo realizado por KOOLS, MOLTMANN & KNACKER (2008), estimou-se, para o
ano de 2008, um consumo de aproximadamente 5939 toneladas de antimicrobianos,

em 25 paises da Unido Europeia, sendo os grupos de antimicrobianos mais usados 0s
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das tetraciclinas, betalactamicos e sulfonamidas. Em 2007, a venda de antimicrobianos
para uso veterinario nos Estados Unidos foi superior a 12000 toneladas, sendo as
tetraciclinas responsaveis por 40% do total. As sulfonamidas e penicilinas
representaram, no mesmo ano, mais 6 % do total comercializado (AHI, 2008).

No Brasil, 0 mercado de medicamentos veterinarios movimentou, em 2009, mais
de 2,8 bilhdes de reais, cerca de 5 % acima do registrado em 2008. Desse total, 55 %
referem-se ao mercado de medicamentos destinados a ruminantes, seguido de 15 %
para suinos e 14 % para aves. Em relacdo a classe terapéutica, os antimicrobianos
representam mais de 22 % do montante (SINDAN, 2010). Em 2010, a industria mundial
de saude animal movimentou cerca de 20 bilhdes de ddlares, um aumento real de 4%
em relacdo ao ano anterior. As espécies relacionadas a producdo de alimentos foram
responsaveis por 59 % dessa soma (SINDAN, 2012). Em 2001, os principais
antimicrobianos utilizados em vacas em periodo de lactacdo, foram os
aminoglicosideos, betalactamicos, tetraciclinas, macrolideos, sulfonamidas e
quinolonas. Em vacas secas, 0s mais utilizados foram os aminoglicosideos e
betalactamicos, macrolideos e as tetraciclinas (GORNI & CABRINI, 2003).

O principal objetivo do uso de agentes antimicrobianos no tratamento de
infeccbes - terapéutico - € a erradicacdo dos patégenos, o mais rapidamente possivel,
com o minimo de efeitos adversos ao organismo receptor. Quando séo utilizados no
tratamento de animais, os antimicrobianos s&o selecionados de acordo com a
resisténcia dos micro-organismos patogénicos e dos normalmente presentes na flora

intestinal e de acordo com sua prevaléncia no meio (PHILLIPS et al., 2004).

O periodo de retirada ou de caréncia € o prazo de eliminacdo do antimicrobiano
no leite ap6s a ultima aplicacdo do mesmo (BRITO & LANGE, 2005) e tem como
propdsito evitar a presenca de residuos do produto veterinario nos alimentos como
carne, leite, ovos, pescado e mel, acima dos limites permitidos e considerados
prejudiciais a saude humana (BRASIL, 2008 a). O referido periodo varia de acordo com
0 produto utilizado e com a via de administracdo (BRITO & LANGE, 2005), que pode
ser intramuscular, intravenosa, subcutanea, oral (através do alimento ou da agua),
intramamaria, intrauterina ou topicamente sobre a pele. Em tese, todas as vias podem
acarretar a presenca de residuos nos alimentos de origem animal. Assim, a presenca
dos mesmos em alimentos, é associada a falta de boas préticas veterinarias e ao
desrespeito ao periodo de caréncia (MITCHELL et al., 1998; BRITO & LANGE, 2005).
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Em 2003, o Regulamento EC 1831/2003 da Unido Europeia proibiu 0 uso de

antimicrobianos como suplemento alimentar a partir de 1 de janeiro de 2006. Essa

proibicdo ja havia sido feita em alguns paises da Europa, como Suécia e Dinamarca,

em 1986 e 1998, respectivamente. Nos Estados Unidos, o uso de antimicrobianos

como suplemento alimentar é permitido, sendo regulado e controlado caso a caso pelo
Food and Drug Administration (FDA) (COMPANYO et al., 2009).

Estudos das consequéncias de anos de banimento dos antimicrobianos na
Suécia e Dinamarca trazem conclusfes contraditérias. Alguns autores apontam o
aumento do uso terapéutico, acarretando resultados adversos a saude e ao bem-estar
dos animais, e impactando negativamente na economia dos produtores. No entanto,
outros estudos afirmam que esses resultados negativos sdo consequéncias de uma ma
interpretagcéo epidemioldgica dos dados e que, na maior parte dos casos, 0 aumento na
prescri¢éo de antimicrobianos diminui depois de dois ou trés anos (COMPANYO et al.,
2009).

No Brasil, os antimicrobianos anfenicois, tetraciclinas, betalactamicos
(benzilpenicilamicos e cefalosporinas), quinolonas e sulfonamidas sistémicas sao de
uso exclusivo em produtos de uso veterinario, sendo vedada a utilizacdo desses como
aditivos zootécnicos melhoradores de desempenho ou como conservantes de
alimentos para animais (BRASIL, 2009 b). O uso como promotor de crescimento &
permitido somente para os antimicrobianos avilamicina, bacitracina de zinco, sulfato de
tilosina e virginamicina (OLIVEIRA, ZANINE & SANTOS, 2010).

3.2.1.1. Sulfonamidas

As sulfonamidas sdo substancias que contém a estrutura quimica da
sulfanilamida (GORNIAK, 2006), como representado na Figura 2. A substituicio em
um dos hidrogénios do grupo sulfonamidico (-SO,-NH,-), produz compostos com
propriedades fisicas, quimicas e farmacoldgicas diferentes (OLIVEIRA, 2005). Estes
compostos, pertencentes ao grupo dos derivados do nitrogénio sulfonamidico (N3),
renem o maior nimero de sulfonamidas clinicamente Gteis (GORNIAK, 2006). Em
particular, a variacdo com grupos aromaticos heterocilicos produzem compostos
altamente potentes (OLIVEIRA, 2005). A substituicio em um ou dois hidrogénios do

grupamento aminico, designado N4, ddo origem a compostos que sdo ativados no
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organismo, liberando um grupo amino livre, para entdo desempenhar sua atividade

antimicrobiana.

As sulfonamidas possuem amplo espectro de acdo, sendo efetivas contra
bactérias Gram-positivas, algumas bactérias Gram-negativas e protozoarios
(GORNIAK, 2006; PASTOR-NAVARRO, MAQUIEIRA & PUCHADES, 2009). Em altas
concentragbes, as sulfonamidas sao bactericidas, mas podem causar reacbes

adversas ao hospedeiro.

A atividade antimicrobiana das sulfonamidas deve-se a semelhanca estrutural
existente entre essas e 0 acido p-aminobenzdico (PABA) (GORNIAK, 2006) (Fig. 2). A
diferenca entre as estruturas esta na presenca de um grupo sulfona nas sulfonamidas

no lugar de um grupo carboxilico presente no PABA (OLIVEIRA, 2005).
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Figura 2. Estrutura quimica do acido p-aminobenzoico (PABA) (a) e estrutura geral das

sulfonamidas (b).

No interior da célula, o PABA reage com a enzima diidropteroico sintase (DHPS),
formando o acido diidropterdico (DHP), que é subsequentemente convertido em acido
félico, um importante precursor da sintese de acidos nucleicos (Fig. 3). Devido a
semelhanca estrutural com o PABA, as sulfonamidas combinam-se a DHPS, formando
um composto analogo ao DHP que, no entanto, ndo € convertido em acido félico e ndo
tem funcédo celular (OLIVEIRA, 2005; FOCKS, KLASMEIER & MATTHIES, 2010).
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DHA, RNA, proteinas

Figura 3. Representacdo esqueméatica da formacdo do &cido félico, DNA, RNA e
proteinas e acdo das sulfonamidas.

No organismo animal, as sulfonamidas ligam-se as proteinas plasmaticas,
sobretudo a albumina. Essa ligacdo depende principalmente dos valores de pKa das
sulfonamidas e resulta na perda da atividade antimicrobiana dessas substancias. Uma
vez que as proteinas do plasma normalmente ndo atravessam o endotélio capilar
(exceto em pequenas quantidades), somente a fracdo nao ligada (ativa) da droga pode
se distribuir pelos tecidos. Além disso, como o conteudo de proteina desses liquidos é
habitualmente baixo, a maior parte das sulfonamidas encontra-se na forma ativa e se
distribuem por todos os tecidos do corpo (SOBACK & LAMMINSIVU, 1979; TAVARES
et al., 2007). Elas penetram facilmente nos liquidos pleural, peritoneal, sinovial, ocular e
outros liquidos corporais semelhantes, onde podem atingir concentracfes semelhantes
a 50-80 % da concentracdo sanguinea determinada simultaneamente (SOBACK &
LAMMINSIVU, 1979). As sulfonamidas também atravessam a barreira placentéria,
alcancando a circulacdo fetal onde podem apresentar niveis semelhantes aos
plasmaticos (TAVARES et al., 2007), suficientes para atividade toxica (SOBACK &
LAMMINSIVU, 1979).

As sulfonamidas s&o biotransformadas no figado (GORNIAK, 2006) e excretadas
principalmente por via renal por filtracdo glomerular (TAVARES et al., 2007). Vérios
fatores influenciam seu metabolismo e farmacocinética, como dose, idade e espécie.
As conversfes metabdlicas das sulfonamidas envolvem reacbes de acetilacao,

hidroxilacdo e oxidagcdo (NOUWS et al., 1988). O produto da acetilacdo das
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sulfonamidas ndo possui atividade antimicrobiana e é menos soluvel em agua, o que
aumenta o risco de efeitos toxicos, devido a maior probabilidade de precipitagdo nos
tubulos contornados dos rins. Os produtos de oxidagdo s&do responsaveis por varias
reacdes toxicas sistémicas como lesbes cutaneas e fendbmenos de hipersensibilidade
(TAVARES et al., 2007).

Desde a sua descoberta, em meados do século XX, as sulfonamidas vém sendo
amplamente utilizadas como agentes terapéuticos na medicina humana e veterinaria.
Essas substancias também sao muito utilizadas como promotores de crescimento na
criacdo de animais devido ao seu amplo espectro de atividade e baixo custo (PASTOR-
NAVARRO, MAQUIEIRA & PUCHADES, 2009) ou, ainda, via acdo sinérgica com
outras drogas, mantendo o ganho de peso do animal, mesmo em casos de debilidade
(BRASIL, 1999).

O tratamento da mastite, processo inflamatério da glandula mamaria, constitui
um importante motivo para uso de antimicrobianos, especificamente das sulfonamidas,
em animais em lactacdo. O processo inflamatorio provoca um aumento na
permeabilidade da glandula, favorecendo a difusdo dos antimicrobianos do sangue
para o leite. Do mesmo modo, a ocorréncia da inflamacdo, associada as praticas
inadequadas da terapia com antimicrobianos, aumenta o risco da presenca de residuos
dessas substancias no leite (BRITO & LANGE, 2005).

As sulfonamidas sdo muito utilizadas na aquicultura e na pecuaria, sendo a
sulfadimetoxina (SDM), sulfametazina (SMZ) e sulfatiazol (STZ) as mais usadas para
tratamento de animais (PASTOR-NAVARRO, MAQUIEIRA & PUCHADES, 2009),
administradas pelas mais diferentes vias, inclusive, pela adicdo na racédo e na agua de
bebida dos animais (BRASIL, 1999). As estruturas quimicas dessas sulfonamidas estao

representadas na Figura 4.
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Figura 4. Estruturas quimicas da sulfadimetoxina (1), sulfatiazol (2), e sulfametazina

(3). Fonte: FELTRIN et al., 2007.

A SMZ é comumente utilizada na pecudria no tratamento de doencas infecciosas
respiratérias e do trato intestinal, seu uso inclui o tratamento de infec¢des cronicas e
agudas em gado, suinos e cavalos (ZAYAS-BLANCO, GARCIA-FALCON & SIMAL-
GANDARA, 2004). A SMZ também pode ser administrada na racdo de peixe para
combater a doenca da coluna, da boca vermelha e as septicemias provocadas por
Pseudomonas e Aeromonas (BRASIL, 1999).

Os usos de STZ em bovinos incluem o tratamento de doencas infecciosas
respiratérias, de pneumonia bacteriana, da difteria em bezerros, da pododermatite
necrotica e de metrite aguda, tipo de doenca infecciosa uterina (JECFA, 2010 a). A
SDM tem indicacdes de uso na avicultura para tratamento de doencas infecciosas e de
surtos de coccidiose e colera viaria, na bovinocultura de leite e corte no tratamento de
doencas respiratorias infecciosas (pneumonia bacteriana e febre de transporte) e
pododermatites (FDA, 2005).

3.2.2. IMPLICACOES ECONOMICAS E DE SAUDE PUBLICA

Problemas ligados a saude humana se devem a possibilidade de
desenvolvimento de reacgdes alérgicas (BRITO & LANGE, 2005; BLASCO, TORRES &
PICO, 2007) ou toxicas nos individuos que ingerem alimentos com residuos de
antimicrobianos. As reacdes alérgicas se manifestam geralmente como urticéarias,
rinites, dermatites e asma brénquica e se relacionam principalmente com as penicilinas,
podendo ocorrer na presenca de tetraciclinas, estreptomicina e sulfonamidas. Ja as
reacdes téxicas sao relacionadas a presenca de antimicrobianos com potencial

carcinogénico, que podem desenvolver tumores em animais de laboratério (por
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exemplo, a SMZ e os nitrofuranos), que podem originar alteracées hematoldgicas em
individuos sensiveis (cloranfenicol) (BRITO & LANGE, 2005).

Muitas evidéncias relacionadas ao problema da transferéncia de resisténcia dos
animais para o homem vém de principios da epidemiologia de zoonoses,
principalmente as infec¢des por Salmonela e Campylobacter, e de micro-organismos
conhecidos como indicadores, que causam doencas em animais e nao causam
doencas no homem, mas que podem se tornar patogénicos. A epidemiologia dessas
doencas parte do principio de que existem varias fontes possiveis, além da
alimentacdo animal, e varias rotas de transmissdo, que ndo os alimentos de origem
animal. A importancia da cadeia de transmissao da resisténcia aos antimicrobianos no
contexto abordado é a selecdo de bactérias multirresistentes a antimicrobianos. E em
todos os casos de resisténcia, a hipotese mais forte € de que a cadeia alimentar é o

principal meio de transmissao dessa resisténcia (PHILIPS et al., 2004).

Assim, outro argumento contra 0 uso dos antimicrobianos € o de que 0 uso
continuado dessas substancias pode favorecer o desenvolvimento de resisténcia de
bactérias patogénicas (BLASCO, TORRES & PICO, 2007; COMPANYO et al., 2009). O
risco do uso de antimicrobianos na ingestdo de pequenas doses por longos periodos
pode aumentar a pressao de selecdo de bactérias patogénicas resistentes. Em regra,
guanto maior a quantidade de antimicrobiano, mais rapido € o desenvolvimento da
resisténcia bacteriana. Esse tem sido o principal argumento contra 0 uso continuado
dessas substancias na pecuéaria (COMPANYO et al., 2009).

Os antimicrobianos que se ligam as proteinas do soro podem ser transferidos do
sangue para o leite. Na ordenha, os antimicrobianos sao introduzidos na cadeia
produtiva do leite e seus derivados. Estudo realizado por NOUWS et al. (1988) sobre a
farmacocinética e metabolismo de diferentes sulfonamidas em gado leiteiro indicou que
a concentracdo dos metabdlitos no plasma e no leite era menor que a concentracfes
dos antimicrobianos. No caso especifico do leite, a concentracdo de metabdlitos &

aproximadamente oito vezes menor que a concentracao da respectiva sulfonamida.

As sulfonamidas séo eliminadas do organismo principalmente pela via renal, por
filtracdo glomerular, em parte como farmaco inalterado e em parte como produtos
metabdlitos (SOBACK & LAMMINSIVU, 1979; TAVARES et al.,, 2007). Por isso
GARCIA-GALAN, DIAZ-CRUZ & BARCELO (2009) sugerem mais um riscoO no uso
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desses compostos, o ambiental. Tais autores afirmam também que os riscos da
exposicdo indireta do homem a medicamentos veterindrios sobre a saude humana
ainda ndo estdo bem estabelecidos. A presenca de residuos de sulfonamidas em leite
€ de grande preocupacdo, pois alguns desses compostos, como a SMZ, podem
apresentar efeitos carcinogénicos e produzir tumores na tireoide em ratos (CAl et al.,
2008; HUANG, QIU & YUAN, 2009).

NOA et al. (2002) observaram a estabilidade de seis sulfonamidas
(sulfametoxazol, sulfacloropiridazina, sulfatiazol, sulfamonometoxina, sulfamerazina, e
sulfametazina) em amostras de leite cru. Durante cinco dias de armazenamento a frio,
na presenca de 0,1 % de dicromato de potassio (K,Cr,0O;) ou 0,05% de cloreto de
mercurio (HgCl,), os niveis de concentracdo dos antimicrobianos testados, exceto
sulfatiazol, mantiveram-se estaveis nas amostras de leite cru. Em outro estudo, a
estabilidade de solu¢cbes-padrao estoque de sulfadiazina, sulfatiazol, sulfametazina,
sulfametoxipiridazina, sulfamonometoxina, sulfametoxazol, sulfadimetoxina e
sulfaquinoxalina em metanol mantidas por pelo menos 6 meses a 4 °C foi testada. A
recuperacao para sulfadiazina e sulfatiazol, adicionadas ao nivel de 10 pg/L em leite e
armazenadas a -20° C durante trés semanas diminuiu. Porém, para as demais
sulfonamidas analisadas nao foi observado efeito na taxa de recuperacdo (WU et al.,
2007).

Em relacdo a industria de laticinios, a presenca de residuos de antimicrobianos
em leite € um problema grave, uma vez que O processamento exerce pouco ou
nenhum efeito sobre esses compostos. Em 2005, PAPAPANAGIOTOU, FLETOURIS &
PSOMAS publicaram um estudo sobre estabilidade da SMZ em leite e carne de porco
frente a diferentes tratamentos térmicos (pasteurizacéo, fervura, autoclavagem e micro-
ondas) e frente as temperaturas usuais de estocagem. Os resultados desse estudo
indicaram que os diferentes tratamentos térmicos realizados ndo eram confidveis para
a eliminacdo de residuos de SMZ, uma vez que essa se mostrou bastante estavel
guando submetida a altas temperaturas. No processo de pasteurizacdo nao foi
observada alteracdo nas concentracfes de SMZ nas matrizes testadas. Além disso, a
SMZ em diferentes concentracdes também se mostrou estavel, tanto em leite quanto
na carne de porco, apos estocagem por 3 meses a -20 °C e por 5 meses a -75 °C. Os
resultados obtidos nesse estudo foram semelhantes aos encontrados por ROSE,
FARRINGTON & SHEARER (1995), que avaliaram o efeito de diferentes
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procedimentos de cocgdo em carnes de porco contendo residuos de SMZ, com
verificagdo da estabilidade da SMZ em solu¢do aquosa quando submetida a fervura

(100 °C) por periodos de tempo superiores a 4 horas.

Assim, além dos aspectos relacionados a saude publica, a presenca de residuos
de antimicrobianos se torna um entrave sob o ponto de vista tecnoldgico e econémico,
pois pode provocar a inibicdo de culturas lacteas sensiveis utilizadas na fabricacéo de
queijos, iogurtes e outros produtos fermentados, dificultando a obtencdo desses
produtos ou alterando sua qualidade (BRITO & LANGE, 2005). Na producédo de
manteiga e maturacao de queijos, os antimicrobianos podem interferir na producéo de
acidos e compostos responsaveis pelo sabor desses produtos levando a formacao de
odores desagradaveis (NASCIMENTO, MAESTRO & CAMPOS, 2001; VAN SCHAIK,
LOTEM & SCHUKKEN, 2002; BRITO & LANGE, 2005; NERO et al., 2007). Segundo
NERO et al. (2007), em concentracdes proximas a 1 ug/L, essas substancias podem

atrasar a atividade de culturas starter na producao de queijos, iogurtes e manteiga.

Em 2009, a producdo mundial de leite foi estimada em 702 milhdes de
toneladas, havendo uma previsdo de producdo de 710 milhdes de toneladas de leite
para 2010 (FAO, 2011). O Brasil, que ocupa a posi¢cado de sexto maior produtor mundial
de leite, ultrapassou pela primeira vez a barreira dos 30 bilhdes de litros produzidos em
2010. A producao brasileira cresce a uma taxa média anual de aproximadamente 4 %,
superior a da maioria dos paises que ocupam o0s primeiros lugares no ranking de
producdo (india, Estados Unidos, China, Paquistdo e RUssia). A producéo brasileira
corresponde ainda a 66 % do volume total de leite produzido nos paises que compdem
o MERCOSUL (FAO, 2011). Neste contexto, Minas Gerais ocupa posi¢cao de destaque
como o maior estado produtor de leite do pais, representando em média 27 % da
producédo nacional (IBGE, 2012).

O controle e monitoramento de residuos em leite € uma imposicdo no contexto
do comércio internacional tanto para as matérias-primas quanto para os derivados
lacteos. O ndo cumprimento das metas previstas nos respectivos programas de
controle e monitoramento de residuos pode significar a exposicdo do consumidor
interno aos residuos (BRASIL, 1999) e acarretar sérios entraves a exportacdo desses
produtos aos principais mercados como Venezuela, Argélia, Trinidad Tobago, Estados
Unidos, Cuba, paises africanos e arabes (BRASIL 1999; BRASIL, 2008 b).
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3.2.3. REGULAMENTACAO

Objetivando a protecdo da salde publica e a faciltacdo do comércio
internacional de produtos agricolas, muitos paises estabeleceram programas de
controle de residuos em leite, baseados em normas regulamentares proprias e
recomendacdes do CODEX ALIMENTARIUS (CODEX ALIMENTARIUS, 2008). Estes
programas, em seus detalhamentos, variam de pais para pais de acordo com
caracteristicas de extensdo territorial, volume da producado, nivel tecnoldgico da
atividade agropecuaria, praticas veterinarias, objetivos, facilidades de transporte de
amostras, estrutura de apoio laboratorial, exigéncias de parceiros comerciais, entre
outras (PORFIRIO, 2001).

No Brasil, o Plano Nacional de Controle de Residuos em Produtos de Origem
Animal foi instituido pela Portaria Ministerial n°® 51, de 06 de maio de 1986 e adequado
pela Portaria Ministerial n° 527, de 15 de agosto de 1995. Atualmente designado Plano
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC), sob a coordenacéao da
Secretaria de Defesa Agropecuaria do MAPA, esse Plano tem a finalidade de
sistematizar os meios de controle da contaminacdo dos produtos de origem animal por
residuos de compostos utilizados na agropecuaria, incluindo os antimicrobianos
(BRASIL, 1999).

As analises relativas aos PNCRC sao realizadas em laboratorios oficiais
credenciados pertencentes a Rede Nacional de Laboratérios Agropecuarios do Sistema
Unificado de Atencdo a Sanidade Agropecuaria (BRASIL, 2010). Esses devem estar
previamente acreditados pelo organismo nacional de acreditacdo (CGCRE/INMETRO),
segundo a norma ABNT NBR ISO/IEC 17025, para todos os ensaios objeto do escopo
do laboratdrio (relacdo de substancias e matrizes ensaiadas, técnicas analiticas, limites
e referéncias). Os laboratérios devem ainda apresentar resultados satisfatorios de sua
participacdo em testes de proficiéncia e comparacdes interlaboratoriais, organizados
por provedores competentes, para 0s ensaios objeto do credenciamento pleiteado,

conforme a disponibilidade de provedores (BRASIL, 2009).

Em 1999, foi criado o PNCRL pelo MAPA (BRASIL, 1999), cuja implementacédo
depende de forma crucial de sua constante adequacdo as exigéncias internacionais
relativas ao desenvolvimento e validacdo de métodos de andlise (EC, 2002). Para

2011, o planejamento do Plano para a matriz leite incluiu a pesquisa dos seguintes
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antimicrobianos: clortetraciclina, oxitetraciclina, tetraciclina, doxiciclina, STZ, SMZ,
SDM, sulfaclorpiridazina, sulfadiazina, sulfamerazina, sulfametoxazol, sulfaquinoxalina,
acido oxolinico, acido nalidixico, flumequina, ceftiofur, cloxacilina, dicloxacilina,
ampicilina, amoxicilina, oxacilina, penicilina G, penicilina V, ciprofloxacina,

enrofloxacina, sarafloxacina, difloxacina e cloranfenicol (BRASIL, 2011 a).

O MAPA estabeleceu, ainda, nos regulamentos técnicos de producédo, identidade
e qualidade de leite cru refrigerado destinado a obtencéo de leite pasteurizado e de
outros produtos lacteos, a necessidade de pesquisa de residuos de antimicrobianos,
com emprego de métodos analiticos que apresentem sensibilidade para os LMR
adotados, seguindo-se os critérios do PNCRL (BRASIL, 2002; BRASIL, 2012). Tais
analises tém sido conduzidas nas plataformas de recebimento de leite dos laticinios,

utilizando-se kits para testes rapidos.

Ainda no Brasil, em 2003, foi criado o Programa Nacional de Analise de
Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos Expostos ao Consumo
(PAMVet), pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), cujo objetivo &
avaliar o potencial de exposicdo do consumidor a residuos de medicamentos
veterinarios pela ingestdo de alimentos de origem animal adquiridos no comércio. A
implantacéo do referido programa tem sido escalonada no territério nacional. Em 2003,
somente foram pesquisados o0s antimicrobianos: tetraciclinas, betalactamicos e
avermectinas, sendo os dois primeiros por testes de triagem e o terceiro por CLAE
(ANVISA, 2003). Ja em 2006 e 2007, foram pesquisados o0s betalactamicos,
tetraciclinas, cloranfenicol,  estreptomicina,  dihidrostreptomicina, = neomicina,
avermectina, sulfonamidas e macrolideos. A estratégia utilizada no Programa inclui a
realizacdo de testes de triagem seguidos de testes confirmatérios para os resultados
positivos da triagem. Em alguns grupos (avermectinas, sulfonamidas e macrolideos),
os testes de triagem ndo foram realizados, por ndo haver métodos devidamente
validados, sendo realizadas quantificacées diretamente por CLAE, utilizando detectores
de fluorescéncia (FL) e ultravioleta (UV) (ANVISA, 2009).

Em 2004, o Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA)
estabeleceu o valor de Ingestédo Diaria Aceitavel (IDA) para a SMZ em 0-0,50 mg/kg de
peso corpéreo com base em um NOEL global (No Observed Effect Level — maior dose
sem efeito observado) de 5 mg/kg de peso corpéreo/dia em ratos e suinos para

alteracdes na morfologia da tireoide e aplicagdao de um fator de seguranca de 100.
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Apesar de reconhecer que primatas, incluindo os humanos, s&o menos suscetiveis que
ratos e suinos para os efeitos anti-tiredideanos relacionados as sulfonamidas, a
Comissdo observou que, em individuos sensibilizados, reacfes de hipersensibilidade
podem ocorrer como resultado da ingestdo de residuos SMZ em alimentos de origem
animal. Por isso, recomendou que os LMR fossem definidos em niveis os mais baixos
possiveis. Ao estabelecer a IDA para a SMZ, o JECFA afirmou que nessas
concentragcbes a preocupacdo com a resisténcia microbiolégica estaria afastada
(JECFA, 2010 b). Para as demais sulfonamidas, a Comissao ainda nao estabeleceu um
valor de IDA, especificamente no caso do STZ, devido a falta de estudos sobre os
efeitos hormonais desse antimicrobiano (PERES, AIROLDI & REYES, 2007; JECFA,
2010 a).

O CODEX ALIMENTARIUS recomenda um LMR de 100 ug/kg para as
sulfonamidas em alimentos e, especificamente, de 25 pg/kg para a SMZ em leite
(CODEX ALIMENTARIUS, 2009). A Uniao Europeia estabelece um LMR de 100 pg/kg
para a soma das concentracOes de todas as substancias do grupo das sulfonamidas,
para musculos, tecido adiposo, rim e figado de todas as espécies destinadas a
producédo de alimentos e para leite de bovinos, caprinos e ovinos (EC, 2010). Nos
Estados Unidos, ndo ha um LMR estabelecido para as sulfonamidas em leite. No
entanto, o FDA estabelece como nivel seguro para residuos de sulfonamidas em leite

uma concentracao de 10 ppb (FDA, 2012).

No Brasil, o Ministério da Saude é o 6rgado competente para estabelecer os LMR.
No caso desses nédo estarem estabelecidos pelo referido Ministério, 0 MAPA utiliza nos
seus programas de controle os valores estabelecidos pelo MERCOSUL, os
recomendados pelo CODEX ALIMENTARIUS, ou os constantes nas legislacfes
europeias e norte-americanas. Assim, ANVISA e MAPA, utilizam em seus respectivos
programas e planos, o valor de LMR estabelecido pelo Ministério da Saude de
100 ug/L, coincidente com o valor recomendado pelo CODEX ALIMENTARIUS e
estabelecido pela Unido Europeia, para a soma das concentracdes de SMZ, STZ e
SDM em leite. A legislacéo brasileira ndo prevé limite especifico para SMZ em leite ou
outro alimento (BRASIL, 1999; ANVISA, 2003).
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3.2.4. METODOS DE DETECCAO DE SULFONAMIDAS EM LEITE

Varias técnicas sao atualmente utilizadas na detec¢do de sulfonamidas em leite,
incluindo cromatografia em camada delgada (CCD), técnicas imunoenzimaticas,
eletroforese capilar, CG e cromatografia liquida (CL) acoplada a EM ou a detectores
UV ou FL ou de arranjo de diodos (DAD) (GONCALVES, 1999; REIG & TOLDRA,
2008; GAMBA et al., 2009; ANVISA, 2009; ZHAO, et al., 2011). Métodos baseados na
inibicdo de crescimento microbiano também podem ser utilizados, mas, apesar de
serem relativamente baratos e de facil execucdo, requerem de 2 a 3 dias para
avaliacdo do crescimento microbiano, ou ndo possuem seletividade, ou ainda podem

n&o ter a sensibilidade desejavel para detec¢do do residuo (GUILLEN et al., 2011).

Os métodos cromatograficos sdo empregados na separacao e determinacao de
sulfonamidas, sendo a escolha dos sistemas de detec¢do de suma importancia para
seletividade e sensibilidade do método como um todo (REIG & TOLDRA, 2008). A
cromatografia, tanto gasosa quanto a liquida, acoplada a EM vem sendo utilizada na
deteccdo de tracos de sulfonamidas em alimentos devido as altas sensibilidade e
seletividade obtidas na conjugacdo dessas técnicas (HUANG, QIU & YUAN, 2009;
TSAI et al., 2010; ZHAO et al., 2011). A CLAE é uma tecnologia de separacdo e
identificacdo comumente utilizada em laboratérios de analises de rotina (TSAI et al.,
2010), sendo utilizada na quantificacdo de sulfonamidas devido a sua alta seletividade
e ampla faixa de linearidade (CAI et al., 2008). Apesar de sensiveis e seletivos, 0s
métodos cromatograficos, possuem as desvantagens de serem demorados e bastante
laboriosos, ja que podem exigir etapas prévias de extracdo, concentracdo, ou
separacdo. Além disso, essas técnicas exigem pessoal qualificado na conducédo do
ensaio e manuseio dos equipamentos (ZHANG & WANG 2009; GUILLEN et al., 2011).

Desenvolvimentos recentes em cromatografia liquida, com o uso de UPLC, tém
permitido reducdes consideraveis nos tempos de eluicdo, aumentando
consideravelmente o niumero de analises realizadas por dia (REIG & TOLDRA, 2008).
A técnica de UPLC acoplada a EM ja foi utilizada por CAI et al. (2008) e ZHAO et al.
(2011) para determinacdo simultanea de diferentes residuos de sulfonamidas em
carnes e leite. No estudo de ZHAO et al. (2011), as etapas de extracdo foram
realizadas por cromatografia de imunoafinidade, visando simplificar o processo de

tratamento da amostra e reduzir a quantidade de solvente utilizada.



51
Os imunoensaios, baseados na reacao entre antigenos e anticorpos, tém como
qualidades a sensibilidade e a seletividade, além de outras importantes no aspecto
pratico e econémico como: simplicidade, rapidez e baixo custo (GUILLEN et al., 2011).
Nesse grupo, encontram-se os testes ELISA, que s&o os mais utilizados na detecgao e
analise de residuos de antimicrobianos, incluindo as sulfonamidas (CAl et al., 2008;
ZHANG & WANG, 2009; GUILLEN et al., 2011), e os testes imunoreceptores, que se
baseiam na afinidade especifica dos antimicrobianos a certos sitios receptores
(TENORIO et al., 2009).

Dependendo do tipo de analise e do analito, os imunoensaios podem ser
utiizados como métodos qualitativos, mas podem também fornecer dados
guantitativos. NUNES (2005) recomenda o0 uso de testes imunoenziméticos nos casos
onde é necessario analisar um elevado numero de amostras, entre as quais se espera
encontrar poucas amostras contaminadas e proceder, posteriormente, a analise das
amostras positivas com métodos analiticos convencionais, como 0s cromatograficos e

espectrometricos.

Os testes imunoenzimaticos vém sendo desenvolvidos ao longo dos anos e,
atualmente, o mercado dispde de kits que detectam uma série de sulfonamidas. O
desenvolvimento desse tipo de imunoensaio, no entanto, € dificil e o principal obstaculo
€ o desenvolvimento de um anticorpo capaz de se ligar as varias sulfonamidas
diferentes, com afinidade que ainda permita uma sensibilidade suficiente para o ensaio
(ZHANG & WANG, 2009).

Atualmente, o mercado dispde de varios kits analiticos para deteccdo de
residuos de antibidticos autorizados pelo MAPA para o controle da presenca dessas
substancias em leite, utilizando diferentes principios de acéo e deteccdo (NERO et al.,
2007). Particularmente, existe, por parte dos consumidores e usuarios desses kits, uma
necessidade em reduzir os custos das andlises e em utilizar sistemas portateis que
podem ser utilizados no momento de necessidade. Assim, a maioria dos testes é
concebida como testes de observacdo visual, com instrumentacdo de baixo custo,
fornecendo um resultado rapido para aceitacdo ou rejeicdo do produto no local de
coleta da amostra (GUILLEN et al., 2011). Além de serem empregados nas plataformas
de recebimento de leite, tais kits também s&o utilizados em estudos de ocorréncia de
residuos em leite (NASCIMENTO, MAESTRO & CAMPOS, 2001; TENORIO, 2007;
MACEDO & FREITAS, 2009). Na Tabela 3 encontram-se relacionados os principais
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kits imunoenziméticos disponiveis no mercado para a deteccdo de residuos de

sulfonamidas em leite e suas principais caracteristicas.



Tabela 3. Kits analiticos de detecc¢éo de residuos de sulfonamidas em leite disponiveis no mercado

Limite de ) Etapa de ~ Estudos
. . ~ 1 L Tipo de Tempo de - ~ Instrumentacéo
Nome Fabricante Analito deteccdo (ppb) Técnica . preparacgdo/extragao 2 de
resposta analise requerida . ~ 3
da amostra validacéo
Sulfadiazina 8-10
Sulfapiridina 1-1,5
Sulfatiazol 10-12,5
Sulfametoxazol 700-1000
Sulfametazina 1-1,5
Sulfametoxipiridazina 3
Sulfadimethoxine 15 Chapa aquecedora -
Trisensor* Unisensor S.A. Sulfacetamida 1500-2250 Imunoreceptor Qualitativa 6 min Nao incubadora e Leitora Nao
Sulfamerazina 2-2,5 (opcional)
Sulfamonometoxina 10-15
Sulfaquinoxaline 40-60
Sulfacloropiridazina 30-50
Sulfaguanidina 75-100
Sulfametizol 500-700
Sulfasalazina 550-650
Sulfacetamida, 25
Sulfaclopiridazina 3
Sulfadiazina, 2
Sulfadimetoxina, 1
Sulfadoxina, 30
Sulfaetoxipiridazina, 25
Charm ROSA® Charm Sulfamerazina, 3 - . ) Chapa aquecedara - )
. Sulfametazina, 6 Imunoreceptor Qualitativa 8 min Nao incubadora e Leitora N&o
Sulfa Test Sciences Inc. - .
Sulfametizol, 1 (opcional)
Sulfametoxazol, 2
Sulfametoxipiridazina, 20
Sulfapiridina, 10
Sulfaquinoxalina, 3
Sulfatiazol, 1
Sulfisoxazol 15

* Limites de deteccdo declarados pelos fabricantes sem critério divulgado. Para o kit Charm ROSA® Sulfa Test, limite de deteccdo com 90% de taxa de
sensibilidade.

% Instrumentacao requerida para etapa de andlise, ndo incluida instrumentacao para etapas de preparacéo e/ou extracdo das amostras, quando necessarias.

® O kit Trisensor detecta, além das sulfonamidas, 15 betalactamicos e 4 tetraciclinas.

* Estudos de validacdo publicados na literatura cientifica e/ou kit certificado pelo programa Performance Tested Methods®" da AOAC-RI.

® ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay.
continua



Tabela 3. Kits analiticos de detecc¢éo de residuos de sulfonamidas em leite disponiveis no mercado (continuagao)

SNAP® IDEXX . . . . Chapa aquecedora - .
. . . Sulfametazina <10 Imunoreceptor Qualitativa 9 min Nao incubadora e Leitora Nao
Sulfametazine Kit Laboratories :
(opcional)
RIDASCREEN E fotd
SC . ® R-Biopharm Sulfametazina 10 ELISA® Quantitativa 2 h 30 min. Sim spectr.o otometro Nao
Sulfamethazin de microplaca
Sulfametoxipiridazina,
Sulfapiridina,
Sulfametoxidiazina,
Sulfametoxazol,
Sulfadimetoxina,
Sulfaquinoxalina,
Sulfatiazol,
Sulfacloropiridazina,
Sulfamerazina,
RIDASCREEN® . .. ' o . . E trofotomet <
. R-Biopharm Sulfadiazina, 3,5 ELISA Quantitativa 1 h 15 min Sim sbec r.o otometro Nao
Sulfonamide B de microplaca
Sulfametizol,
Sulfadoxina,

Sulfacloropirazina,
Sulfaguanidina,
Sulfafenazol,
Sulfametazina,
Sulfisoxazol,
Sulfanilamida,
Sulfacetamida

* Limites de deteccdo declarados pelos fabricantes sem critério divulgado. Para o kit Charm ROSA® Sulfa Test, limite de deteccdo com 90% de taxa de
sensibilidade.

2 Instrumentacdo requerida somente para etapa de analise, ndo incluida instrumentacdo para etapas de preparacdo e/ou extracdo das amostras, quando
necessarias.

% O kit Trisensor detecta, além das sulfonamidas, 15 betalactamicos e 4 tetraciclinas.

* Estudos de validacgé&o publicados na literatura cientifica e/ou kit certificado pelo programa Performance Tested Methods*" da AOAC-RI.

® ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay.
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Diante de matrizes complexas, muitos imunoensaios servem apenas cOmo
técnicas de identificagdo, de modo a se estabelecer uma avaliacéo inicial da situacgéo,
devido ao desvio potencial para resultados falsamente positivos. Além dessa
caracteristica — intrinseca do ensaio — pode-se também encontrar outras caracteristicas
proprias da matriz, que podem vir a interferir com a técnica, comumente denominadas
efeitos de matriz. Problemas com seletividade e efeitos de matriz dificultam o uso de
alguns kits como métodos confiaveis de analise. Imunoensaios policlonais, onde os
anticorpos sao gerados por diferentes clones de células, sdo mais faceis de produzir,
mas sdo menos seletivos. Os imunoensaios monoclonais sdo desenvolvidos a partir da
fusdo de células B Unicas, que constituem um tipo de linfécito do sistema imune, com
células tumorais cultivadas separadamente. Esses possuem maior uniformidade,
atribuida ao proprio processo de obtencao desses anticorpos. Outra vantagem € que a
mesma linha celular pode produzir um numero ilimitado de anticorpos com a mesma
afinidade e seletividade. No entanto, os avangos na biotecnologia tém permitido a
producdo de anticorpos tanto policlonais quanto monoclonais cada vez mais seletivos
(NUNES, 2005).

De qualquer forma, a aceitacdo e implantacdo de metodologias baseadas em
testes imunoenzimaticos dependem da clara demonstracdo de sua qualidade e
validacdo, ao estabelecer-se a comparacdo entre os resultados obtidos com essas

técnicas e aqueles provenientes dos métodos tradicionais (NUNES, 2005).

3.2.5. MONITORAMENTOS NACIONAIS E INTERNACIONAIS

A Diretiva 96/23 do Conselho da Comunidade Europeia obriga os Estados-
Membros a adotar e implementar planos nacionais de controle de residuos de
determinados grupos de medicamentos veterinarios e outras substancias. A
Comunidade deve enviar, anualmente, ao Parlamento Europeu e ao Conselho uma
comunicacdo sobre os resultados da aplicacdo dos planos nacionais e as medidas
tomadas pelos Estados-Membros em caso de resultados ndo conformes. Em 2011, a
EFSA (European Food Safety Authority) divulgou o relatério sobre os resultados do
monitoramento de residuos de medicamentos veterinarios e outras substancias em
animais vivos e em produtos de origem animal dos Estados-Membros realizado em

2009. No referido documento foi apontado que na analise de 54063 amostras de leite
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para os mais diversos tipos de residuos, apenas 82 amostras apresentaram resultados
nao conformes em relagdo aos seus respectivos limites. Especificamente para sulfas,
das 313 amostras analisadas, em apenas uma foi detectada a presenca de
sulfametazina (EFSA, 2011).

Nos Estados Unidos, o Food Safety and Inspection Service (FSIS), do United
States Department of Agriculture (USDA), controla o monitoramento de residuos em
alimentos, por meio do National Residue Program (NRP). Esse Programa possui
basicamente dois planos de amostragem (interna e de importacao) e tem por objetivos
identificar os niveis de violacdo dos residuos presentes nos alimentos e reduzir a
exposicdo dos consumidores aos mesmos. No ano de 2009, o NPR analisou 128
compostos quimicos, sendo 78 medicamentos veterindrios. As amostras analisadas
para sulfonamidas foram obtidas do figado de diversas espécies animais, entre elas
gado de corte e leiteiro. Do total de 2496 amostras analisadas, foram detectadas trés
violagdes com sulfametazina e trés com sulfadimetoxina. Desse total de violagdes,
duas foram associadas a suinos e quatro, a bovinos, mas ndo a gado leiteiro (USDA,
2012).

Em 2010, no ambito do PNCRC foram analisadas 19239 amostras de diferentes
matrizes para diferentes compostos. Desse total, 1257 amostras foram analisadas para
sulfonamidas, encontrando-se uma ndo conformidade: em uma amostra de figado de
ave foi encontrada 1030 g/L de sulfaquinoxalina, ou seja, mais de 10 vezes acima do
limite permitido. Nas 76 amostras de leite cru analisadas, ndo foram encontradas nao
conformidades para as sulfonamidas pesquisadas (STZ, SMZ e SDM) (BRASIL,
2011 b).

No monitoramento de residuos em leite exposto ao consumo, no ambito do
PAMVet, o ultimo relatorio publicado refere-se ao biénio 2006-2007. No periodo de
julho de 2006 a julho de 2007, foram analisadas 615 amostras de leite integral, sendo
475 de leite UHT (ultra-alta temperatura) e 140 de leite em pd, com 82 marcas
diferentes de leite UHT e 39 de leite em po, pertencentes a 93 unidades produtoras
distintas. A quantidade de amostras coletadas comparadas a quantidade analisada no
ano anterior correspondeu a um aumento de 18 % em relacdo as unidades fabris e de
8 % em relacdo ao numero de marcas. A pesquisa foi realizada para diferentes

antimicrobianos e antiparasitarios (ANVISA, 2009).
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Do total de 465 amostras de leite UHT pesquisadas para as sulfonamidas, em 18

foram detectadas a presenca de residuos de STZ, 21 com residuos de SMZ e 14 de

SDM. Na pesquisa em leite em p6, foram analisadas 136 amostras, em seis foi

detectada a presenca de residuos de STZ e em 32 de SMZ. Néo foi detectada
presenca de SDM nas amostras de leite em p6 (ANVISA, 2009).

Em 2008 o PAMvet ndo coletou amostras, pois concentrou esforgcos em
aumentar a participacdo das Unidades Federadas que compdem o Programa. O
relatério do biénio 2009-2010 encontra-se em elabora¢édo onde serdo incluidos também
resultados de amostras coletadas posteriormente (comunicagdo pessoal, Central de
Atendimento, ANVISA, 2012).
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4.  CAPITULO | - DELINEAMENTO DE UM PROCEDIMENTO
PARA VALIDACAO INTRALABORATORIAL DE METODOS
QUALITATIVOS

RESUMO

Um procedimento detalhado para validacdo intralaboratorial de métodos
qualitativos foi proposto para ser empregado como referéncia basica na estruturacéao
de processos de validacdao desses métodos em laboratorios de andlises de alimentos.
A falta de referéncias bem estabelecidas em relacdo as analises qualitativas e a
crescente demanda por respostas binarias confiaveis foram os principais motivadores
desse trabalho. Ensaios com padrées e amostras de concentragbes conhecidas,
incluindo materiais de referéncia, materiais de referéncia certificados ou amostras
adicionadas, foram recomendados. Os delineamentos experimentais e a selecédo das
ferramentas para analises de dados foram baseados em fundamentos tedricos, assim
como aspectos de eficiéncia, praticidade e facilidade. Foram propostas quatro etapas
experimentais, sendo: i) testes preliminares para determinacdo da faixa de
concentracdo; ii) estudo das taxas, regido de perda de confiabilidade, limite de
deteccdo, acordancia e concordancia; iii) estudo de seletividade em relacdo a
interferentes conhecidos; e iv) estudo da robustez. Para determinacdo das taxas foram
recomendadas tabelas de contingéncia, enquanto para a regido de perda de
confiabilidade e limite de deteccdo foram adotadas curvas de desempenho baseadas
em modelo obtido por regresséo logistica. Acordancia e concordancia foram estimadas
por equacdes baseadas em célculos de andlise combinatoria. Seletividade em relacao

a interferentes e robustez foram avaliadas pela alteracao nas taxas de confiabilidade.

Palavras-chave: validacdo intralaboratorial, métodos qualitativos, parametros de

desempenho, procedimento, andlise de alimentos, quimiometria.
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ABSTRACT

DESIGN OF A PROCEDURE FOR SINGLE-LABORATORY VALIDATION OF
QUALITATIVE METHODS

A detailed procedure for single-laboratory validation of qualitative methods was
proposed to be employed as a basic reference in the organization of validation of these
methods in food analysis laboratories. The lack of well-established references in
gualitative analysis and the increasing demand for reliable binary responses were the
main motivators of this work. Tests with standards and samples of known
concentrations, including reference materials, certified reference materials or spiked
samples, were recommended. The experimental design and selection of tools for data
analysis were based on theoretical background, as well as aspects of efficiency,
convenience and easiness. Four experimental stages were proposed, as follows: i)
preliminary tests to determine the concentration range, ii) study of the rates, unreliability
region, detection limit, acordance and concordance, iii) study of selectivity in presence
of known interferences, and iv) study robustness. To determine the rates were
recommended contingency tables while to the unreliability region and detection limit
were adopted performance curves based on logistic regression model. Acordance and
concordance were estimated by calculations based on combinatorial analysis.
Selectivity in presence of interferences and robustness were evaluated by the change in

rates of reliability.

Key words: single-laboratory validation, qualitative method, performance parameters,

procedure, food analysis, chemometry.
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4.1. INTRODUCAO

Os métodos qualitativos sédo aqueles que permitem a identificacdo do analito por
meio de suas propriedades fisicas, quimicas ou biolégicas (EC, 2002), com geracao de
respostas binarias. As andlises qualitativas estdo comumente associadas a problemas
gue envolvem a presencga ou auséncia de um analito em particular, determinada por
meio de um teste simples ou de testes de limite (threshold tests), nos quais a
magnitude do parametro medido é comparada a um valor pré-determinado (ELLISON &
FEARN, 2005).

A importancia das andlises qualitativas vem aumentando nos ultimos anos tanto
devido ao desenvolvimento de kits de testes altamente confiaveis para uma ampla
diversidade de combinacdes de analitos-matrizes nas mais diversas areas de aplicacao
(RIOS & TELLEZ, 2005; VALCARCEL & CARDENAS, 2005) quanto em razdo do
crescimento significativo do nimero de amostras que os laboratorios devem analisar
(AGUILERA et al., 2006, VALCARCEL et al., 2007).

Os meétodos qualitativos possuem ainda as vantagens de fornecerem resultados
rapidos e objetivos, terem custo relativamente baixo, simplicidade e minimizacdo de
erros, devido ao menor intervalo entre amostragem e andlise (PULIDO et al., 2003;
TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004).

Especificamente em analises de alimentos, area caracterizada por uma grande
diversidade de analitos, relacionados com a identidade e a qualidade das mais variadas
e complexas matrizes, tem-se verificado uma crescente demanda por métodos mais
rapidos e econdmicos, cujos resultados se constituem no ponto de partida para
avaliacdo da conformidade (NUNES, 2004).

Além dos desafios decorrentes da diversidade e continua evolucdo do setor de
alimentos, os laboratérios que realizam analises em alimentos precisam ter
competéncia técnica comprovada para tal compromisso (ABNT, 2005 b; PASCHOAL et
al.,, 2008), assegurando confiabilidade e comparabilidade dos resultados, os quais
subsidiam tomadas de decisdes relativas a aspectos econdmicos, de saude publica
(BRASIL, 2010) e de defesa do consumidor.
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Neste contexto, a avaliacdo do desempenho de um método analitico é
importante porque implica que o mesmo é adequado ao propésito de aplicacéo para o
qual foi concebido. A garantia da qualidade na analise qualitativa e, portanto, a
validacdo de métodos qualitativos, deve ser baseada em indicadores de qualidade
adequados, ou seja, 0 processo de avaliacdo deve ser cuidadosamente definido de
acordo com as caracteristicas do método (CARDENAS & VALCARCEL, 2005;
TRULLOLS et al., 2006). Assim, os parametros conhecidos das analises quantitativas
ndo podem ser aplicados as andlises qualitativas. Na validacdo de métodos
guantitativos, exatiddo, sensibilidade, seletividade, incerteza, limites e precisdo s&o
alguns dos paradmetros estudados. No campo das andlises qualitativas, esses
parametros possuem correspondéncia com as taxas de falsos resultados e de
confiabilidade (TCF), de sensibilidade (TSB), de seletividade (TST), regidao de perda de
confiabilidade (RPC), limite de deteccdo (LD) e acordancia (ACO) e concordancia
(CON), respectivamente (TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004; ELLISON &
FEARN, 2005; RIOS & TELLES, 2005).

As principais referéncias relacionadas a validacdo de métodos analiticos
(EURACHEM, 1998; EC, 2002; THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002; INMETRO,
2010) néo tratam com profundidade os conceitos e parametros aplicaveis aos métodos
gualitativos, bem como o0s respectivos delineamentos experimentais e analise de
dados. Apesar de a literatura recente possuir publicacdes relacionadas ao tema, a
necessidade da estruturacdo de procedimentos detalhados destinados a validacéo de
métodos qualitativos ainda persiste (ELLISON & FEARN, 2005; TRULLOLS et al.,
2006; DRUMMER & MUSSHOFF, 2007). Em muitos casos, a aplicacdo dos principios
metroldgicos tradicionais ndo € apropriada aos métodos qualitativos, o que denota a
necessidade do desenvolvimento e da implementacéo de novas estratégias de garantia
de confiabilidade, as quais sejam adequadas a tais métodos (RIOS & TELLEZ, 2005;
VALCARCEL & CARDENAS, 2005).

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi delinear um procedimento para
validacdo de métodos qualitativos, considerando o0s recentes desenvolvimentos
conceituais e praticos relacionados a metrologia e validacdo desses métodos, visando
fornecer uma referéncia no campo das ciéncias analiticas que possa ser utilizada para
a construcdo do conhecimento que atendera as demandas por respostas binarias

confiaveis.
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4.2. FUNDAMENTACAO TEORICA

As amostras selecionadas para realizacdo dos estudos de validagdo podem ser
materiais de referéncia certificados (MRC), materiais de referéncia (MR), amostras
brancas e adicionadas de padr&o do analito de interesse (CARDENAS & VALCARCEL,
2005; RIOS & TELLEZ, 2005). No caso de disponibilidade de MRC do escopo analitico
em validagdo, a rastreabilidade sera garantida.

Nas Tabelas .1 e I.2 estdo compilados, respectivamente, os delineamentos
experimentais e as ferramentas de analises de dados propostos na literatura para

avaliacdo dos parametros de desempenho de métodos qualitativos.

Em geral, para os delineamentos propostos, destaca-se a importancia da
realizacdo de um nuamero significativo de analises aleatérias para avaliacdo dos
parametros do método. De fato, o delineamento experimental para a validacdo de
métodos qualitativos exige um namero maior de medi¢cdes para obtencédo de valores
dos parametros de validacdo com significado e niveis de confianca semelhantes aos
resultados dos meétodos quantitativos (GOWIK, 2009). Isso porque um resultado
gualitativo fornece muito menos informacfes que um resultado quantitativo,
independente do método estatistico empregado (SIMONET, RIOS & VALCARCEL,
2004; GOWIK, 2009). Como para os métodos quantitativos, a independéncia deve ser
assegurada pela andlise aleatoria das amostras (CARDENAS & VALCARCEL, 2005;
ELLISON & FEARN, 2005).

Para avaliacdo das taxas, as formulas baseadas na estatistica de inferéncia de
probabilidade e no Teorema de Bayes séo indicadas. Na estimativa da RPC e do LD a
construcdo da curva de desempenho (probabilidade de positivos versus concentracao
do analito) € a mais indicada, sendo citado o uso de testes de hipéteses para métodos
gue fornecem respostas instrumentais (numéricas) (MILMAN & KONOPELKO, 2000;
SONG, SCHLECHT & ASHLEY, 2001; TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004;
ELLISON & FEARN, 2005). No caso da precisdo, que nos métodos qualitativos é
representada pelos parametros ACO e CON, a estimativa é realizada calculos
baseados nas teorias de probabilidade e analise combinatoria (LANGTONN et al.,
2002; ELLISON & FEARN, 2005).
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A presenga de interferentes pode inibir ou acentuar a deteccdo do analito de

interesse. Os estudos complementares de seletividade devem envolver ensaios com

padrbes ou amostras de referéncia, amostras com e sem o analito (EURACHEM, 1998;

EC, 2002; INMETRO, 2010). A alteracao nas taxas de falsos resultados e na taxa de
confiabilidade indica o efeito do interferente na detec¢ao do analito (ELLISON, 2000).

J4 para a avaliacdo da robustez é indicada a realizacdo de experimentos
fatoriais (AGUILERA et al., 2006), também com amostras adicionadas em nivel de
100 % de confiabilidade. Para esse parametro, a andlise dos dados também se d& pela

avaliacdo da alteracdo nas taxas de confiabilidade.



Tabela I.1. Delineamentos experimentais propostos na literatura para validacdo de métodos qualitativos.

Parametro

Delineamento experimental

Referéncia

Taxas, Regido de
perda de
confiabilidade e
Limite de detecgéo

Estabelecimento de nivel de concentracéo de referéncia (C) - limite de corte ou threshold.
Andlise das amostras:

(¢]
(¢]
(¢]

analise aleatoria;
5 niveis, 10 replicatas por nivel;
2 niveis acima de C, C e 2 niveis abaixo de C.

EURACHEM (1998);
PULIDO et al. (2003);
RIOS et al. (2003)

Niveis selecionados devem ser levemente abaixo do limite de corte ou threshold selecionado.
Andlise das amostras com 30 replicatas por nivel.

SIMONET, RIOS &
VALCARCEL (2004)

Andlise aleatéria de grande nimero de amostras (n>30) conhecidas (MRC ou amostras brancas contendo o
analito em diferentes niveis de concentragao).
Estabelecimento de nivel de concentracéo de referéncia (C) - limite de corte ou threshold.

Determinagéo da regido de perda de confiabilidade (RPC): VAEQESEENS(SZSLOS)
o estimativa aproximada das zonas limite da RPC pela anélise de 1 ou 2 replicatas por nivel em 10 niveis
selecionados: 5 superiores a C e 5 inferiores a C;
o andlise de 5 a 10 replicatas em 6 niveis, sendo 3 niveis na zona limite superior e 3 na zona limite inferior.
o Limite de decisdo (CCa)™:
o No caso de substancias autorizadas: analise de no minimo 20 amostras brancas por matriz para calcular
a relagé@o sinal-ruido na janela de tempo em que o analito é esperado. Trés vezes a razéo sinal-ruido pode
ser usado como limite de deciséo. Aplicavel a ensaios quantitativos e qualitativos.
o No caso de substdncias nao-autorizadas: analise de no minimo 20 amostras brancas por matriz
adicionadas do analito(s) no limite permitido. EC (2002)

Capacidade de deteccdo (CCB)™:

o No caso de substancias autorizadas: determinada pela investigacdo de material em branco fortificado e
acima do CCa, em niveis equidistantes. Andlise de pelo menos 20 replicatas em pelo menos um nivel de
concentragédo a fim de garantir uma base confiavel para essa determinacgéo.

o No caso de substancias ndo autorizadas: através da andlise de pelo menos 20 amostras brancas em
branco por matriz adicionadas do(s) analito(s) no limite de deciséo.

' De acordo com a diretiva, CCB deve ser avaliada para métodos qualitativos de identificagdo e confirmacg&o. Ja o CCa, s6 é avaliado em métodos de confirmac&o.

continua



Tabela I.1. Delineamentos experimentais propostos na literatura para validacdo de métodos qualitativos (continuacao).

Parametro

Delineamento experimental Referéncia

Acordancia e
concordancia

Para ensaios microbioldgicos:

o 20 materiais diferentes;

o 2 niveis de concentracdo por material;

o minimo 10 laboratérios (ou baterias analiticas);

o 6 replicatas por material e nivel de concentragéo.

Para ensaios ndo microbiolégicos:

o 20 a 40 andlises por laboratdrio (ou bateria analitica), incluindo replicatas, sendo 30 um niimero satisfatério;
o b5 a6 replicatas por material;

o numero de replicatas pode ser menor se o himero de baterias/laboratérios for grande (n>10);

o se o nimero de baterias/laboratdrios for 10, com 30 andlises cada.

LANGTONN et al.
(2002); ELLISON &
FEARN (2005)

Identificacao e selecdo dos principais fatores que afetam o desempenho do método:

o considerar informag8es obtidas previamente nos estudos anteriores de validagdo do método.
Selecao dos nimeros de niveis a serem estudados para os fatores:

o fatores alterados em ordem de grandeza coerente com os desvios encontrados entre laboratdrios.
Selecao de delineamento experimental:

. \ i o EC (2002);
o experimento fatorial completo para n° pequeno de fatores e niveis.

Robustez , . o X o N ~ AGUILERA et al.
Métodos instrumentais: estabelecimento de variagdo no valor da resposta que significa alteragdo no desempenho (2006)
do método.
Métodos néo instrumentais: monitoramento das taxas:
o alteracdo de 5 % na taxa de confiabilidade ou na de falsos resultados.
Sempre que for encontrado um fator que influencie significativamente os resultados:
o realizagdo de novas analises para estudo dos limites de aceitabilidade deste fator.
Sele¢éo de potenciais interferentes.
Analise de amostras brancas para deteccdo de possiveis interferentes da amostra:
o compostos quimicamente relacionados (metabdlitos, derivados, amostras de diferentes origens, etc.); EURACHEM .
. : ) (1998);
Seletividade — o _c9mpo§tos gue possam ser encontrados junto ao analito de mte_re;se. ELLISON (2000);
interferentes Adicao do interferente em amostras brancas e adicionadas do analito: EC (2002); GAMBA

o numero de amostras maior ou igual a 20;

o verificagcdo de possiveis interferéncias na faixa de concentragédo onde o analito é testado;

o interferentes potenciais em concentracdo que possam interferir na identificacdo do analito, ou seja, nivel
significativamente acima daqueles encontrados para o interferente numa amostra teste normal.

(2009)




Tabela I.2. Ferramentas de andlises de dados propostas na literatura para validacdo de métodos qualitativos.

Parametro

Andlise de dados

Referéncia

Taxas, Regido de
perda de
confiabilidade e
Limite de
deteccéo

Construcgédo de curva de desempenho: probabilidade de positivos (P(x)) versus concentracao (x).
Estimativa da RPC: na regido da curva assumida linear, extrapola-se a curva para os pontos P(x) =0 e P(x) =
100, que sao os limites da RPC.

SONG, SCHLECHT &
ASHLEY (2001)

Célculo da porcentagem de resultados positivos em cada nivel.

Construgédo de curva de desempenho: probabilidade de positivos (P(x)) versus concentragao (x).
Estimativa da RPC conforme descrito por SONG, SCHLECHT & ASHLEY (2001).

O limite de detecgéo é determinado como a concentracéo na qual o teste deixa de ser confidvel.

PULIDO et al. (2003);
RIOS et al. (2003).

Célculo de porcentagem de resultados positivos em cada nivel.

Construgéo de curva de desempenho: probabilidade de positivos (P(x)) versus concentragao (x).

A estimativa da RPC também pode ser feita conforme descrito por SONG, SCHLECHT & ASHLEY (2001).
Os limites da RPC podem ser determinados pelo calculo das concentragfes do analito que produzem 5 % de
probabilidade de se obter um resultado falso-positivo e 95 % de probabilidade de se obter um resultado falso-
negativo.

Aplicagdo do Teorema de Bayes nao é apropriada para propoésitos de rotina: dificil desenvolvimento de
equacdes e grande niumero de amostras.

SIMONET, RIOS &
VALCARCEL (2004)

Determinacdo das taxas de falsos resultados para delimitagcdo dos limites da RPC a um nivel de
probabilidade fixa.

CARDENAS &
VALCARCEL (2005)

Estimativa das taxas através da aplicagdo do Teorema de Bayes, tabelas de contingéncia, Curvas de
desempenho ou testes estatisticos (nesse ultimo, somente se a resposta for obtida por método instrumental).
Apresentacédo das respectivas férmulas de calculo derivadas das Tabelas de Contingéncia.

TRULLOLS,
RUISANCHEZ & RIOS
(2004)

continua



Tabela I.2. Ferramentas de andlises de dados propostas na literatura para validacdo de métodos qualitativos (continuacao).

Parametro

Andlise de dados

Referéncia

Taxas, Regido de
perda de
confiabilidade e
Limite de
deteccéo

Taxas: tabelas de contingéncia com apresentacéo das respectivas formulas.
RPC:

ELLISON & FEARN

o construcdo de curva de desempenho: probabilidade de positivos (P(x) versus concentragéo (x)); (2005)

o estimativa da RPC através da obtenc&o de curva obtida por regresséo logistica.

Limite de decisdo (CCa) e capacidade de detecgdo (CCB)™:

o CCa sera o nivel de concentracdo para o qual o nimero de resultados falso-negativos for menor ou igual

a5 %; EC (2002)

o CCp sera o nivel de concentragéo para o qual o nimero de resultados falso-positivos for menor ou igual a
5 %.

Acordancia e
concordancia

Aplicacéo de féormulas deduzidas a partir de célculos de probabilidade e anélise combinatéria.

LANGTONN et al.
(2002); ELLISON E
FEARN (2005)

Robustez

Apresentagdo de férmulas para célculo dos efeitos dos fatores e realizagdo de teste t para conclusdo da
significAncia do efeito do fator sobre os resultados do método.

Para kits ou testes que envolvem observacgéao visual:

o célculo de taxa de confiabilidade (TCF);

o se avariagdo da TCF for maior ou igual a 5 %, ha alteragdo do desempenho do método.

AGUILERA et al. (2006)

Determinagéo do efeito de cada alteracéo na condigdo de realiza¢éo do teste na média.
Ordenacéo das varidveis de acordo com o efeito sobre o desempenho do método.

EURACHEM (1998)

Seletividade —
interferentes

Uso de resultados provenientes de métodos confirmatérios para assegurar a habilidade do método na
confirmacao de identidade do analito.

Exame do efeito dos interferentes na detecg¢édo do analito (inibidor ou potencializador) Se a identificacdo do
analito for inibida pela presenca do interferente, novo método deve ser desenvolvido.

EURACHEM (1998);
ELLISON (2000); EC
(2002); GAMBA (2009);
INMETRO (2010)

' De acordo com a diretiva, CCB deve ser avaliada para métodos qualitativos de identificagdo e confirmag&o. Ja o CCa, s6 é avaliado em métodos de confirmac&o.



68

4.2.1. TAXAS DE FALSOS RESULTADOS, DE SENSIBILIDADE, DE SELETIVIDADE
E DE CONFIABILIDADE

42.1.1. Tabelas de contingéncia

As tabelas de contingéncia tratam andlises qualitativas como a classificacao de
um problema. Havendo dois tipos de resultados possiveis no teste qualitativo, como
positivo (maior ou igual a um valor especificado) ou negativo (menor que o valor
especificado), e duas possiveis situacdes reais, uma tabela de contingéncia 2 x 2 pode
ser construida, como apresentado na Tabela 1.3. Embora as amostras sejam
consideradas em dois grupos, sdo necessarios estudos com amostras em Varios niveis
de concentracao (PULIDO et al., 2003). Estas tabelas séo usadas na determinacdo das
taxas de falsos resultados, TST, TSB e TCF para cada nivel de concentracdo estudado
(TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004).

Tabela 1.3. Tabela de contingéncia 2 x 2 utilizada para calculo das taxas de falsos

resultados, de seletividade, de sensibilidade e de confiabilidade

Resultado do teste  Analito Presente Analito Ausente Total
Positivo TP FP TP+ FP
Negativo FN TN FN+TN

Total FN+TP FP+TN N

FP= quantidade de resultados falso-positivos; FN = quantidade de resultados falso-negativos; TP = quantidade de
resultados positivos corretos; TN = quantidade de resultados negativos corretos; N = TP+FP+FN+TN.

As tabelas de contingéncia sédo frequentemente usadas na avaliacdo da
confiabilidade dos testes de triagem e na comparacado entre diferentes ensaios, que se
baseia na sensibilidade e na seletividade, quando aplicados as mesmas amostras.
Nesse caso, deve ser observado que diferencas na sensibilidade e na seletividade dos
testes podem ser resultado do acaso, ja que situacdes reais e resultados estdo sujeitos
a erros aleatorios, especialmente quando o numero de amostras € pequeno.
Dependendo do objetivo da andlise, é preferivel que o método seja mais sensivel que
seletivo, ou vice-versa. Em geral, um aumento na sensibilidade acarreta um

decréscimo na seletividade. Desse modo, quanto maior o niamero de amostras, mais
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informacdo possuira a tabela de contingéncia e, como consequéncia, maior sera a
confiabilidade desses parametros (PULIDO et al., 2003).

Uma das vantagens mais importantes das tabelas de contingéncia é que essas
podem ser facilmente aplicaveis a varios tipos de bioensaios, como imunoldgicos,
microbioldgicos, clinicos e bioquimicos. Embora pela avaliacdo das tabelas de
contingéncia seja possivel obter uma visdo geral sobre o desempenho do método, tais
tabelas, por si s6, ndo fornecem informacdes individuais, como a probabilidade de erro
para cada amostra (PULIDO et al., 2003; TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004).
Outra desvantagem é que o desempenho da tabela de contingéncia depende muito do
tamanho da amostra e do delineamento experimental utlizado para construi-la
(PULIDO et al., 2003).

42.1.2. Teorema de Bayes

O teorema formulado por Bayes, no século XVIII, vem sendo muito utilizado nas
Ultimas décadas por sua versatilidade e aplicacdo em diversos campos da ciéncia para
expressar e atualizar probabilidades quando se lida com estruturas dicotbmicas
(ARMSTRONG & HIBBERT, 2009), incluindo as andlises qualitativas (PULIDO et al.,
2003; ARMSTRONG & HIBBERT, 2009). Esse Teorema é representado pela
Equacao I.1:

P(T|A)-P(A) P(TIA)-P(A)
PlAT) - P(T|A)-P(A)+ P(T‘K)-P(K) TP

(Eq. 1.2)
Sendo P(A| T) a probabilidade de A dado T, P(A) a probabilidade a priori de A, P(T|A) a
probabilidade de T dado A, P(T) a probabilidade de T. O travesséo acima de A denota

0 evento complementar, ou seja, 1- P(A).

No caso das andlises qualitativas, A denota a presenca do analito na amostra e
A corresponde a auséncia do analito na amostra, enquanto T representa o resultado do
teste. P(A) é a probabilidade de o analito estar presente na amostra antes da

realizacado do teste. P(A| T) é a probabilidade de o analito estar presente na amostra
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levando em conta o resultado do teste, enquanto P(T| A) é a probabilidade de ocorrer o
resultado estando o analito (A) presente na amostra, o que indica TSB (ELLISON,
GREGORY & HARDCASTLE, 1998).

Sendo T o resultado do teste e T, o seu evento complementar, temos que
P(T|A) =1 - P(T|A), sendo P(T|A), a probabilidade de obter um resultado falso-
negativo, ou seja, a taxa de falso-negativos (TFN). Por ultimo, P(T| A) é a probabilidade
de obter um resultado na auséncia de A, correspondendo a probabilidade de um
resultado falso-positivo ou a taxa de falso-positivos (TFP) (ELLISON, GREGORY &
HARDCASTLE, 1998). Deste modo, o Teorema de Bayes pode ser utilizado na
determinacao das taxas.

O Teorema permite o calculo de probabilidades condicionais referentes a apenas
uma amostra, incorpora as informacdes de realizacbes anteriores fazendo, para a
proxima realizagdo, a probabilidade a posteriori, a nova probabilidade a priori, assim a
probabilidade da ocorréncia de um resultado erréneo é dada individualmente (PULIDO
et al., 2003; TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004). No entanto, para que 0
procedimento forneca boas estimativas, o nimero de testes de ensaio deve ser alto. Do
ponto de vista analitico, as desvantagens do método sdo a complexidade da
nomenclatura e a dificuldade de quantificar os diferentes valores de probabilidades
(PULIDO et al., 2003).

4.2.2. LIMITE DE DETECCAO E REGIAO DE PERDA DE CONFIABILIDADE

42.2.1. Curvas de desempenho

As curvas de desempenho sdo obtidas pela construcdo de um grafico de
probabilidade em funcdo da concentracdo. Em uma situacdo ideal, em que X
representa a concentracao verdadeira, P(X) a taxa de resultados positivos e N(x) a taxa
de resultados negativos, para uma determinada concentracdo de referéncia C (x = C),
0S possiveis resultados obtidos em um método binario sdo: i) ndo (resultados
negativos), quando x<C, com P(X)=0% e N(x) =100%; e ii) sim (resultados
positivos), quando x>C, com P(x) =100% e NX)=0% (SONG, SCHLECHT &
ASHLEY, 2001; SIMONET, RIiOS & VALCARCEL, 2004).
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No entanto, em situagfes reais, em concentracdes proximas a C (Co<C<Cy),

P(x) e N(x) apresentam valores entre 0 % e 100 %. A faixa de concentragcdo que inclui

esses valores intermediarios é justamente a RPC. Assim, nesta regido, sdo obtidas as

taxas de falso-positivos (Co<x<C) e as taxas de falso-negativos (C <x<C;). Para

amostras contendo x<Cy e x>C;, sdo obtidos resultados negativos e positivos,

respectivamente, com 100 % de confiabilidade (SONG, SCHLECHT & ASHLEY, 2001,
SIMONET, RIOS & VALCARCEL, 2004).

Na Figura I.1, estéo ilustradas curvas de desempenho para a situacéo ideal e
para uma situagao real genérica, em que a =3 = 0,05. Na curva de desempenho real, o
limite de deteccao pode ser estabelecido em funcédo de a ou de 3 no intervalo da RPC
que, por sua vez, é determinada pela regido de maior inclinacao da curva, ou seja, pelo
intervalo entre os niveis nos quais a probabilidade de resultados positivos deixa de ser
de 0% e 100% (EURACHEM, 1998; PULIDO et al., 2003; SIMONET, RIOS &
VALCARCEL, 2004; TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004). Assim, os limites Co e
C1, que definem a RPC, podem ser determinados pelo calculo das concentracbes do
analito que produzem 5 % de probabilidade de obtencéo de falso-positivos e 95 % de
resultados positivos corretos (o que corresponde a 5 % de probabilidade de obtencao
de falso-negativos) (SIMONET, RIOS & VALCARCEL, 2004).
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Figura 1.1. Curva de desempenho para determinacdo da regido de perda de

confiabilidade e limites.

Fonte: Adaptado de SIMONET, RIOS & VALCARCEL, 2004.

A principal desvantagem das curvas de desempenho é a necessidade de realizar
analises em replicatas, o que traz consequéncias negativas, como aumento do tempo e
custo do processo (PULIDO et al.,, 2003). Contudo, ELLISON & FEARN (2005)
observaram que o estudo de um grande numero de niveis com poucas repeticdes por
nivel, em vez de poucos niveis com muitas repeticdes, fornece estimativas de
probabilidades relativamente confiaveis, o que pode ser considerada uma grande

vantagem sob o ponto de vista pratico.

Este procedimento € bastante usado quando ndo ha muito conhecimento sobre
a precisdo do método de triagem utilizado, por exemplo, no caso de um método

analitico recém-implantado em um laboratério (PULIDO et al., 2003).

4.2.2.2. Testes de hipoteses

Quando o objetivo da andlise esta na determinacéo da presenca de determinado

analito na amostra, duas hipoteses sdo geradas: i) Hp (hip6tese de nulidade) - a
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amostra contém o analito e ii) H; (hipbétese alternativa) - a amostra ndo contém o

analito.

Como resultado, pode-se obter dois tipos de erros diferentes: erroneamente
detectar a presenca do analito (admitir um resultado falso-positivo - erro tipo I) ou sua
auséncia (admitir um resultado falso-negativo - erro tipo Il). Em geral, a preferéncia de
uma escolha ou outra é uma questéo de convencdo (MILMAN & KONOPELKO, 2004).

Os testes de hip6teses comparam a resposta da amostra com a de uma
referéncia pré-definida, que contém o analito em um nivel de concentracdo especifico
(TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004). Alguns estudos tém utilizado testes de
hip6teses para avaliar a incerteza dos métodos qualitativos (PULIDO et al., 2003) e,
embora a aplicacdo de testes de hipGteses ndo resulte em novas técnicas
instrumentais de analise quimica qualitativa, esses tornam possivel a melhoria do
desempenho das atuais técnicas de estimativa de incerteza, refletindo um grau de

confiabilidade do procedimento escolhido.

As abordagens utilizadas para exprimir a incerteza sao possiveis pela aplicacéo
de analogia de testes estatisticos de hipoteses com a aplicacéo das férmulas de Bayes
(MILMAN & KONOPELKO, 2000). Desse modo, as principais vantagens dos testes de
hipéteses decorrem da utilizacdo da probabilidade conhecida de erro tipo | e tipo Il
Esse método torna mais facil a avaliacdo da incerteza quando se utiliza métodos
gualitativos que fornecem uma resposta instrumental. A rastreabilidade também pode
ser declarada e o limite de deteccdo calculado. No entanto, se o kit de teste nao
fornece uma resposta instrumental ou se a resposta é baseada em uma observacao
visual, que ndo pode ser quantificada, o teste de hipétese ndo pode ser aplicado
(TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004). Quando se utilizam intervalos estatisticos,
0S experimentos constituem uma série de analises de amostras independentes,
contendo o analito em um limite especifico, sob condi¢cdes de precisao intermediaria, o

gue aumenta as fontes de incerteza (PULIDO et al., 2003).

4.2.3. ACORDANCIA E CONCORDANCIA

A ACO é o parametro de repetitividade aplicado a analise qualitativa. ACO é a

probabilidade (em porcentagem) de dois materiais de teste idénticos, analisados pelo
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mesmo laboratorio, sob condicdes de repetitividade (ou numa mesma bateria analitica,
sob condi¢cbes de precisdo intermediaria, no caso de estudos intralaboratoriais),
fornecerem o mesmo resultado, ou seja, ambos fornecerem dois resultados positivos
ou dois negativos (LANGTONN et al., 2002).

A CON, o parametro qualitativo equivalente ao parametro quantitativo de
reprodutibilidade, € a probabilidade de dois materiais de teste idénticos provenientes de
diferentes laboratérios ou de diferentes baterias analiticas (em estudos
intralaboratoriais sob condic6es de preciséo intermediaria ou reprodutibilidade parcial)
fornecerem o mesmo resultado, ou seja, que ambos sejam positivos ou negativos
(LANGTONN et al., 2002).

Vale ressaltar, que, como seus analogos quantitativos, estes parametros nao
medem a precisdo em si e sdo, na verdade, uma medida de sua consisténcia. Os
valores de CON, por exemplo, podem ser muito diferentes quando se analisam
amostras brancas e amostras positivas. Além disso, na analise de amostras positivas, a
concentracdo do analito presente pode influenciar ACO e CON (ELLISON & FEARN,
2005).

4.2.4. ROBUSTEZ

O tipo de resposta binaria do método qualitativo define o estudo da robustez,
gue por sua vez envolve o desenvolvimento de um delineamento experimental para
avaliacdo de fatores ou variaveis previamente escolhidos que acarretam alteracées na
confiabilidade e nas taxas de falsos resultados. Esses fatores sdo as condi¢cOes
experimentais intrinsecas do método (AGUILERA et al., 2006). Desse modo, a robustez
deve ser determinada em diferentes niveis de concentracdo do analito para cada um
dos analitos considerados (RIOS et al., 2003).

Uma boa opcdo de delineamento experimental para o estudo da robustez,
guando ndo se tem muitas variaveis e niveis envolvidos, € um experimento fatorial
completo (AGUILERA et al., 2006).

O delineamento experimental inclui a realizacdo de testes em nivel para o qual
se obtém 100 % de confiabilidade, ou seja, 0 % de taxa de falso-positivos e de 0 % de

taxa de falso-negativos, com variagédo nos niveis dos fatores estudados.
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4.3. PROCEDIMENTO DELINEADO

Um procedimento para validacdo intralaboratorial de métodos qualitativos foi
delineado a partir da analise de documentos orientativos (EURACHEM, 1998; EC,
2002; THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002; INMETRO, 2010) e publicacdes
(ELLISON, GREGORY & HARDCASTLE, 1998; SONG, SCHLECHT & ASHLEY, 2001;
LANGTONN et al., 2002; PULIDO et al., 2003; RIiOS et al., 2003; RiOS & VALCARCEL,
2004; SIMONET, RIOS & VALCARCEL, 2004; TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS,
2004; CARDENAS & VALCARCEL, 2005; ELLISON & FEARN, 2005; RiOS & TELLEZ,
2005; TRULLOLS et al., 2005; AGUILERA et al., 2006; TRULLOLS et al., 2006;
GOWIK, 2009) relacionados ao tema.

O procedimento para validacéo intralaboratorial de métodos qualitativos proposto
neste trabalho, para aplicacdo em analises de alimentos, adotou a forma de validacao
direta com uso de padrdes ou materiais de referéncia. Os tipos de materiais a serem
utilizados na avaliacdo de cada parametro (incluindo: MRC, MR, amostras adicionadas
de padrao dos analitos, amostras adicionadas de interferentes e amostras brancas), os
critérios para definicdo dos niveis de concentracdo a serem estudados, o numero de
niveis de concentracdo e o numero de replicatas em cada nivel, além do delineamento
experimental, calculos e critérios para avaliacdo e aceitabilidade dos resultados foram

estabelecidos.

Os parametros considerados foram: taxas de falsos resultados (TFN e TFP),
TST, TSB, TCF, RPC, LD, ACO, CON, seletividade (efeito de interferentes) e robustez.
O processo foi dividido em quatro etapas experimentais distintas, sendo: i) testes
preliminares para determinacao da faixa de concentragao; ii) ensaios com amostras de
concentracBes conhecidas do analito e amostras brancas para avaliacdo das TFN,
TFP, TST, TSB, TCF, RPC, LD, ACO e CON; iii) ensaios com amostras em um nivel de
concentracdo conhecido do analito, para o qual tenha sido obtida taxa de confiabilidade
de 100 %, e amostras brancas para verificacdo da seletividade na presenca de
interferentes; e iv) ensaios com amostras em um nivel de concentracdo conhecido do
analito, para o qual tenha sido obtida taxa de confiabilidade de 100 %, sob diferentes

condi¢cBes experimentais para estudo da robustez (Fig. 1.2).
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~ FEtapal de concentrac&o a ser estudada)
(ensaios com amostras de

concentragdes conhecidas do analito)

Avaliacéo das taxas de falsos

Etapa 2 resultados, de sensibilidade, de
(ensaios com amostras de seletividade, de confiabilidade, da regido
concentragdes conhecidas do analito) de perda de confiabilidade, limite de
deteccéo, acordancia e concordancia.

N

Etapa 3
(ensaios com amostras de concentragéo
conhecida do analito, para a qual tenha
sido obtida taxa de confiabilidade de
100 % na etapa 2, na presenca de
interferentes)

T

: Etapa 4 _ | Avaliag&o da robustez
(ensaios com amostras de concentrag&o

conhecida do analito, para a qual tenha
sido obtida taxa de confiabilidade de
100 % na etapa 2, sob diferentes
condi¢des experimentais)

| Avaliacéo da seletividade (interferentes)

Adequacéo ao uso
(fitness for purpose)

Figura 1.2. Processo proposto para validacdo de métodos qualitativos: etapas
experimentais e respectivos parametros avaliados.

Para aplicacdo do procedimento sugerido, assume-se que o0s laboratorios
usuarios tenham sistemas de gestdo da qualidade devidamente implementados, com
base nos requisitos gerenciais e técnicos da norma NBR ISO/IEC 17025 (ABNT,
2005 b). O estabelecimento dos delineamentos experimentais e a selecdo das
ferramentas para analises de dados foram balizados pela fundamentacdo teodrica

apresentada, assim como por aspectos de eficiéncia, praticidade e facilidade.

4.3.1. TESTES PRELIMINARES

A etapa de testes preliminares deve ser incluida para determinacdo da faixa de

concentragéo do analito a ser estudada na validag&o, visando definir as concentragdes
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gue permitam a estimativa da RPC, ou seja, concentragcdes que englobem taxas de
falsos resultados entre 0 % e 100 % (Fig. 1.4)

No delineamento experimental devem ser utilizados MRC, MR, amostras
adicionadas do analito em concentragdes conhecidas e amostras brancas (CARDENAS
& VALCARCEL, 2005). Neste caso, consideram-se amostras brancas aquelas que n&o
possuem em sua composi¢cao o analito pesquisado. A ndo deteccdo do analito em
determinada matriz permite a utilizacdo da mesma como amostra branca para a
pesquisa do analito, quando o limite de deteccdo do método empregado for conhecido
(SOUZA, 2007).

O delineamento experimental para esta etapa (Fig. l.3) incluiu a andlise de
amostras contendo o analito em pelo menos 5 niveis de concentracdo, igualmente
espacados, mais o branco, em 10 replicatas verdadeiras por nivel. Na escolha dos
niveis, considerou-se uma concentracdo de referéncia, como o0s Vvalores
regulamentados para o analito na matriz, concentracdes usuais de serem encontradas
do analito na matriz ou limite de deteccdo declarado por fabricantes, este ultimo no
caso de validacdo de kits comerciais. Amostras brancas foram aquelas que néo
possuiram em sua composi¢cdo o analito pesquisado. A ndo deteccdo do analito em
determinada matriz permite a utilizacdo da mesma como amostra branca para a
pesquisa do analito, quando o limite de deteccdo do método empregado for conhecido
(SOUZA, 2007). Para garantir independéncia, as amostras devem ser preparadas e
analisadas em ordem aleatéria, além de serem cegas para o0s analistas. Os

experimentos devem ser conduzidos sob condi¢des de repetitividade.
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Testes preliminares

Bateria 1 - baterias
Analistat, 2 ou 3 analiticas
branco niveis de
1 w5 concentragio

_I | | | | replicatas
verdadeiras

1 .. 10 1 .. 10 1 .. 10

Figura 1.3. Representacao esquematica do delineamento experimental da etapa de

testes preliminares.

Figura 1.4. Testes preliminares: calculos e critérios de aceitagéo.
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4.3.2. TAXAS, REGIAO DE PERDA DE CONFIABILIDADE, LIMITE DE DETECCAO,
ACORDANCIA E CONCORDANCIA

43.2.1. Delineamento experimental

O delineamento experimental deve ser conduzido com MRC, MR, amostras
adicionadas do analito em concentrages conhecidas e amostras brancas (CARDENAS
& VALCARCEL, 2005). No delineamento proposto, consideram-se amostras brancas
aguelas que ndo possuem em sua composi¢cao o analito pesquisado. A ndo deteccéo
do analito em determinada matriz permite a utilizacdo da mesma como amostra branca
para a pesquisa do analito, quando o limite de deteccdao do método empregado for
conhecido (SOUZA, 2007).

O numero de niveis estudados pode variar entre 5 e 10 (CARDENAS &
VALCARCEL, 2005), igualmente espacados sempre que possivel, mais o branco, o
gual deve ser analisado para deteccdo de possiveis interferentes da matriz. Para
escolha dos niveis podem ser considerados, além dos resultados obtidos nos testes
preliminares, o limite estabelecido pela legislacdo para o analito e a concentracéo que
se espera obter do mesmo na amostra. No caso de kits comerciais, os limites de
deteccdo declarados pelos fabricantes também devem ser apreciados. O numero de
replicatas verdadeiras em cada nivel deve ser grande o suficiente (n = 30) para garantir
a correta utilizacdo de inferéncia estatistica na avaliagcdo dos parametros (SIMONET,
RIOS & VALCARCEL, 2004). Como ja descrito, para garantir independéncia, as
amostras devem ser preparadas e analisadas em ordem aleatéria (ELLISON & FEARN,
2005; CARDENAS & VALCARCEL, 2005), além de serem cegas para os analistas.

Para que a ACO e CON sejam avaliadas nesse mesmo experimento, as analises
das replicatas dos diferentes niveis de concentracdo devem ser realizadas sob
condicBes de repetitividade e precisdo intermediaria (incluindo diferentes baterias
analiticas, analistas, equipamentos, etc.). Na Figura |.5 estd apresentado um esquema

do delineamento experimental proposto para a segunda etapa da validacao.
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Taxas, regido de perda de confiabilidade, limite de detecgdo, acordancia e concordancia

baterias &

Bateria | - Analista i Bateria 2 - Analista 2 Bateria 3 - Analista 3 amalictes

1 e 10 branco 1 . 10 branca 1 . 10 branca niveis de

concentracin

[ 1 s Y e N o A~

verdadeiras
1 .. 10 1 .10 1 . 10 11 .. 20 11 ... 20 11 .. 20 21 .. 30 21 .. 3021 .. 30

Figura 1.5. Representacdo esquematica do delineamento experimental da etapa de
avaliacdo das taxas, regido de perda de confiabilidade, limite de deteccéo, acordancia

e concordancia.

4.3.2.2. Analises dos resultados

43.2.2.1. Taxas de falsos resultados, de seletividade, de sensibilidade e de

confiabilidade

A partir da definicdo de cada uma das taxas, os valores de cada uma delas
podem ser calculados com os dados das tabelas de contingéncia. TFP é definida como
a razdo entre o numero de resultados falso-positivos (FP) e a soma desse com 0
numero de resultados negativos corretos ou numero total de negativos conhecidos
(TN), multiplicada por 100 (Eq.l.2) (TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004;
ELLISON & FEARN, 2005; TRULLOLS et al., 2005):

TFP = FixlOO

P+TN

(Eq. 1.2)

De maneira andloga, TFN € a razdo entre o numero de resultados falso-
negativos (FN) e a soma desse com o numero de resultados positivos corretos ou
namero total de positivos conhecidos (TP), multiplicada por 100 (Eq.1.3) (TRULLOLS,
RUISANCHEZ & RIUS, 2004; ELLISON & FEARN, 2005; TRULLOLS et al., 2005):
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TAN=— N 100
FN+TP

(Eq. 1.3)

TSB € definida como a razéo entre TP e a soma desse com FN, multiplicada por
100 (Eq. 1.4), enquanto TST pode ser definida como a razéo entre TN e a soma desse
com FP, multiplicada por 100 (Eq. I.5) (TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004;
CARDENAS & VALCARCEL, 2005; ELLISON & FEARN, 2005):

TSB=—1" 100
TP +FN
(Eq. 1.4)
TST=— N, 100
TN+FP
(Eq. 1.5)

A TCF é definida como a diferenca entre o total de resultados (100%) e a soma

de TFP e TFN, como apresentado na Equacao 1.6:

TCF =100—TFP — TFN

(Eq. 1.6)

As taxas também podem ser estimadas pelo Teorema de Bayes, considerando-

se as equacdes descritas a seguir.

A TFP é estimada pela proporcdo de resultados incorretos relatados para
amostras conhecidas que ndo contém a substancia pesquisada (Eq. 1.7). De modo
equivalente, a TFN é estimada pela a proporcdo de resultados incorretos para as
amostras que contém a substancia (Eq. 1.8) (TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004;
CARDENAS & VALCARCEL, 2005; ELLISON & FEARN, 2005):

(T‘K): Resultados falso - posmv_os <100 — FP <100 = TEP
Total de resultados negativos FP+TN

(Eq. 1.7)
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P(‘T"A)z Resultados falso-nega‘Fl\_/os <100 — FN <100 = TEN
Total deresultados positivos FN+ TP

(Eq. 1.8)

A TSB é estimada a partir da proporcdo de resultados corretos relatados para
amostras conhecidas que contém o analito (Eq. 1.9) e a TST é estimada a partir da
proporcdo de resultados corretos para os itens de ensaio que ndo contém o analito
(EqQ.1.10) (TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004; CARDENAS & VALCARCEL,
2005; ELLISON & FEARN, 2005):

P(T|A): Resultados positivos verd_a.delros <100 = TP <100 — TSB
Total deresultados positivos TP +FN
(Eq. 1.9)
P('_I"K): Resultados negativos verda'tdelros <100 = TN <100 = TST
Total deresultados negativos TN+FP
(Eq. 1.10)

A relacdo entre as probabilidades condicionais de sensibilidade e seletividade
fornece a razéo de verossimilhanca (likelihood ratio - LR) (Eq. 1.11), que é uma medida
da forca do teste (HENDERSON, 1997), ou seja, € uma medida da alteracdo das
probabilidades apdés obtencdo do resultado do teste (ELLISON, GREGORY &
HARDCASTLE, 1998):

n_ TSB _1-TFN_ P(T|A)
1-TST  TFP  p(T[a)

(Eq. 1.11)

A TCF, por fim, é estimada pela proporcéo de resultados verdadeiros no total de

ensaios realizados (Eq. 1.12):

P(A|T): Total resultados verdadeiros <100 — TP+TN <100 —
Total deresultados TP+TN+FP +FN
P(A|T =100-TFP-TFN=TCF

(Eq. 1.12)
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4.3.2.2.2. Regiao de perda de confiabilidade (incerteza) e limite de deteccdo

ApOs a construcdo da curva de desempenho (Fig. I.1), a RPC pode ser estimada
assumindo a regido de maior inclinagdo da curva como linear (SONG SCHLECHT &
ASHLEY, 2001) conforme proposto por SOUZA & JUNQUEIRA (2005) ou fazendo a
regressao logistica ndo linear. Nesse caso, devem ser testadas equacgfes sigmoides
como 1.13, 1.14 e 1.15 constantes na Tabela l.4. A significancia do coeficiente de
determinacdo (Equacdo 1.16) e o perfil ndo tendencioso do gréfico de residuos
(Equacgdo 1.17), apos tratamento de outliers (valores dispersos) pelo teste de Jacknife,
sdo os critérios sugeridos para escolha do modelo (BELSLEY, KUH & WELSCH, 1980;
SOUZA & JUNQUEIRA, 2005).

Tabela 1.4. Tipos de fun¢des sigmoides utilizadas na regresséao logistica nao linear para
construcéo da curva de desempenho e estimativa da regido de perda de confiabilidade
e do limite de deteccédo

Nome Equacéo Parametros Referéncia
) FITZHUGH
Logito = — (Eq. 1.13) (1976)
1+Db-exp(-cx) p = porcentagem de resultados
exb(a + bx positivos;
Probito p= L x100 (Eq. l.14) X = concentragdo do analito; nggsc()zl\é)gs)
1+ exp(a+ bx) a, b e ¢ = coeficientes da fungéo
Gompertz p = a- exp(—exp(b —cx)) (Eq. I.15) Flzf;%?H

O coeficiente de determinacdo e os residuos sdo definidos, respectivamente,

pelas Equacdes 1.6 e I.7:

RZ=11 (Eq. 1.6)

e =y -V, (Eq. 1.7)



84
Sendo y, a variavel dependente estimada pela regresséo, y; a resposta medida e y a

média das respostas medidas.

Em qualquer uma das opc¢des utilizadas, a RPC pode ser calculada, definindo-se
critérios para os limites inferior e superior, como 5 e 95 % ou 10 e 90 de resultados
falsos negativos. O limite de deteccdo do método qualitativo sera obtido pelo limite
superior da RPC (TRULLOLS et al., 2004).

Os parametros RPC e LD serado considerados adequados aos propésitos de uso
do método, se os mesmos estiverem abaixo do nivel no qual se espera encontrar o

analito (Fig. 1.6).

Dados experimentais

Célculo da regiéo de perda de confiabilidade
e limite de deteccao

l

Regido de perda e )
limite de detecgéo _SIM 5 Regido e limite adequados ao

EEhE o n|~vel i proposito de uso do método
concentragéo do

analito (regulamentado,
esperado, etc.)?

l nao

Regido e limite ndo adequados
ao proposito de uso do método

Figura 1.6. Regido de perda de confiabilidade e limite de deteccao: célculo e critérios

de aceitacao.



85
4.3.2.2.3. Acordancia e concordancia

A soma do numero de combinacbes de pares de resultados positivos com o
namero de combinacdes de pares de resultados negativos dividida pelo numero de
combinacdes de pares do total de resultados de cada laboratério (estudos
interlaboratoriais) ou de cada bateria analitica (estudos intralaboratoriais) permite
estimar a ACO, ou seja, a probabilidade de cada laboratério ou bateria analitica
fornecer o mesmo resultado. Alternativamente, ACO pode ser calculada pela Equacéo
1.14:

ACO - Kk=1)+(n—K)(n—k-1)]
nn-1)

(Eq. 1.14)

Sendo n o total de resultados obtidos pelo laboratério ou bateria analitica e k 0 niamero
de resultados positivos obtidos pelo laboratério ou bateria analitica.

De forma similar, CON pode ser estimada pela razdo entre a soma de
combinacgdes de resultados concordantes positivos e negativos de todos os laboratérios
ou baterias analiticas e a soma das combinacfes de pares do total de resultados de

todos os laboratorios ou baterias. Assim, a CON pode ser calculada pela Equacéo 1.15:

2[k(k —nb)]+nb(nb—1)- ACO,_[nb(n - 1)]

CON=
n2b(b —1)

(Eq. 1.15)

Sendo b o nUmero de laboratorios ou baterias analiticas e ACO,, a acordancia média
dos laboratorios (LANGTONN et al., 2002).

Na avaliacdo da ACO e CON, devem ser considerados como aceitaveis valores
préximos de 1 nas faixas de concentracdo do analito relevantes para a aplicacdo do
método. Os valores de ACO e CON dependerdo do numero de replicatas e,
consequentemente, o critério de aceitabilidade para estes parametros deve ser definido
em funcdo do delineamento experimental. Outro ponto a ser observado é o perfil dos
resultados de ACO em func¢éo da concentracéo do analito, havendo um comportamento
esperado de declinio dos valores de ACO até um valor intermediario da RPC e, a partir
desse ponto, de aumento nos valores de ACO até o valor maximo de 1,0. Desta forma,

menores valores sdo obtidos na por¢cdo média da regido (ELLISON & FEARN, 2005).
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Assim como na avaliagdo de métodos quantitativos, na qual os critérios para precisao
séo definidos em funcdo do escopo e, principalmente, em funcéo da concentracao do
analito na matriz (HORWITZ, 1982; THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002), na
validacdo de métodos qualitativos os critérios também serdo dependentes da
concentragédo do analito e das condi¢cdes experimentais. A Figura 1.7 traz o fluxograma
para avaliacao dos parametros ACO e CON.

Dados experimentais

Calculo da acordancia e concordancia
(para cada nivel, considerando as trés
baterias analiticas)

l

Acordancia e

concordancia i A A
aiEs o 1L @ 1l _sm Acordancia e concordancia

caracteristico*?

l nao

Falta de acordancia e concordancia
—necessidade de padronizacao

Figura |.7. Acordancia e concordancia: calculo e critérios de aceitacao.

* Declinio dos valores de ACO até um valor intermediario da RPC e, a partir desse ponto, de aumento
nos valores de ACO até o valor maximo de 1,0.
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4.3.3. SELETIVIDADE - INTERFERENTES

4.3.3.1. Delineamento experimental

Na avaliacdo da seletividade na presenca de interferentes, devem ser
selecionados como potenciais interferentes compostos quimicamente relacionados
(metabolitos, derivados, etc.) ou substancias que possam ser encontradas junto a

substancia de interesse (EC, 2002).

O delineamento experimental deve ser conduzido com MRC, MR, amostras
adicionadas do analito em concentragbes conhecidas e amostras brancas (CARDENAS
& VALCARCEL, 2005). No delineamento proposto, consideram-se amostras brancas
aguelas que ndo possuem em sua composi¢ao o analito pesquisado. A ndo deteccéo
do analito em determinada matriz permite a utilizacdo da mesma como amostra branca
para a pesquisa do analito, quando o limite de deteccdo do método empregado for
conhecido (SOUZA, 2007).

O efeito dos potenciais interferentes selecionados sobre a seletividade é
estudado analisando-se tais amostras na presenca dos interferentes selecionados, em
pelo menos 10 replicatas verdadeiras (n > 10), conforme representado na Figura 1.8. A
concentracdo do potencial interferente deve ser relevante para ocasionar alteracdo na
identificacdo do analito (EC, 2002), ou em nivel significativamente acima do

normalmente encontrado na matriz (ELLISON, 2000).

Nas analises de amostras em concentracdes conhecidas do analito, 0 mesmo
deve estar em um nivel para o qual o método tenha apresentado 100 % de
confiabilidade no delineamento anterior (EURACHEM, 1998). Na selecdo do nivel de
100 % de confiabilidade pode-se optar pelo maior nivel estudado no qual se obteve
100 % de TCF, ou pelo nivel coincidente ao limite maximo estabelecido pela legislacéo
para o analito pesquisado (se este tiver apresentado 100 % de confiabilidade), ou ainda
pelo menor nivel estudado no qual se obteve 100 % de TCF (situacéo preferencial, por
se tratar do limiar do método). Na escolha desse nivel, devem ser utilizados critérios
como praticidade, valores de concentracdo do analito historicamente encontrados na

matriz em questao, etc.
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Para garantir independéncia, as amostras devem ser preparadas e analisadas
em ordem aleatéria, além de serem cegas para os analistas. Os experimentos devem

ser conduzidos sob condi¢Oes de repetitividade.

seletividade (interferentes)

bateria 4 - analista 1,2 ou3  baterias e
analistas

analito em nivel com branco niveis de concentracio

100% de confiabilidade (amostras na presenca de
interferente)

_| | replicatas
verdadeiras
1 ..

1 .10 . 10

Figura 1.8. Representacdo esquematica do delineamento experimental da etapa de
avaliacao da seletividade na presenca de interferentes.

4.3.3.2. Analise de dados

A seletividade do método na presenca do potencial interferente € avaliada pela
alteracdo na TCF, ou seja, na alteracdo das taxas de falsos resultados (ELLISON,
2000). Para conclusao sobre o efeito interferente do composto estudado e seletividade
do método, deve-se estabelecer um valor maximo de variacdo na TCF, por exemplo, de
5 %, que dependerda do numero de replicatas. A Figura 1.9 ilustra o fluxograma para

avaliacao da seletividade.



Figura 1.9. Avaliacdo da seletividade: célculo e critérios de aceitacéo.
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4.3.4. ROBUSTEZ

43.4.1. Delineamento experimental

Para o estudo da robustez, o experimento fatorial completo deve incluir ensaios
com amostras (MRC, MR, adicionadas ou brancas) em um nivel de concentracdo do
analito para o qual o método apresente 100 % de confiabilidade, sob diferentes
condicdes experimentais. Um minimo de 10 replicatas verdadeiras por condi¢cdo é
requerido para que os calculos sejam feitos. Para garantir independéncia, as amostras
devem ser preparadas e analisadas em ordem aleatéria, além de serem cegas para 0s
analistas. O estudo inclui: i) selecdo de fatores, ii) selecdo do nimero de niveis para
cada fator (em geral 2 niveis) e do delineamento experimental 6timo (selecionado a
partir do experimento inicial de avaliacdo das taxas), iii) estabelecimento do valor de
reposta que pode provocar alteragbes nos fatores e nos experimentos e do calculo dos
efeitos de cada fator e entre os fatores, e v) elaboracdo das conclusdes. Na Figura
.10, esta representado um esquema de delineamento experimental fatorial para dois
fatores e dois niveis. Os experimentos devem ser conduzidos sob condi¢cdes de

repetitividade.

Robustez - analits em nivel com 100% de confiabillidade

nivel | nivel 2 Fator 1

nivell | nivel2  nivell | nivel 2 nivel] | nivel2  nivell | nivel 2 Fator 2

Mhnn an

1..10 1.. 1..101..10 1 ..101 ... 10 replicatas verdadeiras

Figura 1.10. Representacdo esquematica de delineamento experimental fatorial 2x2 da

etapa de avaliacdo da robustez.
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4.34.2. Andlise de dados

No caso de métodos sensoriais, como kits ou os de simples observagéo visual, o
efeito dos fatores estudados é avaliado pela alteragdo na TCF. Para conclusdo sobre o
efeito do fator sobre o desempenho (robustez) do método, um valor minimo de TCF
deve ser previamente estabelecido (95 %, por exemplo), dependendo do namero de
replicatas. Na Figura I.11 é apresentado o fluxograma para avaliacao da robustez.

Dados experimentais

Calculo da taxa de confiabilidade
(para cada experimento
realizado)

Método robusto

Taxa de sim para os fatores
confiabilidade estudados

295%7?

Método nédo robusto para os
fatores estudados

Figura I.11. Avaliacédo da robustez: calculo e critérios de aceitagao.

Para métodos instrumentais, o efeito de cada fator (Df) pode ser calculado pela

Equacéao 1.16:
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of Y TCF(+)- Y TCF(-)

n;

(Eqg. 1.16)

Sendo TCF(+) a confiabilidade observada no maior nivel do fator, TCF(-) a
confiabilidade observada no menor nivel do fator, n o nimero de experimentos e n; o

namero de experimentos no j-ésimo nivel do fator estudado (AGUILERA et al., 2006).

Ap6s o calculo do efeito dos fatores estudados, um teste t deve ser realizado
para conclusdo sobre a significancia da influéncia dos fatores sobre as respostas do

teste:

B Dfx+/n
Sx\/i

t

(Eq. 1.17)

Sendo s o0 desvio padrdao encontrado em condi¢des de precisdo intermediaria e
Df o efeito de cada fator, definido entre O e 1. O valor calculado deve ser comparado ao
valor tabelado de distribuicdo t, considerando o nivel de significancia e o niumero de

graus de liberdade associados a estimacéo de s (AGUILERA et al., 2006).
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4.4. CONCLUSOES

O procedimento proposto nesse estudo tratou os parametros de desempenho
necessarios para uma validacdo adequada de métodos qualitativos: taxas de falsos
resultados (TFN e TFP), TST, TSB, TCF, RPC, LD, ACO, CON, seletividade (efeito de
interferentes) e robustez. Delineamentos experimentais e ferramentas de andlises de
dados para avaliacdo dos parametros foram propostos e apresentados de forma
detalhada e sistematizada. Portanto, tal procedimento podera ser empregado como
referéncia basica para a elaboracdo de documentos orientativos por 6rgdos de
regulamentacdo e normalizacdo e, também, para a estruturacdo de processos de
validacdo de métodos qualitativos em laboratérios de andlises de alimentos.
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5. CAPITULO Il - VALIDACAO INTRALABORATORIAL DE
UM KIT QUALITATIVO PARA DETERMINACAO DE RESIDUOS
DE SULFONAMIDAS EM LEITE CRU

RESUMO

Um procedimento detalhado para validacdo intralaboratorial de métodos
qualitativos foi proposto e aplicado a validacdo de um kit comercial para pesquisa de
residuos de sulfonamidas em leite cru. Amostras brancas de leite cru foram
adicionadas de sulfametazina (SMZ), sulfadimetoxina (SDM) e sulfatiazol (STZ) em 12
niveis de concentracdo de 1,2 a 100,0 pg/L para SMZ e de 0,2 a 100,0 pg/L para SDM
e STZ, sendo 30 replicatas independentes por nivel, mais o branco (amostra sem
adicdo). As amostras cegas foram preparadas e analisadas em trés baterias analiticas
distintas, com dez replicatas por nivel, por trés analistas. Melhor desempenho do
método foi observado quando adotada a pratica de leitura visual. Para essa forma de
leitura, as regides de perda de confiabilidade (RPC) para deteccdo de SMZ, SDM e
STZ foram estimadas, respectivamente, entre 1,3 e 9,0 yg/L; 0,1 e 1,5 ug/L e entre
0,01 e 0,9 pg/L. Os limites de deteccéo foram 9,0 ug/L para SMZ, 1,5 ug/L para SDM
e 0,9 ug/L para STZ. O método nao apresentou acordancia e concordancia para todos
0s niveis externos a RPC. Seletividade do kit foi demonstrada para as sulfonamidas
estudadas em relacdo a trimetropina. Robustez foi obtida para tempos e temperaturas
de incubacdo das tiras de teste entre 54 e 58 °C e entre 6 e 10 minutos,
respectivamente, paras as sulfonamidas testadas. Nos limites maximos estabelecidos
pelas legislacbes nacional e europeia (100 pg/L) e norte-americana (10 pg/L), os
valores de taxa de sensibilidade e de confiabilidade alcancados foram de 100 % e de
taxa de falso-negativos nula. Assim, o kit validado foi considerado adequado para o
propdsito de monitoramento de residuos de sulfonamidas em leite cru, respeitando-se

os limites maximos de residuos preconizados na legislacdo nacional e internacional.

Palavras-chave: sulfonamidas, leite cru, residuos, kit imunoenzimatico, triagem,

validacao.
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ABSTRACT

SINGLE-LABORATORY  VALIDATION OF A QUALITATIVE KIT FOR
DETERMINATION OF SULPHONAMIDES RESIDUES IN RAW MILK.

A detailed procedure for single-laboratory validation of qualitative methods was
proposed and applied to the validation of a commercial kit for tests of sulphonamides
residues in raw milk. Raw milk blank samples were spiked with sulfamethazine (SMZ2),
sulfadimetoxine (SDM) and sulfathiazole (STZ) at 12 concentration levels from 1.2 to
100.0 pg/L for SMZ and from 0.2 to 100.0 pg/L for SDM and STZ, being 30 independent
replicates for each level, plus the blank. The blind samples were prepared and analyzed
in three different analytical batches, with ten replicates per level, by three analysts.
Improved performance of the method was observed when adopted the practice of visual
reading. For this way, the unreliability region (RPC) for detection of SMZ, SDM and STZ
were estimated, respectively, between 1.3 and 9.0 pg/L, 0.1 and 1.5 pg/L and 0.01 and
0.9 pg/L. The limits of detection were 9.0 for SMZ, 1.5 for SDM and 0.9 pg/L for STZ.
The method did not showed acordance and concordance for all levels outside the RPC.
Selectivity of the kit was demonstrated for the studied sulfonamides in relation to
trimethoprim. Robustness was obtained for the time and temperature of incubation of
the test strips between 54 and 58 °C and between 60 and 10 minutes, respectively, for
the tested sulfonamides. At the maximum limits established by Brazilian and European
(100 pg/L) and USA (10 pg/L) laws, were obtained 100 % of reliability and sensibility
rates and 0 % of false-negative rate. Thus, the validated kit was considered fitness for
the purpose of monitoring sulfonamide residues in raw milk, respecting the maximum

residue limits of the national and international legislation.

Key words: sulfonamides, raw milk, residues, immunoassay Kkit, screening test,

validation.
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5.1. INTRODUCAO

Os antimicrobianos, utilizados desde 1950 na pecuéria, contribuiram
significativamente para o aumento da producédo animal (ANDREOTTI & NICODEMO,
2004; SILBERGELD, GRAHAM &. PRICE, 2008; COMPANYO et al., 2009). As
sulfonamidas s&o antimicrobianos de amplo espectro, as quais, na pecuaria leiteira,
sdo comumente utilizadas no tratamento e prevencdo de mastites e de infeccoes

respiratérias e do trato gastrointestinal (GAMBA et al., 2009).

No entanto, a presenca de residuos de antimicrobianos em produtos de origem
animal pode acarretar reacdes alérgicas em individuos sensiveis, interferéncia na
producdo de produtos lacteos (SCHENCK & CALLERY, 1998; BRITO, 2003) e
desenvolvimento de resisténcia bacteriana (SCHENCK & CALLERY, 1998; BRITO,
2003; ANDREOTTI & NICODEMO, 2004; SILBERGELD, GRAHAM &. PRICE, 2008;
ROMERO-GONZALEZ et al., 2011). No caso das sulfonamidas, existe ainda o risco
devido ao potencial carcinogénico de alguns compostos desse grupo (BRITO &
LANGE, 2005).

Desse modo, para proteger a saude dos consumidores, 6rgaos reguladores de
diversos paises tém estabelecido os limites maximos de residuos (LMR), sendo
permitido no Brasil, para sulfonamidas, um maximo de 100 pg/L para a soma das
concentracfes de todas substancias do grupo das sulfonamidas em leite (BRASIL,
1999; ANVISA, 2003; GAMBA et al., 2009).

O uso generalizado de medicamentos veterinarios e os LMR estabelecidos pelos
orgaos reguladores tém motivado o desenvolvimento de métodos analiticos para a
determinacdo destes compostos em alimentos de origem animal em quantidades
minimas (PASCHOAL et al., 2008; VIDAL et al., 2010). Nesse contexto, os métodos
gualitativos vém sendo utilizados na triagem e selecdo de amostras positivas
(TRULLOLS et al., 2005; NUNES, 2004), reduzindo consideravelmente o tempo e o0s
custos das andlises confirmatérias (TRULLOLS et al., 2005; GALARINI et al., 2011),
sendo utilizados inclusive em programas oficiais de monitoramento de residuos
(GALARINI et al., 2011).
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Varias metodologias de triagem podem ser aplicadas no controle de residuos de
antimicrobianos no leite para uma discriminagdo rdpida entre amostras negativas e nao
negativas (ROMERO-GONZALEZ et al., 2011). Entre elas, destacam-se aquelas que
envolvem as técnicas bioanaliticas, como 0s imunoensaios, que representam, em
alguns casos, uma alternativa aos meéetodos tradicionais (NUNES, 2004). No entanto,
alguns autores citam como desvantagens desses métodos a impossibilidade de
identificagdo de quais antimicrobianos estdo presentes no leite; a baixa seletividade
(possibilidade de obtencdo de resultados falso-positivos); e alta sensibilidade, com
deteccdo de residuos de antimicrobianos em niveis muito abaixo dos limites
regulamentados, resultando em perda desnecessaria de leite (SCHENCK & CALLERY,
1998; VIDAL et al., 2010).

O leite e seus derivados sao importantes produtos agricolas, em razdo de seu
volume de producéo e seus altos valores nutricionais (BLASCO, PICO & ANDREU,
2009) e, independentemente da técnica utilizada, todo o trabalho para manutengéo de
uma estrutura de monitoramento da qualidade desses alimentos, visando a seguranga
alimentar, deve ter como base o0 grau de confiabilidade dos métodos analiticos
utilizados (ABNT, 2005 b; GOWIK, 2009). Assim, para que os métodos selecionados
para sua triagem garantam a disponibilidade de um alimento seguro, € preciso que
esses metodos cumpram requisitos que garantam bons resultados (PASCHOAL et al.,
2008), ou seja, que os laboratérios e industrias de laticinios que realizam analises de
residuos de antimicrobianos em leite disponham de métodos devidamente validados e
monitorados (ABNT, 2005 b; GOWIK, 2009).

Contudo, o desenvolvimento conceitual e processual da validacdo de métodos
gualitativos, nos quais se incluem alguns kits imunoenzimaticos, ndo se encontra no
mesmo patamar que o ja alcancado para os meétodos quantitativos (TRULLOLS,
RUISANCHEZ & RIUS, 2004; ELLISON & FEARN, 2005; PETERS, DRUMMER &
MUSSHOFF, 2007). Mesmo na norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005, que aponta
gue todo laboratoério deve estabelecer, implementar e manter um sistema de qualidade
apropriado ao escopo de sua atividade, poucas referéncias sao feitas as andlises
gualitativas, apesar de sua crescente importancia no cotidiano de laboratorios de
guimica e bioguimica (GALARINI et al., 2011).

Ante os fatos apontados, o presente trabalho apresenta um procedimento

detalhado para validacéo intralaboratorial de métodos qualitativos, aplicado a um kit
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imunoenzimatico comercial utilizado na pesquisa de residuos de sulfonamidas em leite
cru, visando avaliar a adequacdo desse kit aos propositos de uso, considerando a

legislacé&o nacional e internacional.

5.2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Bromatologia — Unidade de
Pesquisa Andlise de Alimentos do ALM/FAFAR/UFMG.

O procedimento de validacdo delineado e proposto no capitulo | foi aplicado na
validacdo de um método para determinacdo de residuos de antimicrobianos em leite
cru, especificamente do kit Charm ROSA® (Rapid One Step Assay) Sulfa Test,
utilizado nas plataformas de recebimento de leite cru das industrias de laticinios

brasileiras para monitoramento de residuos de sulfonamidas.

5.2.1. AMOSTRAS

Aproximadamente cinco litros de leite cru foram obtidos por ordenha manual de
gado bovino, ndo tratado com antimicrobianos, da fazenda experimental do MAPA e
Escola de Veterinaria da UFMG. Tais amostras, denominadas brancas, foram
homogeneizadas, acondicionadas em galdes de vidro ambar devidamente
identificados, os quais foram refrigerados entre 4 °C e 7°C e imediatamente
encaminhados, nestas condicbes, ao laboratério, sem adicdo de conservantes. No
momento do acondicionamento, uma aliquota de aproximadamente 200 mL foi tomada
das amostras para andlise confirmatéria de auséncia de antimicrobianos pelo
Laboratério Nacional Agropecuario de Minas Gerais do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (LANAGRO-MG/MAPA), empregando cromatografia liquida

de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE/EM).

Esta amostragem foi feita para realizacdo de cada etapa analitica da validacéo,
totalizando 20 L de leite. Tal pratica foi adotada para simular as condicbes reais de
recebimento de leite cru pelos laticinios e de aplicacdo dos testes para pesquisa de

residuos de antimicrobianos, visto que a Instrucdo Normativa nimero 51 do MAPA
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(BRASIL, 2002; BRASIL, 2012) estabelece a temperatura de 7 °C como a maxima
permitida para recebimento de leite nas industrias de laticinios.

5.2.2. EQUIPAMENTOS
- Agitadores de tubos tipo Vortex (Ika Minishaker MS2 e Phoenix AP56).

- Balanca analitica com resolucdo 0,0001 g e capacidade maxima de 220,0000 g,
calibrada por laboratério acreditado pela Coordenacdo Geral de Acreditagdo (CGCRE)
de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025, sob numero 0045 (Shimadzu AUX 220).

- Balanca analitica com resolucdo 0,001 g e capacidade méaxima de 310,000 g,
calibrada por laboratorio acreditado pela CGCRE de acordo com a
ABNT NBR ISO/IEC 17025, sob numero 0045 (Gehaka BK 300).

- Baldes volumétricos de 50 e 100 mL, calibrados por laboratorio acreditado pela
CGCRE de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025, sob numero 0383.

- Chapas aquecedoras para incubacéo dos testes (Charm Sciences Inc. ROSA® Strip
Incubator e Hexis Cientifica BS 9575).

- Congelador ajustado em temperaturas entre -18 °C e -24 °C (Electrolux FE22).
- Crondmetro.
- Leitora para kits Charm (Charm Sciences Inc. ROSA® Pear-X Reader).

- Macropipeta de 1000 a 10000 pL, calibrada por laboratério acreditado pela CGCRE
de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025, sob numero 0422 (HTL Lab Solutions
LM10000).

- Micropipeta de 20 a 200 uL, calibrada por laboratério acreditado pela CGCRE de
acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025, sob numero 0486 (Thermo electron

corporation Finnpipette®).

- Micropipeta de 100 a 1000 uL, calibrada por laboratério acreditado pela CGCRE de
acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025, sob numero 0383 (Thermo Scientific
Finnpipette® F3).
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- Refrigeradores ajustados em temperaturas entre 2 °C e 8 °C (Consul CRC24CBANA
e Eletrolux DFF37 Premium).

- Sistema de purificacdo de 4gua (Millipore Direct Q 3UV).

- Termémetros digitais tipo cabo sensor, com memdéria de maxima e minima, calibrados
por laboratério acreditado pela CGCRE de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025,
sob namero 0338 (Incotherm 7665.02.0.00).

- Termbmetros digitais tipo espeto, com memoria de maxima e minima, calibrados por
laboratorio acreditado pela CGCRE de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025, sob
namero 0338 (Incotherm).

5.2.3. MATERIAIS

- Bastéo de vidro.

- Béquer de 10, 50 e 100 mL.

- Espéatula.

- Etiqueta para identificacdo das amostras e solucoes.

- Frasco de vidro ambar de 500 mL e 1000 mL para solucdes.
- Funil de vidro.

- Galao de vidro ambar de 5000 mL para amostras.

- Parafilme.

- Pisseta.

- Suporte para tubos de 15 mL.

- Tubos cénicos de polipropileno de 15 mL, com tampa de rosca, tipo Falcon.

5.2.4. REAGENTES, PADROES E OUTROS
Todos os reagentes utilizados eram de grau de pureza apropriado.

O metanol grau CLAE 99,9 % de pureza foi da Carlo Erba (Rodano, M, Itélia). O
kit Charm ROSA® Sulfa Test, adquirido da Charm Sciences Inc. (Lawrence, MA, EUA),
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foi fornecido por Hexis Cientifica, Jundiai-SP. Os padrdes de SMZ e SDM, STZ e
trimetropina (TMT) foram obtidos com certificados de pureza da Sigma-Aldrich Co. Ltd.

(Gillingham, Dorset, Reino Unido), ndo caracterizando MRC.

5.2.5. SOLUCOES

5.2.5.1. Solucbes de SDM

Estoque (0,5 mg/mL): 50,0 mg do padrédo de SDM foram pesados e solubilizados em
metanol para 100 mL. Esta solucdo foi armazenada sob congelamento (-18 °C a -
20 °C) por 6 meses.

Intermediaria (0,05 mg/mL): uma aliquota de 5 mL da solu¢do estoque de SDM foi
tomada e diluida para 50 mL em metanol. Esta solu¢gdo foi armazenada sobre
refrigeracéo (4 °C a 10 °C) por 1 més.

Solucéo de trabalho | (0,1 ug/mL): uma aliquota de 100 pL da solucao intermediaria
de SDM foi diluida com agua ultrapura para 50 mL. Esta solucao foi armazenada sobre

refrigeracéo (4 °C a 10 °C) e preparada a cada uso.

Solucéo de trabalho 1 (1,0 pg/mL): uma aliquota de 1000 pL da solucédo intermediaria
de SDM foi diluida com agua ultrapura para 50 mL. Esta solucéo foi armazenada sob

refrigeracéo (4 °C a 10 °C) e preparada a cada uso.

Solucéo de trabalho Il (10,0 ug/mL): uma aliquota de 10 mL da solucao intermediaria
de SDM foi diluida com agua ultrapura para 50 mL. Esta solucéo foi armazenada sob

refrigeracéo (4 °C a 10 °C) e preparada a cada uso.
5.2.5.2. Solucbes de STZ

Estoque (0,5 mg/mL): 50,0 mg do padrdo de STZ foram pesados e solubilizados em
metanol para 100 mL. Esta solucdo foi armazenada sob congelamento (-18 °C a -

20 °C) por 6 meses.
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Intermediéria (0,05 mg/mL): uma aliquota de 5 mL da solugdo estoque de STZ foi
tomada e diluida para 50 mL em metanol. Esta solucdo foi armazenada sob
refrigeracdo (4 °C a 10 °C) por 1 més.

Solucéo de trabalho | (0,1 pg/mL): uma aliquota de 100 uL da solucao intermediaria
de STZ foi diluida com &gua ultrapura para 50 mL. Esta solucao foi armazenada sob
refrigeracéo (4 °C a 10 °C) e preparada a cada uso.

Solucéo de trabalho 11 (1,0 pg/mL): uma aliquota de 1000 pL da solucao intermediaria
de STZ foi diluida com &gua ultrapura para 50 mL. Esta solucao foi armazenada sob
refrigeracéo (4 °C a 10 °C) e preparada a cada uso.

Solucéo de trabalho 111 (10,0 pg/mL): uma aliquota de 10 mL da solucéo intermediaria
de STZ foi diluida com agua ultrapura para 50 mL. Esta solu¢cdo foi armazenada sob
refrigeracéo (4 °C a 10 °C) e preparada a cada uso.

5.2.5.3. Solucbes de SMZ

Estoque (3,0 mg/mL): 150,0 mg do padrdo de SMZ foram pesados e solubilizados em
metanol para 50 mL. Esta solucéo foi armazenada sob congelamento (-24 °C a -18 °C)

por 6 meses.

Intermediaria (0,3 mg/mL): uma aliquota de 5 mL da solucédo estoque foi tomada e
diluida para 50 mL em metanol. Esta solucdo foi armazenada sob refrigeragdo (4 °C a
10 °C) por 1 més.

Solucéo de trabalho | (0,6 ug/mL): uma aliquota de 100 pL da solucao intermediaria
de SMZ foi diluida com agua ultrapura para 50 mL. Esta solucdo foi armazenada sob

refrigeracéo (4 °C a 10 °C) e preparada a cada uso.

Solucéo de trabalho Il (6,0 pg/mL): uma aliquota de 1 mL da solucéo intermediéaria de
SMZ foi diluida com agua ultrapura para 50 mL. Esta solucdo foi armazenada sob

refrigeracéo (4 °C a 10 °C) e preparada a cada uso.
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5.2.5.4. Solugdes de TMT

Estoque (0,2 mg/mL): 20,0 mg do padrédo de TMT foram pesados e solubilizados em
metanol para 100 mL. Esta solucdo foi armazenada sob congelamento (-24 °C a -
18 °C) por 6 meses.

Intermediéria (0,01 mg/mL): uma aliquota de 5 mL da solucdo estoque de TMT foi
tomada e diluida para 100 mL em metanol. Esta solugdo foi armazenada sob

refrigeracéo (4 °C a 10 °C) por 1 més.

Solucéo de trabalho (0,2 pg/mL): uma aliquota de 1000 pL da solucao intermediaria
de TMT foi diluida com agua ultrapura para 50 mL. Esta solucéo foi armazenada sob
refrigeracéo (4 °C a 10 °C) e preparada a cada uso.

5.2.6. PROCEDIMENTO ANALITICO
5.2.6.1. Principio

Os kits Charm ROSA® para teste em leite utilizam receptores que se ligam aos
antimicrobianos, sendo definido como teste de imunoreceptores. O leite adicionado a
tira flui por escorrimento lateral. Na auséncia de antimicrobiano, o receptor livre se liga
a linha teste (T) do antimicrobiano. Na presenca dessa substancia, o receptor
conjugado ao antimicrobiano se liga a linha controle (C), que é designada para
discriminar a presenca dos antimicrobianos em um nivel determinado pelo fabricante
(Fig. 11.2).

No caso especifico do kit Charm ROSA® Sulfa Test, os receptores se ligam a 15
sulfonamidas  (sulfacetamida, sulfaclopiridazina, sulfadiazina, sulfadimetoxina,
sulfadoxina, sulfaetoxipiridazina, sulfamerazina, sulfametazina, sulfametizol,
sulfametoxazol, sulfametoxipiridazina, sulfapiridina, sulfaquinoxalina, sulfatiazol e
sulfisoxazol). A comparacéo entre a linha T e a linha C informa o resultado do teste. Se
nao houver formacdo da linha C, se estiver irregular ou manchada, o teste é
considerado invalido, devendo ser repetido. Na interpretacdo do resultado, a coloracao
mais intensa na linha C indica que a concentracdo das substancias em analise esta
abaixo de um nivel determinado e pode se considerar que a amostra ndo possui as

substancias em anadlise. Ao contrario, se a coloracdo da linha T estiver mais intensa
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que a da linha C, entdo a concentracdo do analito é superior aquela determinada

concentragéo, podendo-se afirmar que os analitos estejam presentes na amostra.
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Figura Il.1. Representacao do principio do kit (quadros 1 a 7) e da interpretacdo dos

resultados do kit (quadro 8). Fonte: CHARM SCIENCES INC., 2012.
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5.2.6.2. Anélise

As amostras de leite (brancas, adicionadas de padrao dos analitos SDM, STZ e
SMZ e de interferente TMT), cegas para o analista em questdo, foram adicionadas as
tiras do kit Charm ROSA® Sulfa Test, que foram novamente seladas. Em seguida, as
tiras foram incubadas e foi iniciada a contagem de tempo para reagdo. Decorridos 8
minutos de incubagéo, a tira foi retirada da incubadora e a leitura efetuada. Foram
realizadas leituras visuais e instrumentais de todos os resultados. No procedimento de
leitura visual, foi feita a comparacdo da linha T com a linha C para indicacdo do
resultado do teste (positivo ou negativo), conforme indicado no quadro 8 da Figura Il.1.
Na leitura instrumental, as tiras de teste foram inseridas na leitora. Na tela, foi indicado
o resultado numérico (READING) e uma interpretacdo desse como: positivo, negativo
ou invalido (em RESULT), conforme ilustrado na Figura Il.2 (CHARM SCIENCE INC.,
2012).

Antes da realizacdo de cada bateria analitica, a contagem automatica de tempo
de incubacao e a temperatura das chapas aquecedoras foram verificadas empregando-
se cron6metro e termdmetro tipo espeto devidamente calibrados e avaliados quanto a
incerteza de medicéo declarada e a amplitude permitida para o processo.

RSl

ROSA°® Pearl Reader

(@) (b)

Figura I.2. Leitora ROSA® Pearl Reader: (a) insercédo da tira de teste e (b) exemplo de

indicacdo de resultado. Fonte: CHARM SCIENCES INC., 2012.
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5.2.7. VALIDACAO

Nos ensaios preliminares, para avaliagdo do ponto de perda de confiabilidade,
as amostras foram preparadas de forma independente e aleat6ria em cinco niveis de

concentragdo igualmente espacados, mais o branco, sendo dez replicatas por nivel.

Para SMZ, aliquotas de 20, 60, 100, 140 e 180 pL da solucéo de trabalho | foram
adicionadas a 9,980; 9,940; 9,900; 9,860 e 9,820 mL de amostras de leite,

correspondendo a amostras contendo residuos de SMZ de 1,2; 3,6; 6,0; 8,4 e 10,8
Mo/L.

Uma vez que os limites de deteccdo de SDM e STZ declarados pelo fabricante
do kit eram iguais (1 pg/L), foram realizados testes preliminares somente com SDM.
Assim, aliquotas de 20, 60, 100, 140 e 180 pL da solucéo de trabalho | de SDM foram
adicionadas a 9,980; 9,940; 9,900; 9,860 e 9,820 mL de amostras de leite,
correspondendo a amostras contendo residuos de SDM de 0,2; 0,6; 1,0; 1,4 e 1,8 pg/L.

5.2.7.1. Taxas, regiao de perda de confiabilidade, limite de deteccao, acordancia e

concordancia

As amostras adicionadas foram preparadas de forma independente e aleatoria
em varios niveis de concentracdo, mais o branco, sendo trinta replicatas por nivel, para
cada uma das trés sulfonamidas regulamentadas no Brasil e declaradas como
detectadas pelo fabricante do kit (SMZ, SDM e STZ). Para a SMZ, foram estudados
onze niveis de concentracdo. Ja para SDM e STZ, o numero de niveis estudados foi

doze.

Os niveis de concentracdo adotados como referéncia foram os da legislacéo
brasileira e europeia (100 pg/L para soma das concentracfes de sulfonamidas)
(BRASIL, 1999; ANVISA, 2003; EC, 2010), o da legislagcdo americana (10 pg/L para
soma das concentracdes de sulfonamidas) (FDA, 2012) e aqueles declarados pelo
fabricante como limites de deteccdo do kit, com taxa de 90 % de confiabilidade, que
corresponderam a 25 pg/L para sulfacetamida, 3 pg/L para sulfaclopiridazina, 2 pg/L
para sulfadiazina, 1 pg/L para sulfadimetoxina, 30 pg/L para sulfadoxina, 25 pg/L para

sulfaetoxipiridazina, 3 pg/L para sulfamerazina, 6 pg/L para sulfametazina, 1 pg/L para
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sulfametizol, 2 pg/L para sulfametoxazol, 20 pg/L para sulfametoxipiridazina, 10 ug/L
para sulfapiridina, 3 pg/L para sulfaquinoxalina, 1 pg/L para sulfatiazol e 15 pg/L para
sulfisoxazol (CHARM SCIENCE INC., 2012).

As amostras foram preparadas conforme descrito a seguir. Aliquotas de 20, 40,
60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200 uL das solucdes de trabalho | foram adicionadas a
9,980; 9,960; 9,940; 9,920; 9,900; 9,880; 9,860; 9,840; 9,820; 9,800 mL de amostras de
leite, correspondendo a amostras contendo residuos de sulfonamidas entre 0,2; 0,4;
0,6;0,8;1,0;1,2;1,4;,1,6;1,8; 2,0 ug/L paraSDM e STZ e de 1,2; 2,4; 3,6; 4,8; 6,0; 7,2;
8,4; 9,6; 10,8; 12,0 pg/L para SMZ.

As amostras correspondentes as concentracées de 10,0 pg/L de SDM e STZ
foram preparadas pela adicdo de aliquotas de 100 pL da solucdo de trabalho Il a
9,900 mL de amostras de leite.

As amostras correspondentes a concentracdo de 100,0 pug/L de SDM e STZ
foram preparadas por adicdo de aliquotas de 100 pL da solucdo de trabalho Il a
9,900 mL de amostras de leite. Para SMZ, as amostras correspondentes a
concentracdo de 108,0 ug/L foram preparadas por meio da adicdo de aliquotas de

180 pL da solucao de trabalho Il a 9,820 mL de amostras de leite.

As amostras foram analisadas em diferentes baterias analiticas e por trés
diferentes analistas, sendo 10 replicatas por nivel de sulfonamida, mais o branco, por
bateria, caracterizando condicbes de repetitividade e precisdo inermediaria para o0s

estudos de acordancia e concordancia.

As taxas de falsos resultados, de seletividade (TST), de sensibilidade (TSB) e de
confiabilidade (TCF) foram calculadas em cada nivel para cada sulfonamida por meio
de tabelas de contingéncia (TRULLOLS, RUISANCHEZ & RIUS, 2004; CARDENAS &
VALCARCEL, 2005; ELLISON & FEARN, 2005).

A regido de perda de confiabilidade (RCP) e o limite de deteccédo (LD) foram
estimados por curvas de desempenho (porcentagem de resultados positivos versus
concentracdo do analito) obtidas por regresséo logistica ndo linear, empregando o
programa DataFit version 5.1.1 (Oakdale Engineering). A RCP foi definida como a
regido de maior inclinacdo da curva, ou seja, o intervalo entre os niveis com 5 % e

95 % de resultados positivos. O LD foi determinado como o nivel de concentracdo onde
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a porcentagem de resultados positivos foi de 95 % (EURACHEM, 1998; PULIDO et al.
2002; PULIDO et al., 2003; SIMONET, RIOS & VALCARCEL, 2004; TRULLOLS,
RUISANCHEZ & RIUS, 2004; ELLISON & FEARN, 2005).

Os parametros acordancia (ACO) e concordancia (CON) foram obtidos por meio
das equacbes propostas por LANGTONN et al. (2002). Como critério de aceitacao,
considerou-se que para as concentracdes estudadas externas a RPC, os valores de

acordancia e concordancia deveriam ser iguais a 1.

52.7.2. Seletividade - interferentes

A TMT e as sulfonamidas atuam em etapas diferentes na formacédo do acido
tetraidrofdlico, sendo que a acdo da TMT se da pela inibicdo da enzima diidrofolato
redutase (Fig. 3). Esses medicamentos possuem perfil farmacocinético e tempo de
meia-vida sérico semelhantes. Por essas caracteristicas, a TMT & o principal sinérgico
das sulfonamidas, sendo geralmente utilizada em associa¢cdes comerciais na propor¢cao
de 5:1 (GORNIAK, 2006; TAVARES et al., 2007).

Foram preparadas, de forma independente e aleatéria, amostras brancas e
adicionadas de padrdo dos analitos pesquisados nos niveis 10,8 ug/L para SMZ e
10,0 pg/L para SDM e STZ, correspondentes as menores concentragdes para as quais
0 método apresentou 100 % de confiabilidade na técnica de leitura visual, em 10

replicatas. Nessas amostras foi também adicionado padréo do interferente TMT.

As amostras foram preparadas da seguinte forma. Aliquotas de 108 pL da
solucéo de trabalho | de SMZ (0,6 pg/mL) e aliquotas de 100 pL da solucdo de trabalho
de TMT (0,2 ug/mL) foram adicionadas a 9712mL de amostras de leite,
correspondendo a amostras contendo 10,8 pg/L de SMZ, na presenca de 2,2 ug/L de
TMT. Aliquotas de 100 pL das solucdes de trabalho Il de SDM e de STZ (1 pg/mL) e
aliquotas de 100 pL da solucédo de trabalho de TMT (0,2 ug/mL) foram adicionadas a
9800 mL de amostras de leite, correspondendo a amostras contendo residuos de 10,0
pg/L para SDM e STZ, na presenca de 2,0 ug/L de TMT. Nas amostras brancas,
aliquotas de 100 pL da solucédo de trabalho de TMT (0,2 ug/mL) foram adicionadas a

9900 mL de amostras de leite, correspondendo a amostras contendo 2,0 ug/L de TMT.
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Os niveis de concentracdo de TMT foram determinados considerando a proporgdo na

gual a mesma é utilizada nas associa¢des com sulfonamidas (5:1).

As amostras foram analisadas no mesmo dia e por um mesmo analista, sendo

cegas para 0 mesmo.

A avaliacdo da seletividade em relacdo a presenca de interferentes foi realizada
pela comparagcdo entre as TCF obtidas para as amostras positivas e brancas na
presenca dos interferentes com as respectivas TFC alcancadas na segunda etapa do
delineamento experimental (ELLISON, 2000). Para que o método ndo fosse
considerado seletivo para o interferente TMT, considerou-se uma TCF menor que 90%.

5.2.7.3. Robustez

De acordo com o fabricante do kit, a incubacdo da tira de teste possui dois
fatores importantes para obtencdo do resultado do teste: temperatura e tempo. A
incubacéo da tira de teste deve ser realizada a 56 °C com uma variacao toleravel de
mais ou menos 2 °C. Nao podendo ser inferior a 51 °C (ndo ha reacéo) e superior a
60 °C (ha destruicdo dos anticorpos). O tempo de incubacédo da tira deve ser de 8

minutos, ndo podendo ser superior a 10 minutos.

Foram preparadas amostras de forma independente e aleatéria adicionadas de
padrdo dos analitos pesquisados em um nivel de 10,8 pg/L para SMZ e 10,0 pug/L para
SDM e STZ, correspondente a uma concentracdo para a qual o método apresentou

100 % de confiabilidade, em 10 replicatas.

As amostras foram preparadas conforme descrito a seguir. Aliguotas de 100 uL
da solucédo de trabalho de SMZ, da solucdo de trabalho Il de SDM e de STZ foram
adicionadas a 9900 mL de amostras de leite, correspondendo a amostras contendo
residuos de sulfonamidas de 10,8 pg/L para SMZ e 10,0 ug/L para SDM e STZ.

As amostras foram analisadas no mesmo dia e por um mesmo analista, sendo
cegas para o mesmo. Para cada analito foi realizado um experimento fatorial completo.
Os fatores estudados foram tempo e temperatura de incubacéo da tira de teste. E os
niveis, 6 e 10 minutos e 54 °C e 58 °C, respectivamente. Nessa etapa da validacéo, a

temperatura da chapa aquecedora, utilizada na incubacdo das tiras de teste, foi
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monitorada, empregando-se termdmetro calibrado e previamente avaliado em relagéo a

incerteza de medicéo declarada.

Na avaliacdo da robustez do método, considerou-se efeito significativo dos
fatores estudados sobre o desempenho do método nos casos TCF menor que 90 %.

5.2.8. COMPARACAO DAS FORMAS DE LEITURA DOS RESULTADOS

Os resultados das leituras foram tabulados para posterior andlise estatistica
conforme estabelecido no procedimento delineado. A comparacao entre as técnicas de
leitura visual e instrumental dos kits foi feita pela aplicacdo do teste de t emparelhado
as TFN obtidas nos diferentes niveis de concentracdo, para cada sulfonamida, com um
nivel de significdncia de 5 %. As duas técnicas de leitura também foram compradas em

funcdo do desempenho apresentado para os diferentes parametros da validacao.

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Validacéo

Na etapa de testes preliminares, foram obtidas taxas entre 0 e 100 % para SMZ
SDM e STZ, na forma de leitura visual, indicando a adequacdo das faixas de

concentracdo para a validacao.

Para a técnica de leitura instrumental, ndo foram obtidas taxas entre 0 e 100%.
Assim, de modo a verificar a aplicabilidade do kit no monitoramento de residuos de
SMZ, SDM e STZ, foram incluidos na validagdo os niveis correspondentes aos limites
da legislacdo brasileira, europeia e americana (BRASIL, 1999; ANVISA, 2003; EC,
2010; FDA, 2012).
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5.3.1.1. Taxas, regido de perda de confiabilidade, limite de deteccédo, acordancia e

concordancia

Os resultados obtidos para cada uma das sulfonamidas pesquisadas, por
concentracdo, em cada bateria analitica encontram-se nas Tabelas A.1, A.2 e A.3 do
Apéndice.

5.3.1.1.1. Taxas de falso-positivos e seletividade

A possibilidade de obtencdo de resultados falso-positivos € frequentemente
apontada como uma desvantagem dos kits imunoenzimaticos (SCHENCK & CALLERY,
1998; NUNES, 2005; VIDAL et al., 2010; GUILLEN, 2011). A auséncia de sulfonamidas
nas amostras de leite utilizadas na validacao foi confirmada pela analise por CLAE/EM
realizada pelo LANAGRO-MG. A analise das amostras brancas pelo kit apresentou
TFP nula e 100% de TST e TCF, para as formas de leitura visual e instrumental,
indicando a seletividade do método e auséncia de interferéncia dos componentes do

leite na identificagcdo das sulfonamidas (Tabelas II.1, 1.2 e 11.3).

5.3.1.1.2. Taxas de falso-negativos, sensibilidade e confiabilidade

Os valores de TFN, TSB e TCF, para as duas formas de interpretacdo dos
resultados (visual e instrumental), obtidos para as amostras contendo SMZ, SDM e

STZ sao apresentados nas Tabelas I1.1,11.2 e 11.3, respectivamente.
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Tabela 11.1. Taxas falso-negativos, de sensibilidade e de confiabilidade obtidas para

sulfametazina, sob condi¢des de precisédo intermediaria, em diferentes niveis de

concentragao.
Leitura Visual Leitura Instrumental
SMZ (ug/L)

TEN TSB TCF TEN TSB TCF
0,0 - - 100,0 - - 100,0

1,2 96,7 3,3 3,3 96,7 3,3 3,3

2,4 80,0 20,0 20,0 90,0 10,0 10,0
3,6 60,0 40,0 40,0 80,0 20,0 20,0
4,8 33,3 66,7 66,7 60,0 40,0 40,0
6,0 16,7 83,3 83,3 43,3 56,7 56,7

7,2 16,7 83,3 83,3 23,3 76,7 76,7

8,4 10,0 90,0 90,0 33,3 66,7 66,7
9,6 13,3 86,7 86,7 26,7 73,3 73,3
10,8 0,0 100,0 100,0 6,7 93,3 93,3
12,0 0,0 100,0 100,0 10,0 90,0 90,0
108,0 0,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0

SMZ = sulfametazina, TFN = taxa de falso-negativos, TSB = taxa de sensibilidade, TCF = taxa de confiabilidade.

Para SMZ, entre os niveis 1,2 e 12,0 ug/L, foram obtidos valores de TFN entre
96,7 e 0 % na leitura visual e entre 96,7 e 6,7 % na leitura instrumental. Assim, TSB e
TCF tiveram variacdo de 3,3 a 100 % (leitura visual) e de 3,3 a 93,3 % (leitura
instrumental). Na leitura visual, obtiveram-se 100 % de resultados positivos para todos

0s niveis acima de 10,8 pg/L.
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Tabela 11.2. Taxas falso-negativos, de sensibilidade e de confiabilidade obtidas para

sulfadimetoxina, sob condi¢cbes de precisdo intermediaria, em diferentes niveis de

concentragéo.
Leitura Visual Leitura Instrumental
SDM (ug/L)

TEN TSB TCF TEN TSB TCF

0,0 - - 100,0 - - 100,0

0,2 83,3 16,7 16,7 86,7 13,3 13,3

0,4 73,3 26,7 26,7 66,7 33,3 33,3

0,6 30,0 70,0 70,0 43,3 56,7 56,7

0,8 26,7 73,3 73,3 33,3 66,7 66,7

1,0 10,0 90,0 90,0 23,3 76,7 76,7

1,2 23,3 76,7 76,7 23,3 76,7 76,7

1,4 13,3 86,7 86,7 16,7 83,3 83,3

1,6 10,0 90,0 90,0 13,3 86,7 86,7

1,8 0,0 100,0 100,0 13,3 86,7 86,7

2,0 13,3 86,7 86,7 23,3 76,7 76,7
10,0 0,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0
100,0 0,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0

SDM = sulfadimetoxina, TFN = taxa de falso-negativos, TSB = taxa de sensibilidade, TCF = taxa de confiabilidade.

Os valores de TFN alcancados para SDM, entre os niveis 0,2 e 10,0 ug/L,

variaram de 83,3 a 0 %, na leitura visual, e entre 86,7 e 0 %, na leitura instrumental.
Acarretando, portanto, em TSB e TCF de 16,7 a 100,0 % (leitura visual) e de 3,3 a

100,0 % (leitura instrumental). Pela Tabela 11.2, tanto na leitura visual dos resultados

guanto na instrumental, nota-se que o aumento da concentracdo de SDM nao

ocasionou necessariamente diminuicdo da TFN e aumento da TSB e TCF na faixa de

concentracéo de 0,8 a 2,0 pg/L de SDM.
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Tabela 11.3. Taxas falso-negativos, de sensibilidade e de confiabilidade obtidas para

sulfatiazol, sob condigcbes de precisao

concentragao.
Leitura Visual Leitura Instrumental
STZ (ug/L)

TEN TSB TCF TEN TSB TCF

0,0 - - 100,0 - - 100,0
0,2 66,7 33,3 33,3 76,7 23,3 23,3
0,4 33,3 66,7 66,7 56,7 43,3 43,3
0,6 13,3 86,7 86,7 46,7 53,3 53,3
0,8 13,3 86,7 86,7 36,7 63,3 63,3
1,0 10,0 90,0 90,0 33,3 66,7 66,7
1,2 6,7 93,3 93,3 20,0 80,0 80,0
1,4 13,3 86,7 86,7 23,3 76,7 76,7
1,6 20,0 80,0 80,0 46,7 53,3 53,3
1,8 3,3 96,7 96,7 23,3 76,7 76,7
2,0 0,0 100,0 100,0 6,7 93,3 93,3
10,0 0,0 100,0 100,0 6,7 93,3 93,3
100,0 0,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0

STZ = sulfatiazol, TFN = taxa de falso-negativos, TSB = taxa de sensibilidade, TCF = taxa de confiabilidade.

intermediaria, em diferentes niveis de

Para as amostras contendo STZ, os valores de TFEN variaram entre 66,7 e 0,0 %,

e entre 76,7 e 6,7 %, nas leituras visual e instrumental, respectivamente. Assim, na
leitura visual, TSB e TCF tiveram variacdo de 33,3 a 100,0 % e de 23,3 a 93,3 % na

leitura instrumental.

Nos resultados da leitura visual, SDM e STZ foram detectadas com 100 % de

resultados positivos, ou seja, 100 % de TCF a partir do nivel de concentracéo 10 ug/L.
Para SMZ, foi obtido 100 % de TCF a partir de 10,8 ug/L. A forma de leitura
instrumental do kit validado no presente trabalho somente apresentou o mesmo
desempenho para SDM com 100 % de TCF a partir de 10,0 ug/L. Para SMZ e STZ
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100 % de TCF foi alcancada apenas no ultimo nivel testado de cada sulfonamida, 108

e 100 pg/L, respectivamente.

Os resultados obtidos na andlise visual corroboram com aqueles publicados por
VIDAL et al. (2010). Estes autores validaram dois métodos de triagem para analise de
residuos de medicamentos veterinarios em leite por cromatografia liquida de ultra-alta
pressdao acoplada a espectrometria de massa (UPLC-EM/EM), na faixa de 5 a
100 ug/kg, sendo 10 replicatas por nivel. No primeiro método, os residuos foram
identificados conforme sua familia (sulfonamidas, tetraciclinas, macrolideos, etc), sendo
as sulfonamidas detectadas com 100 % de resultados positivos a partir da
concentracao de 25 pg/kg. No segundo, os residuos eram detectados individualmente,
sendo SMZ e SDM eram detectadas com 100 % de resultados positivos a partir de
10 pg/kg.

No estudo de TENORIO (2007), os kits qualitativos microbiol6gicos COPAN ATK
P & S versdes Microplate e Single para deteccao de residuos de antimicrobianos em
leite foram validados. Trinta e oito replicatas foram analisadas, respectivamente, nas
versdes Microplate e Single, por nivel de concentracdo pesquisado. Para sulfadiazina,
foram avaliados quatro niveis de concentracdo: o limite de deteccdo declarado pelo
fabricante, sua metade, seu dobro e o limite maximo de residuos (LMR) permitido pela
legislacéo brasileira; obtendo-se 100 % de resultados positivos em todos 0s niveis, em
ambas as versdes do kit. Para a outra sulfonamida investigada, o sulfametoxazol, que
nao possuia limite de deteccéo declarado pelo fabricante, somente o LMR foi avaliado,
também com 100 % de resultados positivos, em ambas as versdes do kit. No entanto,
como o proposito do estudo foi avaliar o desempenho do método em relacdo aos
limites de deteccdo declarados pelo fabricante e LMR permitidos pela legislacéo
brasileira, ndo ha como comparar os resultados alcancados no presente trabalho, uma
vez que nesse foram avaliados, além do LMR, niveis abaixo dos limites de deteccéo

declarados pelo fabricante para determinacdo da RPC.

5.3.1.1.3. Regido de perda de confiabilidade e limite de deteccao

Na regressao logistica, niveis correspondentes aos intervalos de probabilidade
de 0,01 a 0,20 e de 0,80 a 0,99, onde ha inflexdo da curva, exercem maior influéncia na

constituicdo da mesma (ELLISON & FEARN, 2005). Assim, para construcdo das curvas
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de desempenho e estimativa de RPC e LD foram considerados somente os niveis

igualmente espacados pesquisados, sendo de 0 a 12 ug/L, paraa SMZ e de 0 a 2 ug/L,

para SDM e STZ. Para o método em questdo, a funcdo de Gompertz (Eq. 1.15) foi

utilizada na regresséo devido ao melhor ajuste, considerando os critérios de coeficiente

de determinacédo e perfil ndo tendencioso do grafico de residuos (Figuras 1.3, 11.4 e

I15).
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Figura 11.3. Graficos exploratérios dos residuos (e)) do ajuste polinomial obtido para

sulfamentazina (SMZ), leituras visual (a) e instrumental (b), com indicacdo dos

respectivos valores dispersos diagnosticados (¢) pelo teste de residuos padronizados

Jacknife.
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Figura 11.4. Graficos exploratérios dos residuos (ej) do ajuste polinomial obtido para

sulfadimetoxina (SDM), leituras visual (a) e instrumental (b), com indicacdo dos

respectivos valores dispersos diagnosticados (¢) pelo teste de residuos padronizados

Jacknife.
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Figura 11.5. Graficos exploratérios dos residuos (e;)) do ajuste polinomial obtido para
sulfatiazol (STZ), leituras visual (a) e instrumental (b), com indicacdo dos respectivos

valores dispersos diagnosticados (¢) pelo teste de residuos padronizados Jacknife.

As curvas de desempenho e equacgdes obtidas por regressao para SMZ, leitura
visual e instrumental, apos tratamento de outliers, encontram-se ilustradas na
Figura 1.6, assim como os dados experimentais que |hes deram origem. Para
estimativa da RPC relativa aos resultados da leitura visual, foram obtidos os seguintes
valores para os parametros a, b e ¢ da Equacéao 1.15, respectivamente, 99,13; 3,30 e -
1,80. A RPC foi estimada entre os niveis de concentracdo 1,3 pg/L e 9,0 ug/L de SMZ,
considerando-se porcentagens de resultados positvos de 5% e 95 %,
respectivamente. O LD foi estimado em 9,0 ug/L, coincidente com o limite superior da
RPC.
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Para os resultados da leitura instrumental da SMZ, os valores dos parametros a,

b e c obtidos para constru¢cdo da curva de desempenho foram 92,20; 4,39 e -2,42;
respectivamente. Como para os resultados relacionados a leitura instrumental a maior
porcentagem de resultados positivos foi de 93,3 %, os limites da RPC foram estimados
entre 10 % e 90 % de TCF, ou seja, 2,4 ug/L e 13,4 ug/L. Desta forma, 13,4 pg/L foi

estabelecido como LD para uma TCF de 90 %.

Conforme ilustrado na Figura 1.7, para a curva de desempenho da leitura visual,
foram obtidos os seguintes valores para os parametros a, b e ¢ da Equacéao 1.15
respectivamente, 97,49; 0,40 e -0,31. RPC foi obtida entre os niveis de concentracéo
0,1 yg/L e 1,5 yg/L de SDM, sendo este ultimo correspondente ao LD. Na anadlise dos
resultados da leitura instrumental, foram considerados para o0s parametros da
Equacéo .15 os seguintes valores: 86,70; 0,38 e -0,29. Nesse caso, maior
porcentagem de resultados positivos foi estimada em 86,7 %. Desse modo, os limites
da RPC nao puderam ser calculados para as taxas entre 5 % e 95% e nem entre 10 %
e 90 % de resultados positivos, sendo entdo estimada entre 13,3 % e a maior
porcentagem de resultados positivos, 86,7 %, correspondendo as concentracdes

0,2 ug/L e 3,2 ug/L, respectivamente.

Na Figura I.8, encontram-se as equacgles, as curvas de desempenho obtidas
pela regressao e os respectivos dados experimentais obtidos para STZ nas leituras
visual e instrumental. Para os resultados da leitura visual, foram obtidos os seguintes
valores para os parametros a, b e ¢ da Equacéao 1.15, respectivamente: 97,44; 0,22 e -
0,19, resultando em uma RPC entre os niveis de concentracdo 0,01 pg/L e 0,9 ug/L,
para5 % e 95 % de TCF, e em um LD de 0,9 pg/L.

Para a leitura instrumental na deteccdo de STZ, os valores fornecidos pela
regressdo para os parametros a, b e ¢ da Equacéao I.15 foram 91,16; 0,36 e -0,44.
Desse modo, a RPC foi estimada entre os niveis de concentracdo 0,01 ug/L e 2,3 pg/L
de STZ, considerando TCF entre 10 % e 90 %, respectivamente. Sendo assim, o LD
para 90 % de TCF foi estimado em 2,3 ug/L.
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Figura I.6. Resultados experimentais (¢), curvas de desempenho (—), equacdes e

coeficientes de determinacdo (R? obtidos por regressdo logistica ndo linear nas
leituras visual (a) e instrumental (b) para sulfametazina (SMZ), apés tratamento de

outliers.
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Figura I.7. Resultados experimentais (), curvas de desempenho (—), equacdes e

coeficientes de determinacdo (R? obtidos por regressdo logistica ndo linear nas
leituras visual (a) e instrumental (b) para sulfadimetoxina (SDM), apds tratamento de

outliers.
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Figura 11.8. Resultados experimentais (¢), curvas de desempenho (—),equacdes e

coeficientes de determinacdo (R? obtidos por regressdo logistica ndo linear nas

leituras visual (a) e instrumental (b) para sulfatiazol (STZ), apés tratamento de outliers.

Para os resultados da leitura visual na deteccdao de SMZ, SDM e STZ as

equacdes da regressao proporcionaram calcular RPC para valores de TCF entre 5 % e
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95 %. Nessas condic¢des, os LD calculados estavam inferiores aos limites estabelecidos
em legislagbes nacionais e internacionais. Para SDM (1,5 pg/L) e STZ (0,9 ug/L) os
limites foram bastante inferiores aos limites das legislacdes norte-americana (FDA,
2012), brasileira e europeia (BRASIL, 1999; EC, 2010). Para SMZ, o LD calculado
(9,0 ug/L) estava proximo ao nivel estabelecido pela legislacdo norte-americana (FDA,
2012), mas ainda inferior aos limites das legislacdes brasileira e europeia (BRASIL,
1999; EC, 2010) e ao limite recomendado pelo CODEX de 25 ug/L (CODEX
ALIMENTARIUS, 2009).

Na validagéo conduzida por VIDAL et al. (2010), RPC e LD foram determinados
para TCF entre 5% e 95 %. No primeiro método, de identificacdo das familias de
medicamentos veterinarios, os limites da RPC foram obtidos entre 3,2 ug/L e 6,5 pg/L,
enquanto no segundo método, de deteccado individual dos compostos, RPC foi obtida
entre 2,0 pg/L e 7,0 ug/L para SMZ e entre 1,5 pg/L e 4,0 yg/L para SDM. Tais
resultados demonstraram a alta sensibilidade do kit Charm ROSA® Sulfa Test,

comparavel a de um método UPLC-EM/EM.

Um limite de 15 pg/kg, superior ao encontrado neste trabalho, foi alcangado na
validacdo do método imunoenzimatico desenvolvido por GUILLEN et al. (2011) para

deteccdo de STZ em mel.

No estudo realizado por TENORIO (2007), de validacdo de kits qualitativos
microbiolégicos para determinacdo de residuos em leite, incluindo sulfonamidas, néo

foram realizados estudos para definicdo da RPC e LD.

De acordo com o fabricante do kit, os LD para SMZ, SDM e STZ séo 6; 1 e
1 pg/L, respectivamente, considerando uma TCF de 90 % (CHARM SCIENCES INC.,
2012). Nesse valor de TCF, obtém-se LD visual de 7,5; 1,2 e 0,7 ug/L para SMZ, SDM
e STZ. Assim, os valores de LD para técnica de leitura visual se mostraram proximos

aos declarados pelo fabricante do kit

Dados os resultados da leitura instrumental para SMZ e STZ, os valores de TFN
somente permitiram o calculo da RPC entre 10 % e 90 % de TCF, mesma condicdo
adotada pelo fabricante dos kits para estimativa dos limites. Nessas condicbes, os LD
para SMZ e STZ foram estimados em 13,4 e 2,3 ug/L, respectivamente, superiores aos
declarados pelo fabricante do kit. Em relacdo a deteccdo instrumental de SDM, o

resultado da regressdo permitiu o calculo de LD somente em valor de TCF proximo a
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90 % (86,7 %), o que acarretou num LD de 3,2 pg/L, também superior ao declarado
pelo fabricante.

Como nos LD determinados para os resultados da leitura visual, os LD dos
resultados da leitura instrumental foram inferiores aos limites estabelecidos pelas
legislacbes para SDM e STZ (BRASIL, 1999; EC, 2010; FDA, 2012). No caso da SMZ,
o0 LD calculado foi superior ao nivel seguro estabelecido pelo FDA de 10 ppb (FDA,
2012) e ao obtido por VIDAL et al.(2010) no método de identificacdo individual de

medicamentos veterinarios.

53.1.1.4. Acordancia e concordancia

Nos niveis 108 ug/L — testado para SMZ — e 100 uyg/L — para SDM e STZ —
foram obtidas ACO e CON satisfatorias para ambas as formas de leitura de resultados

positivos.

Na Figura Il.9 encontram-se representacfes graficas dos valores de ACO
obtidos nas leituras visual e instrumental dos resultados em fungcéo da concentracao de
SMZ. Para o referido analito, os niveis estudados externos a RPC, para leitura visual,
foram 0,0; 1,2; 9,6; 10,8 e 12,0 ug/L, nos quais a ACO variou entre 0,5 e 1,0. Valores
de ACO iguais a 1,0 foram obtidos nos niveis 0,0; 1,2; 10,8 e 12,0 ug/L para as baterias
analiticas 2 e 3. Nessas baterias, para o nivel 9,6 ug/L, foram estimados valores de
ACO de 0,5 e 0,8, respectivamente. Para a bateria analitica 1, valores de ACO iguais a
1,0 foram calculados para os dois ultimos niveis estudados, além do nivel 0,0 ug/L. Nos
demais niveis, os valores de ACO foram 0,8. Assim, CON igual a 1,0 somente foi

alcancada nos niveis 0,0; 10,8 e 12,0 ug/L (Fig. I1.10 a).

Considerando a leitura instrumental, os niveis estudados externos a RPC foram
0,0 e 1,2 pg/L, que apresentaram ACO entre 0,8 e 1,0. No nivel 1,2 pg/L, foi verificada
ACO nas baterias 2 e 3. Nesse nivel, a ACO da bateria 1 atingiu o valor de 0,8.
Observou-se, de modo geral, que os resultados das trés baterias analiticas ndo foram
concordantes entre si, exceto pelo nivel 0,0 pg/L (Fig. 11.10 b). Como ocorrido nos
resultados da analise visual dos resultados, os menores valores de ACO e CON foram

obtidos nos niveis intermediérios de concentracdo do analito.
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confiabilidade (area sombreada) - leituras visual (a) e instrumental (b).
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Os valores de ACO determinados para a deteccdo de SDM, considerando as
formas de leitura visual e instrumental, estdo representados na Figurall.11.
Considerando a leitura visual, os niveis estudados externos a RPC foram 1,6; 1,8; 2,0 e
10,0 ug/L, além do 0,0 ug/L, para os quais a ACO estimada variou entre 0,6 e 1,0. As
trés baterias analiticas apresentaram ACO igual a 1 nos niveis 0,0; 1,8 e 10,0 pyg/L. No
nivel 1,6 ug/L, foi obtida ACO nas baterias analiticas 2 e 3. Para o nivel 2 ug/L, os

valores calculados de ACO corresponderam a 0,8; 0,8 e 0,6, respectivamente, para as
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baterias 1, 2 e 3. Foi verificada CON de 1,0 para detec¢cdo de SDM somente nos niveis
0,0; 1,8 e 10,0 pg/L (Fig. I.12 a).

Na leitura instrumental, os niveis estudados externos a RPC foram 0,0 e

10,0 ug/L, que apresentaram ACO e CON iguais a 1.
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Figura I1.11. Valores de acordancia em funcdo das concentracbes estudadas de
sulfadimetoxina (SDM), com destaque para 0s niveis externos a regidao de perda de

confiabilidade (drea sombreada) - leituras visual (a) e instrumental (b).
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Figura I.12. Valores de concordancia em funcdo das concentracfes estudadas de
sulfadimetoxina (SDM), com destaque para 0s niveis externos a regidao de perda de

confiabilidade (area sombreada) - leituras visual (a) e instrumental (b).

Encontram-se ilustrados na Figurall.13 os gréaficos dos valores de ACO
estimados em funcdo da concentracdo de STZ, para leitura visual e instrumental. No
caso da leitura visual, os niveis estudados externos a RPC, além do nivel 0,0 ug/L,
foram 1,0; 1,2; 1,4; 1,6; 1,8; 2,0 e 10,0 pg/L, que apresentaram ACO entre 0,5 e 1,0.
ACO foi igual a 1,0 nos niveis nos niveis 0,0; 1,8; 2,0 e 10,0 ug/L da bateria 1 e nos
niveis 0,0; 2,0 e 10,0 ug/L da bateria 3. Contudo, para a bateria analitica 2, foi
verificada ACO igual a 1,0 a partir do nivel 1,2 ug/L e o valor minimo de 0,5 foi

observado em um nivel intermediario da RPC, o que representa o comportamento
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esperado para este parametro da validacdo. Conclui-se, entdo, que houve CON de 1,0
nos niveis 0,0, 2,0 e 10,0 pg/L (Fig. 1.14 a).

A analise dos resultados obtidos para a leitura instrumental do STZ indicaram
ACO no nivel 0 pg/L nas trés baterias analiticas e no nivel 10 pg/L, somente na bateria
3. N&o houve, portanto, CON de 1,0 entre os resultados da leitura instrumental na
deteccao de STZ (Fig 11.14 b).
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Figura 11.13. Valores de acordancia em funcdo das concentracbes estudadas de

sulfatiazol (STZ), com destaque para 0s niveis externos a regido de perda de

confiabilidade (drea sombreada) - leituras visual (a) e instrumental (b).
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Figura 1.14. Valores de concordancia em funcdo das concentracfes estudadas de
sulfatiazol (STZ), com destaque para 0s niveis externos a regido de perda de

confiabilidade (area sombreada) - leituras visual (a) e instrumental (b).

De acordo com LANGTONN et al. (2002), o efeito matriz pode acarretar em
baixa TST e altos valores de ACO e CON. Uma vez que nao foram observados
resultados positivos (TFP = 0 %) na andlise das amostras brancas, a alta TST (100 %)

implicou em ACO e CON iguais a 1,0; nas duas técnicas de leitura.

De maneira geral, para ambas as formas de andlise de resultados, o
comportamento da ACO e CON do método foi influenciado pela concentracdo dos
analitos, conforme previsto por ELLISON & FEARN (2005). Porém, nédo foi observado o
comportamento esperado para ACO numa mesma bateria analitica de declinio dos

valores até um valor intermediario da RPC e, a partir desse ponto, aumento nos valores
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de ACO até o valor maximo de 1,0. Tais parametros indicam se o método utilizado é
suficientemente “padronizado” (LANGTONN et al., 2002). Assim, a obtencéo de valores
de ACO e CON diferentes de 1,0 em niveis préximos aos regulamentados por algumas
legislagbes sugere uma necessidade de melhor padronizagdo no procedimento de
leitura dos resultados do kit Charm ROSA® Sulfa Test na estrutura laboratorial em que

0 mesmo foi validado.

Os trabalhos de validacdo de métodos qualitativos de escopo similar,
desenvolvidos por SALTER et al. (2001), TENORIO (2007), SALTER, CONAWAY &
MARKOVSKY (2008), ARAUJO (2010), VIDAL et al. (2010), GALARINI et al. (2011),
GUILLEN et al. (2011) n&o incluiram estudos dos parametros ACO e CON.

5.3.1.2. Seletividade

Os resultados obtidos na avaliagdo da seletividade indicaram que ndo houve
efeito supressor nem potencializador da TMT na deteccdo das sulfonamidas SMZ,
SDM e STZ pelo kit, considerando tanto a forma de leitura visual quanto a instrumental,
uma vez que nao foi observada variagdo maior ou igual a 5 % nas TCF. Assim, nao
houve alteracdo na TFP para as amostras brancas e na TFN para amostras
adicionadas das sulfonamidas, quando as mesmas estavam na presenca de TMT.
Consequentemente, ndo houve variacado nas TCF, que permaneceram em 100 %, em
todos os casos. Desse modo, concluiu-se pela seletividade do kit para deteccdo de
SMZ, SDM e STZ em relacao ao potencial interferente TMT (Tab. 11.4).
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Tabela 1.4. Taxas de falso-positivos, de falso-negativos e de confiabilidade obtidas
para amostras brancas e adicionadas de sulfonamidas, em nivel com 100 % de

confiabilidade, na presenca de trimetropina.

Leitura Visual Leitura Instrumental
Concentracéo
TFP TFN TCF TFP TFEN TCF
TMT (2,0ug/L) 0 - 100 0 - 100
SMZ (10,8 pg/L) i
e TMT(2,0ug/L) 0 100 0 100
SDMX (10,0 pg/L) i
e TMT (2,0ug/L) 0 100 0 100
STZ (10,0 ug/L) 0 100 : 0 100

e TMT (2,0ug/L)

SMZ = sulfametazina, SDM = sulfadimetoxina, STZ = sulfatiazol, TMT = trimetropina, TFP = taxa de
falso-positivos, TFN = taxa de falso-negativos, TCF = taxa de confiabilidade.

A possibilidade de obtencado de resultados falso-positivos é apontada como uma
das desvantagens dos kits imunoenzimaticos (NUNES, 2005). Este comportamento
nao foi observado para o kit Charm ROSA® Sulfa Test em relacdo a TMT, o que indica
a seletividade dos imunoreceptores do kit para as sulfonamidas testadas. Estudos de
semelhantes em diferentes kits Charm ROSA® realizados por SALTER et al. (2001),
SALTER, CONAWAY & MARKOVSKY (2008) e ARAUJO (2010) também verificaram a
seletividade desses kits Charm ROSA® na presenca de medicamentos veterinarios

(sulfonamidas, aminoglicosideos, macrolideos, etc).

Nos trabalhos de VIDAL et al. (2010), GALARINI et al. (2011) e GUILLEN et al.

(2011) os estudos complementares de seletividade ndo foram contemplados.

5.3.1.3. Robustez

Pela andlise das Tabelas 1.5 e II.6, observa-se que ndo houve alteracdo nas
TCF em nenhum dos experimentos realizados, para as trés sulfonamidas (SMZ, SDM e
STZ), nas duas formas de leitura (visual e instrumental), o que sinalizou a robustez do
kit para os fatores e niveis estudados. Na validacao do kit Charm® SL3 B-Lactam Test,
com 0 mesmo principio de acao do kit Charm ROSA® Sulfa Test, SALTER, CONAWAY

& MARKOVSKY (2008) verificaram que, entre outros parametros, o tempo e a
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temperatura de incubacéo das tiras de teste exerciam influéncia sobre os resultados do
kit. E, em geral, os maiores niveis de cada fator acarretavam maior quantidade de

leituras positivas e invalidas.

Estudos de robustez foram incluidos também nas publicacbes de GALARINI et
al. (2011) que ndo observaram alteragcdo no desempenho do método ELISA para
deteccdo de STZ em mel em relacéo ao tempo e temperatura de incubagdo. TENORIO
(2007), ARAUJO (2010), VIDAL et al. (2010) e GUILLEN et al (2011) ndo abordaram o
parametro robustez nos seus respectivos trabalhos de validagéo.

Tabela II.5. Avaliacéo da robustez frente aos fatores temperatura (°C) e tempo (min) de
incubacao das tiras de teste para sulfametazina, sulfadimetoxina e sulfatiazol — analise

visual.

Leitura visual
Temperatura Tempo

°C) (min) SMZ SDM STZ
TCF Resultado* TCF Resultado* TCF Resultado*
58 10 100 Robusto 100 Robusto 100 Robusto
54 6 100 Robusto 100 Robusto 100 Robusto
58 6 100 Robusto 100 Robusto 100 Robusto
54 10 100 Robusto 100 Robusto 100 Robusto

SMZ = sulfametazina, SDM = sulfadimetoxina, STZ = sulfatiazol.
* Critério para estabelecimento do resultado: taxa de confiabilidade (TCF) > 95 %

Tabela I1.6. Avaliacdo da robustez frente aos fatores temperatura (°C) e tempo (min) de
incubacéao das tiras de teste para sulfametazina, sulfadimetoxina e sulfatiazol — analise

instrumental.

Leitura instrumental
Temperatura Tempo

°C) (min.) SMzZ SDM STZ
TCF Resultado* TCF Resultado* TCF Resultado*
58 10 100 Robusto 100 Robusto 100 Robusto
54 6 100 Robusto 100 Robusto 100 Robusto
58 6 100 Robusto 100 Robusto 100 Robusto
54 10 100 Robusto 100 Robusto 100 Robusto

SMZ = sulfametazina, SDM = sulfadimetoxina, STZ = sulfatiazol.
* Critério para estabelecimento do resultado: taxa de confiabilidade (TCF) > 95 %.
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5.3.2. Comparacéo das formas de leitura dos resultados.

Na Figura 11.15 estdo representados os dados experimentais, em porcentagem
de resultados positivos, das leituras visuais (em preto) e instrumentais (cinza) das
andlises para detec¢cdo de SMZ, SDM e STZ, respectivamente. A analise visual do
perfil desses gréficos sinaliza que a técnica de leitura visual se mostrou mais eficiente
na deteccdo de resultados positivos, o que foi confirmado pelo emprego do teste de t
emparelhado, o qual indicou diferenca significativa (p < 0,05) entre as técnicas de
leitura na deteccao das trés sulfonamidas. Na detec¢do de SMZ, o valor da estatistica t
obtido foi tg =10 = 3,8 (p = 0,003). J& na deteccdo de SDM e STZ, obtiveram-se valores
de tgi =11 iguais a 2,7 € 5,9 (p = 0,0209 e 0,0001), respectivamente.

O resultado da comparacdo entre as técnicas ndo era esperado, uma vez que a
leitura visual dos resultados € subjetiva e, por isso, mais sujeita a erros. A menor
eficiéncia na observacdo de ocorréncias resultados positivos pela técnica de leitura
instrumental pode ter ocorrido devido as condicdes de manutencédo e calibracdo da
leitora para kits Charm, as quais ndo foram informadas pelo fornecedor do

equipamento.
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ter=10 = 3,8

p = 0,003

tor=11 = 2,7

p = 0,0209

ter=11 = 5,9

p = 0,0001

Figura I1.15. Resultados experimentais das formas de leitura visual (em preto) e

instrumental (cinza) para sulfametazina, SMZ (a), sulfadimetoxina, SDM (b) e

sulfatiazol, STZ (c).
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No estudo de ARAUJO (2010), o kit Charm® MRL BL/TET, que possui 0 mesmo
principio de agdo do kit Charm ROSA® Sulfa Test, também foi avaliado em relacéo as
diferengas nos resultados entre as leituras visual e instrumental. Porém, os resultados
da comparacdo entre as duas formas de leitura obtidos naquele estudo néo
apresentaram diferenca significativa (p > 0,05). Assim, o uso da leitora é recomendado
para evitar davidas na interpretacéo de resultados da analise de amostras com nivel de
residuos proximo ao limite de deteccdo (ARAUJO, 2010). Vale ressaltar que o
procedimento de interpretacdo visual de leitura ndo é aceito em programas de
monitoramento de leite dos EUA, sendo o uso da leitora compulsério (CHARM
SCIENCES INC., 2012).

Comparando-se as duas formas de leitura, pelos parametros da validacéo,
percebe-se que, assim como houve diferenca significativa nas propor¢cdes de
resultados positivos e, consequentemente, nas taxas (TFN, TSB e TCF), houve
também diferenca nos demais parametros avaliados no segundo experimento da
validacdo (RPC, LD, ACO e CON) para as trés sulfonamidas analisadas. Os resultados
da avaliacao da seletividade (efeito de interferentes) e da robustez ndo divergiram nas
duas técnicas de leitura, uma vez que os mesmos foram avaliados em niveis de

concentragao superiores aos LD calculados para ambas as formas de leitura.

5.3.3. Avaliacdo do potencial de aplicacdo do kit comercial validado, considerando

aspectos de saude publica e econdémicos.

A andlise dos limites de deteccdo estimados para SMZ, SDM e STZ, para as
duas técnicas de leitura de resultados do kit, sugere que o uso do mesmo permite a
deteccdo das sulfonamidas estudadas em niveis bastante inferiores aos limites
estabelecidos pelas legislacdes brasileira e europeia e pelo nivel de concentracéo

estabelecido como seguro pela FDA, conforme indicados na Tabela I1.7.
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Tabela II.7. Limites de deteccdo estimados no estudo de validagdo do kit para as
sulfonamidas pesquisadas e limites estabelecidos nas legislagbes nacional e

internacional.

LD (png/L) LMR e nivel seguro3 (ug/L)
Sulfonamida Leitura visual* ins':_r?:r:Jerr?talz Brasil E:Jrr:)lsgia EUA
SMZ 9,0 13,4
SDM 1,5 3,2 100 100 10
STZ 0,9 2,3
LD = limite de deteccdo; LMR = limite maximo de residuos; SMZ = sulfametazina; SDM =

sulfadimetoxina; STZ; sulfatiazol.

! Limite de detecgédo definido para 95 % de taxa de sensibilidade.

2 Limite de deteccéo definido para 90 % de taxa de sensibilidade.

3 Limites e nivel seguro estabelecidos para a soma das concentracdes de sulfonamidas presentes na
amostra.

* Limite de deteccao definido para 86,7% de taxa de sensibilidade

Considerando aspectos de saude publica e tendo por objetivo a protecdo da
saude dos consumidores, o kit validado pode ser considerado uma boa ferramenta para
triagem de leite contendo residuo das sulfonamidas estudadas nas plataformas de
recebimento de leite. No entanto, a deteccdo de residuos de sulfonamidas no leite em
niveis abaixo dos estabelecidos nas legislacfes nacional e internacional pode provocar
a recusa de matéria-prima conforme por parte dos estabelecimentos de
beneficiamento, causando prejuizos para todo o setor produtivo. Além disso, uma
grande quantidade de resultados positivos implica na realizacdo de uma maior
guantidade de andlises confirmatérias, aumentando os gastos dos laboratorios. Assim,
o desenvolvimento de técnicas confirmatérias rapidas e de baixo custo se faz
necessario tanto para evitar a exposicao da populacdo aos residuos de sulfonamidas,
guanto para resguardar a cadeia produtiva dos prejuizos causados pela perda

desnecessaria de leite.
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5.4. CONCLUSAO

A validagdo do kit imunoenziméatico Charm ROSA® Sulfa Test utilizado na
pesquisa de residuos de sulfonamidas nas plataformas de recebimento de leite cru
indicou aplicabilidade do método, pela avaliacdo dos parametros de desempenho
caracteristicos de ensaios qualitativos (taxas de falsos resultados, TSB, TST, TCF,
RPC, LD, ACO, CON e robustez). TFN, TSB e TCF obtidas na detec¢édo de SMZ, SDM
e STZ sinalizaram adequada sensibilidade do método na detec¢édo desses residuos, o
gue foi confirmado na estimativa dos LD. O kit apresentou melhores resultados de ACO
e CON na deteccdo visual, indicando uma necessidade de calibracdo dos
equipamentos e padronizacdo de seu uso. TFP nula demonstrou a seletividade do
método e a auséncia de interferéncia dos componentes do leite na identificacdo das
sulfonamidas. O método apresentou seletividade também em relagcdo a TMT. Robustez
foi comprovada frente aos fatores testados (tempo e temperatura de incubacéo).
Embora seja mais sujeita a erros, a técnica de leitura visual dos resultados apresentou
maior frequéncia na deteccdo de amostras positivas que a técnica de leitura
instrumental. Apesar da possibilidade de deteccdo de residuos de sulfonamidas em
niveis muito abaixo dos limites regulamentados, o kit comercial validado € adequado ao
seu proposito de uso como método de triagem para monitoramento de residuos de
SMZ, SDM e STZ em amostras de leite cru.
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6. CONCLUSOES INTEGRADAS

A analise comparativa dos documentos orientativos para validacdo de métodos e
a revisdo da literatura sobre o tema, com foco em andlises qualitativas, indicou a
auséncia de protocolos bem estabelecidos para validacdo de ensaios qualitativos.
Apesar da existéncia de publicacdes isoladas relativas ao assunto, ainda persiste a
necessidade de desenvolvimento e proposicdo de procedimentos para avaliacdo dos
parametros caracteristicos dos métodos qualitativos. Assim, a falta de referéncias bem
estabelecidas para a metrologia quimica em relacdo as analises qualitativas e a
crescente demanda por respostas binarias confiaveis, sinalizam para o fato de que a
validacdo adequada desses métodos deva ser considerada um importante tépico do

presente e para o futuro das ciéncias analiticas.

O procedimento de validacédo proposto para validacdo de métodos qualitativos
compreendeu a avaliagcdo dos parametros de desempenho TFN, TFP, TST, TSB, TCF,
RPC, LD, ACO, CON, seletividade na presenca de interferentes e robustez, sendo
dividido em quatro delineamentos experimentais distintos. Os delineamentos
estruturados tiveram como base a utilizacdo de amostras de concentracdes conhecidas
(MR, MRC ou amostras adicionadas), a realizacao de analises em namero suficiente de
modo a garantir a utilizacdo de ferramentas de analise de dados baseadas em
conceitos de probabilidade e aspectos de facilidade, praticidade e eficiéncia. A
aplicabilidade do procedimento foi demonstrada na validacdo de um método

imunoenzimatico utilizado em laboratérios de analise de alimentos.

O kit comercial para determinacdo de residuos de sulfonamidas em leite cru foi
validado para trés sulfonamidas (SMZ, SDM e STZ), conforme o procedimento
sugerido. Os resultados obtidos para cada parametro foram comparados entre as
formas de interpretacdo instrumental e visual, tendo essa ultima técnica obtido melhor
desempenho em relacdo aos parametros TFN, TSB, TCF, RPC, LD, ACO e CON.
Esses resultados indicam a importancia da utilizacdo de equipamentos apropriados e
devidamente calibrados, de modo que a forma de interpretacao instrumental forneca

resultados com confiabilidade.

A deteccao de residuos de SMZ, SDM e STZ no leite em niveis abaixo dos
estabelecidos nas legislagbes nacional e internacional alcanga o objetivo de protegao

da saude da populacdo, mas pode acarretar danos para todo o setor produtivo, o que
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demanda o desenvolvimento de técnicas confirmatérias mais rapidas e menos
custosas. Assim, apesar da alta sensibilidade apresentada pelo kit, os resultados da
validacdo atestaram a adequacdo do mesmo ao propdsito de monitoramento de
residuos de sulfonamidas em leite cru, tendo como referéncia os limites das legislacfes

nacional e internacional.
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7. CONSIDERACOES

As referéncias das publicacdes deste trabalho encontram-se descritas a seguir:
Resumos em eventos

GONDIM, C. S.; COELHO, O. A. M.; ALVARENGA, R. L.; JUNQUEIRA, R. G.; SOUZA,
S. V. C. Delineamento de um procedimento para validagdo intralaboratorial de
métodos qualitativos. In: 13° Encontro Nacional de Analistas de Alimentos.
Resumo... Cuiabd: SBAAL, 2011.

GONDIM, C. S.; ALVARENGA, R. L.; COLEHO, O. A. M.; SOUZA, S. V. C.
Documentacado do sistema de gestdo da qualidade integrado BPL-ISO/IEC 17025
na Unidade de Pesquisa de Andlise de Alimentos do Laboratério de Bromatologia —
ALM/FAFAR/UFMG. In: 13° Encontro Nacional de Analistas de Alimentos.
Resumo... Cuiaba: SBAAL, 2011.

GONDIM, C. S.; SOUZA, S. V. C.; ALVARENGA, R. L.; JUNQUEIRA, R. G. Validacao
de métodos qualitativos em analises de alimentos: analise comparativa dos
documentos orientativos do INMETRO, EURACHEM e ISO/AOAC/IUPAC. In: XXII
Congresso Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Resumo...Salvador,
2010.

GONDIM, C. S.; COELHO, O. A. M.; ALVARENGA, R. L.; JUNQUEIRA, R. G.; SOUZA,
S. V. C. Single-laboratory validation of a qualitative method: commercial kit for
determination of sulphonamides residues in raw milk. (submetido para
apresentacdo no XVI World Congress of Food Science and Technology, Foz do
Iguacu, 2012.)

Artigos em periédicos

GONDIM, C. S.; JUNQUEIRA, R. G.; SOUZA, S. V. C. Tendéncias em validacdo de
métodos de ensaio qualitativos com aplicacdo em analise de alimentos. Revista do
Instituto Adolfo Lutz. Revista do Instituto Adolfo Lutz. v. 70, n. 4, p. 433-447, 2011.

GONDIM, C. S.; COELHO, O. A. M.; ALVARENGA, R. L.; JUNQUEIRA, R. G.; SOUZA,
S. V. C. An appropriate procedure for validation of qualitative methods: design and
application in food analysis (submetido para publicacdo).
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Tabela A.1. Resultados para deteccao de sulfametazina, leituras visual e instrumental,

nas trés baterias analiticas realizadas na etapa de avaliagdo das taxas, regido de perda

de confiabilidade, limite de deteccao, acordancia e concordancia

Leitura visual

Leitura instrumental

Concentracao _ : _ _ _ _
(ug/L) Analllsta Anazllsta Ana?l)lsta Total Anallsta Anazllsta Anagllsta Total
1,2 1 0 0 1 1 0 0 1
2,4 5 0 1 6 3 0 0 3
3,6 7 0 2 12 3 2 1 6
4,8 9 3 7 20 5 2 5 12
6,0 10 8 7 25 10 2 5 17
7,2 8 5 10 25 10 6 7 23
8,4 9 7 10 27 8 4 8 20
9,6 9 7 9 26 9 6 7 22
10,8 10 10 10 30 10 9 9 28
12,0 10 10 10 30 8 9 10 27
108,0 10 10 10 30 10 10 10 30

Tabela A.2. Resultados para deteccdo de sulfadimetoxina,

leituras visual e

instrumental, nas trés baterias analiticas realizadas na etapa de avaliacdo das taxas,

regido de perda de confiabilidade, limite de detec¢éo, acordancia e concordancia

Leitura visual

Leitura instrumental

Concentracgéo
(ng/L) Analista | Analista | Analista Total Analista | Analista | Analista Total
1 2 3 1 2 3
0,2 3 1 1 5 2 1 1 4
0,4 0 7 1 8 0 7 3 10
0,6 9 8 4 21 6 7 4 17
0,8 8 9 5 22 5 9 6 20
1,0 10 9 8 27 7 8 8 23
1,2 8 7 8 23 7 7 9 23
1.4 10 9 7 26 10 9 6 25
1,6 7 10 10 27 7 10 9 26
1,8 10 10 10 30 7 10 9 26
2,0 9 9 8 26 8 8 7 23
10,0 10 10 10 30 10 10 10 30
100,0 10 10 10 30 10 10 10 30
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Tabela A.3. Resultados para deteccao de sulfatiazol, leituras visual e instrumental, nas
trés baterias analiticas realizadas na etapa de avaliacdo das taxas, regido de perda de

confiabilidade, limite de detecc¢ao, acordancia e concordancia

Concentrago Leitura visual Leitura instrumental
(Mg/L) Analista | Analista | Analista Total Analista | Analista | Analista Total
1 2 3 1 2 3
0,2 5 2 3 10 4 1 2 7
0,4 7 7 6 20 3 4 6 13
0,6 10 6 10 26 7 1 8 16
0,8 8 8 10 26 4 5 10 19
1,0 10 9 8 27 8 7 5 20
1,2 9 10 9 28 7 8 9 24
1,4 9 10 8 26 6 7 10 23
1,6 7 10 7 24 4 8 4 16
1,8 10 10 9 29 5 10 8 23
2,0 10 10 10 30 9 9 10 28
10,0 10 10 10 30 9 9 10 28

100,0 10 10 10 30 10 30
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