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RESUMO

Métodos diagndsticos aplicados a veterinaria sdo detentores de notéria relevancia para
diagnosticos de doencas dos animais, tanto no desenvolvimento de atividades de pesquisa
quanto para a realizagdo de andlises laboratoriais de rotina. A credibilidade atribuida aos
resultados obtidos a partir dos ensaios laboratoriais € dependente, em grande medida, da
validacdo do método utilizado. Um método validado deve haver comprovado por avaliacdo e
fornecimento de evidéncias que 0s requisitos para um determinado uso pretendido tenham sido
cumpridos. Atualmente, existem organizacfes e agéncias que editam diretrizes e,
recomendacdes com esse proposito, entretanto, nem sempre completas. Além disso, tais
recomendacdes podem diferir em alguns requisitos e ainda, nos parametros de validacdo mesmo
em se tratando de um mesmo tipo de método diagndstico. Como resultado, observa-se uma
busca constante pela harmonizagdo de normas objetivando assegurar a equivaléncia de ensaios
laboratoriais. O objetivo dessa pesquisa foi construir um modelo teérico-metodolégico
norteador da validacdo de métodos soroldgicos para diagnosticos laboratoriais de doencas dos
animais. Nessa pesquisa, em um primeiro momento, a partir do ano 2000, foram analisadas as
recomendacdes, para o desenvolvimento de processos de validacdo de métodos para diagnostico
veterinario, utilizados por 40 paises, entre aqueles, 34 membros e seis parceiros da Organizagdo
para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econémico (OCDE). Em um segundo momento, foi
realizado um inquérito sobre o processo de desenvolvimento e validacdo de ensaios laboratoriais
veterinarios em uma amostra de 38 pesquisadores, de 10 universidades brasileiras. Num terceiro
momento foi verificada a frequéncia dos critérios de validacdo em artigos publicados em
periodicos internacionais. Os resultados das analises realizadas apontaram que 0s critérios mais
frequentemente empregados em processos de desenvolvimento e validagdo de métodos
diagnosticos foram: proposta de uso e reprodutibilidade (88,9%) e sensibilidades e
especificidades analiticas e diagnosticas (72,2%). A referéncia mais utilizada em pesquisa e
validagdes de ensaios aplicados & veterindria no nivel nacional foi o Manual de Provas de
Diagnostico e de Vacinas para os Animais Terrestres da Organizagdo Mundial da Satde Animal
(OIE). Os artigos cientificos pesquisados que referenciaram as normas e literatura de validagcdo
de métodos apresentaram maior frequéncia (46,3%) dos critérios descritos nesta tese. Em
conclusdo, o0 manual de Provas da OIE (OIE..., 2010) apresentou 0 maior nimero de critérios de
validacdo de métodos, o que geraria uma maior aceitacao internacional do ensaio a ser validado.
Dessa forma, a consulta de tal documento, associado a consulta de artigos cientificos
especializados poderiam potencializar a validagéo de ensaios veterinarios.

Palavras-chave: Validacdo de métodos, validacdo de ensaios laboratoriais veterinarios, critérios
de validag&o.
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ABSTRACT

Diagnostic methods applied to veterinary have notorious relevance for diagnosis of diseases of
animals, both in the development of research activities and for conducting routine laboratory
analysis. The credibility assigned to the results obtained from the laboratory assays depends
largely on the validation of the method. A validated method should be confirmed by evaluating
and providing evidence that the requirements for a specific intended purpose have been fulfilled.
Currently, there are organizations and agencies who publish guidelines and recommendations
for this purpose, however, these are not always complete. In addition, such recommendations
may differ in some requirements and also the validation parameters even in the case of the same
type of diagnostic method. As a result, there is a constant search for the harmonization of
standards in order to assure the equivalence of laboratory assays. The objective of this research
was to construct a theoretical -methodological validation model of serological methods for
laboratory diagnosis of infections of animals. In this research, at first, from the year 2000, were
analyzed the recommendations for the development of validation processes for veterinary
diagnostic methods, used by 40 countries, among those, 34 current membership and six partners
of the Organization for Economic Cooperation and Development (OECD). In a second step, a
survey was conducted on the process of development and validation of veterinary laboratory
tests in a sample of 38 researchers from 10 Brazilian universities. In the third step was
investigated the frequency of validation criteria in articles published in international journals.
The results of analyzes indicated that the criteria most often employed in the development and
validation of diagnostic methods process were: purpose of the assay and reproducibility (88.9%)
and analytical and diagnostic sensitivities and specificities (72.2%). The reference most used in
research and validation of tests applied to the veterinarian at the national level was the Manual
of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals of the World Organisation for Animal
Health (OIE). The papers surveyed that were referenced with standards and method validation
literature showed a higher frequency (46.3%) of criteria described in this thesis. In conclusion,
the OIE Manual of Diagnostic Tests (OIE..., 2010) had the highest number of validation
criteria, which would generate greater international acceptance of test to be validated. Thus, the
use of such document associated with the consultation of specialized scientific articles could
potentiate the validation of veterinary tests.

Key words: Validation of methods, validation of veterinary laboratory tests, validation criteria.
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1. INTRODUCAO

As informacBes contidas nos sistemas de
informacdes sobre doencas no Brasil so,
tanto na area humana quanto na &rea animal,
imprescindiveis para a realizacdo de
avaliacbes e intervencdes relevantes. A
qualidade dessas informagdes, em grande
medida dependente da utilizacdo de métodos
laboratoriais adequados e validados, ¢€
indispensavel para as tomadas de decisdes
acertadas em salde publica, agronegécios,
tramitagdo de comércio internacional e no,
desenvolvimento de novas tecnologias e
formas de tratamentos.

A globalizacdo tem aumentado o risco de
epidemias de doengas infecciosas e,
consequentemente, reforgado a
imprescindibilidade da qualidade
diagndstica em ensaios laboratoriais.
Encontram-se disponiveis diversos métodos
diagnosticos com complexidade variada,
podendo ser utilizados para demonstrar a
presenga ou auséncia de infeccdo. Dentro
dessa variedade, hd uma busca constante
pelo desenvolvimento de testes rapidos e
capazes de detectar a presenca de agentes
etiologicos com alto grau de confianca e
produzindo consideraveis efeitos positivos
para o seu controle.

A validagdo dos ensaios é um estudo
necessario para obtencdo de resultados
vélidos e da estimativa da acuracia. Para
alcangar a amplitude requerida para a
avaliagdo de testes diagnosticos,
imprescindivel & sua aplicacdo, nas areas de
diagnéstico humano e animal, varias
propostas de documentos de validagdo tém
sido apresentadas por Orgdos oficiais e
certificadores de qualidade. A Organizacdo
Mundial do Comércio (OMC) reconheceu
trés  organizagbes internacionais como
6rgdos competentes para a definicdo de
normas: a Organizacdo Mundial de Saude
Animal (OIE), reconhecida como referéncia
em padrdes de satde animal; a Comissdo do
Codex Alimentarius (Codex), 6rgao da

Organizacdo das NacGes Unidas para
Agricultura e Alimentagdo (FAO); e a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), que
elabora normas para a seguranga alimentar e
salde publica (Wiegers, 2002).

Ensaios laboratoriais voltados ao
diagndstico de infeccdo por agentes
etioldgicos de doengas dos mamiferos, aves
e abelhas e, de animais aquéaticos tém sido
reconhecidos internacionalmente pela OIE
com base em provas de sua utilidade
regional, nacional ou internacional. A
validacdo adequada do método é inerente a
sua transferéncia, seja do meio académico
para laboratdrios oficiais ou credenciados
pelo Governo ou privados ou, ainda, para
entidades do setor produtivo.

Considerando a crescente preocupagdo com
a confiabilidade de testes diagndsticos e, da
demanda nacional de geracdo de produtos
agropecuarios estratégicos e, visando o
alcance de novos  patamares  de
competitividade, de acordo com a politica
nacional de desenvolvimento de
biotecnologia, se propde no presente
trabalho uma avaliacdo das diferentes
normas para validacdo dos ensaios. Assim,
esta pesquisa visa, como resultado, o
preenchimento de lacuna no que diz respeito
as recomendacdes de validacdo de ensaios
laboratoriais de uso veterinario, destinados
ao diagnostico de doengas dos animais no
Brasil e, contribuir para com a pesquisa e 0
desenvolvimento de ensaios que atendam as
normas e  diretrizes  nacionais e
internacionais, favorecendo sua aceitacdo
em diferentes instancias.

2. LITERATURA CONSULTADA
2.1 VALIDACAO DE METODOS
2.1.1 Aspectos gerais

A pesquisa e o desenvolvimento de ensaios
laboratoriais sdo importantes para a melhoria
do diagnéstico das infeccOes e para auxiliar
no entendimento da sua patogénese. Em
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consulta da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) sobre "as tendéncias futuras na satde
publica veterinaria", realizada em Téramo,
Italia, em 1999, a Saude Publica Veterinaria
foi definida como "a soma de todas as
contribui¢des para o bem-estar fisico, mental
e social dos seres humanos através da
compreensdo e aplicagdo da ciéncia
veterinaria”. E reconhecido que a saude
humana esta fortemente ligada a salde e a
producdo animal. Segundo a OMS
aproximadamente 75% das novas doencas
gue tém afetado os seres humanos ao longo
dos ultimos 10 anos tém sido causadas por
agentes de origem animal (Future..., 2002).

O desenvolvimento ou aprimoramento de
novos métodos diagndsticos potencializa o
controle e a prevencao das doencas. Porém,
segundo o documento final versdo 2005 da
Plataforma Tecnoldgica Europeia para a
Saude Animal Global, visdo 2015, ndo ha
legislagdo comunitéaria para licenciamento
de testes de diagndsticos em salde animal.
No mencionado documento € relatado que,
em 2005, a OIE desenvolveu um novo
processo de validagdo de testes de
diagnostico em conformidade com o Manual
de Testes de Diagnostico e Vacinas para
Animais Terrestres. No entanto, em relagdo
aos aspectos regulatorios, ndo existe ainda
nenhum mecanismo formal para a aprovagédo
ou autorizacdo de testes de diagndstico,
embora existam diretrizes internacionais
para a sua validacdo e padronizacdo
(European..., 2005).

A OIE estabeleceu um "processo de
reconhecimento” de testes de diagndstico,
incluindo kits comerciais, através de sua
rede mundial de mais de 150 laboratorios de
referéncia em 31 paises. Tal processo foi
importante para a aceitagdo de ensaios
seletivos voltados a diferenciagdo entre
animais vacinados de infectados, em
situacdo nas quais o endosso internacional se
revelasse essencial para que 0s paises
importadores  aceitassem  0s  testes
(European..., 2005).

14

Nos ultimos anos surtos das doencgas tém
reforcado a necessidade urgente de melhorar
0s testes de diagndstico existentes. Para
muitas infeccdes, o diagnostico na fase
inicial e o tratamento podem ter um papel
importante na prevencdo de complicagdes,
ou na interrupgdo da transmissdo do agente
infeccioso. Embora existam ensaios de alta
qualidade, o relatério do Comité Cientifico
Europeu da Saude e Bem-Estar, identificou,
em 2003, limitacbes para o0s testes de
diagndstico (European..., 2005). A fim de
superar tais limitagdes, o comité ressaltou a
necessidade de desenvolver: métodos
eficazes e de baixo custo para: triagem de
produtos de origem animal, testes simples e
rapidos para uso no campo e laboratérios
regionais para apoiar a investigacdo de
suspeitas clinicas de doencas; testes rapidos
e altamente sensiveis para a deteccdo de
animais recém- infectados; testes mais
sensiveis e especificos para detectar a
infeccdo de um animal, e métodos mais
rapidos e sensiveis para o diagndstico
diferencial. Para que esses testes sejam
desenvolvidos e utilizados com credibilidade
¢ imprescindivel que sejam validados
(European..., 2005).

O trabalho em rede dos laboratorios de
referéncia da OIE devem assegurar
resultados congruentes em todos 0S
laboratérios. Os resultados devem ser
obtidos através da adesdo &s normas da OIE,
com uso de material de referéncia dentro do
grupo e, participagdo em testes de
proficiéncia apropriados (OIE..., 2011b). A
participagdo no grupo de trabalho é
compulséria para os laboratérios de
referéncia da OIE. Esses laboratorios sao
designados para seguir todos os problemas
técnicos e cientificos relativos a uma doenca
ou topico especifico (OIE..., 2011d).

Para a obtencdo da posicdo de laboratério de
referéncia da OIE os laboratérios candidatos
devem apresentar informagdes sobre seus
especialistas, estudos e experiéncias em
diagnosticos. Dentre essas, deve ser descrito



0S projetos atuais de pesquisa e
desenvolvimento de métodos na doenca,
incluindo as publicaces cientificas sobre o
tema. Bem como as experiéncias em ensaios
diagndsticos de acordo com os padrbes OIE
e a ‘expertise’ em técnicas diagnosticas.
Além disso, é requerida informacdo sobre
experiéncia em padronizagdo e validagéo de
ensaios diagnosticos (OIE..., 2011c)

As orientacbes para o0s laboratorios
candidatos  sdo  disponibilizadas  no
“Guideline for applicants for OIE Reference
Laboratory Status” (OIE..., 2011c). A
conformidade com a OIE e outros padrdes
internacionais para qualidade assegurada e
medidas de Biosseguranga, sdo critérios
aplicados na selecdo dos laboratdrios de
Referéncia (OIE..., 2011a). Dentre as
clausulas de referéncia encontra-se descrito
gue os laboratérios de referéncia devem
coordenar estudos técnicos e cientificos em
colaboragdo com outros laboratdrios, centros
e organizagdes; fornecer, quando for o caso,
conselhos técnicos e cientificos sobre
medidas de controle da doengca (OIE...,
2011e).

2.1.2 Definic¢éo de validagdo

A validacdo é um processo que determina a
capacidade de um ensaio, o qual foi
devidamente desenvolvido, otimizado e
padronizado, para um fim pretendido. Tem
sido definido também como a confirmacdo
por exame e fornecimento de evidéncia
objetiva de que 0s requerimentos especificos
para um determinado uso pretendido sdo
cumpridos (OIE..., 2010).

Para manter um estado de ensaio validado,
no entanto, € necessario acompanhar
atentamente o desempenho diério do ensaio
e muitas vezes, monitorar 0 comportamento
dos controles internos ao longo do tempo.
Este garante que o ensaio, tal como
inicialmente validado, mantenha
consistentemente suas caracteristicas de
desempenho (OIE..., 2010).

2.1.3 Critérios para validacéo

Um método serd considerado validado se
suas carateristicas estiverem em
conformidade com os critérios e limites
estabelecidos  de acordo com a
particularidade do ensaio e da doenca em
estudo.

A metodologia ideal de validacdo é aquela
que tenha progredido através de um estudo
baseado em protocolos internacionais de
realizacdo e interpretacdo harmonizados de
estudos propostos para avaliacdo de
desempenho dos testes (Validation..., 1997)

A OIE propde doze critérios para validagéo
de ensaios aplicaveis a doencas infecciosas:
a proposta de uso, a otimizacdo, a
padronizagdo, a robustez, a repetibilidade, a
sensibilidade analitica, a especificidade
analitica, o ponto de corte, a sensibilidade
diagnostica, a especificidade diagnostica, a
reprodutibilidade e Ruggedness (OIE...,
2010).

Para que um método seja aceito pelos
governos dos paises, o método validado
deve ser pratico e apropriado para 0 uso. As
propostas de uso mais frequentes para
métodos de diagnostico de doencas dos
animais sdo: demonstrar que uma populacéao
definida se encontra livre de infeccdo, com
ou sem vacinacdo; restabelecer o estado
livre de infeccdo apds surtos; avaliar a
erradicacdo da doenca ou a eliminagdo da
infeccdo de populagbes animais definidas;
confirmacdo de casos suspeitos; determinar
o0 estado imunol6gico de animais submetidos
a vacinagdo; certificar possibilidade de
infeccdo ou a presenca do agente em animais
ou a presenca do agente em produtos de
origem animal; estimar prevaléncia de uma
doenca; para uso em laboratério de pesquisa;
e para certificacgdo com finalidade de
exportacdo (Wiegers, 2003; OIE..., 2010).

Para Wiegers (2003) também devem ser
consideradas as seguintes utilizacBes para
métodos de diagnostico de doencas dos
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animais: teste de um unico animal ou de um
rebanho e, verificacdo de lotes de produtos.
InformacBes sobre as amostras (pool de
amostras ou amostras individuais) e tipo de
amostra (espécie, tecido, matriz).

No desenvolvimento do ensaio algumas
condicbes sdo consideradas essenciais: a
garantia da qualidade, a selecdo de
equipamentos calibrados e a selecdo, coleta,
preparacao e gestao das amostras. Durante o
desenvolvimento do teste os limites de
deteccdo superiores e inferiores séo
estabelecidos. Para o conhecimento dessa
faixa, uma amostra de referéncia elevada é
selecionada (OIE..., 2010).

A otimizacdo é uma etapa recomendada no
desenvolvimento do ensaio. Otimizacdo é o
processo por meio do qual os parametros
fisicos, quimicos e bioldgicos mais
importantes de um teste sdo avaliados e
ajustados de modo a assegurar que as
caracteristicas de desempenho do ensaio
sejam as mais adequadas para a aplicacao
pretendida (OIE..., 2010). Controles, por
exemplo, de equipamentos e materiais,
diluicbes e faixa de pH do teste séo
pardmetros que fazem parte da otimizacdo
do ensaio. E til selecionar, pelo menos, trés
amostras de referéncia bem definidas, que
representam o que se pretende determinar,
variando de negativa a forte positividade. O
ideal é que estas amostras representem
animais sabidamente infectados e ndo
infectados, selecionados a partir de
populacdo na qual o ensaio sera aplicado ou
de populacéo que eventualmente tornar-se- &
0 alvo do ensaio, quando o teste encontrar-se
validado. Uma andlise cientifica criteriosa e
a utilizacio das melhores praticas
proporcionam uma boa otimizacdo do
ensaio. Exemplos de componentes para a
otimiza¢do de um imunoensaio enzimatico
(ELISA) sédo: as diluicdes das variaveis
antigeno e anticorpo que proporcionam
melhor deteccdo do que se propde detectar e
a definicdo do melhor tempo de incubacéo
(Jacobson, 1998).
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Muitos ensaios de uso veterinario e a
maioria dos equipamentos de laboratério
utilizados sdo adaptados de métodos de
ensaio humanos, mas devem ser adaptados
com sucesso para a diversidade de espécies
animais para que as aplicagdes sejam Uteis
aos propdsitos finais (Guideline..., 2007).
Para Hoffmann et al. (2008), a padronizagéo
do método o torna comparavel, diante de
resultados que foram obtidos em condicdes
diferentes, por exemplo em dias diferentes
ou em diferentes laboratérios. Sua
confiabilidade = é  estabelecida  apés
padronizag&o.

Ja a OIE (OIE..., 2010) denomina essa fase
de “normalizacdo” e relata que devido a
variacdo inerente aos resultados dos testes
gue sdo frequentemente observados entre as
corridas executadas do mesmo ensaio ou
entre laboratérios utilizando ensaios iguais
ou semelhantes, é virtualmente impossivel
comparar diretamente 0S dados
guantitativos. Para melhorar sensivelmente a
comparabilidade dos resultados dos testes
dentro e entre laboratérios, um ou mais
reagentes padrdo sdo incluidos em cada
corrida de um ensaio. Valores primarios do
teste para cada amostra do ensaio podem
entdo ser convertidos em unidades de
atividade em relacdo ao padrdo de trabalho
pelo processo chamado "normaliza¢do”. O
valor "normalizado” pode ser expresso em
varias formas, tais como, por exemplo, uma
porcentagem de um controle positivo.

2.1.4 O que cada critério de validacéo
expressa

2.1.4.1 Sensibilidade analitica

Comumente, o limite de deteccdo e a
sensibilidade analitica sdo considerados
sinbnimos. A sensibilidade analitica
representa a menor quantidade de analito
numa amostra que pode ser detectada por
um ensaio de deteccdo direta em pelo menos
50% das repeticdes para cada diluicdo, numa



série de diluicdes do analito na matriz
(OIE..., 2010).

Para ensaios de deteccdo direta, a
sensibilidade analitica pode ser expressa
como dose infecciosa ou, por exemplo,
como 0 numero de cépias do genoma do
agente que pode ser detectado e distinguido
do resultado da matriz. Para os ensaios de
deteccdo indireta, a sensibilidade analitica é
a quantidade minima de anticorpo detectado,
geralmente, na pendltima diluicdo da
amostra. Na referida dilui¢do o analito seria
indistinguivel da atividade de uma matriz da
amostra controle (OIE..., 2010).

2.1.4.2 Especificidade analitica

Especificidade analitica é o grau em que o
ensaio distingue entre o analito alvo e outros
componentes que podem ser detectados. Por
exemplo, interferentes, produtos de
degradacdo ou a ligacdo ndo especifica de
reagentes a uma fase sélida. Essas variaveis
podem  causar  respostas  falsamente
reduzidas ou elevadas no ensaio afetando
negativamente a sua especificidade analitica
(OIE..., 2010).

Os procedimentos utilizados para
demonstrar a especificidade dependerdo do
objetivo do procedimento analitico. Nem
sempre é possivel demonstrar que um
procedimento analitico é especifico para o
que se pretende medir em particular, ou seja,
sua discriminagdo completa. Neste caso,
uma combinacdo de dois ou mais processos
de andlise é recomendada para atingir o
nivel necessario  de  discriminacdo
(\Validation..., 1998).

O nivel de discriminacdo de um
procedimento pode ser confirmado atraves
da obtencdo de resultados positivos. Por
exemplo, através da comparacdo com um
material de referéncia conhecido ou, a partir
de amostras que contém o que se quer
detectar, em conjunto com resultados
negativos a partir de amostras que n&o
contém o que se quer detectar. Além disso, o

ensaio utilizado para essa medicdo pode ser
aplicado & materiais  estruturalmente
semelhantes ou estreitamente relacionados
com o analito para confirmar que, nestes
casos, um resultado positivo ndo € obtido. A
escolha de tais materiais potencialmente
interferentes deve ser baseada em
julgamento cientifico considerando as
interferéncias que poderiam ocorrer na
metodologia que estd sendo utilizada
(Validation..., 1998).

Segundo publicacdo do grupo de trabalho da
comissdo de representantes de laboratério
veterinario (SCAHLS), estabelecido pelo
governo da Australia, revisado em agosto de
2012, a especificidade analitica de um
método é a sua capacidade de diferenciacao
do analito alvo de analitos ndo-alvo, mas
relacionados. O objetivo é descrever o grau
em que o ensaio ndo reage de forma cruzada
com outro analito, isto é, numero de falsos
positivos. Inclui uma comparagdo dos
resultados com um padrdo-ouro. O teste
deve ser baseado em um painel de soros de
animais com estado conhecido, o qual deve
incluir soros de animais expostos a agentes
encontrados em ambientes semelhantes, que
produzem sintomas similares e / ou que
tenham taxonomia semelhante
(Measurement..., 2010).

2.1.4.3 Repetibilidade

A repetibilidade expressa precisdo sob as
mesmas condices de funcionamento
durante um intervalo de tempo curto e é
também denominada estudo intra-ensaio. A
precisdo intermedidria expressa variacOes
dentro de laboratérios em dias diferentes,
analistas diferentes, equipamentos
diferentes, etc (Validation..., 1999).

Existe uma consisténcia na apresentacdo da
preciséo de um método analitico que é
geralmente expressa como a variancia,
desvio padrdo ou o coeficiente de variacdo
de uma série de medicdes. Porém para
consideragdes sobre repetibilidade
observamos diferencas. A OIE, por
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exemplo, conceitua a repetibilidade como o
nivel de concordancia entre os resultados de
repeticdes de uma amostra tanto no ambito
do proéprio ensaio quanto entre as execugdes
do mesmo ensaio num dado laboratério
(OIE..., 2010).

A repetibilidade é estimada avaliando a
variacdo nos resultados de repeticdes com o
namero de replicatas preferencialmente
determinado em consulta com um
estatistico, e sugerida a partir de um minimo
de trés amostras representativas do analito
dentro da faixa de operacdo do ensaio
(OIE..., 2013). E recomendado o uso de
amostras com medidas proximas do nivel de
decisdo ou ponto de corte, e também aquelas
gue apresentam maior intensidade de reacéo
(Banoo et al., 2010; OIE..., 2010).

2.1.4.4 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade é a capacidade de um
método proporcionar resultados
consistentes, tal como determinado pelas
estimativas de precisdo, quando aplicado a
aliquotas de uma mesma amostra testadas
em diferentes laboratérios. Expressa a
precisdo entre laborat6rios (Validation...,
1999).

Para 0s especialistas em avaliacdo de
diagnosticos (Banoo et al, 2010) a
reprodutibilidade de um teste é uma medida
do grau de concordancia entre 0s seus
resultados quando as condicOes para testar
ou medir se alteram. Por exemplo, a
reprodutibilidade  pode  ser  medida
comparando-se 0s resultados de distintos
operadores, de diferentes locais de teste,
utilizando diferentes instrumentos, entre
diferentes lotes de reagentes preparados, ou
0s resultados obtidos em dias diferentes.
Esses especialistas consideram o teste
estatistico Kappa uma medida atil de
concordancia entre os tipos de teste ou lotes,
e entre 0s usuarios. Quando os resultados
dos testes sdo dicotbmicos, ou seja, positivo
ou negativo, reprodutibilidade é
normalmente avaliada com base nos
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aspectos que dependem do operador. Essa
avaliacdo é considerada especialmente
importante para 0s ensaios nos quais a
interpretacdo dos resultados é subjetiva,
como por exemplo, leituras visuais
realizadas nos testes de imunodifuséo em gel
de 4gar.

Fatores limitantes para os estudos de
validacdo multilaboratério incluem custos
elevados, a falta de especialistas de
laboratérios disponiveis e dispostos a
participar em tais estudos, e restrigdes de
tempo em geral (Validation..., 1997).

2.1.4.5 Robustez

Segundo  Wiegers (2003) Robustness
destina-se a ser uma medida da capacidade
de um método permanecer inalterado por
pequenas  variacbes  analisadas  nos
pardmetros do método, fungbes como uma
medida de confiabilidade de um método,
durante a utilizacdo rotineira. Robustness
também é referido como a capacidade de um
ensaio permanecer inalterado em situacdes
gue podem ocorrer ao longo do teste em um
nico laboratorio (OIE..., 2013).
Rudggedness foi conceituado como a
capacidade de um ensaio permanecer
inalterado quando pequenas variagdes nas
condicdes de funcionamento ou de ambiente
sdo feitos (Wiegers, 2003).

Consistentemente  OIE (OIE..., 2010) e
VICH (Validation..., 1999) definiram
robustez como uma medida da capacidade
do ensaio permanecer ndo afetado pelas
variagdes dos pardmetros do método,
indicando a sua confiabilidade durante o uso
normal. Todos 0s reagentes criticos sao
identificados e submetidos a uma avaliacdo
fatorial que compara todas as possiveis
combinacdes de reagentes. Por exemplo, em
deteccdo de anticorpos por ELISA, o0s
fatores podem incluir a concentragdo de
antigeno ligado & fase solida, diluicdo do
conjugado e varios testes de soros que
representam o intervalo de operacdo do
ensaio. A resposta do ensaio com relacdo a



essas pequenas mudancas ndo pode resultar
em variabilidade inaceitavel.

Wiegers (2003) relata que algumas
referéncias  igualam Ruggedness com
Robustness. Neste caso, segundo essa
autora, Robustness pode ser visto como uma
medida de variabilidade ndo aleatoria (isto é,
guando se conhece as alteracBes) e
Ruggedness, de variabilidade aleatéria.

Burns et al. (2009) publicaram uma
discussao sobre as caracteristicas associadas
a Robustness e Ruggedness, usadas nas
descricdes de procedimentos analiticos. Os
autores identificaram a existéncia de uma
consideravel confusdo na literatura no que
diz respeito a utilizagdo dos termos robustos
e ‘resistentes’ e caracteristicas associadas da
robustez e ‘resisténcia’. Muitos autores
usam os dois termos e suas caracteristicas
associadas, como se fossem sinénimos.
Outros usam apenas um termo e / ou
caracteristica, ou seja, robusto / robustez.
Além disso, ainda segundo Burns et al.
(2009), 0 uso do termo robusto em ligacédo
com o0s testes estatisticos de dados é
suportado por muitos quimicos e estatisticos.

Os autores (Burns et al., 2009)
recomendaram as seguintes definigdes para a
Robustness e Ruggedness. Robustez de um
método analitico é a propriedade que indica
a insensibilidade contra mudangas de
pardmetros operacionais sobre os resultados
do método e, consequentemente, a sua
adequabilidade para a sua funcdo definida.
Esta é apurada durante os processos de
desenvolvimento de método e determina os
limites aceitaveis para todos os parametros
criticos que afetam os valores medidos.
Além disso, fornece informacGes sobre a
praticabilidade de um método, ou seja, traz
conhecimento a respeito da simplicidade na
operacdo, em termos de amostra e custo,
para atingir o critério de desempenho.

2.1.4.6 Ponto de corte

Segundo a OIE (OIE..., 2010) o ponto de
corte é o valor selecionado para distinguir
entre resultados positivos e negativos em
uma escala continua de valores e deve
refletir a finalidade do ensaio e sua
aplicacdo. E apontado também como limiar
de decisdo. Intermediario ou inconclusivo
sdo termos usados como sindnimos para
uma zona de valores entre aqueles
correspondentes a resultados positivos e
negativos.

De acordo com o documento de exemplos
trabalhados da Subcomissdo de Laboratorio
Padrdo em Salde Animal (Measurement...,
2010), limites de decisdo sdo necessarios
para a interpretacdo dos valores dos testes
laboratoriais e podem ser pontos de corte ou
intervalos de referéncia. Pelo menos um tipo
de limite de decisdo é necessario para
responder a perguntas. Pontos de corte sdo
usados para diferenciar doenca de salde ou
para diferenciar doencas apresentando
problemas semelhantes. A sensibilidade e
especificidade do diagndstico podem ser
determinadas em pontos de corte diferentes
e a curva ROC (Receiver Operating
Characteristics) pode ser usada para
identificar pontos de corte ideais para
diferentes necessidades clinicas
(Measurement..., 2010). Além da curva
ROC outras formas para se determinar o
ponto de corte sdo utilizadas: analise da
distribuicdo das amostras com resultados
positivos e negativos, e a tradicional média
mais ou menos dois ou trés desvios padrédo
dos resultados das amostras negativas.

2.1.4.7 Sensibilidade e especificidade
diagnostica

Segundo a OIE (OIE..., 2010) sensibilidade
diagndstica é a proporcdo das amostras
conhecidas de animais referéncia infectados
com resultado positivo num ensaio;
enquanto que a especificidade diagnostica é
a proporcdo das amostras conhecidas de
animais referéncia ndo infectados com
resultado negativo num ensaio.
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Uma medicdo é valida se € apropriada para a
questdo que se estd pesquisando ou se mede
corretamente o que se propde. A medida dos
verdadeiros positivos e negativos de um
teste de diagndstico reflete a sua
sensibilidade e especificidade,
respectivamente. No estudo da sensibilidade
e especificidade diagnostica comumente é
construida uma tabela de contingéncia para
avaliar o desempenho do teste (Tabelal).
Essa tabela também facilita o entendimento
do conceito de  sensibilidade e
especificidade, mostrando os resultados dos
testes referéncia e teste pesquisado quando
avaliado as amostras dos animais (Jacobson,
1998).

A acurécia do teste relata a sua habilidade de
reportar a verdadeira medida do que esta
sendo testado. OIE (OIE..., 2010) define a
acuracia como a proximidade de um valor de
teste para o esperado, verdadeiro, ou valor
de referéncia com concentragdo ou titulo
conhecido. O estudo da acurécia envolve
corrida do teste com amostras apresentando
quantidade conhecida do que esta sendo
medido, utilizando, por exemplo, amostras
gue representem animais conhecidamente
infectados no caso de testes com resultados
positivos e negativos.

Para avaliar um novo teste precisamos de
um padrdo- ouro que é a designacdo de um
método padrdo, utilizado em estudo
comparativo com 0 novo teste. Um método
padrdo € aquele reconhecido nacionalmente
e internacionalmente como melhor, ou na
sua auséncia o melhor método disponivel
preferencialmente publicado em revistas
cientificas de elevado conceito. Apés a
submissdo das amostras utilizando o teste
em estudo e o método referéncia o
desempenho diagndstico ou validade é
avaliado (OIE..., 2010).

Observando a Tabela 1 podemos dizer que a
sensibilidade é a probabilidade de um teste
ser positivo em um infectado ou doente, isto
é, traduz a percentagem de infectados ou
doentes corretamente diagnosticados por um
teste positivo. A sensibilidade corresponde a
proporcao de verdadeiros positivos do teste:
a/(a+c).

Ja a especificidade é a probabilidade de um
teste ser negativo em um ndo infectado ou
ndo doente, isto é, traduz a percentagem de
ndo doentes corretamente identificados por
um teste negativo. A especificidade
corresponde a proporcdo de verdadeiros
negativos do teste: d/(b+d).

Tabela 1- Tabela de contingéncia para avaliar o desempenho do teste

Teste referéncia Total

Positivo  Negativo

Teste sob
avaliagdo
Positivo a
Negativo c
Total atc

b a+b
d c+d
b+d

Sensibilidade = a/(a+c); especificidade= d/(b+d)
VVPP= a/(a+b); VPN= d/(c+d)

a= verdadeiro positivo;

b= falso positivo;
c= falso negativo;

d= verdadeiro negativo
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2.1.4.8 Valor preditivo positivo e
negativo

A probabilidade de infeccdo ou doenca,
dados os resultados de um teste diagnéstico
¢ denominada valor preditivo do teste. No
caso de se fazer uma triagem na populacéo
que proporgdo de individuos infectados ou
doentes seria corretamente identificada? 1sso
tem importancia evidente em saude animal e
em saude publica. O valor preditivo pode ser
dividido em positivo e negativo. Seu valor é
determinado pela sensibilidade,
especificidade e pela prevaléncia da doenca
na populacdo testada. Quanto mais sensivel
o teste, melhor seu valor preditivo negativo.
Quanto mais especifico o teste, melhor seu
valor preditivo positivo (Pagano, 2004,
Florkowski, 2008).

Entdo, além da sensibilidade e da
especificidade, o desempenho de um teste de
classificagdo binaria pode ser medido com
seu valor preditivo positivo (VPP) e com seu
valor preditivo negativo (VPN). O valor
preditivo positivo responde a questdo: - Se o
resultado do teste é positivo, como prever
uma presenca real de, por exemplo, uma
doenca?-, e pode ser calculado da seguinte
forma: verdadeiros positivos/(verdadeiros
positivos + falsos positivos). Ou seja, o valor
preditivo positivo, é dado pela propor¢éo de
verdadeiros positivos a partir de todos o0s
resultados positivos do ensaio. Utilizando os
resultados negativos do ensaio, 0 mesmo se
aplica para o célculo do valor de predicéo
negativo (Pagano, 2004; Florkowski, 2008).

E essencial notar uma importante diferenca
entre 0s dois conceitos. Isto €, a
sensibilidade e  especificidade  sédo
independentes da populagéo, no sentido de
que eles ndo alteram dependendo da
proporcdo de positivos e negativos testados.
Na verdade, podemos determinar a
sensibilidade do teste, testando apenas casos
positivos. Ja, os valores de previsdo sao
dependentes da populacdo (Guidelines...,
2012).

Na Tabela 1 pode-se identificar o Valor
Preditivo Positivo (VPP) — probabilidade de
um individuo ter a doenca quando o teste é
positivo: al/(a+b). E o Valor Preditivo
Negativo (VPN) — probabilidade de um
individuo ndo ter a doenca quando o teste é
negativo: d/(c+d).

2.1.5 Estagios da validacao

Segundo Greiner e Gardner (2000), a
validagcdo é um processo continuo e a analise
do método deve ser planejada de acordo com
a estrutura dos dados. S&o recomendados por
Jacobson (1998) cinco diferentes estagios de
validacdo. O método de validagdo proposto
(Jacobson, 1998) considerou a validagéo de
ensaios como processos inter-relacionados
(Figura 1). Os processos foram divididos em
duas partes (I e II).

Na primeira parte, foi estabelecido
pardmetros e caracteristicas do ensaio
através de 3 estdgios. O estagio 1 consistiu
em estudos para determinar se 0s reagentes
selecionados e o protocolo, possuem a
capacidade para distinguir entre uma faixa
de concentracdo de anticorpo, para o agente
infeccioso, provendo o minimo de atividade
de “background”. Para os estudos de
viabilidade foi descrito a necessidade de
amostras que devem representar animais
conhecidamente infectados e ndo-infectados
originados da populagdo que eventualmente
seré alvo do ensaio validado.

No estagio 2, citado como desenvolvimento
e padronizacdo, foram evidenciados a
determinacdo Otima dos regentes e 0s
parametros do protocolo. Nessa etapa, foi
fornecida uma estimativa inicial da
repetibilidade. Ainda no estagio 2, a
determinacéo da sensibilidade e
especificidade analiticas foram
recomendadas. Essas foram conceituadas
respectivamente, como o minimo detectavel
do analito em questdo, e a avaliacdo para
gue o ensaio ndo apresente reacdo cruzada
com outro analito.

21



A caracterizacdo do desempenho do ensaio
foi relatada no estdgio 3. Para essa
caracterizacao foram descritas as estimativas
da sensibilidade e especificidade
diagndsticas.

A parte 1l compreendeu o estagio de
monitoramento do desempenho do ensaio
para validade (estagio 4) e a manutencao e
extensdo dos critérios de validacdo (estagio
5). No caso do monitoramento da precisao,
uma vez que o ensaio foi estabelecido na
rotina, foi apresentado o uso do controle
interno da qualidade, tendo os resultados
plotados em um grafico, o de Levey-
Jennings (Westgard, 2002), para acessar a
repetibilidade e a acurdcia do ensaio. Foi
recomendado também a avaliagdo da
reprodutibilidade, que segundo o autor, deve
ser verificada pelo menos 2 vezes a cada ano
(Jacobson, 1998).

O teste de proficiéncia foi apresentado como
forma de controle externo da qualidade.
Usualmente administrado por um laborat6rio
de referéncia que distribui amostras, recebe
os resultados dos laboratérios, analisa 0s
dados e reporta os resultados para oS
laboratérios (Jacobson, 1998).

No estagio 5, considerando a extensdo das
variaveis que tem impacto no desempenho
do ensaio, foi mostrado vantajoso a
expansdo do ndmero de  amostras
referéncias, quando possivel, devido ao
principio que, o erro é reduzido com o
aumento do tamanho da amostra. Essa
expansdo também deve ser utilizada para
atualizar as estimativas das sensibilidades e
especificidades  diagnosticas para a
populacdo alvo do ensaio. Além disso, essa
expansdo foi considerada essencial para
revalidar o ensaio para quando for
transferido para regido geografica diferente.

O resumo da informacdo essencial
necessaria para avaliar o estado de validacéo
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de um ensaio sorolégico segundo a
SCAHLS (SCAHLS..., 2012) apresentou
quatro niveis de validacdo. O primeiro nivel
consiste no desenvolvimento e viabilidade; o
segundo é o desempenho do diagndstico e
implementacdo; o terceiro é a transferéncia
de tecnologia; e o quarto a reprodutibilidade.
Os niveis de validacdo representaram uma
progressao de desenvolvimento através da
aplicacdo. Nos niveis sdo incluidos controle
e limites de aceitabilidade.

Para a OECD (Guidance..., 2005), a decisdo
sobre se uma avaliacdo retrospectiva do
estado de validacdo é adequada ou se
estudos de validacdo prospectivos séo
necessarios depende da existéncia ou nao de
informacdo confidvel para substanciar a
validade de um método. A OECD relatou
gue na préatica, é necessario muitas vezes
adotar uma combinacdo de abordagens,
retrospectiva e prospectiva, a fim de gerar
dados e informagdes adequadas.

Prop6e um quadro conceitual geral para
documentar os estudos necessarios para
avaliar o estado de validagdo de um método,
chamado de "abordagem modular" para a
validacdo. Nessa abordagem, necessaria para
apoiar a validade de um método de ensaio,
0s médulos estdo organizados para fornecer
as seguintes informacbes: a definicdo de
teste; repetibilidade intralaboratorial e
reprodutibilidade; interlaboratorial de
transferéncia; a reprodutibilidade
Interlaboratorial e; a acuracia, com dominio
de aplicabilidade e padrdes de desempenho.

De acordo com esta proposta cada um desses
"modulos” de informagdo deve estar
disponivel, a fim de avaliar o estado de
validacdo do método de ensaio para uma
finalidade especifica, mas eles ndo precisam
ser concluidos na forma sequencial.
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Figura 1. Os cinco estagios no processo de validagdo do ensaio diagnostico segundo Jacobson (1998). Na
primeira parte, sdo estabelecidos pardmetros e caracteristicas do ensaio através da andlise de viabilidade
Cinco estéagios no processo de valida¢do do ensaio (Jacobson, 1998)., desenvolvimento e padronizagéo, e
caracterizacdo do ensaio. Na segunda parte, com o objetivo de assegurar a validade constante do teste, é
contemplado o monitoramento do seu desempenho e a manutencdo e extensao dos critérios de validacéo.
No decorrer dos niveis de avaliacdo do ensaio, o autor indica pontos de acdo, dentro de cada estagio do
processo, subsidiando a anélise critica e permitindo a reavaliagdo do ensaio diagndstico.
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O documento da SCAHLS relne propostas
de diretrizes a serem seguidas para reunir os
dados essenciais utilizados para a avaliacao
de um novo teste soroldgico, kit de ensaio
soroldgico ou reagente de ensaio essencial
sorolégico.

2.2 TESTES ESTATISTICOS

2.2.1 Aspectos gerais

Os cientistas fazem muito uso da estatistica
em busca de inferéncias. Segundo Deming e
Mahalanobis  (1972), quanto  melhor
entendermos as limitagdes de uma inferéncia
sobre um conjunto de resultados, mais Util se
torna a inferéncia.

Conhecimentos suficientes de estatistica
devem estar disponiveis para garantir o
planejamento adequado de estudos da
validacgdo e avaliacdo dos dados resultantes.
O responsavel pela andlise estatistica deve
estar familiarizado com a base bioldgica e
com as limitacGes préaticas do teste proposto
e do teste de referéncia na espécie de
interesse (Guidance..., 2005).

Este conhecimento ird ajudar na selecdo de
procedimentos estatisticos adequados, bem
como no desenvolvimento de critérios de
decisdo apropriados, e pode auxiliar na
publicacdo dos resultados do estudo. O
bioestatistico deve estar envolvido no
desenho de todas as fases dos estudos de
validagdo e no estabelecimento de
procedimentos adequados para a
manutencdo de registros, coleta de dados e
envio de dados (Guidance..., 2005).

Métodos estatisticos a serem utilizados
devem ser definidos antes do inicio dos
estudos e devem apoiar 0 proposito do
estudo. No entanto, detalhes dos dados,
como por exemplo, sua varia¢éo analitica e a
presenca de outliers, nem sempre podem ser
previstos. Nesses casos, pode ser necessario
rever 0s  procedimentos  estatisticos,
identificar ou desenvolver novos
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procedimentos ou modelos apo6s avalia¢éo
dos dados do teste (Guidance..., 2005).

Em varios estdgios no processo de
validacdo, avaliacGes estatisticas devem ser
feitas para verificar se os resultados, de um
novo teste ou de um teste em melhoria, estédo
de acordo com os dados de referéncia
utilizando os critérios de decisdo. Além
disso, as condicdes do teste devem ser
avaliadas estatisticamente para fornecer
recomendactes para melhorar a eficiéncia
do protocolo. Uma analise deste tipo pode
também servir para reduzir e otimizar a
utilizacgdo de animais, por exemplo,
mostrando a poténcia do teste como uma
funcdo do nimero de animais por grupo em
relagdo a reprodutibilidade / variabilidade e
a resposta do ponto de extremidade que esta
sendo medido (Guidance..., 2005).

Para aplicar a estatistica na avaliacdo dos
métodos é importante estar claro o que se
quer medir para que possa ser feita a melhor
escolha do teste estatistico que serd
utilizado. Os testes estatisticos paramétricos
sdo utilizados no estudo de populagGes cujos
dados amostrados sdo assumidos como
normalmente  distribuidos ou  com
distribuicdo normal aproximada. Se os dados
ndo satisfazem as essas suposi¢des, métodos
estatisticos ndo-paramétricos devem ser
usados.

No procedimento operacional padrdo (POP)
para validacdo e certificagdo de ensaios
diagnosticos  (Validation..., 2009) é
requerido que os dados incluam: o desvio
padrdo e o coeficiente de variagdo para
analise de repetibilidade e reprodutibilidade;
a média e desvio padrdo ou curva ROC para
determinacdo do ponto de corte; a tabela 2x2
para estimativas de sensibilidade e
especificidade com animais de referéncia
definidos; a inferéncia Bayesiana para
estimativas de sensibilidade e especificidade
sem animais de referéncia definidos; e testes
de concordancia para comparagdo de
ensaios.



2.2.2 Desvio padrdo e coeficiente de
variacao

A média aritmética é a medida de tendéncia
central mais frequentemente usada. E
calculada mediante a soma de todas as
observacGes de um conjunto de dados
dividida pelo numero total de medidas. A
média pode ser usada como uma medida
resumo tanto para as medidas discretas
quanto para as continuas. Medidas discretas
sdo dados restritos a ter somente valores
especificos frequentemente inteiros ou
contagens que diferem por quantidades
fixadas; nenhum valor intermediario é
possivel. Exemplo de medida discreta
poderia ser, 0 numero de equideos
infectados pelo virus da anemia infecciosa
equina em um determinado periodo do ano.
Dados continuos sdo aqueles que
representam quantidades mensuraveis, mas
que ndo estdo restritos a assumir certos
valores especificados (tais como inteiros). O
Unico fator que limita uma observacdo
continua é o grau de precisdo com o qual
pode ser medida.

Quando temos dados dicotbmicos e o0s
resultados possiveis sdo representados pelos
valores 0 e 1 também podemos utilizar a
média. Nessa situacdo, a média das
observacdes € igual & proporcdo de nimero
1 no conjunto de dados (Pagano, 2004).

Independentemente da medida de tendéncia
central usada em uma situacdo especifica,
pode ser equivocado assumir que esse valor
seja representativo de todas as observagdes
do grupo. E dtil saber onde o centro de um
conjunto de dados se encontra. No entanto,
usualmente essa informagdo néo € suficiente
para caracterizar uma distribuigéo inteira de
medidas. As observacGes podem ser
préximas do centro ou dispersas por um
amplo intervalo de valores.

Medidas de dispersdo comumente utilizadas
em avaliacdo de testes diagnosticos sdo
variancia, desvio-padrdo e coeficiente de

variacdo (CV). Essas medidas séo
concordantemente recomendadas na
avaliacdo da imprecisdo do teste.

A variancia quantifica a variabilidade ao
redor da média das medidas. A variancia é
calculada ao se subtrair a média de um
conjunto de valores de cada uma das
observacOes, elevar ao quadrado esses
desvios, soma-los e dividir a soma pelo
nimero de observagbes do conjunto de
dados menos 1. Representando a variancia
por %, temos que:

n—li.

1 n
= ——5 (z; —7)°
=1
O desvio-padrao de um conjunto de dados é
0 moédulo da raiz quadrada da variancia:
s=[V's?|

Na prética, o desvio padrdo é usado mais
frequentemente do que a variancia. A razéo
disso é que o desvio-padrdo tem a mesma
unidade de medida que a média, em vez da
unidade elevada ao quadrado. Em uma
comparagdo de dois grupos de dados, o
grupo com menor desvio-padrdo tem as
observacGes mais homogéneas; 0 grupo com
maior  desvio padrdo exibe  maior
variabilidade. Como o desvio-padrdo tem
unidade de medida, ndo tem sentido
comparar  desvios-padrdo  para  duas
quantidades ndo relacionadas. A
variabilidade entre dois ou mais conjuntos
de dados que representam quantidades
variadas com diferentes unidades de medida,
pode ser comparada utilizando o coeficiente
de variacéo (Pagano, 2004).

O coeficiente de variacdo relaciona o
desvio-padrdo de um conjunto de valores a
sua média; ele € o desvio-padrdo dividido
pela média e multiplicado por 100 e é,
portanto, uma medida de variabilidade
relativa. Como o desvio padrdo e a média
partilham as mesmas unidades de medida, as
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unidades cancelam-se e deixam o coeficiente
de variagéo adimensional (Pagano, 2004).

O desempenho de um teste de diagndstico €
definido por duas medidas independentes:
precisdo e acuracia. Cada medicéo feita tem
um erro associado a ela. Uma vez que o
processo de medigdo ndo € totalmente
reprodutivel, ndo existe um valor exato, que
pode ser associado com o que estd sendo
medido. Assim, o resultado é expresso de
forma mais precisa como uma estimativa,
juntamente com um nivel de imprecisdo
associada. Essa imprecisdo € a incerteza de
medicdo (Measurement..., 2010).

Incerteza de medicgdo é propriedade de um
resultado de medicdo. E definida como um
pardmetro associado com o resultado de uma
medicdo, que caracteriza a dispersdo dos
valores 0s quais podem ser razoavelmente
atribuidos ao mensurando (International...,
2008). O conhecimento da incerteza de
medicao € necessario para a comparagdo das
medicdes e para a comparagdo eficaz das
medi¢des com limites de especificacdo.
Portanto, a estimativa de incerteza de
medicdo pode ser considerada um elemento
essencial de validagdio do método
(Guidelines..., 2012).

Para 0 SCHALS (Measurement..., 2010), a
incerteza de medicbes fornece estimativas
quantitativas do nivel de confianga que um
laboratério tem na precisdo analitica dos
resultados dos testes, e €, portanto,
componente essencial de um sistema de
qualidade para laboratorios de ensaio de
diagndstico veterinario.

2.2.3 Coeficiente de correlacéo

Correlacdo é definida como a quantificacéo
do grau em que duas variaveis aleatorias
estdo relacionadas, desde que a relacdo seja
linear. E aplicada para investigar as relagdes
que podem existir entre variaveis continuas
(Pagano, 2004).
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Antes de conduzir qualquer tipo de andlise
de correlagdo devemos sempre criar um
grafico de dispersdo bidimensional. Se
colocarmos os resultados da variavel “x” ao
longo do eixo horizontal e os resultados da
varavel “y” ao longo do eixo vertical, cada
ponto no grafico representa uma combinagéo
de valores (x,y). Frequentemente podemos
determinar se existe uma relacdo entre x e y
(Pagano, 2004).

A correlagdo quantifica o grau da relacéo
linear entre os resultados x e y. O coeficiente
de correlagdo (r) € um nimero adimensional,
ndo tem unidade de medida. O valor
maximo que r pode assumir é 1 e seu valor
minimo é -1. Portanto, para qualquer
conjunto de observagbes, -1< r < 1. Os
valores r=1 e r=-1 ocorrem quando ha uma
exata relacdo linear entre x e vy; se
representassemos todos os pares de
resultados (X,y), 0s pontos se encontrariam
sobre uma linha reta (Pagano, 2004).

Tal como acontece com um coeficiente de
correlacdo de Pearson, o coeficiente de
correlagdo de concordancia (CCC) pode ser
utilizado para comparar dois conjuntos de
resultados e reflete melhor o nivel de
concordancia entre esses dois conjuntos do
que a Coeficiente de correlacdo de Pearson.
Se houver dois conjuntos de resultados de
ensaios de escala continua concordando
perfeitamente, uma parcela de um conjunto
contra o outro iria produzir uma linha reta
em um angulo de 45 ° (a linha de igualdade).
O CCC ¢é calculado a partir de trés
pardmetros. A localizacdo do parametro,
mede o quanto ele esta acima ou abaixo da
linha de igualdade. O pardmetro de mudanca
de escala, mede a diferenca entre a
inclinacdo para os dados da amostra e a
linha de igualdade. O produto dos
pardmetros de localizacdo e inclinacdo é
referido como pardmetro da precisdo. O
CCC ¢ indicado para trabalhar com dois
conjuntos de resultados de ensaios e
trabalhar com dados categoricos (Dohoo,
2009).



2.2.4 Teste qui-quadrado

Ao se trabalhar com dados nominais
agrupados em categorias, frequentemente
dispde as contagens em um formato tabular
conhecido como tabela de contingéncia. No
caso mais simples, envolvidas duas variaveis
aleatorias dicotdmicas; as linhas da tabela
representam os resultados de uma variavel, e
as colunas, os resultados da outra. As
entradas da tabela sdo as contagens que
correspondem a uma combinagéo particular
de categorias (Pagano, 2004).

O teste qui-quadrado compara as frequéncias
observadas em cada categoria da tabela de
contingéncia com as frequéncias esperadas,
sendo a hipGtese nula verdadeira. E usado
para determinar se 0s desvios entre as
contagens observadas e esperadas sdo muito
grandes para serem atribuidas ao acaso
(Pagano, 2004).

A distribuigdo qui-quadrado ndo é simétrica.
Uma variavel aleatoria qui-quadrado nao
pode ser negativa, pois assume valores de
zero até o infinito e é assimétrica a direita.
Ha uma distribuicdo qui-quadrado diferente
para cada valor possivel de graus de
liberdade (Pagano, 2004).

Alonzo e Pepe (1999) usando uma
combinagdo de testes de referéncia para
verificar a acuracia de um novo teste
diagnostico, sumarizaram os dados de
comparagdo em tabelas de contigéncia e
calcularam a sensibilidade e a especificidade
dos testes.

2.2.5 Teste Kappa

Especialistas fazendo uma leitura de
resultado de um teste diagndstico qualitativo
as vezes concordam simplesmente por
acaso. A estatistica kappa corrige esta
chance de concordancia e informa o quanto
de concordancia além do acaso os leitores
conseguiram.

A estatistica kappa nos permite medir a
concordancia além do esperado por acaso.
Na tabela 2 podemos verificar a
interpretacdo comumente utilizada para o
teste Kappa (McGinn et al., 2004; Dohoo,
2009).

Em um exemplo citado por McGinn et al.
(2004) adaptado, apresentado na figura 2, a
barra horizontal superior representa 100% de
concordéancia entre dois observadores. Para a
situacdo hipotética representada na figura 2,
a probabilidade estimada da concordancia
entre os dois observadores é de 50%. Isto
pode ocorrer se, por exemplo, cada um dos
dois observadores aleatoriamente encontrar
metade das avaliagBes positivas. Dada esta
informacdo, o que é a concordancia possivel
para além do acaso? A linha vertical na
figura 2 cruza as barras horizontais no ponto
de 50%, que foi identificada como a
concordancia esperada por acaso. Todas as
concordancias para a direita desta linha
correspondem & concordancia além do
acaso.

Tabela 2- Classificacdo qualitativa de valores
de Kappa como grau de concordéncia além do acaso

Valor de Kappa

Grau de concordancia além

do acaso
0 Nenhum
0-0,2 Leve
0,2-0,4 Razoavel
0,4-0,6 Moderada
0,6-0,8 Substancial
0,8-1,0 Quase perfeita

Fonte: McGinn et al. (2004)
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Por isso, 0 maximo de concordancia além do
acaso é de 50% (100% - 50%). O outro dado
necessario para calcular a pontuacdo kappa €
0 grau de concordancia além do acaso. A
concordéancia observada, como mostrado
pela barra horizontal inferior na figura 2, é

de 75%, de modo que o grau de
Concordineda esperada
por 3caso
- »

Concordincia obeervada

Concordancia além do acaso observada

507

concordancia além do acaso ¢é de 25% (75%
- 50%).

Kappa € calculado como a concordancia
observada além do acaso (25%) dividido
pelo nivel maximo de concordancia além do
acaso (50%); entdo, kappa é de 0,50.

Concordincia além do
Acas0

-+

Kappa= 23/50= 0.3 (Concordincia moderada)

Figura 2. Dois observadores independentes avaliam um resultado. Cada observador determina que a
constatacdo esta presente em exatamente 50% dos sujeitos. Suas avaliagdes concordam em 75% dos
casos. A barra horizontal amarela representa a concordéncia potencial (100%), e a barra azul representa
concordancia real. A porcdo de cada barra que se encontra a esquerda da linha vertical pontilhada
representa a concordéncia esperada por acaso (50%). A concordéncia observada além do acaso é metade
da concordancia por acaso. A razdo entre estes dois nimeros € a pontuagdo kappa (McGinn et al., 2004).

2.2.6 Curva ROC

A curva ROC (Receiver Operating
Characteristics) é uma descricdo grafica do
desempenho de um teste representando a
relacdo entre a fracdo dos verdadeiros
positivos (sensibilidade) e os falsos positivos
(1- especificidade). Normalmente, a
proporcao de verdadeiros positivos é plotada
no eixo vertical e o nimero proporcional de
falso positivo é plotado no eixo horizontal
(Assessment..., 1995). A andlise da curva
ROC quantifica a acuricia de um teste
diagndstico. Outra modalidade de avaliagdo
utilizando a curva ROC ¢é a discriminacao de
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dois estados ou condigdes que sdo referidas
como doente e ndo doente. A acuracia
discriminatéria de um teste diagndstico é
mensurada pela habilidade da classificagéo
correta do animal como infectado ou nao
infectado (Gardner e Greiner, 2006).

Segundo Gardner e Greiner (2006) a anélise
da curva ROC tem sido largamente usada
em estudos na patologia clinica veterinaria
embora deva ser considerada um
complemento eficiente para estimar a
sensibilidade e especificidade em estudos de
avaliacdo de testes diagndsticos. Os autores
observaram que comparada com a medicina



humana, a medicina veterinaria tem adotado
essa técnica lentamente.

O uso de uma curva ROC tem vantagem
sobre 0 uso de um valor de ponto de corte
para determinar sensibilidade e
especificidade em que se descreve a
capacidade total do ensaio para distinguir
animais doentes de ndo-doentes devido a
dispor de um alcance maior de pontos de
corte (Dohoo, 2009).

A érea sob a curva ROC (AUC) pode ser
interpretada como a probabilidade de que
um individuo  positivo,  selecionado

0.50 0.75 1.00
| | |

0.25
|

0.00

aleatoriamente, apresente um valor de teste
(densidade Optica), maior que a de um
individuo negativo selecionado
aleatoriamente, assumindo que a distribuicéo
estatistica do teste no grupo positivo é maior
que no grupo negativo (Pepe, 2003).

O desempenho global do teste diagnostico é
comumente sumarizado pela éarea sob a
curva ROC (Figura 3). Essa area expressa a
probabilidade do resultado do teste
diagnostico. Quanto maior a &rea sob a
curva ROC melhor é o desempenho global
do teste diagnostico.

T T
0.00 0.25

Area under ROC curve = 0.9206

T
0.50 0.75 1.00
1 - Specificity

Figura 3- Curva ROC

A faixa de valores para area (AUC) varia
entre 0,1 e 1. Um teste perfeito tem uma area
de 1 e testes inadequados apresentam area de
0,5. Guidelines tem sugerido interpretacdes
para valores intermediarios para area: baixo
(0,5 < AUC <£0,7), moderada (0,7 < AUC <
0,9) e acuracia elevada (0,9 < AUC < 1)
(Gardner e Greiner, 2006). Entéo,
considerando essa interpretacdo o teste
representado na figura 3 apresenta acuracia
elevada.

Além da andlise da é&rea, a curva ROC
mostra graficamente o equilibrio entre
sensibilidade e especificidade permitindo a
analise e escolha, atribuindo o melhor ponto
de corte para o propoésito de uso (Dohoo,
2009). Como exemplo, observa-se na tabela
3 cada ponto de corte com o0 respectivo
equilibrio entre sensibilidade e
especificidade e o wvalor corretamente
classificados.
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Tabela 3. Equilibrio entre Sensibilidade e Especificidade

Ponto de corte  Sensibilidade Especificidade Corretamente classificados
(>=0) 100,00% 0,00% 1,64%
(>=,211) 80,00% 96,89% 96,62%
(>=,222) 80,00% 97,45% 97,16%
(>=,233) 66,67% 98,00% 97,49%
(>=,244) 60,00% 98,56% 97,93%
(>=,255) 26,67% 99,11% 97,93%
(>=,266) 0,00% 99,67% 98,03%
(> ,266) 0,00% 100,00% 98,36%

2.2.7 Modelo Bayesiano

A base para a inferéncia estatistica € a teoria
da probabilidade. Evento é o elemento
basico para o qual a probabilidade pode ser
aplicada. No estudo da probabilidade, os
eventos sdo representados por letras
maiusculas, tais como A, B e C.

Na definigdo frequentista, a probabilidade de
um evento A é sua frequéncia relativa de
ocorréncia, ou a proporgdo de vezes que 0
evento ocorre, em um numero grande de
repetidas  tentativas, sob  condicdes
virtualmente idénticas.

Para Paulino (2003) um aspecto importante
da inferéncia estatistica classica consiste em
reconhecer a variabilidade que se verifica de
amostra para amostra. Para estabelecer
inferéncias, considera indispensavel ter em
mente que os dados observados formam
apenas um dos muitos, possivelmente
infinitos, conjuntos que poderiam ter sido
obtidos nas mesmas circunstancias. Segundo
0 principio da amostragem repetida, o
comportamento dos métodos estatisticos
deve ser apreciado em um ndmero
indefinido de repeticdes efetuadas nas
mesmas condigdes.

Uma das caracteristicas das probabilidades
subjetivas é poder aplicar-se a situa¢des ndo
repetitivas. Para 0s bayesianos cada
problema é Unico e tem um contexto real
proprio onde o pardmetro 6 ¢ uma
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guantidade significativa acerca da qual
existem, em geral, graus de conhecimento
gue variam de problema para problema. A
filosofia bayesiana é que, no caso em
guestdo, o pardmetro 0 ¢é incerto ¢ toda a
incerteza deve ser quantificada em termos de
probabilidade. A quantidade desconhecida é
estimada utilizando informacbes além da
amostra em estudo, informagfes a priori,
que por expressarem a incerteza do
pesquisador sobre 8 antes da observacdo dos
dados sdo consideradas subjetivas. Essas
informacGes podem ser originadas de teste
piloto, dados histéricos, a partir de opinides
de especialistas ou por conhecimento prévio.
Exemplificando: Brascum et al.(2005)
estudando a sensibilidade e especificidade
de um teste ELISA e um teste de
imunofluorescéncia  indireta, para o
diagnostico de Neospora canina em gado,
construiram a distribuicdo a priori para 0s
pardmetros do modelo usando informagoes
provenientes do estudo realizado por
Frossling et al.(2003).

A estimativa de pardmetros em estudo pode
ser obtida de modo iterativo atraves da
combinacéo da distribuicdo dos dados e das
distribuigdes a priori por meio do Teorema
de Bayes e da utilizacdo da técnica de
simulagdo Gibbs Sampling.

Segundo Gardner (2002), o Teorema de
Bayes pode ser formalmente escrito como:



Pr (H|Dados)= Pr (Dados|H)* Pr (H)/ Pr
(Dados)

A equacdo indica que a probabilidade de
uma dada hipdtese de dados é igual a
probabilidade dos dados, dado que a
hipétese original era correta, multiplicada
pela probabilidade da hipotese, antes da
obtengdo dos dados, dividida pela
probabilidade média dos dados.

A distribuicdo Beta é apropriada para o
modelo de probabilidade binomial, com
valores de dois pardmetros (o, P). As
densidades a priori Beta (ag, Pg) para cada
parametro sdo: ag a combinagédo do centro do
intervalo do parametro 6 de interesse com a
média da distribui¢do Beta; By a combinacao
de Y do intervalo do parametro 6 de
interesse, com o desvio padrio da
distribuigdo Beta.

Para Gardner (2002), a primeira vantagem
pratica do método bayesiano em relacéo ao
método tradicional da estatistica
frequencista €&  permitir uma 6tima
flexibilidade em lidar com problemas
complexos incluindo, aqueles que sdo em
camadas multiplas com muitos parametros,
como as inferéncias sobre doengas de
animais envolvendo paises, rebanho dentro
dos paises, e animais dentro dos rebanhos.

Em estudos de testes diagnosticos o modelo
bayesiano é recomendado e utilizado
principalmente quando ndo se tem um
padrdo-ouro definido (Joseph et al.,1995;
Dendukuri, 2001; Brascum et al., 2005).

2.3 QUALIDADE E METROLOGIA

2.3.1 Aspectos gerais

Para se qualificarem para o licenciamento e
ficarem disponiveis para 0 comeércio, 0s
ensaios diagnosticos devem ter
caracteristicas de desempenho constantes
(Morgan, 1998). As autoridades regulatorias
como Animal and Plant Health Inspection
Service (APHIS) nos Estados Unidos,

Canadian Food Inspection Agency (CFIA)
no Canad4, Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) no Brasil estabelecem os
requisitos gerais para o licenciamento dos
kits diagndsticos. Esses requisitos consistem
do preparo dos reagentes, pureza dos
produtos (Morgan, 1998), condigbes de
medidas, critérios de validacdo de métodos e
da manutencdo desses critérios com
monitoramento (OIE..., 2010).

Um  teste  validado  necessita de
monitoramento constante, o que pode ser
realizado por meio de estudos de
reprodutibilidade entre laboratorios. Nesse
sentido, as boas praticas de laboratorio,
incluindo a implementacdo de programa de
gualidade assegurada tornaram-se essenciais
para os laboratérios que visam a certificacdo
nacional e internacional (Jacobson, 1998).
Muitos fatores influenciaram esta tendéncia,
em particular o comércio nacional e
internacional. Devido a necessidade de
aprovacdo global, estudos tém sido feitos
para estabelecer principios baseados na
ciéncia com o objetivo de promover um
sistema transparente e seguro no comercio
internacional (Wiegers, 2002).

No desenvolvimento de ensaios em
laboratorio ou na realizagdo de andlises de
material clinico, o objetivo é a produgdo de
dados de alta qualidade. 1sso exige que 0s
requisitos fundamentais sejam cumpridos. O
estabelecimento de qualidade assegurada
(QA) e do sistema de controle de qualidade
(CQ) é essencial. Isso compreende um
conjunto de protocolos de qualidade,
incluindo a utilizagdo de amostras de ensaio
de controle que asseguram que o sistema
esta funcionando corretamente e confirmam
a reprodutibilidade e a qualidade dos dados.
O controle de qualidade e os sistemas de
CQ, com pessoal treinado e competente, ja
foram estabelecidas em muitos laboratorios
em todo o mundo (OIE..., 2010).
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Farr e Freeman (2008) relataram que a
definicdo de requisitos para varios ensaios
de laboratdrio € um aspecto importante para
0 planejamento de qualidade veterinario
como o0s requerimentos aplicados para
laboratérios humanos, mas, ndo existem para
laboratorios veterindrios. Nesse mesmo
estudo consideram que o planejamento da
qualidade em laboratdrios veterinarios inclui
definicdo de padrbes de qualidade como
base para processos de qualidade para
laboratorio, controle de qualidade, qualidade
assegurada e melhoria da qualidade.

Para Gardner (2010) manuscritos de revisoes
de teste de acurdcia para doengas dos
animais avaliando a qualidade sdo raros e,
estudos reportando a qualidade tém sido
informais antes e depois do endosso do
Standards for Reporting of Diagnostic
Accuracy (STARD) em revistas veterindrias.
Sua situacdo na medicina veterinaria é,
entretanto,  provavelmente,  semelhante
aquela observada para a medicina em
humanos.

2.3.2 Normas ISO

A International Organization for
Standardization (ISO) desenvolve normas
internacionais. O grupo foi fundado em
1947, e desde entdo publicou mais de 19.500
normas internacionais que abrangem quase
todos os aspectos da tecnologia e de
negécios. Essas normas apresentam as
especificagdes para atingir o estado da arte
de produtos, servigos e boas praticas. Séo
desenvolvidas através de consenso global, e
ajudam a remover barreiras ao comércio
internacional (International..., 2013).

Uma norma ISO é desenvolvida por um
grupo de especialistas pertencentes a uma
comissdo técnica. Diante da necessidade de
criagio de wuma norma 1SO, estes
especialistas se retnem para discutir e
negociar seu projeto de norma. Uma vez
desenvolvido, o projeto é compartilhado
com os membros da ISO que séo convidados
a comentar e votar. Se o consenso for
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alcancado o projeto se torna um padrdo ISO.
A norma é um documento que fornece
requisitos, especificacBes, diretrizes ou
caracteristicas que podem ser usados de
forma consistente para assegurar que
materiais, produtos, processos e servigos séo
adequados para 0 seu  propdsito
(International..., 2013).

A ISO e a Comissdo Eletrotécnica
Internacional (IEC) prepararam a ISO/IEC
17025. A primeira edicdo (1999) desta
Norma foi produzida como resultado de
extensa experiéncia da implementacdo da
ISO / IEC Guia 25 e EN 45001. Essa edicdo
continha todos o0s requisitos que 0sS
laboratdrios de ensaio e calibracdo devem
atender se desejam demonstrar que dispdem
de um sistema de gestdo, sdo tecnicamente
competentes, e sdo capazes de produzir
resultados tecnicamente validos
(Calibration..., 2005).

2.3.3 Metrologia

A metrologia legal no Brasil precede a Lei
5966 de 12 de dezembro de 1973 que criou 0
Sistema Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial, do
gual o Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia (INMETRO) €é o

orgdo executivo central. Assim, 0
INMETRO através da Diretoria de
Metrologia Legal, observando a

competéncia que lhe é atribuida pelas leis
5966/73, 9933/99, 10829/03 e

pela Resolugdo 11, de 12 de outubro de
1988, do Conselho Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial,
organiza e executa as atividades de
metrologia legal no Brasil. Estdo sujeitos a
regulamentacdo e ao controle metroldgico,
os instrumentos de medi¢do e medidas
materializadas utilizados nas atividades
econdmicas e nas medicdes que interessem a
isencdo de perigo das pessoas nas &reas da
salde, da seguranca e do meio ambiente
(BRASIL, 2012).


http://www.inmetro.gov.br/legislacao/resultado_pesquisa.asp?num_ato=9933&ano_assinatura=Ano&palavra_chave=Palavra-Chave&imageField.x=0&imageField.y=0&nom_classe=&seq_classe=&sig_classe=
https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/Leis/2003/L10.829.htm
http://www.inmetro.gov.br/metlegal/resolucao11.asp

O controle metrolégico compreende: o
controle dos instrumentos de medicdo
relativo a verificacdo e inspecdo; a
supervisdo metroldgica constituida pelos
procedimentos realizados na fabricagdo, na
utilizagdo, na manutengdo e no conserto de
um instrumento de medicdo, e a pericia
metrolégica, que € composta por um
conjunto de operagdes que tem por fim
examinar e certificar as condi¢cdes em que se
encontram um instrumento de medicdo e
determinar suas qualidades metroldgicas de
acordo com as exigéncias regulamentares
especificas (BRASIL, 2012).

Segundo a OIE (OIE..., 2010) a sele¢éo de
equipamentos é um dos fatores que impacta
a validacdo de ensaios. Os equipamentos que
ndo passam por manutencdo e ndo sdo
calibrados, podem impedir a realizacdo de
um ensaio de qualidade. Cita que o0s
aparelhos como freezers, blocos de
aguecimento, incubadoras, geladeiras,
espectrofotdmetros, termocicladores,
pipetas, devem ser calibrados de acordo com
0s protocolos de garantia de qualidade do
laboratério (OIE..., 2010).

O INMETRO estabeleceu os critérios de
validacgdo de ensaios através da Norma NIE-
DIMEL-064 aprovada em janeiro de 2005.
Nesse documento foram utilizados como
referéncia a NBR ISO/IEC 17025:2001 que
trata dos requisitos gerais para competéncia
de laboratérios de ensaio e calibracdo e as
Portarias INMETRO n® 29 de 10/03/95 e
102 de 10/06/1988- Vocabulério
internacional de Termos Fundamentais e
Gerais de Metrologia e Vocabuléario de
Metrologia Legal (BRASIL, 2005).

Outra calibracdo necessaria é a dos ensaios
para padronizar 0s reagentes. Existem
padrées de referéncia  nacionais e
internacionais, contendo uma concentracdo
conhecida do analito. Esses padrBes sdo
preparados e distribuidos por laboratérios de
referéncia. Os padrbes de referéncia
nacionais sdo calibrados por comparacéo

com os padrBes internacionais sempre que
possivel. As amostras de referéncia
utilizadas na validacdo devem estar na
mesma matriz utilizada no ensaio e serem
representantes da espécie a serem testadas.
Além disso, os materiais de referéncia
devem representar adequadamente a faixa de
concentracdo do analito a ser detectado pelo
ensaio (OIE..., 2010).

2.3.4 Acreditagdo, certificacdo e
credenciamento laboratorial

A competéncia técnica e operacional do
laboratério para conduzir testes &
determinada pela acreditagdo. A acreditacéo
é um procedimento pelo qual 6rgdos oficiais
reconhecem formalmente que um O6rgdo é
competente para realizar tarefas especificas
(Wiegers, 2002).

De acordo com o INMETRO (2013) a
acreditacdo de laboratérios de ensaio é
concedida por ensaio para um determinado
produto, segundo uma norma, regulamento,
resolucdo ou procedimento desenvolvido
pelo laboratério em que é estabelecida a
metodologia utilizada. A norma NIT-
DICLA- 016 estabelece as diretrizes para a
elaboracdo do escopo (BRASIL..., 2013c).

Para Wiegers (2002), uma discussdo sobre a
competéncia do laboratério deve comegar
com a descricdo da cooperacdo para
acreditacdo internacional de laboratdrio
(ILAC) porque a harmonizagdo de regimes
deriva dessa cooperacdo. Formalizada como
uma cooperacdo internacional em 1996, a
ILAC a referéncia internacional para
regimes de acreditacdo para uso da ISO/IEC
padrdo internacional 17025 - Requisitos
gerais para competéncia de ensaios e
calibragéo (Wiegers, 2002).

A acreditacdo de laboratérios, segundo o0s
requisitos estabelecidos na norma ABNT
NBR ISO/IEC 17025:2005, é aplicavel a
laboratérios de calibracdo e de ensaio. A
acreditacdo de laboratérios de calibragdo é
concedida para um escopo, constituido por
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grupos de servicos de calibracdo
estabelecidos na norma NIT-DICLA-012,
incluindo servicos, faixas e melhor
capacidade de medicdo (BRASIL..., 2013b).

A certificacdo é uma garantia por escrito,
concedida por organismo de terceira parte,
de um produto, processo ou servigo esta em
conformidade com o requisito especificado.
Esse termo é usado internacionalmente para
incluir o sistema da qualidade ou
gerenciamento do sistema de certificagdo ou
registro. Por exemplo, um sistema de
qualidade pode ser certificado (registrado)
como satisfazendo os requisitos da ISO 9001
(Quality..., 1998).

No credenciamento laboratorial o escopo de
credenciamento é definido como o conjunto
de um ou mais ensaios realizados por
laboratério credenciado e publicados no sitio
eletronico do MAPA (BRASIL, 2013).

De acordo com o Art. 5° da INSTRUCAO
NORMATIVA N° 57 do Ministério da
Agricultura, Pecuédria e Abastecimento
(BRASIL, 2013d), para a obtencdo do
credenciamento o laboratdrio interessado
devera apresentar certificacdo de acreditacao
e do escopo de acreditacdo na ABNT NBR
ISO/IEC 17.025 - Requisitos Gerais para a
Competéncia de Laboratérios de Ensaio e
Calibracdo, emitidos pela Coordenagao-
Geral de Acreditacdo do Instituto Nacional
de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial- CGCRE/Inmetro, contemplando
0s ensaios constantes na solicitacdo de
credenciamento. Laboratério credenciado é
definido pela IN 57/2013 como laboratério
publico ou privado, legalmente constituido
como laboratério, homologado pelo MAPA
para realizar ensaios e emitir resultados em
atendimento aos programas e controles
oficiais do MAPA (BRASIL, 2013d).

2.3.5 Qualidade e manutencdo dos
critérios de validagéo

2.3.5.1 Controle de qualidade interno
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A validade do ensaio na rotina necessita ser
consistentemente monitorada pela
repetibilidade, por meio do processo de
controle para avaliar possiveis alteracfes na
precisdo e acuracia do teste. Essas alteracfes
podem ser monitoradas graficamente pela
plotagem de valores de controle no grafico
de controle. Desvios advindos do
desempenho do ensaio devem  ser
investigados e acgdes corretivas devem ser
tomadas caso seja necessario (OIE..., 2010).

Segundo Westgard (2002), por comparagéo,
um procedimento de regra Unica de controle
utiliza um Gnico critério ou um Unico par de
limites de controle, assim como um gréfico
de Levey-Jennings, com limites de controle
calculados como x + 2DP (média mais ou
menos dois desvios -padrdo) ou ¥ + 3DP
(média mais ou menos 3 desvios-padrdo).
Westgard prope outra forma de controle de
qualidade que consiste na utiliza¢éo de cinco
regras de controle diferentes para a
aceitabilidade de uma corrida analitica.

No Manual de Provas da OIE, versdo 2013,
0 gerenciamento da qualidade em
laboratério de ensaio veterinario foi incluido
como ferramenta para diminuir a influéncia
dos fatores que ndo sdo dependentes do
teste. Esses fatores foram citados como
instrumentagcdo, calibragbes, erro do
operador e qualidade da agua dentre outros
(OIE..., 2013).

2.3.5.2 Controle de qualidade externo,
teste de proficiéncia

A reprodutibilidade é acessada através de
programas de controle de qualidade externos
como o teste de proficiéncia (OIE..., 2010).

O teste de proficiéncia é uma importante
atividade para assegurar a qualidade de
ensaios que contribui para que sejam
validos. Com a acreditacdo e o0 uso de
métodos validos, os testes de proficiéncia
sdo a terceira parte essencial de dados do



sistema de credibilidade do laboratério
(Wiegers, 2004).

No Brasil, os laboratorios que pretendem
obter a acreditacdo através do INMETRO
devem demonstrar a sua competéncia para
realizar os ensaios e calibracGes para os
quais buscam a acreditacdo, por meio da
participacdo satisfatoria em atividades de
ensaios de proficiéncia. A norma NIT-
DICLA-026 detalha o0s requisitos de
participacdo em atividades de ensaio de
proficiéncia (BRASIL, 2011).

O teste de proficiéncia em ensaios aplicados
a laboratdrios de diagndstico de doenga
animal (veterinario) é essencial para facilitar
e documentar a transferéncia do ensaio da
fase de desenvolvimento para 0 uso na
bancada, transferi-lo de um laboratério para
outro, para validar, para avaliar e comparar
métodos, para verificar sua precisdo, e
facilitar o comércio e aprovaghes
regulamentares e decisdes. (Wiegers, 2004).

Além disso, o teste de proficiéncia tem se
apresentado como um componente essencial
para verificacdo do resultado do ensaio,
validacdlo do método e harmonizagdo,
aprovagdo do laboratério pelos 6rgaos
reguladores, acreditagdo de laboratorios e
gestdo de questdes comerciais (Wiegers,
2004).

A participagdo dos laboratérios em
atividades de ensaio de proficiéncia € um
dos mecanismos de controle da qualidade
dos resultados previstos na NBR ISO/IEC
17025. Os beneficios advindos desta
participacdo em ensaios de proficiéncia
incluem ter uma avaliagdo externa regular e
independente da qualidade de seus
resultados de ensaios e calibrages e poder
comparar o seu desempenho com o de outros
laboratérios semelhantes (BRASIL, 2013a).

2.3.6 STARD e validacdo de ensaios
diagnosticos veterinarios

O objetivo geral do Standards for Reporting
of Diagnostic Accuracy (STARD) ¢é
melhorar a acuracia, a integridade e
transparéncia de relatérios de estudos de
precisdo diagndstica, a fim de permitir que
0s pesquisadores detectem possiveis fontes
de vieses no estudo e avaliar a possibilidade
de generalizagdo e utilidade dos resultados
para 0 proposito de uso (Bossuyt et al.,
2003; Gardner, 2010).

Para atingir esse objetivo, o grupo de projeto
do STARD desenvolveu uma lista de
verificagdo com 25 itens. A lista pode ser
utilizada para verificar se todos os elementos
essenciais foram incluidos no relatério de
um estudo. A ordem dos itens corresponde a
sequéncia utilizada em muitas publicacfes
de estudos de acuracia diagnéstica. A
decisdo da inclusdo dos itens na lista foi
sempre que possivel, baseado em evidéncias
ligando esses itens ao viés, variabilidade nos
resultados, ou limitagbes da aplicabilidade
dos resultados para outros cenarios.

Segundo Bossuyt et al. (2003) o documento
¢ explicativo para facilitar a utilizacéo,
compreensdo e divulgacdo da lista de
verificagdo. O documento contém um
esclarecimento  sobre o  significado,
justificativa e uma utilizacdo otimizada de
cada item na lista de verificagcdo, bem como
um breve resumo das evidéncias disponiveis
sobre viés e aplicabilidade. (Bossuyt et al.,
2003)

O item sete, por exemplo, refere-se a
descricdo do padrdo ouro e da justificativa
para sua utilizacdo. Em estudos de acuracia
do diagnostico, o padrdo de referéncia é
usado para distinguir individuos doentes
com a condicdo alvo, daqueles sem essa
condicdo. Algumas condicbes alvo néo
podem ser definidas inequivocamente.
Dependendo do estudo em questdo, a
relevancia  clinica,  prognéstico  ou
diagndstico patologico pode definir a
condicdo alvo (Knottnerus e Muris, 2002).
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No STARD o teste gque esta sendo avaliado é
referido como o ensaio indice. Os resultados
obtidos com o teste indice sdo comparados
com os resultados do padrdo de referéncia,
obtido nas mesmas amostras. Nessa
situacdo, o padrdo de referéncia € o melhor
método disponivel para o estabelecimento da
presenca ou a auséncia da condicdo alvo. O
padrdo de referéncia pode ser um Unico
teste, ou uma combinacdo de métodos e
técnicas, incluindo o acompanhamento
clinico de individuos testados (Bossuyt et
al., 2003).

Segundo Bossuyt et al. (2003) a
metodologia para a concepcdo e realizacdo
de estudos de acurécia do diagndéstico ainda
esta amadurecendo. O entendimento das
fontes de variabilidade e o potencial de
polarizacdo  estdo  crescendo.  Como
resultado, espera-se uma atualizacdo
periddica da lista de verificagdo do STARD.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos gerais

Os orgdos oficiais da area veterindria
possuem regulamentos e orientacfes sobre
validacdo de métodos diagnosticos em forma
de documentos diferenciados em normas,
manuais, e instrucdes normativas. Existe
também, uma tendéncia de elaboragcdo de
documentos gerados a partir de consulta a
expertises e documentos elaborados a partir
de encontros realizados com a finalidade de
harmonizagdo  dos  requisitos.  Esses
encontros proporcionam a revisdo de
propostas de validagdo, bem como novas
propostas de orientacdes e limites aceitaveis
para a realizagdo dos estudos de
desempenho do teste diagndstico novo ou
em estado de melhoria. Faltam, no entanto,
documentos completos como instrumento
para avaliacdo de tais estudos.

Os principais objetivos dos mencionados
documentos sdo facilitar a realizacdo de
procedimentos de avaliagdo e assegurar a
coeréncia entre a avaliagdo do desempenho
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dos testes em busca de disponibilizacdo de
testes diagnosticos com elevada qualidade.
Além disso, regulamentar a comercializacao
e utilizacdo de métodos destinados a
diagnosticos, definir diretrizes e promover a
aceitacdo cientifica de novas metodologias
gue cada vez mais vém aumentando.

As diretrizes evitam e removem dificuldades
no procedimento e interpretagdo dos
resultados bem como, facilitam o processo
da implantacdo da validacdo pelos 6rgédos
governamentais € outros Usuarios, como
laboratérios de rotina, pesquisa e
laboratérios  fabricantes. Como novas
tecnologias v@o surgindo em paralelo, os
conteldos desses documentos vdo sendo,
modificados ou ampliados. Essas
modificagdes védo sendo indicadas por datas
de revisoes informadas nos documentos.

Na presente pesquisa foi realizado um
estudo exploratério dos documentos de
orientagdo para validacdo de métodos
diagnosticos aplicados a viroses dos
animais. Apds a anédlise exploratéria foi
identificado a frequéncia dos itens
recomendados para desenvolvimento e
validacdo dos testes utilizando os critérios
presentes no documento da OIE (OIE...,
2010) como referéncia.

3.2 Metodologia

H& muitas maneiras de obter informagdes.
Os métodos mais comuns para tanto sao:
pesquisas bibliogréaficas, grupos focais,
entrevistas,  pesquisas  por  telefone,
inquéritos por e-mail, e-mail, pesquisas e
levantamentos pela internet. No presente
estudo as informacdes foram obtidas através
de pesquisas bibliograficas, inquérito por e-
mail e pesquisas e levantamentos pela
internet.

Levantamentos por e-mail e internet sdo
relativamente novos e pouco se sabe sobre 0
efeito do viés de amostragem em pesquisas
de internet. Embora seja claramente o
método mais eficaz e mais répido de



distribuicdo de uma pesquisa, o perfil
demografico do usuério de internet ndo
representa a populacdo em geral, embora
iSS0 se encontre em processo de mudanca.

3.2.1 Estudo dos documentos

O material do estudo consistiu em
documentacbes de validacdo de métodos
direcionadas a diagnostico  sorolégico
aplicado em veterinaria, sendo principais as
normas internacionais e diretrizes de 6rgaos
governamentais. A metodologia empregada
foi pesquisa documental proposta por Gil
(2006) aplicando a andlise de conteudo
desenvolvida em trés fases: pré-andlise que
consiste na fase de organizagéo, escolha dos
documentos e preparacdo do material para
analise; a segunda fase denominada
exploracdo do material é a mais longa e,
compreende a codificacdo dos documentos
envolvendo a escolha das regras de
contagem; e a terceira fase, que consiste no
tratamento dos dados e, sua inferéncia e
interpretacdo com o objetivo de torna-los
validos e significativos.

O estudo das normas foi realizado nos 34
paises membros, e nos 6 paises parceiros da
Organizacdo para a Cooperagdo e
Desenvolvimento Econdmico (OECD). A
OECD é uma organizacdo internacional
criada em 30 de setembro de 1961 que,
agrupa os paises mais industrializados da
economia de mercado no mundo. Os
membros da OECD s@o economias de alta
renda  com um alto indice de
Desenvolvimento  humano (IDH). Os
representantes dos paises membros se
reinem para definir politicas com o objetivo
de maximizar o crescimento econdmico e o
desenvolvimento dos mesmos. Os paises
membros sdo: Australia, Austria, Bélgica,
Canada, Chile, Republica  Checa,
Dinamarca, Estbénia, Finlandia, Franca,

Alemanha, Grécia, Hungria, Islandia,
Irlanda, Israel, It&lia, Japdo, Coréia,
Luxemburgo, México, Holanda, Nova
Zelandia, Noruega, Polbnia, Portugal,

Republica Eslovaca, Eslovénia, Espanha,
Suécia, Suica, Turquia, Reino Unido e
Estados Unidos, e os parceiros sdo: Brasil,
China, India, Indonésia, Africa do Sul e
Rassia.

Na pré-analise, caracterizada pela fase de
organizacdo, foram realizadas buscas, a
partir do ano 2000, em redes eletrdnicas
utilizando o buscador PubMed incluindo
normas internacionais citadas pela OIE,
revistas cientificas, anais de eventos
cientificos, periodicos de indexacgdo, teses e
dissertagdes, livros, manuais e obras de
referéncia especializadas com o objetivo de
obtencdo de informagdes mais completas em
relacdo ao significado da validacéo de testes
diagndsticos para veterinaria.
Posteriormente, foram realizadas buscas nos
sites dos Ministérios da Agricultura dos
paises membros do OECD em busca de
fonte primédria de documentos. Os
documentos primarios sdo desprovidos de
comentarios e tradugdes e, portanto, 0s mais
indicados segundo Luna (1993). Em
seguida, foram realizadas a selecdo e a
separagdo dos documentos de acordo com o
pais e instituicdo de origem para anélise em
busca do fornecimento das propostas de
validacdo de método.

Na fase de exploracdo, os materiais foram
codificados envolvendo a escolha dos
documentos incluindo critérios de inclusdo e
exclusdo de guidelines e artigos. Os critérios
de inclusdo foram: documentos originados
de organismos reconhecidos em nivel
regional, nacional e internacional, com
funcdo de estudo, elaboracédo e aprovacao de
normas de validacdo disponiveis ao publico;
e, documentos nos quais apresentaram
critérios de validacdo incluindo avaliacdo
estatistica ou ndo. Nessa fase, também, foi
realizada a caracterizacdo da fonte
selecionada e classificacdo dos mesmos. A
avaliagdo dessas informagOes determinou as
categorias de andlise e fundamentou as
etapas sequentes de investigagcdo do tema em
funcgdo das lacunas existentes localizando os
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principais entraves teoricos elou
metodoldgicos. Os 18 documentos foram
reunidos em nove grupos conforme o 6rgdo
oficial de origem.

Na fase de tratamento dos dados foi
realizada uma analise descritiva das
abordagens de validacdo. Nessa etapa foram
caracterizados 0s estagios de validagdo,
testes analiticos e ferramentas estatisticas
disponiveis nas documentacBGes oficiais
considerando a &rea de aplicacdo do ensaio
diagnostico.

Na anélise de completude do documento em
estudo foram utilizados o0s seguintes
critérios: “0” para auséncia do item; “0,5”
para presenca do item de forma incompleta,
com a presenga apenas do relato do teste; e
“1,0” para presenca do item de forma
completa, incluindo informagfes além do
relato da necessidade de realizacdo do teste.

Os critérios de desenvolvimento, validacéo
de metodos e ferramentas estatisticas
recomendadas foram contabilizados
considerando a presenca do item no
documento independentemente de
informacBGes a respeito da aplicacdo dos
mesmos. Em sequéncia foram construidas
tabelas com os dados coletados
possibilitando destacar os percentuais de
presenca de cada item em relacdo aos totais
de itens presentes nos documentos
estudados.

Na fase de inferéncia e interpretacdo, as
propostas de validacdo categorizadas
segundo a aderéncia dos estadgios de
validagdo, em relacdo ao documento para
validagdo e certificacdo de ensaios para
diagnostico (OIE..., 2010) foram analisadas
para estabelecer possiveis relacoes.

A interpretacdo dos dados foi realizada
mediante analise da relacdo entre os dados
empiricos e a teoria, suficientemente
confirmada, dos aspectos epidemiol6gicos
analisados no estudo proposto enfatizando a
importancia da teoria para o estabelecimento
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de generalizacbes e sistemas de relagdes
entre as proposigdes (Gil, 2006).

3.22 Estudo do processo de
desenvolvimento e validacdo de um
metodo diagnostico

Em uma segunda fase foi aplicado um
questionario sobre 0  processo  de
desenvolvimento e validagdo de método
diagnostico. O objetivo do estudo foi
conhecer a aderéncia dos pesquisadores ao
processo de validacdo de métodos na
pesquisa e desenvolvimento de um ensaio
diagnostico  soroldgico  aplicado  em
veterinaria. Além disso, identificar pontos de
estudos.

Pesquisadores colhem informagdes por
meio de emprego de uma grande variedade
de métodos e muitos dos métodos de coleta
de informagfes envolvem uma escolha do
sujeito experimental. Por exemplo, querer
escolner 0s respondentes a  serem
entrevistados em uma pesquisa. Essa escolha
pode ser feita usando métodos baseados em
probabilidade. Alternativamente, a escolha
pode ser feita utilizando de algum elemento
de julgamento. Métodos que envolvem
julgamento séo, por vezes, conhecidos como
selecdo intencional, ou selegdo ndo-
probabilistica. Em varios paises europeus, 0s
principais  inquéritos por amostragem
oficiais de empresas usam selecdo
proposital, por causa de problemas graves na
obtencdo de cooperagdo do entrevistado. Na
Nova Zelandia, algumas partes do indice de
Precos ao Consumidor (IPC) usa
amostragem nao-probabilistica. Nesse caso,
0 uso da amostragem ndo-probabilistica tem
a aprovacdo do Comité Consultivo, um
grupo de representantes de consumidores e
utilizadores e especialistas que prestam
aconselhamento ao estatisticos do Governo
sobre o IPC (Doherty,1994).

Devido a caracteristica do presente estudo,
ou seja, levantar as informacbes de
especialistas, a amostragem foi néo-



probabilistica. Amostragem nao-
probabilistica é aquela que possibilita ao
pesquisador a escolha de determinado
elemento do universo, por meio de uma
grande variedade de técnicas (Gil, 2006).
Amostragem por conveniéncia é usada em
pesquisa exploratéria na qual o pesquisador
esta interessado em obter uma aproximagao
da verdade com baixo custo (Doherty, 1994;
Gil, 2006).

A amostra deste estudo foi composta por 38
individuos, de ambos os sexos e com idade
superior a 18 anos. Na &rea de avaliacdo
”Medicina Veterinaria” foram identificadas
as universidades com conceito 7, 6, 5 ou 4
conforme divulgagdo pela Coordenacéo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior- CAPES/MEC no ano de 2010. Os

l6%

conceitos referem-se a producéo
bibliografica  distribuida  segundo a
estratificacdo Qualis. Sdo eles: teses e
dissertaces defendidas e nOmero de
docentes permanentes no, triénio 2007-09; e
nota final da avaliagho 2010. Nessas
universidades identificadas, foram
selecionados os professores pesquisadores
dos Cursos de Pos-Graduagdo, com
modalidade  académica,  contemplando
mestrado e doutorado (orientacdo plena),
com atuacdo ou publicacdo nas areas de
desenvolvimento, avaliagdo e /ou validacéo
de métodos soroldgicos de diagndstico ou
virologia. O “n” amostral de 38 representou
0 universo de acordo com o0s critérios
estabelecidos para inclusdo do pesquisador
no estudo. A distribuicdo dos conceitos dos
cursos pode ser observada na Figura 4.

= Conceito CAPES/MEC4
B Conceito CAPES/MEC 5
Conceito CAPES/MEC 6
Conceito CAPES/MEC 7

Figura 4 — Distribuic8o dos conceitos dos cursos na amostra

O professor/pesquisador foi convidado a
participar da pesquisa através de termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo 1).
A pesquisa foi realizada através do envio do
questionario eletrébnico (Anexo 2) para
Universidades do Brasil conforme a Figura
5, apds a autorizacdo da direcdo da unidade
académica na qual o participante estava
inserido, e da aprovacdo do projeto no
Comité de Etica em Pesquisa (COEP) —
UFMG. Foram enviadas correspondéncias

(Anexo 3), oficiais numeradas, para 0s
diretores ou coordenadores das unidades dos
cursos de medicina veterinaria, formalizando
a solicitagdo da realizacdo da pesquisa e
esclarecendo  sobre 0s objetivos e
compromisso de realizagdo do estudo
cumprindo os requisitos da Resolucdo do
Conselho Nacional de Salde 196/96 que
trata da Pesquisa envolvendo Seres
Humanos.
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Figura 5 — Distribuicdo de Pesquisadores das Instituicbes na amostra

O instrumento proposto, 0 questionario, foi
composto por 28 itens, sendo 17 itens
segundo o objetivo 4, desenvolver uma nova
ferramenta de avaliacdo para a avaliagdo da
gualidade dos estudos de diagndstico
baseada em evidéncias, do estudo de
Whiting et al. (2004). Os itens foram
avaliados em uma escala tipo Likert (1932)
de cinco pontos cujos descritores sdo:
“Discordo totalmente”, “Discordo
moderadamente”, “indiferente”, “Concordo
moderadamente” e “Concordo plenamente”.
Apb6s a elaboracdo do questionario foi
realizado um estudo piloto aplicado a 10%
da amostragem com o objetivo de verificar a
necessidade de ajustes antes da realizacdo do
pré-teste. Foi calculado o alfa de Cronbach
(1951) para a amostra definida para verificar
a consisténcia do questionario.

O questionario foi enviado, por e-mail,
também para 12 pesquisadores de duas
instituicGes publicas federais com o objetivo
de fazer um levantamento sobre a utilizacéo
das normas de validacdo.

O sucesso da escala de Likert (1932) reside
na sua sensibilidade para reconhecer a
oposicdo entre contrarios; reconhecer
gradiente; e reconhecer situacao
intermedidria. A representacdo aritmética de
um evento qualitativo é uma estratégia para
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0 processamento e analise, mas a
interpretacdo dos resultados requer um
retorno ao significado original de suas
medidas. Assim, para analisar as expressdes
do grau de concordancia/discordancia, nesse
trabalho foram utilizados os valores -100%,
-50%, 0, 50%, e 100%, respectivamente,
para as categorias “discordo totalmente”,
“discordo moderadamente”, “indiferente”,
“concordo moderadamente” e “concordo
plenamente”, utilizadas no questionario
(Pereira, 2004). ApoOs a atribuicdo dos
valores, a média e o intervalo de confianca a
95% foram calculados e representados
graficamente. Os intervalos negativos foram
considerados como  discordantes, 0s
positivos como concordantes e os intervalos
contendo 0 zero representaram a
neutralidade.

3.2.3 Estudo da presenca dos critérios
de validacdo de métodos do
documento da OIE (OIE..., 2010) nos
artigos cientificos publicados nos anos
de 2011 e 2012

A literatura foi sistematicamente pesquisada.
Foram incluidos os artigos com relatos de
desenvolvimento, validacdo de métodos e
avaliacdo de acuracia. Os artigos foram
identificados como elegiveis para incluséo



utilizando as interfaces PubMed, OVID e
Google Scholar utilizando o idioma inglés
(Figura 6). As datas de publicacdo
restringiram-se ao periodo entre 1° de
janeiro de 2011 e 31 de dezembro de 2012.
Os descritores para 0 banco de dados foram:
“veterinary diagnostic test”, “validation of
method and veterinary* e “development and
validation”. Posteriormente o titulo e o
resumo de cada artigo potencial foram
examinados para determinar a potencial
elegibilidade, que foi confirmada por uma
analise do texto completa. As referéncias
dos artigos foram examinadas para verificar
a presenca de normas de validacdo, artigos
com temas de validagdo de métodos,
desenvolvimento de métodos e estudos de
acuracia. Em sequéncia, foi avaliada a
aderéncia dos 12 critérios de validacdo de
métodos citados no documento “Principios e
métodos de validagdo de  ensaios
diagndsticos para doengas infecciosas”
(OIE..., 2010). Os dados foram sumarizados
em uma tabela, onde foram tabuladas as
frequéncias dos critérios em relacdo a
presenca das normas e artigos. A separacao
em colunas foi realizada com o objetivo de
comparar a completude em relacdo a
presenca ou auséncia das normas e artigos.

4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO
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documentos de

Avaliando os critérios de desenvolvimento e
validacdo de métodos segundo OIE (OIE...,
2010) nos documentos pesquisados, 0S
critérios proposta de uso e reprodutibilidade
apresentaram maior frequéncia percentual
(ambas com 88,9%). As sensibilidades e
especificidades analiticas e diagnosticas
apresentaram uma homogeneidade com
frequéncia percentual (72,2%). Os critérios
com menor citagdo foram ‘otimizagdo’
(33,3%), “Ruggedness” (33,3%) e ponto de
corte (27,8%). Enquanto a robustez e

repetibilidade ficaram com valores préximos
de frequéncia percentual, 77,8% e 83,3%
respectivamente (Tabela 4).

As frequéncias encontradas para
sensibilidade e especificidade justificam-se
devido a sua utlizacdo nas avaliacBes da
acurcia dos ensaios e também quando é
preciso realizar modificacfes nos ensaios.
Segundo a OIE (OIE..., 2010) essas
modificacBes sdo necessarias para ajustar o
desempenho do diagndstico ou para
melhorar a eficiéncia do ensaio ou custo-
efetividade. Esses critérios sdo avaliados
também na revalidacdo que é recomendada
guando ocorre a mudanca da aplicacdo do
ensaio em relagdo a regido geografica e / ou
populagdo. Nessa situacdo se encontram as
estirpes de virus, derivadas de animais em
diferentes localizagbes geogréficas por
apresentarem sequéncias alvo diferentes. As
mutagdes de agentes infecciosos podem
afetar a eficiéncia do ensaio e invalidar as
caracteristicas de desempenho estabelecidas.
Assim, a OIE (OIE..., 2010) recomenda que
seja confirmada regularmente a sequéncia
alvo nas regides gendmicas para 0s isolados
(nacional ou regional) dos agentes
infecciosos.

Ruggedness foi um dos critérios menos
citados,  possivelmente  porque  foi
considerado um estudo da sequéncia da
analise da imprecisdo interlaboratorial e, as
vezes, foi citado como robustez. Burns et al.
(2009) definiram claramente o0s termos
Robust e Rugged e seus usos distinguidos,
juntamente com as caracteristicas associadas
de robustez e resisténcia. Mostraram que as
caracteristicas de robustez e resisténcia
expressam resisténcia contra as condicOes e
influéncias. Essas caracteristicas diminuem
tanto a precisdo como a exatiddo dos
resultados analiticos, obtidos por um
procedimento em particular, em um dado
laboratdrio ou em laboratérios diferentes.
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Ndo foi encontrado um modelo que
contemplasse  todos os  critérios e
ferramentas estatisticas disponiveis para a
validacdo de métodos. Uma das razBes para
iSso poderia estar relacionada ao fato de que
o0 estudo de validagdo de métodos na area
veterinaria é mais recente em relacdo a area
humana (Guidance..., 2005). A maioria dos
crittrios e  ferramentas  estatisticas
apresentadas para avaliacdo de métodos na
area humana, como nos documentos do
National Committee For Clinical
Laboratory Standards (NCCLS), séo
aplicaveis na avaliagdo de ensaios
veterinarios. No entanto, embora os critérios
parecam ser 0s mesmos, Greiner e Gardner
(2000) ressaltaram que na area veterinaria
algumas distingdes devem ser observadas
como, por exemplo, no que se refere a
aplicagdo do ensaio a um pool de amostras.

E importante ressaltar nesse ponto que as
diretrizes de validagdo estdo ligadas as
relagbes econbmicas e aos interesses
politicos de comercializacdo de produtos
entre os paises, com reflexos na proposta de
uso do produto e no que deve ser avaliado
através do ensaio diagnostico.

Algumas iniciativas como a elaboragdo do
documento (Validation..., 1998) atualizado
em 2010 demonstram relacGes de interesses
de comercializagdo. Esse documento foi
elaborado com o objetivo de fornecer
recomendagdes sobre como considerar
caracteristicas de validagdo como parte dos
pedidos de registos para a aprovacdo de
medicamentos veterindrios apresentados a
Uni&o Europeia, Japdo e os Estados Unidos
(\Validation..., 1998).

Tabela 4. Distribuicdo das frequéncias absolutas e percentuais dos critérios de desenvolvimento e
validagdo de métodos segundo OIE (OIE..., 2010) nos documentos estudados.

Critérios de validagédo

Frequéncia Frequéncia

de ensaios absoluta  percentual
Proposta de uso 8,0 88,9%
Otimizacéo 3,0 33,3%
Padronizacdo 4,5 50,0%
Robustez 7,0 77,8%
Repetibilidade 7,5 83,3%
Sensibilidade analitica 6,5 72,2%
Especificidade analitica 6,5 72,2%
Ponto de corte 2,5 27,8%
Sensibilidade diagndstica 6,5 72,2%
Especificidade diagndstica 6,5 72,2%
Reprodutibilidade 8,0 88,9%
Ruggedness 3,0 33,3%

Na avaliacdo das ferramentas estatisticas
recomendadas, os resultados encontrados
foram: desvio-padrdo e coeficiente de
variagdo com 55,6%, curva ROC, teste
Kappa e outros com 22,2% e o Modelo
Bayesiano apresentou menor frequéncia
(11,1%). O Qui-Quadrado representou
33,3% das  ferramentas  estatisticas
recomendadas nos documentos estudados
(Tabela 5).
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A frequéncia percentual do desvio padrdo e
coeficiente de variagdo foram os mesmos, o
gue pode ser explicado pelo fato de que para
obter-se o coeficiente de variagdo é
necessario o valor do desvio padréo.

O modelo Bayesiano foi 0 menos frequente
tendo em vista que se trata de uma
ferramenta estatistica avancada, que requer
conhecimento mais especifico. Necessita de
pressupostos criticos para definicdo dos



dados a priori e, investimento intelectual
para utilizacdo dos softwares para sua
aplicacdo (Gardner, 2002). Atualmente, na
avaliacdo de ensaios diagnosticos o uso
desse modelo tem sido recomendado e
utilizado quando néo existe um padrdo-ouro
ou quando o0s ensaios que estdo sendo
comparados sdo  considerados  como
imperfeitos (OIE..., 2010).

Gardner e Greiner (2006) observaram que a
medicina veterinaria vem adotando a curva
ROC lentamente, mas de forma crescente.
Piza et al. (2007) utilizou a curva ROC para

determinar o ponto de corte de um ELISA
para diagndstico da anemia infecciosa
equina. No exemplo discutido no estudo
para expressar a acurdcia de teste
diagndstico para identificar insuficiéncia
cardiaca congestiva, Florkowski (2008)
concluiu que a andlise da curva ROC
permitiu definir o melhor ponto de corte
para a finalidade clinica. Yang et al. (2012)
obtiveram  melhores  resultados  de
sensibilidade e especificidade na avaliacdo
de multiplos ELISAs para deteccdo de virus
da peste suina classica quando utilizaram a
curva ROC.

Tabela 5. Distribui¢do das frequéncias absolutas e percentuais das ferramentas estatisticas recomendadas

nos documentos estudados.

Ferramentas estatisticas recomendadas Frequéncia Frequéncia

nos documentos absoluta percentual
Coeficiente de variagéo 5 55,6%
Curva ROC 2 22,2%
Desvio Padrdo 5 55,6%
Kappa 2 22,2%
Modelo Bayesiano 1 11,1%
Qui- Quadrado 3 33,3%
Outros 2 22,2%

Na avaliacdo da completude dos documentos
estudados,  “conceitos” e  “estagios”
apresentaram a mesma percentagem (55,6%)
(Tabela 6). A percentagem maior para
conceitos e estagios relaciona-se a
iniciativas de alguns paises que formam
grupos para estudar, discutir e harmonizar
documentos de recomendagdo de validacao
de métodos que facilitariam o registro e a
comercializagdo de produtos entre esses
paises. Australia e Nova Zelandia através do
SCAHLS procuram sustentar e melhorar a
qualidade dos produtos animais e garantir o
acesso ao mercado aplicando as melhores
praticas para servicos de laboratorios
veterinarios. O objetivo primario é assegurar
a coeréncia entre os laboratérios usando
métodos selecionados por sua Otima
precisdo, sensibilidade, especificidade e
robustez (ANZSDP..., 2011). Os objetivos
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secundarios sdo fornecer diretrizes para 0s
métodos a serem utilizados em programas de
ensaios de proficiéncia externos e para
auxiliar no desenvolvimento de
documentacdo para sistema de qualidade.
Para ser aprovado, 0 novo ensaio, deve
passar por quatro estadgios de avaliagdo.
Apls esses estagios, deve ser elaborado o
documento com as informacdes, realizado a
submissdo do documento com a solicitagdo
da aprovagdo junto ao grupo SCAHLS
(SCAHLS..., 2012).

Percebe-se a necessidade da harmonizagéo
dos documentos internacionais de validacéo
de ensaio com finalidade de minimizar as
diferencas. Melhorando, assim, 0
conhecimento sobre a sua qualidade. Mas,
por outro lado, as generalizacbes podem
comprometer a validagdo no que tange as



particularidades das doencas em estudo ou
dos métodos. Aumentar a aceitagdo dos
produtos que dependem de liberacdo através
da avaliacdo, utilizando ensaios diagndsticos
ou mesmo da comercializacdo dos proprios
ensaios, envolve também questBes politicas
relacionadas ao  estabelecimento  de
restrigdes ou limites de aceitagdo de acordo
com as condicbes de investimento e
competicao do pais.

Os métodos estatisticos e o planejamento de
avaliagdo dos testes estavam presentes em
33,3% dos documentos estudados (Tabela
6). A ndo recomendacdo dos testes
estatisticos em todos os documentos pode
ser explicada pelo fato de serem mais
complexos e se encontrarem em situacao de
discussdo técnica em relacdo as aplicacBes
dos mesmos nas avaliagcGes de desempenho
dos ensaios diagnosticos.

Tabela 6. Distribuicdo das frequéncias absolutas e percentuais da completude dos documentos estudados
em relacdo a presenca de conceitos, estagios, métodos estatisticos e planejamento de avaliagdo dos testes.

Critérios de completude Frequéncia Frequéncia

absoluta percentual
Conceitos 5 55,6%
Estagios 5 55,6%
Métodos estatisticos 3 33,3%
Planejamento de avaliagdo dos testes 3 33,3%

42 Estudo do processo de
desenvolvimento e validagdo de um
método diagndstico

Apos a coleta de dados realizada por meio
do envio de questionarios para o e-mail dos
entrevistados a taxa de retorno obtida foi de
26,0%, retorno que se encontra dentro do
esperado para envio de questionario
eletrbnico, posto que, segundo Marconi e
Lakatos (2005), questiondrios que sdo
enviados para entrevistados alcangam em
média 25% de devolucdo. No estudo quanto
ao uso de questionarios via e-mail realizado
por Vieira et al. (2010), foram selecionados
218 participantes para a realizacdo de coleta
de dados. A selecéo foi realizada utilizando
0 célculo da amostragem aleatdria simples
com erro amostral de 5%, intervalo de
confianga de 95%, e ao final da coleta foram
obtidos 55 questionarios  respondidos,
representando um retorno de 25,23%.

Caracterizando os respondentes do presente
estudo, pode-se observar que, segundo 0
tempo de pesquisa veterinaria, 77% dos

pesquisadores trabalham com pesquisa em
medicina veterinaria hd mais de 6 anos e,
23%, entre 3 e 6 anos. Considerando a
formagéo académica, as analises
epidemioldgicas de testes diagndsticos se
encontram presentes na formacdo de 69%
dos pesquisadores, mas, apenas 31% estdo
inseridos em programas de Pds-Graduagao
com disciplina relacionada a qualidade
assegurada. Esse estudo descritivo sugere a
realizacdo de formacdo em qualidade e
validacdo de métodos, com a finalidade de
ajustar-se com a competéncia as novas
demandas geradas pelo progresso cientifico
e tecnoldgico.

Quanto ao item “qual método diagnostico é
utilizado com maior frequéncia?”, foi
possivel identificar que o método ELISA é o
teste mais utilizado (62%), outros testes
apresentaram  percentagem  consideravel
(31%) e o teste de soroneutralizagéo
apresentou a menor frequéncia (8%) na
amostra em estudo. A técnica de
soroneutralizacdo é uma técnica complexa e
demorada. Apresenta maior dificuldade de
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realizacdo, de infraestrutura e habilidade de
operador, 0 que ndo é adequado para o
ensaio em larga escala em sistemas de
vigilancia. Esse fato, possivelmente levou o
pesquisador a optar pelo uso mais frequente
do ELISA. A justificativa pelo uso do
ELISA tem sido reportada por ser uma
técnica que pode ser aplicada em larga
escala em estudos epidemioldgicos, e ser um
ensaio simples e rapido.

O documento de validacdo com leitura mais
frequente foi o Manual de Validacdo da
Organizacdo Mundial de Salde Animal

(69%) e a Instrugdo Normativa do
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento  (38%). A leitura do

documento de validagdo da Cooperacdo
Internacional para a Harmonizacdo de
Requisitos Técnicos para o Registro de
Produtos Veterinarios (VICH) apresentou
uma frequéncia de leitura menor (8%). N&o

foi identificada a leitura de outras fontes de
recomendacdes além das opg¢des constantes
do item “Documento de valida¢do”. Embora
todas essas normas estejam disponiveis on
line 0 Manual de validacdo da Organizacdo
Mundial de Satde Animal (OIE..., 2010) é
na maioria das vezes recomendado nos sites
dos ministérios da agricultura dos paises, nas
agéncias de regulacdo de alguns paises e,
nos cursos de medicina veterinaria das
universidades que realizam pesquisa de
ensaios diagnosticos.

Observa-se na Figura 7 que os artigos (92%)
foram a forma mais prevalente para
orientacdo da avaliagho da acurécia
diagnostica, seguidos pelas recomendacdes
das normas internacionais (46%) e normas
nacionais (31%). Nesse item, foi solicitado
ao entrevistado que marcasse todas as
opcOes de recomendacdes por ele utilizadas.

100% -

80% -

60% -

40% -
20% -

0% T

Normas
nacionais

Normas
internacionais

Artigos Nenhuma

Figura 7- Distribuicdo das respostas dos pesquisadores em relacdo aos
documentos utilizados na avaliagdo da acuracia diagnéstica

Entre as etapas de validacdo de métodos, a
amostragem e 0s estudos de acuracia
apresentaram 0 maior grau de importancia,
seguidos pela escolha do método de
referéncia e por estudos de imprecisdo,
segundo dados expostos na Tabela 7. A
maioria dos entrevistados é da é&rea
académica, portanto, o resultado das
pesquisas por eles realizadas sdo artigos
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direcionados para publicacdo em periodicos
cientificos. Assim, existindo um
envolvimento maior com a amostragem. A
amostra de estudo é um item de avaliacdo
por parte dos relatores dos periddicos por se
tratar de generalizacbes que possam vir a
serem feitas em relacdo aos estudos de
doencas em populacdes definidas. Quanto ao
estudo de acuricia, 0 que se pretende



demonstrar é que a pesquisa resultou em um
ensaio aplicavel ao diagnostico laboratorial

das infecgbes com acurécia necessaria para
tal proposta.

Tabela 7. Suméario dos resultados para avaliagdo da importancia
das etapas de validacdo de métodos

Etapas Escala Likert®

1 2 3 4 5
Amostragem 0 0 1 0 11
Estudos de imprecisdo 2 0 1 3 5
Estudos de acurécia 0 1 1 0 10
Escolha do método de referéncia 0 0 1 3 8
Estudos primarios 0 0 4 5 2

& descritores sdo: (1) Discordo totalmente, (2) Discordo moderadamente, (3) indiferente, (4) Concordo

moderadamente e (5) Concordo plenamente.

Na Figura 8 observamos que o Teste Qui-
Quadrado (85%), o coeficiente de variagdo
(69%) e o teste Kappa (77%) foram
ferramentas estatisticas mais utilizadas na
avaliacdo do desempenho de ensaios. O

Outra

Analise de varidncia
Teste t de student
Coeficiente de correlacdo
Modelo Bayesiano

Teste Qui-Quadrado
Teste Kappa

Regressdo linear

Coeficiente de variacdo

menor percentual encontrado foi para
utilizagdo do modelo bayesiano (23%).
Nesse item, foi solicitado ao entrevistado a
marcacdo de todas as ferramentas utilizadas.

0% 20%

40% 60% 80% 100%

Figura 8- Distribuicdo das respostas dos pesquisadores em relagcdo ao uso das
ferramentas estatisticas na avaliagdo do desempenho de testes diagnosticos.
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Espectro de pacientes
Critérios de selegio
Prevaléncia

Escolha dométodo dereferdneia
Mudangana tecnologia do teste indice
Condugéo do teste em avaliagio
Execucdo do testeindice

Amostra total foi verificada com padiio

Valor de corte pré-determinado

Dados clinicos disponiveis
Dados sujeitos a variagdo
Medida de precisio

Estudos de acurdcia

Indicagio da utilidade do teste
Célculo dotamanho da amostra

Relato dos objetivos do estudo
Estudos primarios

1.|\I|“\III‘II.|

T T T
-100 -5 -50

Discardancia

T T
-25 0 25 50 75 100

Concordincia

Figura 9- Intervalos do grau de discordancia e concordancia do estudo do processo de validacéo.

Na avaliacdo dos itens ao desenvolver e
validar um método utilizando a escala Likert
(1932) de cinco pontos, os resultados
obtidos foram expostos na tabela 8. Na
Figura 9 observa-se o intervalo de confianca
a 95% dos resultados (da tabela 8)
codificados conforme a manifestacdo de
Concordancia ou Discordancia como
sugerido por Pereira (2004).

Os itens relacionados com a composicéo do
espectro (espectro de pacientes, critérios de
selegdlo e prevaléncia) apresentaram
concordancia com menores intervalos de
confianga. [Esse resultado pode estar
indicando uma maior atencdo por parte dos
pesquisadores com as caracteristicas das
amostras na realizagdo dos estudos de
validacdo dos ensaios diagndsticos. Esses,
foram itens que, também apresentaram
escore elevado (5) na primeira rodada da
aplicacdo do Delphi, no objetivo 4, do
estudo realizado por Whiting et al. (2004).

O objetivo do estudo de Whiting et al.
(2004) foi combinar a evidéncia empirica e a
opinido de especialistas (nove) na area de
investigacdo diagnostica em um método
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formal de consenso para desenvolver uma
ferramenta (QUADAS) para ser utilizada em
avaliagBes sistematicas da qualidade de
estudos preliminares da acuracia
diagnostica.

O grau de concordancia aferido para os itens
relacionados com o teste indice padrdo de
referéncia: dados clinicos disponiveis e
dados  sujeitos a variacdo  indica
neutralidade, posto que, os intervalos
incluiram o zero. Porém, diferentemente
apresentaram escore elevado (5) no estudo
de Whiting et al. (2004).

4.3 Estudo da presenca dos critérios
de validacdo de métodos nos artigos
cientificos publicados nos anos de 2011
e 2012

Foram identificados sessenta e seis artigos.
Ap06s examinados os titulos e o resumo, seis
artigos foram excluidos e sessenta artigos
foram mantidos. Os resultados estdo
sumarizados na Tabela 9. Quando avaliado a
presenca de normas e artigos na literatura,
nove artigos apresentaram na referéncia
bibliogréfica, artigos e normas relacionados



com o tema validacdo de métodos. Vinte e
trés artigos apresentaram apenas normas.
Treze artigos apresentaram apenas artigos e,
quinze ndo continham na referéncia qualquer
norma ou artigo que fizesse mencéo direta a
validacdo de métodos.

Quando avaliado os critérios, verificou-se
gue os mais frequentes foram sensibilidade
diagnostica (51) e especificidade diagnostica
(49) seguidos da proposta de uso (43) e
ponto de corte (37).

Segundo OIE (OIE..., 2010) as estimativas
da sensibilidade e especificidade séo
indicadores preliminares do desempenho
estabelecido durante a validagdo de um
ensaio. Essas estimativas sdo a base para o
calculo de outros parametros a partir do qual
sdo feitas inferéncias sobre os resultados dos
testes, como exemplo, os valores preditivos
(positivos e negativos). Banoo et al. (2010)
confirmaram essa ideia considerando a
sensibilidade e a especificidade diagnosticas
como as caracteristicas fundamentais de
desempenho de um ensaio, e as indicam
como destinadas a discernir entre infectados
de ndo infectados.

Para Nielsen et al. (2011), proposta de uso
significa que os resultados do ensaio devem
ser interpretados em relagdo a algum
objetivo e finalidade de aplicacdo. Este
objetivo deve ser definido a priori pelos
tomadores de decisdo, que devem
especificar antes da avaliacdo do ensaio
diagnostico o que eles querem que 0 ensaio
detecte. No caso de infecgdes crénicas, 0
momento do diagndstico, o que corresponde
ao estagio da doenca, precisa ser incluido na
descrigdo da proposta de uso.

Gardner (2010), explorando a proposta do
STARD e a sua possivel modificagdo para
estudos de doencas dos animais, considera
gue o projeto de pesquisa selecionado
depende da finalidade e utilizacdo prevista

do ensaio. Além disso, o0 autor relata que
diferentes modelos e estratégias analiticas
podem ser apropriados para a mesma
finalidade do ensaio.

Nielsen et al. (2011) afirmaram que
frequentemente, a finalidade especifica do
ensaio ndo € considerada formalmente
quando um ensaio € avaliado. Assim, muitas
vezes resulta em uma avaliacdo onde as
estimativas de sensibilidade e especificidade
sdo tendenciosas, seja por causa de
problemas com o estabelecimento do
verdadeiro estado da infec¢do, ou porque o
ensaio detecta outro aspecto da infeccéo que
n&o foi o inicialmente previsto.

O critério de menor frequéncia foi o
Robustness provavelmente por ser critério
recomendado para apds transferéncia para
outros laboratérios (OIE..., 2010). Néo foi
encontrado citacdo do critério Ruggedness o
que pode ser explicado pela jungdo de
conceitos com o critério Robustness, como
relatado por Burns et al. (2009). Além disso,
apesar de ser conceituado na versdo 2013 do
Manual de Provas OIE, Robustness ndo foi
contemplado na lista de critérios validacdo
de ensaio nesse mesmo documento (OIE...,
2013). Os critérios otimizacdo (28) e
padronizagdo (33) apresentaram frequéncias
proximas. Os critérios relacionados com a
precisdo do ensaio, a repetibilidade e
reprodutibilidade apresentaram as mesmas
frequéncias.

A sensibilidade analitica (13) e
especificidade analitica (10) apresentaram
frequéncias proximas, sendo que, a
sensibilidade diferiu para um valor acima.

Para os artigos que apresentaram somente as
normas na referéncia bibliografica foi
encontrado frequéncia dos critérios de 43%
no total de critérios presentes.
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Tabela 8. Sumario dos resultados do estudo do processo de validagao

Escala Likert?

1 2 3 45
Composicao do espectro
O espectro de pacientes foi descrito no artigo e foi escolhido adequadamente. 0 00 1 11
Os critérios de selegdo foram descritos com clareza. 0 00 2 10
A prevaléncia e a gravidade da doenga foi reportada. 00 2 317
Teste indice e padréo de referéncia: selecéo e execugédo
No estagio tecnoldgico da época, o padrdo de referéncia escolhido era adequadopara 0 0 0 6 6
a verificacdo dos resultados do teste.
E possivel que uma mudanca na tecnologia do teste indice tenha ocorrido desdea 1 2 0 6 3
publicacdo deste artigo.
Houve um periodo anormalmente longo entre a conducdo do teste em avaliagioea 2 3 2 4 1
confirmac&o do diagndstico segundo o padrdo de referéncia.
A execucdo do teste indice foi descrita em detalhe suficiente para permitir sua 0 0 1 4 7
replicacéo.
A amostra total ou uma fracdo aleatéria da amostra foi verificada usando-se um 0 1 0 4 7
padrao referencial de diagndstico.
O valor de corte foi predeterminado ou era aceitavel a luz de trabalhos anteriores. 1 00 47
Teste indice e padrédo de referéncia: interpretagéo
Havia dados clinicos disponiveis quando os resultados do teste foram interpretados. 211 26
Os dados estavam sujeitos a variacdo do observador ou instrumental que pudesseter 2 0 1 5 3
afetado as estimativas de desempenho do teste.
Anélise
Apresentou-se uma medida de precisdo dos resultados. 01146
Os resultados foram apresentados numa tabela 2.2. 00 2 317
Ofereceu-se alguma indicacdo da utilidade do teste. 100 2 9
Planejamento da pesquisa
Foi feito um célculo de tamanho adequado da amostra. 110317
Os objetivos de estudo foram relatados claramente. 0 00 1 11
Havia alguma evidéncia de que um protocolo de estudo teria sido desenvolvidoantes 3 1 0 2 6

de o estudo ser iniciado.

# descritores sdo: (1) Discordo totalmente, (2) Discordo moderadamente, (3) indiferente, (4) Concordo

moderadamente e (5) Concordo plenamente.

Para os artigos que apresentaram somente
artigos de validagdo como referéncia
bibliogréafica a frequéncia dos critérios foi de
42%. Aqueles artigos que apresentaram na
referéncia bibliogréfica normas e artigos
juntos apresentaram maior valor percentual

50

(46%) de critérios presentes. Enquanto os
artigos que ndo utilizaram as normas de
validacdo nem os artigos relacionados com o
tema validacdo de métodos apresentaram
38% dos critérios de validacéo.



Tabela 9. Sumario dos resultados do estudo da presenca dos critérios de validacdo na amostra dos artigos

cientificos publicados nos anos de 2011 e 2012.

Apenas Apenas Artigos e Ausentes Total de
artigo normas normas artigos e critérios
(13) (23) 9 normas presentes
(15)
Critérios 156 276 108 180 720
Proposta de uso 6 20 7 10 43
Otimizagdo 7 11 3 7 28
Padronizagdo 8 13 5 7 33
Robustness 0 5 0 0 5
Repetibilidade 5 6 4 3 18
Sensibilidade analitica 2 5 3 3 13
Especificidade analitica 1 6 1 2 10
Ponto de corte 9 14 6 8 37
Sensibilidade diagndstica 12 17 9 13 51
Especificidade diagndstica 12 16 8 13 49
Reprodudibilidade 4 6 4 4 18
Ruggedness 0 0 0 0 0
Percentual da presenca dos (66) (119) (50) (70) (305)
critérios 42,3% 43,1% 46,3% 38,9% 42,4%
IC* 34-50% 37-49% 37-56% 32-46% 39-46%
IC* Intervalo de confianga a 95%
5. CONCLUSAO especializados poderiam potencializar a
validacdo de ensaios veterinarios.
Em conclusdo, o Manual de Testes ] o
Diagnosticos e Vacinas para Animais Os artigos especializados ~ apresentaram
Terrestres da OIE (OIE..., 2010) apresentou pesquisas com diferentes  populagGes,

0 maior nimero de critérios de validacdo de
métodos, 0 que geraria uma maior aceitacao
internacional do ensaio a ser validado. Dessa
forma, a consulta de tal documento,
associado a consulta de artigos cientificos

diferentes propositos de uso, ferramentas
estatisticas, e formas de realizar os estudos
dos critérios de avaliagdo de ensaios
diagnosticos, indicando a validagdo como
um processo continuo.
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Segundo a amostra da pesquisa da literatura,
guando as normas e a literatura
especializada em validacdo foram utilizadas
nos estudos de ensaios veterinarios, a
frequéncia dos critérios descritos nesta tese
foi maior, favorecendo a completude da
validacao.
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7. ANEXOS

7.1 Anexo 1- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

PARA MAIORES DE 18 ANOS
Caro professor (a),

Vocé estad sendo convidado (a) para participar, como voluntario, da pesquisa ‘“Validagdo de métodos
soroldgicos de diagndsticos laboratoriais, aplicados a estudos de viroses dos animais”. As necessidades de
validacdo de ensaios diagndsticos e, da completude e da clareza das orientacfes para conduzir essa
validag8o nos levaram a realizacdo desse estudo. Para tal, avaliamos a metodologia e os testes utilizados
para validar um teste diagnostico. Além do estudo descritivo das normas internacionais realizado pelos
pesquisadores serd aplicado um questionario. Esse questionario com perguntas referentes a método geral
de validacdo avaliando composicdo do espectro, teste de referéncia, analise e planejamento de pesquisa,
sera enviado de forma eletrbnica. Apds a anélise e divulgacdo dos resultados os questionérios serdo
destruidos. Foram selecionados 38 professores de dez universidades brasileiras.

O estudo proposto garante o anonimato, ndo serdo divulgados os nomes dos professores
participantes, e ndo héa riscos ou prejuizos decorrentes da sua participagdo. A coleta de respostas
do questionério eletrdnico a ser aplicado foi elaborada de forma que ndo é identificado de qual
participante ou universidade foi originada a resposta recebida. Dessa forma, evitando possiveis
riscos, constrangimentos ou prejuizos pelo fato de seu preenchimento. Além disso, foi solicitado as
universidades que fazem parte da amostragem autorizacdo para realizagdo do estudo.

A qualquer momento, vocé pode se retirar do estudo sem justificar sua decisdo. Vocé terd acesso aos
pesquisadores para esclarecimentos de eventuais duvidas.

Sua colaboracdo é fundamental. Espera-se que a andlise das informacdes sirva como subsidio para
identificar impactos das diferentes abordagens de validagdo de testes diagnosticos, permitindo construir
um modelo simples, completo e com aplicagdo pratica em pesquisa e desenvolvimento.

Apos ser esclarecido (a) sobre as informagdes acima, responda a primeira questdo do questionario e vocé
sera automaticamente considerado como participante do estudo.

Assinatura:

Orientador: Prof. Jodo Paulo Amaral Haddad

Meédico Veterinario/Escola de Veterinaria/l UFMG
Telefone: (31)3409-2125 e-mail: jphaddad@vet.ufmg.br

Assinatura:

Doutoranda: Rejane Silva Diniz
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Curso Ciéncia Animal /Epidemiologia/ Escola de Veterinaria/lUFMG
Tel.: 3409-2125 — e-mail: rejanesd@ufmg.br

End. COEP/UFMG: Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il, 2° andar — Sala 2005 —
CEP: 31270-901 — BH — MG — Tele fax: (031) 3409-4592 -e-mail: coep@prpg.ufmg.br

Consentimento da participacao:

Declaro que fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela
envolvidos, a ndo existéncia de riscos, e sobre garantia de confidencialidade e esclarecimentos
decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso desistir da minha participagéo a qualquer
momento, sem qualquer penalidade. Concordo em participar do estudo.
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7.2 Anexo 2- Questionario Validacao

Consentimento de participacao

Declaro que fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos
nela envolvidos, a ndo existéncia de riscos, e sobre garantia de confidencialidade e
esclarecimentos decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que posso desistir da
minha participacdo a qualquer momento, sem qualquer penalidade. Concordo em participar do
estudo.

Aceito ' N&o aceito

Meétodo Diagndstico
Marque o método que vocé utiliza com maior frequéncia.

© ELisA

Western Blot

Soroneutralizagéo

¢ Outros

Documento de validacéo
Qual documento de validagao abaixo vocé ja leu pelo menos uma vez?

. Manual de validacéo da Organizagéo Internacional de Saude Animal (OIE).

Instrugdo Normativa do Ministério da Agricultura.

a Cooperacao Internacional para a Harmonizacao de Requisitos Técnicos para o
Registro de Produtos Veterinarios (VICH).

o Nenhum

o Outro:

Avaliacao da acuracia diagnostica
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Marque a(s) recomendacao(6es) que vocé utiliza para avaliar a acuracia de métodos
diagndsticos veterinrios.

Marque a(s)
opcéo(des)
Normas internacionais r
Normas nacionais i
Artigos .
Nenhuma i

Tempo em pesquisa veterinaria
H& quanto tempo vocé trabalha com pesquisa em medicina veterinaria?

Menos de 3 anos ( Entre 3 e 6 anos ( Acima de 6 anos

Etapas de validagdo de métodos
Avalie a importancia das etapas de validagdo de métodos diagndsticos. Do (1) menos
importante ao (5) mais importante.

1 2 3 4 5
Amostragem C T C . -
Estudos de Imprecisdo f“ . - . f‘
Estudos de Acurécia C . C . C
Esco!ha_do método de o~ - - . .
referéncia
Estudos primarios f" . i - -

Disciplina de P6s-Graduacéo
No curso de P6s-Graduacdo onde vocé esta inserido existe disciplina relacionada a qualidade
assegurada?

¢ Sim ¢ Nao ¢ Néao tenho certeza

Formac&o académica
Analises epidemioldgicas de testes diagndsticos faz parte da sua formacgéo académica?

- . f" . r o
Sim Nao N&o tenho certeza

60



Ferramentas estatisticas
Marque abaixo todas as ferramentas estatisticas que vocé utiliza na avaliacdo de desempenho
de testes diagndsticos.

Marque as

opcoes
Coeficiente de variagdo .
Regressao linear -
Kappa i
Teste de Qui-Quadrado r
Modelo Bayesiano i
Coeficiente de correlagdo .
Teste t de student .
Anélise de variancia .
Outra i

Marque o grau de concordancia dos itens abaixo ao vocé desenvolver e validar um método.

Composicao do espectro

Discordo Discordo . Concordo Concordo
Indiferente
totalmente  moderadamente moderadamente plenamente
O espectro de
pacientes foi
descrito no artigo C C . . C
e foi escolhido
adequadamente.

Os critérios de
selecdo foram

descritos com

clareza.

A prevalénciae a
gravidade da
doenga foi
reportada.

Teste indice e padrédo de referéncia: selecdo e execucao
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No estagio
tecnoldgico da
época, 0 padrdo
de referéncia
escolhido era
adequado para a
verificagdo dos
resultados do
teste.

E possivel que
uma mudanga na
tecnologia do
teste indice
tenha ocorrido
desde a
publicacdo deste
artigo.

Houve um
periodo
anormalmente
longo entre a
conducéo do
teste em
avaliagdo e a
confirmacdo do
diagnostico
segundo o
padrdo de
referéncia.

A execugdo do
teste indice foi
descrita em
detalhe
suficiente para
permitir sua
replicacdo.

A amostra total
ou uma fracdo
aleatéria da
amostra foi
verificada
usando-se um
padrédo
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Discordo  Discordo
totalmente moderadamente

i i
- I
i .
r .
r .

Indiferente

Concordo Concordo
moderadamente plenamente

i .
r i
r i



Discordo  Discordo . Concordo Concordo
Indiferente
totalmente moderadamente moderadamente plenamente
referencial de

diagnostico.

O valor de corte

foi

predeterminado

ou era aceitavel . {
aluz de

trabalhos

anteriores.

Teste indice e padrdo de referéncia: interpretacao

Discordo  Discordo . Concordo Concordo
Indiferente
totalmente moderadamente moderadamente plenamente

Havia dados

clinicos

disponiveis

quando os C C C C .
resultados do

teste foram

interpretados.

Os dados
estavam
sujeitos a
variagdo do
observador ou
instrumental f" f" r r -
gue pudesse ter
afetado as
estimativas de
desempenho do
teste.

Analise
Discordo  Discordo . Concordo Concordo
Indiferente
totalmente moderadamente moderadamente plenamente
Apresentou-se
uma mgd 1 da - ~ I r r
de precisdo
dos resultados.
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Discordo  Discordo . Concordo Concordo
Indiferente
totalmente moderadamente moderadamente plenamente
Os resultados
foram
apresentados f" T i - -
numa tabela
2.2,

Ofereceu-se

alguma

indicagdo da C . C C .
utilidade do

teste.

Planejamento da pesquisa

Discordo  Discordo . Concordo Concordo
Indiferente

totalmente moderadamente moderadamente plenamente
Foi feito um
calculo de
tamanho .
adequado da
amostra.

Os objetivos

de estudo

foram i f_' i f_' f_'
relatados

claramente.

Havia alguma

evidéncia de

que um

protocolo de

estudo teria . r -
sido

desenvolvido

antes de o

estudo ser

iniciado.

Obrigada pela sua participacao!
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7.3 Anexo 3- Modelo de correspondéncia

Of. n.°
Belo Horizonte, 11 de setembro de 2012

IImo. Sr. Prof. Dr.
Diretoria da Faculdade de Medicina Veterinaria

Solicitamos autorizagdo para a realizagdo da pesquisa intitulada “Validagdo de métodos sorologicos
de diagnosticos laboratoriais aplicados a estudos de viroses dos animais™ na Unidade Universitdria
sob sua diregdo.

O estudo sera realizado cumprindo os requisitos da Resolugdo do Conselho Nacional de Saide
196/96 que trata da Pesquisa envolvendo Seres Humanos.

A pesquisa seré realizada pela pos-graduanda Rejane Silva Diniz, aluna de Doutorado em Ciéncia
Animal, sob a orientagdo do Prof. Dr. Jodo Paulo Amaral Haddad.

O objetivo principal do estudo ¢ avaliar os métodos propostos pelos 6rgéos oficiais e institutos de
pesquisa, suas limitagdes e impactos das diferentes abordagens nos estudos de validagdo dos testes
de diagnésticos laboratoriais sorologicos aplicados a estudos de viroses dos animais. Na segunda
parte do estudo serd aplicado um questionario, por via eletronica, para professores que possuem
linha de pesquisa incluindo diagnéstico de enfermidades e viroses. Os professores serdo convidados
a participar do estudo por meio do termo de consentimento livre e esclarecido.

Ao mesmo tempo, pedimos autorizagdo para que o nome desta Unidade/Universidade possa constar
na tese final bem como em futura publicagdo na forma de artigo cientifico.

Na certeza de contarmos com a colaboragdo desta Diretoria, agradecemos antecipadamente a
atengdo, e nos colocamos a disposigdo, para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessarios.

: alho Guedes
Coordenador do Colegiado de P6s-G a¢do em Ciéncia Animal

Ciente e de acordo,

Prof. José Aurélio éergmann
Diretor da Esco eterinaria da UFMG

’k Escola de Veterindria - UFMG

!,‘ : ,.’/ Av. Anténio Carlos 6627 |
: b Caixa Postal 567, campus Pampulha |
: b CFP A0122-970 Raln Harizonta MG
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7.4 Anexo 4- Manual de Teste de Diagnostico e Vacinas para Animais Terrestres (OIE...,
2010)

This thoroughly revised chapter replaces Chapter 1.1.4 Principles of validation of diagnestic assays for infectious
diseases and Chapter 1.1.5 Validation and quality control of polymerase chain reaction methods used for the
diagnosis of infectious diseases from the sixth edition of the OIE Terrestrial Manual. Adopted in May 2009.

CHAPTER 1.1.4/5.

PRINCIPLES AND METHODS OF VALIDATION OF
DIAGNOSTIC ASSAYS FOR INFECTIOUS DISEASES

INTRODUCTION

Validation is a process that determines the fitness of an assay, which has been properly developed,
optimised and standardised, for an intended purpose. Validation includes estimates of the analytical
and diagnostic performance characteristics of a test. In the

context of this chapter, an assay that has completed the first
three stages of the validation pathway (see Figure 1 below),
including performance characterisation, can be designated

Assay, test method, and test are
synonymous terms for purposes of
this chapter, and therefore are used
interchangeably.

as “validated for the original intended purpose(s)™. To
maintain a validated assay status, however, it is necessary
to carefully monitor the assay’s daily performance, often by
fracking the behaviour of internal confrols over time. This | Theterms “valid” (adjective) or
ensures that the assay, as originally validated consistenily e‘gilrlrfn!;:ttgs gﬂé;g Ir)eef;[)lncnvav:s;ner
maintains its performance characteristics. Should it no longer | characteristics are unbiased with
produce results consistent with the original validation data, | respect o the frue parameter

the assay may be rendered unfit for its intended purpose. ::élfrglge;’fm}ﬁg:f;:ﬁ;pp”mme
Thus, a validated assay is continuously assessed to assure it | measurement is quantitative or
maintains its fitness for purpose through assessment of | qualitative

results of infernal controls in each run of the assay.

Assays appled to individuals or populations have many purposes, such as aiding in: documenting
freedom from disease in a country or region, preveniing spread of disease through trade,
eradicating an infection from a region or couniry, confirming diagnosis of clinical cases, estimating
infection prevalence to facilitate risk analysis, identifying infected animals toward implementation of
control measures, and classifying animals for herd health or immune status post-vaccination. A
single assay may be validated for one or several intended purposes by optimising its performance
characterisfics for each purposs, e g. sstiing diagnostic sensitivity (DSe) high, with associated lower
diagnostic specificity (DSp) for a screening assay, or conversely, setting DSp high with associated
fower DSe for a confirmatory assay.

The ever-changing repertoire of new and unique diagnostic reagents coupled with many novel
assay plafforms and profocols has precipitated discussions about how to properly validate these
assays. It Is no longer sufficient to offer simple examples from serological assays, such as the
enzyme-linked immunosorbent assay, to guide assay developers in validating the more complex
assays, such as nucleic acid detection tests. In order to bring coherence to the validation process
for all types of assays, this chapter focuses on the criteria that must be fulfilled during assay
development and validation of all assay types. The inclusion of assay development as part of the
assay validation process may seeim counterintuitive, but in reality, three of the validation criteria that
must be assessed in order to achieve a validated assay, comprise steps in the assay development
process. Accordingly the assay development process seamlessly segues into an assay validation
pathway, both of which contain validation criteria that must be fulfilled. This chapter also provides
guidance for evaluation of each cnterion through provision of best scientific practices contained in
the chapter's appendices. The best practices are tailored for each of several fundamentally different
types of assays (e.g. detection of nucleic acids, antibodies, or antigens).

1 Validation does not necessarily imply that test performance meets any minimum value or that the test has comparable
performance to any comparative test, unless this has been specifically considered in the design of the test evaluation
study.
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Chapter 1.1.4/5. — Principles and methods of validation of diagnostic assays for infectious diseases

DIRECT AND INDIRECT METHODS THAT REQUIRE VALIDATION

The diagnosis of infectious diseases is performed by direct and/or indirect detection of infectious agents. By direct
methods, the particles of the agents and/or their components, such as nucleic acids, structural or non-structural
proteins, enzymes, etc., are detected. The indirect methods demonstrate antibodies or cell-mediated immune
responses induced by exposure to infectious agents or their components. The most common indirect methods of
infectious agent detection are antibody assays such as classical virus neutralisation, antibody enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), haemagglutination inhibition, complement fixation, and the recently appearing
novel methods, such as biosensors, bioluminometry, fluorescence polansation, and chemoluminescence,

The most common direct detection methods are isolation or in-wiro cultivation of viable organisms, electron
microscopy, immunofluorescence, immunohistochemistry, antigen-ELISA, Western immunoblotting, and nucleic
acid detection systems (NAD). The NAD systems include nucleic-acid hybridisation (NAH), macro- and
microarrays and the varous techniques of nucleic acid amplification, such as the polymerase chain reaction
(PCR), or the isothermal amplification methods, such as nucleic acid sequence-based amplification (NASBA), and
invader or loop-mediated isothermal amplification (LAMP). NAD assays are rapidly becoming commonplace and
In many cases replacing virus isolation and bacteria cultivation, particularly for the detection of agents that are
difficult or impossible to culture. NAD tools are also used as a secondary means for highly specific identification of
strains, groups, or lineages of organisms following isolation or culture of viruses, bacteria and parasites. Molecular
diagnostics, such as PCR, do not require: a) the presence of replicating organisms, b) expensive viral isolation
infrastructure, c) up to several weeks to achieve a diagnosis, or d) special expertise, which is often unavailable in
many laboratories — all practical advantages. These methods have become relatively inexpensive, safe and user-
friendly (14, 6, 7, 16, 20, 21). Various real-time PCR methods, nucleic acid extraction robots, and automated
workstations for NAD, antibody, antigen, and agent detection have resulted in a large repetoire of high throughput,
robust, very rapid and reliable assays. Although NAD systems often have the advantage of a greater diagnostic
sensitivity and analytical specificity than infectious agent recovery or antigen-capture ELISA procedures, that
advantage usually carries with it a greater challenge for validation of such assays

PRELIMINARY CONSIDERATIONS IN ASSAY DEVELOPMENT AND VALIDATION

The first consideration is to define the purpose of the assay, because this guides all subsequent steps in the
validation process. By considering the vanables that affect an assay's
performance, the criteria that must be addressed in assay validation become o o
clearer. The variables can be grouped into three categories: (a) the sample — | ASSay validation criterion: a
individual or pooled, matnx composition, and host/organism interactions ggg;a[_:t:';‘gggil\:g'}:;gp
affecting the target analyte quantitatively or qualitatively; (b) the assay system — meag’;,m or standard upon
physical, chemical, biological and operator-related factors affecting the capacity which a judgment or decision
of the assay to detect a specific analyte in the sample; and (c) the test result may be based.
interpretation — the capacity of a test result, derived from the assay system, to
predict accurately the status of the individual or population relative to the analyte in question.

The matrix in which the targeted analyte may reside (serum, faeces, tissue, etc.) may contain endogenous or
exogenous Inhibitors that prevent enzyme-dependent tests such as PCRs or ELISAs from working. Other factors
that affect the concentration and composition of analyte (mainly antibody) in the sample may be mainly
attributable to the host and are either inherent (e g. age, sex, breed, nutritional status, pregnancy, immunological
responsiveness) or acquired (e.g. passively acquired antibody, active immunity elicited by vaccination or
infection). Non-host factors, such as contamination or deterioration of the sample, also affect the ability of the
assay to detect the specific targeted analyte in the sample

Factors that interfere with the analytical performance of the assay system include instrumentation, operator error,
reagent choice (both chemical and biological) and calibration, accuracy and acceptance limits of assay controls,
reaction vessels and platforms, water quality, pH and ionicity of buffers and diluents, incubation temperatures and
durations, and error introduced by detection of closely related analytes. It is also important that biological reagents
are free of extraneous agents.

Factors that may negatively impact diagnostic performance of the assay are primarily associated with choice of
reference sample panels from known infected/exposed or known uninfected animals selected for evaluating the
diagnostic sensitivity (DSe) and diagnostic specificity (DSp) of the assay. This is particularly difficult because the
degree to which the reference animals represent all of the host and environmental variables in the population
targeted by the assay has a major impact on the confidence of test-result interpretation. For example,
experienced serologists are aware that an assay, validated by using serum samples from northern European
cattle, may not give valid results for the distinctive populations of cattle in Africa. Diagnostic performance of the
assay Is further complicated when sample panels of known infection status are not available, often because they
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are impossible to obtain. In this situation, DSe and DSp may be estimated, in certain circumstances by use of
latent class models (10, 14 and Appendix 1.1.4.5).

THE CRITERIA OF ASSAY DEVELOPMENT AND VALIDATION

Assay performance is affected by many factors that span from the earliest
stages of assay development through the final stage of performance Assay validation criteria
assessment when the test is applied to targeted populations of animals. An Fitness for intended purpose(s)

assay, therefore, cannot be considered validated unless a specific set of Optimisation
essential validation criteria (see accompanying box) have been tested and Standardisation
affirmed or fulfilled, either quantitatively or qualitatively (for detail on terms, Robusiness
see glossary in reference 25). Lack of attention to any one of these criteria Repeatability

Analytical sensitivity

will likely reduce the level of confidence that an assay is fulfilling the Analytical speciicity

purpose(s) for which it is intended. The first four of these cnteria typically Y
are addressed during development of the assay (the Development ) B’fggﬁﬂg',?ﬁgﬁ;ﬁfﬂ@
Pathway), and the remaining eight are evaluated during the first three 10. Diagnoslic specificity
stages of assay validation (the Validation Pathway) as described below. 11. Reproducibility

12. Ruggedness

@ m o N =

A. ASSAY DEVELOPMENT PATHWAY

1. Definition of the intended purpose(s) for an assay

The QIE Standard for Management and Technical Requirements for Laboratories Conducting Tests for Infectious
Diseases (25) states that test methods and related procedures must be appropriate for specific diagnostic
applications in order for the test results to be of any relevance. In other words, the assay must be ‘fit for purpose2.
The capacity of a positive or negative test result to predict accurately the infection or exposure status of the
animal or population of animals is the ulimate consideration of assay validation. This capacity is dependent on
development of a carefully optimised (Section A.2.d), and standardised (Section A.2.g) assay that, through
accrual of validation data, provides less biased and more precise estimates of DSe and DSp. These estimates,
along with evidence-based data on prevalence of infection in the population being tested, are the basis for
providing a high degree of confidence in the predictive values of positive and negative test results. In order to
insure that test results provide useful diagnostic inferences about animal population infection/exposure status, the
validation process encompasses initial development and assay performance documentation, as well as ongoing
assessment of quality control and quality assurance programmes. Figure 1 shows the assay validation process,
from assay design through the development and validation pathways to implementation, deployment, and
maintenance of the assay

As outlined in the background information in Certification of diagnostic assays on the OIE website (www.oie.int),
the first step is selection of an assay type that likely can be validated for a particular use.

a) Fitness for purpose
The most common purposes are to:

1) Demonstrate freedom from infection in a defined population (country/zone/compartment/herd)
(prevalence apparently zero):

1a)  ‘Free’ with and/or without vaccination,

1b)  Re-establishment of freedom after outbreaks

2) Certify freedom from infection or presence of the agent in individual animals or products for
trade/movement purposes.

3) Eradication of disease or elimination of infection from defined populations.

4) Confirmatory diagnosis of suspect or clinical cases (includes confirmation of positive screening test).

2 This is a specific interpretation of the more generally stated requirements of the ISO/IEC 17025:2005 international quality
standard for testing laboratories (18). The OIE Standard further states that in order for a test method to be considered
appropriate, it must be properly validated and that this validation must respect the principles outlined in the validation
chapters of the Terrestrial & Aquatic Manuals.
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5) Estimate prevalence of infection or exposure to facilitate risk analysis (surveys, herd health status,
disease control measures).

6) Determine immune status of individual animals or populations (post-vaccination).
These purposes are broadly inclusive of many narrower and more specific applications of assays (see

Appendices for each assay type for details). Such specific applications and their unique purposes need to
be clearly defined within the context of a fully validated assay.

| Fitness of Assay for Intended Purpose(s) I

ncs !
ay Study Design

De:e:opment Essential Prerequisites and _-“'ﬂ
4 ay Prococdl Optimization, Robustness,
/" Calibration to Standarcs
STAGE 1 < Reprosucibility
Analytical Sensitivity
Analytical Candidate tast compared
— - characteristics with Standard T est Method
Diagnostic Specificity ¢ Samplesfrom
STAGE 2 reference animals
Diagnostic Sensidvity . :
Assav ‘ Di agnostic Samples from experim ental
Validation Cut-off Determination characteristics animals if used
Pathway
moes o
Define avaluation panzl Reproducibility

STAGE 4 (—l Reference standardi<) selected |
Implem entation <—| It national rscognmon « CIE - |

l Irterpretation of testrasuts

| Deployment to other Labs

| Replacement of depleted reagents

Monitoringand Manitor precision
andaccuracy

Validation maintenance
status Assay modifications and Fvalidati
retention criteria

I

(—' Proficiency testing

‘ Comparability assessmens

Figure 1. The assay development and validation pathways with assay validation criteria highlighted in bold typescript

b)

within shadowed boxes.

Fitness for use

While this chapter deals with validation and fitness for purpose from a scientific perspective, it should also
be noted that other practical factors might impact the relevance of an assay with respect to its intended
application. These factors include not only the diagnostic suitability of the assay, but also its acceptability by
scientific and regulatory communities, acceptability to the client, and feasibility given available laboratory
resources. An inability to meet operational requirements of an assay also may make it unfit for its intended
use. Such requirements may include performance costs, equipment availability, level of technical
sophistication and interpretation skills, kitreagent availability, shelf life, transport requirements, safety,
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a)

b)

c)

biosecurity, sample throughput, turn-around times for test results, aspects of quality control and quality
assurance, and whether the assay can practically be deployed to other laboratories. Test kits used in the
field are highly desirable from an ease-of-use viewpoint, but because they are performed outside the
confines of a controlled laboratory environment, they require added precautions to maintain fitness for

purpose (8).
Assay development — the experimental studies

Essential prerequisites: factors that impact assay validation

i) Quality assurance: Whether developing assays in the laboratory or performing analyses of clinical
material, the objective is to produce data of high quality. This requires that key requirements have to be
fulfilled within the laboratory (see Chapters 1.1.3 & 1.1.1 of the Temestnal & Aquatic Manuals, respectively)
The establishment of quality assurance (QA) and quality control (QC) systems is essential, i.e. a set of
quality protocols, including the use of assay control samples that ensure that the system is working properly
and confirms data reproducibility and quality. QA and QC systems, together with trained and competent
personnel, have already been established in many laboratories world-wide.

ii) Equipment selection: Equipment that is not maintained and calibrated can be a major impediment to
achieving a quality assay. Apparatus (freezers, heating blocks, incubators, refrigerators, optical colorimeters,
thermocyclers, plate washers, pipettes, etc.) must be calibrated according to the laboratory’s quality
assurance protocols. Examples of this need include robotics used for automation of entire assays, or parts
thereof, for routine diagnostic processing. It is not sufficient to assume that robotic extraction of nucleic acid,
for example, is equivalent to previously used manual extraction methods or that an automated ELISA plate
washer provides uniform washing among wells of the plate. The instrument must be calibrated and the
protocol validated to confirm performance efficiency and to assure cross-contamination does not occur in
NAD systems or washing is adequate for all wells in a plate. (See Appendices on best practices for more
details).

iii) Selection and integrity of samples

Selection, collection, preparation and management of samples are critical variables in designing, developing,
and validating an assay. Other variables such as transport, chain of custody, tracking of samples, and the
laboratory information management system are also critical sources of variation/error that become especially
important when the assay is implemented for routine testing. Integrity of experimental outcomes during
assay development and validation is only as good as the quality of the samples used in experimentation or
routine diagnostic testing. Anticipating the factors that can negatively impact sample quality must precede
launching an assay validation effort. Reference samples used in assay development and validation should
be in the same matrix used in the assay (e.g. serum, tissue, whole blood) and representative of the species
to be tested by the resulting assay. The reference materials should appropriately represent the range of
analyte concentration to be detected by the assay. Details on proper sample collection, preparation,
management, and transport are available in the Chapter 1.1.1 of the Terrestrial Manual.

Test method design and proof of concept

Considerable thought and planning needs to go into designing all steps of a new assay destined for
validation, or an existing assay that is being modified. Assistance is offered in Appendices to this chapter,
which cover best practices for development and validation of assays for detection of various analytes (e.g.
antibody, antigen, and nucleic acid detection).

1) Analyte reference samples

Development of all assays is dependent on analyte reference samples
that reflect the target analyte and the matrix in which the analyte is found
in the population for which the assay is intended. The reference samples
may be sera, fluids or tissues that contain the analyte of interest or a
genomic construct consistent with the target analyte. These reference
materials are used in experiments conducted throughout the development
pracess and carried over into the validation of the assay

Operating range of the assay

During development of the assay, the lower and upper detection limits are
established. To formally establish this range, a high positive reference
sample is selected. (Ideally, this sample will be the same one from among
the three samples described under “Optimisation” below) This high
positive sample is serially diluted to extinction in an analyte-negative

Analyte reference samples,
containing the analyte of
interest in varying
concentrations, are useful in
developing and evaluating the
candidate assay’s validation
criteria.

Operating range of an assay:
an interval of analyte
concentrations (amounts) over
which the method provides
suitable accuracy and
precision.
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d)

matrix of the same constitution as the sample matrix of samples from animals in the population targeted by
the assay. The results are plotted as a ‘response-curve’, with the response (e.g., OD, Ct, etc) a function of
analyte concentration (amount). The curve, establishes the range of the assay, which is the interval between
the upper and lower concentration (amounts) of analyte in the sample for which a suitable level of precision®
and accuracy has been demonstrated. For most diagnostic assays, the response is the result of interaction
of the analyte with an antibody or other binding reagent. These are known as ligand binding assays (LBAs),
The typical calibration curve for LBAs is sigmoidal in shape, with a lower boundary (asymptote) near the
background response (non-specific binding) and an upper asymptote near the maximum response,

Typically, LBA data are transformed to approximate a linear relationship
between response and concentration. This transformation simplifies
interpolation of data using linear regression analysis, but with the
disadvantage of introduced bias. Since linearization is imperfect leading to
compromised estimates of accuracy and precision, numerous data-fitting
algonthms have been applied to expenmental calibration curve data from
LBAs (11). The currently accepted reference model for calibration of LBAs
Is the 4-parameter logistic model, which usually optimizes accuracy and
precision over the maximum usable calibration range (11). Such
transformations are now more practical for the general user because of
many user-friendly statistical software programs available on the internet.

Optimisation

It is useful to select at least three well-defined reference samples,

representing the analyte ranging from high positive to negative (e.g., negative, low- and high-positive).
These samples ideally should represent known infected and uninfected animals from the population that

eventually will become the target of the assay once it is validated.
Obtaining such reference samples, however, is not always possible,
particularly for nucleic acid and antigen detection assays. The alternative
of preparing reference samples spiked with cultured agents or positive
sera Is inferior because the matnx of field samples may be very different
from spiked-sample matrix. But, when no other alternative exists, spiking a
sample with a known amount of the analyte derived from culture, or
diluting a high positive serum in negative serum of the same species may
be all that 1s available. In either case, it is imperative that the matnx, into
which analyte is placed or diluted, is identical to, or resembles as closely

Precision is the degree of
dispersion among a series of
measurements of the same
sample tested under specified
conditions (see footnote 3 for
more detail)

Accuracy is the closeness of
of a test value to the expected
(true) value for a reference
standard reagent of known
concentration or titer

Optimisation is the process
by which the most important
physical, chemical and
biological parameters of an
assay are evaluated and
adjusted to ensure that the
performance characteristics of
the assay are best suited to
the intended application.

as possible the samples that ultimately will be tested in the assay. Ideally,
reference samples have been well characterised by one or preferably at least two altemate methodologies.
These samples can be used in experiments to determine if the assay is able to distinguish between varying
quantities of analyte, and for optimising the reagent concentrations and perfecting the protocol. In principle,
for all assay types, it is highly desirable to prepare and store a sufficient amount of each reference sample in
aliquots for use in every run of the candidate assay as it is evaluated through the entire development and
validation process. Switching reference samples during the validation process introduces an intractable
variable that can severely undermine interpretation of experimental data and, therefore, the integrity of the
development and validation process.

The labour-intensive process of optimising an assay Is fundamental and critical to achieving a quality assay.
Scientific judgment and use of best scientific practices provided in accompanying Appendices to this chapter
are the best assets to guide optimisation of all elements of an assay. The approach outlined provides a solid
foundation for development of an assay that fulfils the criteria of “robustness” and ‘ruggedness” when used
over extended periods of time within a laboratory or when implemented in other laboratories. Often,
prototype assays are developed using reagents and equipment at hand in the laboratory. However, if the
assay is intended for routine diagnostic use in multiple laboratories, optimization becomes extremely critical.
Every chemical and buffer formulation must be fully described. All reagents must be defined with respect to
purity and grade (including water). Acceptable working ranges must be established for parameters such as
pH, molarity, etc. Likewise for biologicals, standards for quality, purity, concentration and reactivity must be
defined. Shelf lives and storage conditions must also be considered for both chemicals and biologicals.
Acceptable ranges for reaction times and temperatures need also be established. Essential equipment
critical to assay performance must be described in detail, including operational specifications and calibration.
Process (quality) control is often an add-on at the end of assay development but it should be an integral part
of optimization from the very beginning. In addition to the above, downstream aspects such as data capture,

Precision may be evaluated in several ways by testing the same replicated sample: 1) within a plate or plates in a run of
the assay, 2) between plates run concurrently within a run of the assay, 3a) between assay runs at different times in the
same day or on different days under similar conditions, 3b) between assay runs on different days with different operators,
4) between laboratories. In this chapter, precision categories 1-3 are estimates of repeatability, and precision category 4 is
synenymous with reproducibility. Levels 3a and 3b are also known as intermediate precision
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e)

manipulation and interpretation may also require standardisation and optimisation. Finally, all of these
parameters, once optimised, must be fully described in the test method protocol.

In some assay types, a correct assay result is fully dependent on getting a particular step in the testing
process correct, requiring special attention during optimisation. A case in point is nucleic acid extraction from
the sample. Both commercial (robotic, spin columns, and magnet-based extractions, etc.) and standard
chemistry-based methods are used for DNA or RNA extraction It is crucial to determine the most
reproducible and efficient extraction method through optimisation experiments. Extraction needs to be
optimised for every type of tissue that may be targeted by the assay. If the method of extraction is changed,
at a minimum, comparable efficiency of extraction should be demonstrated (see Section B.6 below and
associated Appendix 1.1.4.6 for additional information on establishing comparability when reagents are
changed).

A variety of analyte reference samples and other process controls that are routinely included in any assay
system are identified in the following sections. These provide critical assay monitoring functions that require
special attention during assay optimisation. In addition, proper preparation and storage of all biological
reagents and reference materials must be heeded to ensure stability (see Chapter 1.1.1 of the Terrestral
Manual).

During experimentation to optimise the assay, take note of assay parameters that have a narrow range in
which they perform optimally, as these are the critical points that may affect an assay’s robustness (see
Section A.2.f).

Inhibitory factors in sample matrix

Generally, for antibody detection in serum, assays are rather resistant to inhibitory factors, with the
exception of certain assays, e.g. toxic factors in viral neutralisation assays, or when endogenous substances
found in certain sample types inhibit enzymatic reactions in ELISAs. For nucleic acid detection, sample
matrices including blood, serum, body tissues, and swab samples allow for easy extraction of target nucleic
acids, while faeces, autolysed tissues and semen samples can be more difficult to handle because of the
presence of factors which can inhibit downstream assays such as PCR.

Robustness

Robustness refers to an assay’s capacity to remain unaffected by
minor variations in test situations that may occur over the course of | Robustness is a measure of an
testing in a single laboratory. It is assessed by deliberate variations in | assay's capacity fo remain
method parameters (23). Assessment of robusiness should begin | unaffecied by small, but deliberate,
during assay development and optimization stages. The deliberate Vag“'“"? d'” r"e'h"é’. pziirame'ft*.’trs-
variations in method parameters may be addressed in experiments ?e[}iagﬁ?t\;ldﬁfir?gr‘lgrrlrclgl 32:98'5
after optimal conditions for an assay are established. However, when ’
multi-factorial fitrations of reagents are used for optimizing the assay,
indications of a compromised robustness may surface. If slight differences in conditions or reagent
concentrations cause unacceptable variability, the assay most likely will not be robust. Early knowledge of
this situation elicits a critical decision point for determining whether to continue with validation of the assay
would be worthwhile, because if an assay is not robust within one laboratory under rather ideal conditions, it
15 unlikely to exhibit ruggedness (reduced reproducibility) when transferred to other laboratories (ruggedness
is addressed in Section 4).

The factors most likely to affect assay robustness are guantitative (continuous) such as pH and temperature;
qualitative (categorical) such as batch of reagents or brand of microtiter plates; and mixture-related such as
aqueous or organic matrix factors (9). For ligand-binding assays (LBAs), lack of robustness is not only due
to less-than-optimal concentration/amount of the bio-reagent specified in the method, but may also be due to
the intrinsic characteristics of the biological reagent (e.g. monoclonal antibody affinity or polyclonal antibody
avidity and/or valency). Robustness, therefore, particularly of LBA-based assays, may be affected by
systematic and/or random errors (22).

Robustness testing is demonstrated on a method-by-method basis. All critical reagents are identified and
subjected to a factorial assessment which compares all possible combinations of reagents. For example, in
antibody detection by ELISA, factors may include concentration of antigen bound to the solid phase,
conjugate dilution and several test sera representing the operating range of assay. The response of the
assay with respect to these small changes shall not result in unacceptable variability. Alternatively,
robustness can be demonstrated through the application of factorial design experiments (9, 26)

Raobustness is further verified during Stage 1 of assay validation. When the optimized test is first run under
routine laboratory conditions, this practical measure of robustness is referred to as repeatability (see Section
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2.a) and it is continually monitored as part of process control procedures for the duration of the life of the
assay (see Section 6.a).

g) Calibration of the assay to standard reagents
i) International and national analyte reference standards

Ideally, international reference standards, containing a known concentration of analyte, are the
reagents to which all assays are standardised. Such standards are prepared and distributed by
international reference laboratories. National reference standards are calibrated by comparison with an
international standard reagent whenever possible; they are prepared and distributed by a national
reference laboratory. In the absence of an intemational reference standard, a national reference
standard becomes the standard of comparison for the candidate assay. These standard reagents are
highly characterised through extensive analysis, and preferably the methods for their characterisation,
preparation, and storage have been published in peer-reviewed publications.

ii) In-house standard reagent An in-house reference standard generally has the highest metrological
quality available at a given location in a given organization, and is calibrated against an International or
National standard. In the absence of either of these calibrators and to the extent possible, the in-house
standard is highly characterised in the same manner as international and national analyte standards
This local in-house standard therefore becomes the best available standard, and is retained in
sufficient aliquotted volumes for periodic use as the standard to which working standards are
calibrated.

iii) Working standard reagent

One or more working standard reagent(s), commonly known as analyte or process controls, are
calibrated to an intermational, national, or in-house standard reagent, and are prepared in large
guantities, aliquotted and stored for routine use in each diagnostic run of the assay.

h)  “Normalising” test results to a working standard(s)

Due to the inherent variation in raw test results that are often observed between test runs of the same assay
or among laboratories using the same or similar assays, It is virtually impossible to directly compare (semi-)
quantitative data. To markedly improve the comparability of test results both within and between
laboratories, one or more working standard reagent(s) are included in each run of an assay. Raw test values
for each test sample can then be converted to units of activity relative to the working standard(s) by a
process called ‘normalisation’ [not to be confused with transformation of data to achieve a ‘normal’
(Gaussian) distribution]. The ‘normalized’ values may be expressed in many ways, such as a percent of a
positive control (e.g. in an ELISA), or as a concentration or titer of an analyte derived from a standard curve,
or as a number of targeted genomic copies also derived from a standard curve of Ct (cycle threshold) values
for real time PCR It is good practice to include working standards [or at least a reasonably well-
characterized sample(s) in all runs of the assay during assay development and validation because this
allows ‘normalization’ of data which provides a valid means for direct comparison of results between runs of
an assay. Automated assay systems may calculate and report ‘normalized’ data by, for example, a standard
curve, or by reporting the cycle number at which the cycle threshold is exceeded as in real-time PCR. For
more information, see Appendices 1.14.1and 1.1.4.3.

B. ASSAY VALIDATION PATHWAY

1. Definition of a validated assay.

“Validation” is a process that determines the fitness of an assay that has been properly developed, optimised and
standardised for an intended purpose. Validation includes estimates of the analytical and diagnostic performance
characteristics of a test. In the context of this document, an assay that has completed the first three stages of the
validation pathway (Figure 1), including performance charactensation, can be designated as “validated for the
original intended purpose(s)”

To retain the status of a validated assay, however, It Is necessary to assure that the assay as onginally validated
consistently maintains the performance characteristics as defined during validation of the assay (see Section 6
below). This can be determined in a quality assurance program characterized by carefully monitoring the assay’s
daily performance, primarily through precision and accuracy estimates for internal controls, and by scheduled
external proficiency testing. Should the assay cease to produce results consistent with the onginal validation data,
the assay would be rendered unfit for its intended purpose. Thus, a validated assay must be continuously
assessed to assure it maintains its fitness for purpose.
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2, Stage 1 — Analytical performance characteristics

Ideally, the design for studies outlined in the following sections should be done with assistance of a statistician. It
is possible to design experiments that efficiently provide information on likely within- and among-laboratory
sources of variation In assay precision (see footnote 3 under Section A.2.c, above) which will define the
performance characteristics of the assay. Stage 1 studies for repeatability, reproducibility and assessment of
analytical sensitivity (limit of detection) should be performed in a blinded fashion with random selection of
samples. The choice of organisms, strains or serotypes to assess analytical specificity should reflect current
knowledge and therefore inform the best possible experimental design for targeting specific analytes.

a) Repeatability

Repeatability is estimated by evaluating variation in results of replicates

74

b)

from a minimum of three (preferably five) samples representing analyte
activity within the operating range of the assay. Each of these samples Is
then aliquoted into individual vessels as three identical replicates of the
original sample containing the original analyte and matrix concentration
Each replicate is then run through all steps of the assay, including creating
the working dilution, as though it were a test sample derived from the

Repeatability is the level of
agreement between resulis
of replicates of a sample
both within and between runs
of the same test method in a
given laboratory.

population targeted by the assay. It is not acceptable to prepare a final

working dilution of a sample in a single tube from which diluted aliquots are pipetted into reaction vessels, or
to create replicates from one extraction of nucleic acid rather than to extract each replicate before dilution
into the reaction vessels. Such ‘samples’ do not constitute valid replicates for repeatability studies. Between-
run varnation is determined by using the same samples in multiple runs (approximately 20) involving two or
more operators, done on at least five separate days. The variation in replicate results can be expressed as
standard deviations, confidence intervals, or other possible options (see Appendix 1.1.4.4 on measures of
uncertainty for assessments of repeatability).

Analytical specificity (ASp)

Analytical specificity distinguishes between the target analyte and other
components in the assay in at least three distinctive ways. These are
described as the selectivity, exclusivity, and inclusivity of the assay.

Analytical specificity is the
degree to which the assay
distinguishes between the
target analyte and other
components that may be
detected in the assay.

. Selectivity refers to the extent to which a method can accurately
quantify the targeted analyte in the presence of: 1) interferents such
as matrix components (e.g. inhibitors of enzymes in the reaction mix);
2) degradants (e g. toxic factors); 3) non-specific binding of reactants
to a solid phase, (e.g. conjugate of an ELISA adsorbed to well of microtiter plate); 4) antibodies to
vaccination which maybe confused with antibodies to active infection. Such interferents may cause
falsely reduced or elevated responses Iin the assay that negatively affect its analytical specificity
Vessman, et al (24) is a useful overview of selectivity as defined for analytical chemistry from which a
modification described herein was deduced for application to diagnostic tests.

. Exclusivity is the capacity of the assay to detect an analyte or genomic sequence that is unique to a
targeted organism, and excludes all other other known organisms that are potentially cross-reactive
This would also define a confirmatory assay.

. Inclusivity is the capacity of an assay to detect several strains or serovars of a species, several
species of a genus, or a similar grouping of closely related organisms or antibodies thereto It
characterizes the scope of action for a screening assay.

After eliminating interferents to the extent possible, the next step is to test a panel of samples appropriate for
evaluating either inclusivity, exclusivity, or both, depending on the intended purpose of the assay.

ASp applies to both direct and indirect methods of analyte detection. If exclusivity is required, field samples
should be obtained from animals infected with genetically-related, non-pathogenic organisms, but this may
prove difficult or even impossible. In such cases, cultivated organisms can be used in direct detection
methods, or serum from animals exposed experimentally by natural routes for indirect detection methods
Acceptable cross-reactivity is largely dependent on the intended purpose of the test and the prevalence of
the cross-reactive organisms/analytes in the target population samples — which must be determined for each
case (see Appendix 1.1.4.5 for more detail). For PCR, it is useful to perform computer simulation studies as
an adjunct to laboratory assessment of ASp; however, such studies are not sufficient by themselves to
evaluate ASp.

A factor unigue to viral antibody detection is the possible antibody response of animals to carrier proteins
found in vaccines — another type of interferent that may negatively affect selectivity. If such proteins are also
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c)

d)

e)

present in the solid phase antigen on ELISA plates, they may bind antibody developed to vaccine carrier
proteins and give false-positive results (lack of exclusivity in the assay). Use of vaccine preparations as
antigens in ELISAs is, therefore, not recommended. See Appendix 1.1.4.1 for specific practices to determine
ASp.

Analytical sensitivity (ASe)

Analytical sensitivity is synonymous with the lower limit of detection (LOD) of an analyte in an assay. For
direct-detection assays, this may be expressed as the number of
genome copies, infectious dose, colony-forming units, plaque forming o ;

units, etc., of the agent that can be detected and distinguished from the :L?:;n?;;e;::zﬁnﬁ; is the
result of a matnx background. Most commonly, this 1s expressed as a smallest amount of analyte in a
number of copies, complement-fixing units or plague-forming units giving sample that can be detected by
at least 50% positive results among the replicates of a sample for a a direct detection assay in at
specified volume or weight (see Appendix 1.1.45 for detail on LOD | least 50% of the replicates for
determination). For indirect detection assays, it is the least amount of | €ach dilution, in a dilution series
antibody detected, usually, the penultimate dilution of sample in which | ©f analyte in matrix

the analyte is indistinguishable from the activity of a sample matrix
control.

If the intended purpose is to detect low levels of analyte or subclinical infections and it is difficult to obtain the
appropriate reference matenals, for example samples from early stages of the infection process, it may be
useful to determine comparative analytical sensitivity by running a panel of samples on the candidate assay
and on another independent assay. This would provide a relative comparison of analytical sensitivity
between the assays, but care must be taken in choosing the independent assay used in the comparison fo
ensure that the analytes being detected (if different) demonstrate the same type of pathogenic profile in
terms of time of appearance after exposure to the infectious agent, and relative abundance in the test
samples chosen.

Where a new, more sensitive test is developed, it may be necessary to test serial samples taken from
infected animals early after infection, on through to the development clinical or fulminating disease, and to
run these in parallel with previously used tests to demonstrate the increased sensitivity. This would also
provide a temporal comparison of the earliest point of detection relative to the pathogenesis of the disease.

Standard test method for comparison with the candidate assay test method

There are situations where it is not possible or desirable to continue to
Stage 2 of the_ Validation Pathway bt_acause appropriate samples from the A Standard test method is the
target population are scarce and animals are difficult to access (such as | pest intemationally or nationally
for exotic diseases). However, a small but select panel of highly recognized method, or in their
characterised test samples representing the range of analyte absence, the best available
concentration should be run in parallel on the candidate assay method | method preferably published in
and by the standard method if it exists. areputable journal.

Analytical accuracy of adjunct tests or procedures

Some test methods or procedures may be qualified for use as analytical tools in the diagnostic laboratory.
These usually are secondary adjunct tests or procedures that are applied to an analyte that has been
detected in a primary assay. The purpose of such analytical tools is to further characterise the analyte
detected in the primary assay. Examples of such adjunct tests include virus neutralisation to type an isolated
virus, or molecular sequencing to confirm a realtime PCR test result Pathogenicity indices,
haemagglutination inhibition, drug resistance determinations, etc. are other examples where adjunct tests or
procedures are performed, either independent of, or as part of a pnmary assay.

Such adjunct tests must be validated for analytical performance characteristics (Sections A .2 through B.2 ¢,
above), but differ from routine diagnostic tests because they do not require validation for diagnostic
performance characteristics (Sections B.3 through B.5, below). The analytical accuracy of these tools may
be defined by comparison with a reference reagent standard, or by charactenstics inherent in the tool itself
(such as endpoint titration). In all of these examples, the targeted analyte is further characterised
quantitatively or qualitatively by the analytical tool.

Preliminary evaluation of reproducibility

Preliminary reproducibility estimates of the candidate assay may be useful at this time in the validation
process, where only a small panel of highly characterised samples is available. This panel could be used for
a limited evaluation of reproducibility to enhance provisional acceptance status for the assay. The candidate
test method is then duplicated in laboratories at one or more different institutes, and the panel of samples is
evaluated using the candidate assay in each of these laboratories, using the same protocol, same reagents
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g

3.

as specified in the protocol, and comparable equipment. This is a scaled-down version of Stage 3 of assay
validation.

Provisional assay recognition®

Experience has shown that the greatest obstacle for continuing
through Stage 2 of the Validation Pathway is the number of Provisional recognition defines an assay
defined samples required to calculate DSe and DSp (see | thathas been assessed through Stage 1
requirements for Stage 2, Diagnostic Performance, below). The | for criical assay benchmark parameters:
formula is well known and tables are available for determining | AS€. ASP. repeatability, and an estimate
the number of samples required to estimate various levels of | °f reproducibility.

DSe and DSp, depending on the amount of allowable error and
the level of confidence in the estimates (Table 1 and reference 19). The formula assumes that the myriad of
host/organism factors that may affect the test outcome are all accounted for. Since that assumption may be
questionable, the estimated sample sizes are at best minimal. For a disease that is not endemic or
widespread, it may be impossible, initially, to obtain the number of samples required, but over time, accrual
of additional data will allow adjustment of the threshold or if no adjustment is needed, enhance confidence in
the estimates.

Historical precedent would suggest that assays were generally the product of laboratory experiments with an
emphasis on analytical sensitivity and analytical specificity, and evaluation of panels of field samples was
nominal. Such bench validation for bovine spongiform encephalopathy (BSE) is a classical example where
positive field samples were not available. Nevertheless, during extended periods of usage in diagnostic
settings, such tests have undergone adjustments based on empirical evidence to reduce false-positive and
false-negative results. For some of the BSE rapid tests, adjustments had to be made in the cut-off to reduce
false-positive results apparent in early implementation. Bench validation provided a level of confidence in
diagnostic performance that was adequate for conditional diagnostic use as determined by national
authorities. But, it must never become a replacement for a full field validation. Therefore bench validation of
diagnostic assays can only offer provisional recognition with anticipation that full field validation will follow.

A provisional recognition of an assay by state or national authorities recognises that the assay has not been
evaluated for diagnostic performance characteristics. As such, the laboratory should develop and follow a
protocol for adding and evaluating samples, as they become available, to fulfil this requirement. Ideally, this
process should be limited fo a specific timeframe in which such an accrual would be directed foward fulfilling
Stages 2 and 3 of the validation pathway. This concept should be limited to emergency situations where
rapid introduction of new tests is deemed essential by authorities. There may be other situations where bi-
lateral trade agreements, based on tests (e.g. standard test methods) that have not been fully validated
within a given country, are mutually accepted. In exceptional cases for rare diseases where no other assay
option exists, provisional recognition may be allowed, but reporting of results should include a statement of
the provisional nature of the validation of the assay. In all cases, sound evidence must exist for preliminary
estimates of DSp and DSe based on a small select panel of well-characterised samples containing the
targeted analyte

Stage 2 — Diagnostic performance of the assay

Diagnostic Sensitivity and Diagnostic Specificity. Estimates of DSe and DSp are the primary performance
indicators established during validation of an assay. These estimates are the basis for calculation of other

parameters from which inferences are made about test resulis (e.g.
predictive values of positive and negative test results). Therefore, it is
imperative that estimates of DSe and DSp are as accurate as possible proportion of samples from known
Ideally, they are derived from testing a panel of samples from reference infected reference animals that test
animals, of known history and infection status relative to the positive in an assay.
disease/infection in question and relevant to the country or region in
which the test is to be used. Receiver operating characteristic curve
analysis is a useful adjunct to estimation of DSe and DSp because it | |ninfected reference animals that test
assesses the global accuracy of a quantitative diagnostic test across negative in an assay.

possible assay values (14, 15, 27). This approach is described in-depth in

Diagnostic sensitivity is the

Diagnestic specificity is the
propertion of samples from known

Appendix 1.145

A sampling design must be chosen that will allow estimation of DSe and DSp. The designated number of known
positive and known negative samples will depend on the likely values of DSe and DSp of the candidate assay and
the desired confidence level for the estimates (Table 1 and reference 19). An abbreviated Table 1 provides two

4 Provisional recognition does not imply certification by the OIE. It does, however, recognise an informed decision of
authorities at local, state, national or international levels of their conditional approval of a partially validated assay. usually
for a time-limited use in emergency situations or as the basis for bi-lateral agreements between countries that choose to
accept results from such an assay for trade purposes.
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panels of the theoretical number of samples required, when either a 5% or 2% error is allowed In the estimates of
DSe or DSp. Comparison of a 5% vs 2% error shows a considerable reduction in the number of samples required.
A rather large number of samples is required to achieve a very high confidence for DSe and DSp when a minimal
amount of error in the estimate is desired. Logistical and financial limitations may require that less than an optimal
number of samples will be evaluated. However, by reducing the DSe and DSp confidence levels to less than 90%
usually would not be recommended. Sample size also may limited by the fact that reference populations and “gold
standards” (perfect reference standards) may be lacking (see Appendix 1.1.4.5 for further detail). It may,
therefore, be necessary to use a sub-optimal number of samples initially. It is, however, highly desirable to
enhance confidence and reduce allowable error in the DSe and DSp estimates by adding more samples as they
become available.

Table 1. Theoretical number of samples fram animals of known infection status required for establishing diagnostic
sensitivity (DSe) and specificity (DSp) estimates with known confidence

2% ermor allowed in estimate of DSe and | 5% error allowed in estimate of DSe and
DSp DSp
. Confidence Confidence
Estimated
75% 80% 85% 90% 95% 99% 75% 80% 85% 90% 95% 99%
DSe or DSp

90% 257 369 475 610 864 1493 | 41 59 76 98 138 239
92% 210 302 389 466 707 1221 x| 48 62 5 13 195
94% 161 232 298 382 542 935 26 ar 48 61 87 150
95% 136 196 251 3rz2 456 788 22 31 40 60 73 126
96% 110 158 203 260 369 637 18 25 32 42 59 102
97 % 83 119 154 197 279 483 13 19 25 32 45 77
98% 56 80 103 133 188 325 9 13 16 21 30 52
99% 28 41 52 67 95 164 4 7 8 11 15 26

rPercent error allowed in the estimate of DSe or DSp = 2% in the left panel and 5% in the right panel. For the
number of samples required for 1%, 3%, and 4% allowable error in the estimate of DSe and DSp, multiply the number
of samples in the left panel of the table by a factor of 4.0, 0.44, and 0.25, respectively.

The following are examples of reference populations and methodologies that may aid in determining performance
charactenistics of the test being validated

a)

b)

Reference animal populations

Ideally, selection of reference animals requires that important host variables in the target population are
represented in animals chosen for being infected with or exposed to the target agent, or that have never
been infected or exposed. The vanables to be noted include but are not imited to species, age, sex, breed,
stage of infection, vaccination history, and relevant herd disease history.

i)  Negative reference samples: True negative samples, from animals that have had no possible
infection or exposure to the agent, may be difficult to locate. It is often possible to obtain these samples
from countries that have eradicated or have never had the disease in question. Such samples are
useful as long as the targeted population for the assay is similar to the sample-source population.

ii) Positive reference samples: It is generally problematic to find sufficient numbers of true positive
reference animals, as determined by isolation of the organism. It may be necessary to resort to
samples from animals that have been tested by another test such as a nucleic acid detection system.

i) Samples from animals of unknown status: See Appendix 1.1.4.5 Section 5.b.i, and Section 3._a.iii of
this chapter for a discussion of latent class models

Reference animal infection status

i) So-called “Gold Standard” model

The term ‘gold standard’ is commonly used to describe any standard of comparison, but it should be limited
o methods or combination of methods that unequivocally classify animals as infected/exposed or uninfected.
Some isolation methods themselves have problems of repeatability and analytical sensitivity, so are not truly
gold standards particularly for purportedly negative samples. When the so-called reference standard is
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imperfect, which is the common scenario for most ante-mortem tests, estimates of DSe and DSp for the
candidate assay may be compromised because the error in estimates obtained by comparison to the relative
standard is carried over into the estimates for the candidate assay. Indeed, when using imperfect reference
assays, the DSe and DSp performance estimates of the candidate assay will be flawed and often
overestimated.

MNAD assays may be more sensitive and specific than existing ‘gold standard’ methods, which render the
established ‘gold standard’ as not suitable for use as a comparison. If the NAD is more sensitive than the
‘gold standard,” an apparent lower relative specificity will be misleading. This problem may be partially
resolved by assessing sample derivation, clinical history and sequencing of any PCR products to confirm
analyte identity.

ii. Latent-class models

Latent-class models (5, 10, 12 17) do not rely on the assumption of a perfect reference test but rather
estimate the accuracy of the candidate test and the reference standard with the joint test results . Because
these statistical models are complex and require critical assumptions, statistical assistance should be sought
to help guide the analysis and describe the sampling from the target population(s), the charactenistics of
other tests included in the analysis, the appropriate choice of model and the estimation methods based on
peer-reviewed literature (see Appendix 1.1.4.5 on statistical considerations for details).

c) Experimentally infected or vaccinated reference animals
Sera obtained sequentially from experimentally infected or vaccinated animals are useful for determining the
kinetics of antibody responses or the presence/absence of antigen or organisms in samples from such
animals. However, multiple serially acquired pre- and post-exposure results from individual animals are not
acceptable for establishing estimates of DSe and DSp because the statistical requirement of independent
observations is violated. Only single time-point sampling of individual experimental animals is acceptable
Also, for indirect methods of analyte detection, exposure to organisms under expenmental conditions, or
vaccination may elicit antibody responses that may not be quantitatively and qualitatively typical of natural
infection in the target population (19). The strain of organism, dose, and route of administration to
experimental animals are examples of vanables that may introduce error when extrapolating DSe and DSp
estimates to the target population. For these reasons, validation of an assay should not be based solely on
samples from expernimental animals.
d) Threshold (cut-off) determination
To obtain DSe and DSp estimates of the candidate assay, the test results
first must be reduced to categorical (positive, negative, or intermediate)
status. This is accomplished by insertion of one or two cut-off points IQ;:;,';?;?, ?Qg;;;;gﬁﬁnﬂ‘;us_
(threshold or decision limits) on the continuous scale of test results. The | 4 cut-off is the test value
selection of the cutoff(s) should reflect the purpose of the assay and its selected for distinguishing
application, and must support the required DSe and DSp of the assay between negative and positive
Options and descriptive methods for determining the best way to express | resulis on a confinuous scale
DSe and DSp are available (5, 12, 13, 15, 19, 27 and Appendix 1.1.4.5 on | Oftestvalues.
statistical considerations). If considerable overlap occurs in the o
distributions of test values from known infected and uninfected animals, it Lﬂg&z%ﬂzﬁ:‘;ﬂmﬁr&e
is difficult to select a single cutoff that will accurately classify these | tems used synonymously for
animals according to their infection status. Rather than a single cut-off, two a zone of test values between
cut-offs can be selected that define a high DSe (e.g. inclusion of 99% of | the positive and negative cut-
the values from infected animals), and a high DSp e.g. 99% of the values | offs
from uninfected animals). The values that fall between these percentiles
may be classified as intermediate (see box), and would require testing by a confiratory assay, retesting for
detection of sero-conversion, or sequencing for identity.
The main difficulty in establishing cut-offs based on diagnostic performance characteristics is the lack of
availability of the required number of well-charactensed samples. Alternatives are discussed in Section
B.2.g. on provisional acceptance of an assay during accrual of data to enhance estimates of DSe and DSp.
e) Calculation of DSe and DSp based on test results of reference sera
A typical method for determining DSe and DSp estimates is to test the reference samples in the new assay,
and cross tabulate the categorical test results in a 2 X 2 Table. In a hypothetical example, assume the test
developer decided that estimated DSe and DSp for the new assay should be 97% and 99%, respectively,
with a desired confidence of 95% for both estimates. The amount of allowable error in the estimates was set
at 2%. Table 1 indicates that 279 samples from known infected animals are required for the DSe
assessment, and 95 known negative samples are needed for establishing the DSp estimate. The samples
OIE Terrestrial Manual 2010 13
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were then run in the new assay. Table 2 is an hypothetical set of results and the calculated DSe and DSp

estimates based on the samples tested.

Table 2. Diagnostic sensitivity and specificity estimates calculated from hypothetical set of results for samples
tested from known infected and non-infected populations

Number of reference samples required”

Known positive (279)

Known negative (95)

Pasitive 270

Test ™

FP

results EN

TN

MNegative g

88

Diagnostic sensitivity”

TPITP + FN)

96.7% (94.0 —98.5%)""

Diagnostic specificity™

TN/(TN + FP)
92.0% (84.3 —96.7%)""

* Based on Table 1 for an assay with the following parameters:
1) Prior to testing, estimated DSe of 97% and DSp of 99%
2)  95% = required confidence in DSe and DSp estimates
3) 2% = Allowable error in the estimates of DSe and DSp
TP and FP = True Positive & False Positive, respectively
TN and FN = True Negative and False Negative, respectively
** 95% exact binomial confidence limits for DSe and DSp calculated
values (see Appendix 1.1.4.5 for information on confidence limits)

In this example, the DSe estimates are as anticipated, but the DSp 1s much reduced from the anticipated
99%. As a consequence, the width of the confidence interval for DSp is greater than expected. Re-inspection
of Table 1 indicates that 707 samples are necessary to achieve an error margin of + 2% at a DSP of 92% but

such an increase in sample size might not be feasible

4. Stage 3 — Reproducibility and augmented repeatability estimates

Reproducibility is an important measure of the precision of an assay when used in several laboratones located in

distinct or different regions or countries using the identical
assay (protocol, reagents and controls). Each of at least three
laboratories test the same panel of samples (blinded)
containing a minimum of 20 samples, with identical aliquots
going to each laboratory (see Appendix 1.1.4.7 on panels of
samples). This exercise also generates preliminary data on
non-random effects attributable to deployment of the assay to
other laboratories - also known as ruggedness of the assay. In
addition,  within-laboratory  repeatability estimates are
augmented by the replicates used in the reproducibility studies
Measurements of precision can be estimated for both the
reproducibility and repeatability data (see Appendix 1.1.4.4 on
Measurement of Uncertainty for further explanation of the topic
and its application).

5. Stage 4 — Programme implementation

a)  Interpretation of test results,

Reproducibility is the ability of a test method to
provide consistent results, as determined by
estimates of precision, when applied to aliquots
of the same samples tested in different
laboratories

Ruggedness is a measure of the assay’'s
capacity to remain unaffected by substantial
changes or substitutions in test conditions
anticipated in multi-laboratory utilisation.

Predictive values of test results. An assay’s test results are most useful when the inferences made from
them are accurate. Predictive values for test results need to be based on the true prevalence of

exposurefinfection in the targeted population. For
screening assays used in surveillance of a 'disease-free’
population, false-positive results are a significant
problem_ For instance, an assay may have impeccable
credentials (e.g. high precision and accuracy, 99% DSe

Predictive Value (PV) of positive or negative
test result. PV+ is the probability that an animal
has been exposed or infected, given that it tests
positive. PV is the probability that an animal is
free from exposure or infection, given that it tests
negative
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b)

)

a)

b)

and 99.9% DSp). But if the prevalence of disease is close to zero, and the assay has one false positive for
every 1000 animals tested, false-positive inferences are a problem (see reference 19 for PV tables for
various estimates of DSe and DSp). Similarly, if the assay for a highly virulent disease has one false
negative for every 100 animals, false negative inferences could have devastating consequences This
illustrates the critical importance of choosing diagnostic thresholds that are appropriate for the application at
hand. Thresholds should be chosen to minimize the effect of false positives and/or false negatives on the
predictive values of the fest given its application and the prevalence of exposure/infection in the target
population. It may also be prudent to have highly specific confirmatory assays to determine whether
screening assay reactors are true or false positives.

For nucleic acid assays, it may be necessary to confirm NAD-positive results by sequence analysis of the
amplified product (an example of an assay to assist in resolving errors due to non-specific target or primer
binding).

International recognition

Traditionally, assays have been recognised internationally by the OIE when they are designated as
prescribed or alternate tests for trade purposes. This has often been based on evidence of their usefulness
on a national, regional or international basis. For test kits that have completed the certification process, the
final step is listing of the test in the OIE Register. Tests listed in the Register are certified as fit for a specific
purpose if they have completed Validation Stages 1, 2 and 3. The Register is intended to provide potential
test users with an informed and unbiased source of information about the test and its performance
characteristics for an intended purpose The Register is available on the OIE website at
www.ole.int/vcda/ena/en vcda reqistre.htm

Deployment of the assay

Ultimate evidence of the usefulness of an assay is its successful application(s) in other laboratories and
inclusion in national, regional and/or international programmes. Reference laboratones play a critical role in
this process. In the natural progression of diagnostic and/or technological improvements, new assays will
become the new standard method to which other assays will be compared. As such, they may progressively
achieve national, regional and international recognition. As a recognised standard, these assays will also be
used to develop reference reagents for quality control, proficiency and hamonisation purposes These
reference reagents may also become international standards.

An assessment of ruggedness should be repeated when the test is transferred from the development
laboratory to the field, whether for use in local laboratories or in pen-side applications. Predictable changes,
e.g. extremes of temperature and levels of operator experience, should be assessed as additional sources of
variation in assay results that may affect estimates of ruggedness (which is mostly derived from
reproducibility estimates).

Monitoring assay performance after initial validation

Monitoring the assay

A validated assay in routine use needs to be consistently
monitored for repeatability through process controls to | Centrol chart — A graphical representation
evaluate possible temporal changes in test precision and | ©f datafrom the repetitive measurement of a
accuracy. These changes can be monitored graphically by tct‘])é‘ggg Sag’ﬂfﬁ%é‘med in different runs of
plotting control values in control charts. Deviations from the ay ’

expected performance should be investigated so comrective
action can be taken if necessary. Such monitoring provides critical evidence that the assay retains its
“validated” designation during the implementation phase of the assay. Subsequent ongoing evaluation of the
assay's performance is also essential and is usually done through assessments of precision, accuracy, and
outlier tendencies using control charts. Reproducibility is assessed through external quality control
programmes such as proficiency testing.

Diagnostic modifications — considerations for changes in the assay

Qver time, modification of the assay likely will be necessary to address changes in the analytes targeted
(i.e., modification of the assay to adjust diagnostic performance) or technical modifications may be needed to
improve assay efficiency or cost-effectiveness.

If the assay is to be applied in another geographical region and/or population, revalidation of the assay under
the new conditions is recommended. Lineages or sub-lineages of a virus, denved from animals in different
geographic locations, are known to have different target sequences or primer sites, requiring revalidation of
the assay. This is especially true for NAD systems as it is very common for point mutations occur in many
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c)

infectious agents (i.e. RNA viruses). Mutations, which may occur within the primer or probe sites can affect
the efficiency of the assay and even invalidate the established performance characteristics. It is also
advisable to regularly confirm the target sequence at the selected genomic regions for national or regional
isolates of the infectious agents. This is especially true for the primer and probe sites, to ensure that they
remain stable and the estimates of DSe for the assay are not compromised.

A similar situation may occur with incursion of new viral lineages into countries or regions where that viral
lineage did not previously exist. In these circumstances, existing NAD assays which did not target these
novel lineages may need to be modified to include primers or probes targeting these new analytes. The
same would be true for typing sera used in virus neutralisation assays.

i)  Technical modifications and comparability assessments

Technical modifications to a validated assay such as changes in instrumentation, extraction protocols,
and conversion of an assay to a semi-automated or fully automated system using robotics will typically
not necessitate full revalidation of the assay. Rather, a methods comparison study is done to determine
if the relatively minor modifications of the assay affect the test results. Comparability can be
established by running the modified procedure and original procedure side-by-side, with the same
panel of samples in both, over several runs. The panel chosen for this comparison should represent the
entire operating range of both assays. If the results from the modified procedure and originally
validated method are determined to be comparable in an expernment based on a pre-specified criterion,
the modified assay remains valid for its intended purpose. See Appendix 1.1.4.6 for description of
experiments that are appropriate for comparability testing and Appendix 1.1.4.7 on reference sample
panels.

A comparability assessment may or may not be adequate iIf the test is applied to a different sample
matrix, e.g. validated on blood and used on another tissue in the sample species. Revalidation may be
necessary if the test is designed for use in a new species.

ii) Replacement of depleted reagents

When a reagent such as a control sample is nearing depletion, it is essential to prepare and repeatedly
test a replacement before such a control is depleted The prospective control sample should be
included in multiple runs of the assay in parallel with the original control to establish their proportional
relationship. Whenever possible, it is important to change only one reagent at a time to avoid the
compound problem of evaluating more than one variable.

Enhancing confidence in validation criteria

Because many host varables have an impact on the diagnostic performance of assays, it i1s highly desirable
over time to increase the number of reference samples from animals of known infection status. This
improves the precision of the overall estimates of DSe and DSp, and may allow calculations of DSe
estimates by factors such as age, stage of disease, and load of organisms. New data should be included
annually in relevant test dossiers.
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