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RESUMO 

Métodos diagnósticos aplicados à veterinária são detentores de notória relevância para 

diagnósticos de doenças dos animais, tanto no desenvolvimento de atividades de pesquisa 

quanto para a realização de análises laboratoriais de rotina. A credibilidade atribuída aos 

resultados obtidos a partir dos ensaios laboratoriais é dependente, em grande medida, da 

validação do método utilizado. Um método validado deve haver comprovado por avaliação e 

fornecimento de evidências que os requisitos para um determinado uso pretendido tenham sido 

cumpridos. Atualmente, existem organizações e agências que editam diretrizes e, 

recomendações com esse propósito, entretanto, nem sempre completas. Além disso, tais 

recomendações podem diferir em alguns requisitos e ainda, nos parâmetros de validação mesmo 

em se tratando de um mesmo tipo de método diagnóstico.  Como resultado, observa-se uma 

busca constante pela harmonização de normas objetivando assegurar a equivalência de ensaios 

laboratoriais. O objetivo dessa pesquisa foi construir um modelo teórico-metodológico 

norteador da validação de métodos sorológicos para diagnósticos laboratoriais de doenças dos 

animais. Nessa pesquisa, em um primeiro momento, a partir do ano 2000, foram analisadas as 

recomendações, para o desenvolvimento de processos de validação de métodos para diagnóstico 

veterinário, utilizados por 40 países, entre aqueles, 34 membros e seis parceiros da Organização 

para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OCDE). Em um segundo momento, foi 

realizado um inquérito sobre o processo de desenvolvimento e validação de ensaios laboratoriais 

veterinários em uma amostra de 38 pesquisadores, de 10 universidades brasileiras. Num terceiro 

momento foi verificada a frequência dos critérios de validação em artigos publicados em 

periódicos internacionais. Os resultados das análises realizadas apontaram que os critérios mais 

frequentemente empregados em processos de desenvolvimento e validação de métodos 

diagnósticos foram: proposta de uso e reprodutibilidade (88,9%) e sensibilidades e 

especificidades analíticas e diagnósticas (72,2%). A referência mais utilizada em pesquisa e 

validações de ensaios aplicados à veterinária no nível nacional foi o Manual de Provas de 

Diagnóstico e de Vacinas para os Animais Terrestres da Organização Mundial da Saúde Animal 

(OIE). Os artigos científicos pesquisados que referenciaram as normas e literatura de validação 

de métodos apresentaram maior frequência (46,3%) dos critérios descritos nesta tese. Em 

conclusão, o manual de Provas da OIE (OIE..., 2010) apresentou o maior número de critérios de 

validação de métodos, o que geraria uma maior aceitação internacional do ensaio a ser validado. 

Dessa forma, a consulta de tal documento, associado à consulta de artigos científicos 

especializados poderiam potencializar a validação de ensaios veterinários.  

 

 

Palavras-chave: Validação de métodos, validação de ensaios laboratoriais veterinários, critérios 

de validação. 
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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. INTRODUÇÃO 

As informações contidas nos sistemas de 

informações sobre doenças no Brasil são, 

tanto na área humana quanto na área animal, 

imprescindíveis para a realização de 

avaliações e intervenções relevantes. A 

qualidade dessas informações, em grande 

medida dependente da utilização de métodos 

laboratoriais adequados e validados, é 

indispensável para as tomadas de decisões 

acertadas em saúde pública, agronegócios, 

tramitação de comércio internacional e no, 

desenvolvimento de novas tecnologias e 

formas de tratamentos.   

A globalização tem aumentado o risco de 

epidemias de doenças infecciosas e, 

consequentemente, reforçado a 

imprescindibilidade da qualidade 

diagnóstica em ensaios laboratoriais. 

Encontram-se disponíveis diversos métodos 

diagnósticos com complexidade variada, 

podendo ser utilizados para demonstrar a 

presença ou ausência de infecção. Dentro 

dessa variedade, há uma busca constante 

pelo desenvolvimento de testes rápidos e 

capazes de detectar a presença de agentes 

etiológicos com alto grau de confiança e 

produzindo consideráveis efeitos positivos 

para o seu controle. 

A validação dos ensaios é um estudo 

necessário para obtenção de resultados 

válidos e da estimativa da acurácia. Para 

alcançar a amplitude requerida para a 

avaliação de testes diagnósticos, 

imprescindível á sua aplicação, nas áreas de 

diagnóstico humano e animal, várias 

propostas de documentos de validação têm 

sido apresentadas por órgãos oficiais e 

certificadores de qualidade. A Organização 

Mundial do Comércio (OMC) reconheceu 

três organizações internacionais como 

órgãos competentes para a definição de 

normas: a Organização Mundial de Saúde 

Animal (OIE), reconhecida como referência 

em padrões de saúde animal; a Comissão do 

Codex Alimentarius (Codex), órgão da 

Organização das Nações Unidas para 

Agricultura e Alimentação (FAO); e a 

Organização Mundial da Saúde (OMS), que 

elabora normas para a segurança alimentar e 

saúde pública (Wiegers, 2002).  

Ensaios laboratoriais voltados ao 

diagnóstico de infecção por agentes 

etiológicos de doenças dos mamíferos, aves 

e abelhas e, de animais aquáticos têm sido 

reconhecidos internacionalmente pela OIE 

com base em provas de sua utilidade 

regional, nacional ou internacional. A 

validação adequada do método é inerente à 

sua transferência, seja do meio acadêmico 

para laboratórios oficiais ou credenciados 

pelo Governo ou privados ou, ainda, para 

entidades do setor produtivo.  

Considerando a crescente preocupação com 

a confiabilidade de testes diagnósticos e, da 

demanda nacional de geração de produtos 

agropecuários estratégicos e, visando o 

alcance de novos patamares de 

competitividade, de acordo com a política 

nacional de desenvolvimento de 

biotecnologia, se propõe no presente 

trabalho uma avaliação das diferentes 

normas para validação dos ensaios. Assim, 

esta pesquisa visa, como resultado, o 

preenchimento de lacuna no que diz respeito 

às recomendações de validação de ensaios 

laboratoriais de uso veterinário, destinados 

ao diagnóstico de doenças dos animais no 

Brasil e, contribuir para com a pesquisa e o 

desenvolvimento de ensaios que atendam às 

normas e diretrizes nacionais e 

internacionais, favorecendo sua aceitação 

em diferentes instâncias.  

2. LITERATURA CONSULTADA 

2.1 VALIDAÇÃO DE MÉTODOS 

2.1.1 Aspectos gerais 

A pesquisa e o desenvolvimento de ensaios 

laboratoriais são importantes para a melhoria 

do diagnóstico das infecções e para auxiliar 

no entendimento da sua patogênese. Em 
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consulta da Organização Mundial da Saúde 

(OMS) sobre "as tendências futuras na saúde 

pública veterinária", realizada em Téramo, 

Itália, em 1999, a Saúde Pública Veterinária 

foi definida como "a soma de todas as 

contribuições para o bem-estar físico, mental 

e social dos seres humanos através da 

compreensão e aplicação da ciência 

veterinária". É reconhecido que a saúde 

humana está fortemente ligada à saúde e à 

produção animal. Segundo a OMS 

aproximadamente 75% das novas doenças 

que têm afetado os seres humanos ao longo 

dos últimos 10 anos têm sido causadas por 

agentes de origem animal (Future..., 2002).  

O desenvolvimento ou aprimoramento de 

novos métodos diagnósticos potencializa o 

controle e a prevenção das doenças. Porém, 

segundo o documento final versão 2005 da 

Plataforma Tecnológica Europeia para a 

Saúde Animal Global, visão 2015, não há 

legislação comunitária para licenciamento 

de testes de diagnósticos em saúde animal. 

No mencionado documento é relatado que, 

em 2005, a OIE desenvolveu um novo 

processo de validação de testes de 

diagnóstico em conformidade com o Manual 

de Testes de Diagnóstico e Vacinas para 

Animais Terrestres. No entanto, em relação 

aos aspectos regulatórios, não existe ainda 

nenhum mecanismo formal para a aprovação 

ou autorização de testes de diagnóstico, 

embora existam diretrizes internacionais 

para a sua validação e padronização 

(European..., 2005).  

A OIE estabeleceu um "processo de 

reconhecimento" de testes de diagnóstico, 

incluindo kits comerciais, através de sua 

rede mundial de mais de 150 laboratórios de 

referência em 31 países. Tal processo foi 

importante para a aceitação de ensaios 

seletivos voltados à diferenciação entre 

animais vacinados de infectados, em 

situação nas quais o endosso internacional se 

revelasse essencial para que os países 

importadores aceitassem os testes 

(European..., 2005). 

Nos últimos anos surtos das doenças têm 

reforçado a necessidade urgente de melhorar 

os testes de diagnóstico existentes. Para 

muitas infecções, o diagnóstico na fase 

inicial e o tratamento podem ter um papel 

importante na prevenção de complicações, 

ou na interrupção da transmissão do agente 

infeccioso. Embora existam ensaios de alta 

qualidade, o relatório do Comitê Científico 

Europeu da Saúde e Bem-Estar, identificou, 

em 2003, limitações para os testes de 

diagnóstico (European..., 2005). A fim de 

superar tais limitações, o comitê ressaltou a 

necessidade de desenvolver: métodos 

eficazes e de baixo custo para: triagem de 

produtos de origem animal, testes simples e 

rápidos para uso no campo e laboratórios 

regionais para apoiar a investigação de 

suspeitas clínicas de doenças; testes rápidos 

e altamente sensíveis para a detecção de 

animais recém- infectados; testes mais 

sensíveis e específicos para detectar a 

infecção de um animal, e métodos mais 

rápidos e sensíveis para o diagnóstico 

diferencial. Para que esses testes sejam 

desenvolvidos e utilizados com credibilidade 

é imprescindível que sejam validados 

(European..., 2005). 

O trabalho em rede dos laboratórios de 

referência da OIE devem assegurar 

resultados congruentes em todos os 

laboratórios. Os resultados devem ser 

obtidos através da adesão ás normas da OIE, 

com uso de material de referência dentro do 

grupo e, participação em testes de 

proficiência apropriados (OIE..., 2011b). A 

participação no grupo de trabalho é 

compulsória para os laboratórios de 

referência da OIE. Esses laboratórios são 

designados para seguir todos os problemas 

técnicos e científicos relativos a uma doença 

ou tópico específico (OIE..., 2011d). 

Para a obtenção da posição de laboratório de 

referência da OIE os laboratórios candidatos 

devem apresentar informações sobre seus 

especialistas, estudos e experiências em 

diagnósticos. Dentre essas, deve ser descrito 
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os projetos atuais de pesquisa e 

desenvolvimento de métodos na doença, 

incluindo as publicações científicas sobre o 

tema. Bem como as experiências em ensaios 

diagnósticos de acordo com os padrões OIE 

e a ‘expertise’ em técnicas diagnósticas. 

Além disso, é requerida informação sobre 

experiência em padronização e validação de 

ensaios diagnósticos (OIE..., 2011c) 

As orientações para os laboratórios 

candidatos são disponibilizadas no 

“Guideline for applicants for OIE Reference 

Laboratory Status” (OIE..., 2011c). A 

conformidade com a OIE e outros padrões 

internacionais para qualidade assegurada e 

medidas de Biossegurança, são critérios 

aplicados na seleção dos laboratórios de 

Referência (OIE..., 2011a). Dentre as 

cláusulas de referência encontra-se descrito 

que os laboratórios de referência devem 

coordenar estudos técnicos e científicos em 

colaboração com outros laboratórios, centros 

e organizações; fornecer, quando for o caso, 

conselhos técnicos e científicos sobre 

medidas de controle da doença (OIE..., 

2011e).   

2.1.2 Definição de validação 

A validação 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 confirmação 

por exame e fornecimento de evidência 

objetiva de que os requerimentos específicos 

para um determinado uso pretendido são 

cumpridos (OIE..., 2010).  

Para manter um estado de ensaio validado, 

no entanto, é necessário acompanhar 

atentamente o desempenho diário do ensaio 

e muitas vezes, monitorar o comportamento 

dos controles internos ao longo do tempo. 

Este garante que o ensaio, tal como 

inicialmente validado, mantenha 

consistentemente suas características de 

desempenho (OIE..., 2010).  

2.1.3 Critérios para validação 

Um método será considerado validado se 

suas caraterísticas estiverem em 

conformidade com os critérios e limites 

estabelecidos de acordo com a 

particularidade do ensaio e da doença em 

estudo.  

A metodologia ideal de validação é aquela 

que tenha progredido através de um estudo 

baseado em protocolos internacionais de  

realização e interpretação harmonizados de 

estudos propostos para avaliação de 

desempenho dos testes (Validation..., 1997) 

A OIE propõe doze critérios para validação 

de ensaios aplicáveis a doenças infecciosas: 

a proposta de uso, a otimização, a 

padronização, a robustez, a repetibilidade, a 

sensibilidade analítica, a especificidade 

analítica, o ponto de corte, a sensibilidade 

diagnóstica, a especificidade diagnóstica, a 

reprodutibilidade e Ruggedness (OIE..., 

2010).  

Para que um método seja aceito pelos 

governos dos países, o método validado 

deve ser prático e apropriado para o uso. As 

propostas de uso mais frequentes para 

métodos de diagnóstico de doenças dos 

animais são: demonstrar que uma população 

definida se encontra livre de infecção, com 

ou sem vacinação; restabelecer o estado 

livre de infecção após surtos; avaliar a 

erradicação da doença ou a eliminação da 

infecção de populações animais definidas; 

confirmação de casos suspeitos; determinar 

o estado imunológico de animais submetidos 

à vacinação; certificar possibilidade de 

infecção ou a presença do agente em animais 

ou a presença do agente em produtos de 

origem animal; estimar prevalência de uma 

doença; para uso em laboratório de pesquisa; 

e para certificação com finalidade de 

exportação (Wiegers, 2003; OIE..., 2010). 

Para Wiegers (2003) também devem ser 

consideradas as seguintes utilizações para 

métodos de diagnóstico de doenças dos 
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animais: teste de um único animal ou de um 

rebanho e, verificação de lotes de produtos. 

Informações sobre as amostras (pool de 

amostras ou amostras individuais) e tipo de 

amostra (espécie, tecido, matriz).  

No desenvolvimento do ensaio algumas 

condições são consideradas essenciais: a 

garantia da qualidade, a seleção de 

equipamentos calibrados e a seleção, coleta, 

preparação e gestão das amostras. Durante o 

desenvolvimento do teste os limites de 

detecção superiores e inferiores são 

estabelecidos. Para o conhecimento dessa 

faixa, uma amostra de referência elevada é 

selecionada (OIE..., 2010). 

A otimização é uma etapa recomendada no 

desenvolvimento do ensaio. Otimização é o 

processo por meio do qual os parâmetros 

físicos, químicos e biológicos mais 

importantes de um teste são avaliados e 

ajustados de modo a assegurar que as 

características de desempenho do ensaio 

sejam as mais adequadas para a aplicação 

pretendida (OIE..., 2010). Controles, por 

exemplo, de equipamentos e materiais, 

diluições e faixa de pH do teste são 

parâmetros que fazem parte da otimização 

do ensaio. É útil selecionar, pelo menos, três 

amostras de referência 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 não 

infectados, selecionados a partir de 

população na qual o ensaio será aplicado ou 

de população que eventualmente tornar-se- á 

o alvo do ensaio, quando o teste encontrar-se 

validado. Uma análise científica criteriosa e 

a utilização das melhores práticas 

proporcionam uma boa otimização do 

ensaio. Exemplos de componentes para a 

otimização de um imunoensaio enzimático 

(ELISA) são: as diluições das variáveis 

antígeno e anticorpo que proporcionam 

melhor detecção do que se propõe detectar e 

a definição do melhor tempo de incubação 

(Jacobson, 1998). 

Muitos ensaios de uso veterinário e a 

maioria dos equipamentos de laboratório 

utilizados são adaptados de métodos de 

ensaio humanos, mas devem ser adaptados 

com sucesso para a diversidade de espécies 

animais para que as aplicações sejam úteis 

aos propósitos finais (Guideline..., 2007). 

Para Hoffmann et al. (2008), a padronização 

do método o torna comparável, diante de 

resultados que foram obtidos em condições 

diferentes, por exemplo em dias diferentes 

ou em diferentes laboratórios. Sua 

confiabilidade é estabelecida após 

padronização.  

Já a OIE (OIE..., 2010) denomina essa fase 

de “normalização” e relata que devido à 

variação inerente aos resultados dos testes 

que são frequentemente observados entre as 

corridas executadas do mesmo ensaio ou 

entre laboratórios utilizando ensaios iguais 

ou semelhantes, é virtualmente impossível 

comparar diretamente os dados 

quantitativos. Para melhorar sensivelmente a 

comparabilidade dos resultados dos testes 

dentro e entre laboratórios, um ou mais 

reagentes padrão são incluídos em cada 

corrida de um ensaio. Valores primários do 

teste para cada amostra do ensaio podem 

então ser convertidos em unidades de 

atividade em relação ao padrão de trabalho 

pelo processo chamado "normalização". O 

valor "normalizado" pode ser expresso em 

várias formas, tais como, por exemplo, uma 

porcentagem de um controle positivo.  

2.1.4 O que cada critério de validação 

expressa  

2.1.4.1 Sensibilidade analítica 

Comumente, o limite de detecção e a 

sensibilidade analítica são considerados 

sinônimos. A sensibilidade analítica 

representa a menor quantidade de analito 

numa amostra que pode ser detectada por 

um ensaio de detecção direta em pelo menos 

50% das repetições para cada diluição, numa 
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série de diluições do analito na matriz 

(OIE..., 2010). 

Para ensaios de detecção direta, a 

sensibilidade analítica pode ser expressa 

como dose infecciosa ou, por exemplo, 

como o número de cópias do genoma do 

agente que pode ser detectado e distinguido 

do resultado da matriz. Para os ensaios de 

detecção indireta, a sensibilidade analítica é 

a quantidade mínima de anticorpo detectado, 

geralmente, na penúltima diluição da 

amostra. Na referida diluição o analito seria 

indistinguível da atividade de uma matriz da 

amostra controle (OIE..., 2010).  

2.1.4.2 Especificidade analítica 

Especificidade analítica é o grau em que o 

ensaio distingue entre o analito alvo e outros 

componentes que podem ser detectados. Por 

exemplo, interferentes, produtos de 

degradação ou a ligação não específica de 

reagentes a uma fase sólida. Essas variáveis 

podem causar respostas falsamente 

reduzidas ou elevadas no ensaio afetando 

negativamente a sua especificidade analítica 

(OIE..., 2010).  

Os procedimentos utilizados para 

demonstrar a especificidade dependerão do 

objetivo do procedimento analítico. Nem 

sempre é possível demonstrar que um 

procedimento analítico é específico para o 

que se pretende medir em particular, ou seja, 

sua discriminação completa. Neste caso, 

uma combinação de dois ou mais processos 

de análise é recomendada para atingir o 

nível necessário de discriminação 

(Validation..., 1998). 

O nível de discriminação de um 

procedimento pode ser confirmado através 

da obtenção de resultados positivos. Por 

exemplo, através da comparação com um 

material de referência conhecido ou, a partir 

de amostras que contêm o que se quer 

detectar, em conjunto com resultados 

negativos a partir de amostras que não 

contêm o que se quer detectar. Além disso, o 

ensaio utilizado para essa medição pode ser 

aplicado à materiais estruturalmente 

semelhantes ou estreitamente relacionados 

com o analito para confirmar que, nestes 

casos, um resultado positivo não é obtido. A 

escolha de tais materiais potencialmente 

interferentes deve ser baseada em 

julgamento científico considerando as 

interferências que poderiam ocorrer na 

metodologia que está sendo utilizada 

(Validation..., 1998). 

Segundo publicação do grupo de trabalho da 

comissão de representantes de laboratório 

veterinário (SCAHLS), estabelecido pelo 

governo da Austrália, revisado em agosto de 

2012, a especificidade analítica de um 

método é a sua capacidade de diferenciação 

do analito alvo de analitos não-alvo, mas 

relacionados. O objetivo é descrever o grau 

em que o ensaio não reage de forma cruzada 

com outro analito, isto é, número de falsos 

positivos. Inclui uma comparação dos 

resultados com um padrão-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 precisão sob as 

mesmas condições de funcionamento 

durante um intervalo de tempo curto e é 

também denominada estudo intra-ensaio. A 

precisão intermediária expressa variações 

dentro de laboratórios em dias diferentes, 

analistas diferentes, equipamentos 

diferentes, etc (Validation..., 1999). 

 Existe uma consistência na apresentação da 

precisão de um método analítico que é 

geralmente expressa como a variância, 

desvio padrão ou o coeficiente de variação 

de uma série de medições. Porém para 

considerações sobre repetibilidade 

observamos diferenças.  A OIE, por 
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exemplo, conceitua a repetibilidade como o 

nível de concordância entre os resultados de 

repetições de uma amostra tanto no âmbito 

do próprio ensaio quanto entre as execuções 

do mesmo ensaio num dado laboratório 

(OIE..., 2010). 

A repetibilidade é estimada avaliando a 

variação nos resultados de repetições com o 

número de replicatas preferencialmente 

determinado em consulta com um 

estatístico, e sugerida a partir de um mínimo 

de três amostras representativas do analito 

dentro da faixa de operação do ensaio 

(OIE..., 2013). É recomendado o uso de 

amostras com medidas próximas do nível de 

decisão ou ponto de corte, e também aquelas 

que apresentam maior intensidade de reação 

(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 precisão, quando aplicado a 

alíquotas de uma mesma amostra testadas 

em diferentes laboratórios. Expressa a 

precisão entre laboratórios (Validation..., 

1999). 

Para os especialistas em avaliação de 

diagnósticos (Banoo et al., 2010) a 

reprodutibilidade de um teste é uma medida 

do grau de concordância entre os seus 

resultados quando as condições para testar 

ou medir se alteram. Por exemplo, a 

reprodutibilidade pode ser medida 

comparando-se os resultados de distintos 

operadores, de diferentes locais de teste, 

utilizando diferentes instrumentos, entre 

diferentes lotes de reagentes preparados, ou 

os resultados obtidos em dias diferentes. 

Esses especialistas consideram o teste 

estatístico Kappa uma medida útil de 

concordância entre os tipos de teste ou lotes, 

e entre os usuários. Quando os resultados 

dos testes são dicotômicos, ou seja, positivo 

ou negativo, reprodutibilidade é 

normalmente avaliada com base nos 

aspectos que dependem do operador. Essa 

avaliação é considerada especialmente 

importante para os ensaios nos quais a 

interpretação dos resultados é subjetiva, 

como por exemplo, leituras visuais 

realizadas nos testes de imunodifusão em gel 

de ágar. 

Fatores limitantes para os estudos de 

validação multilaboratório incluem custos 

elevados, a falta de especialistas de 

laboratórios disponíveis e dispostos a 

participar em tais estudos, e restrições 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 variações analisadas nos 

parâmetros do método, funções como uma 

medida de confiabilidade de um método, 

durante a utilização rotineira. Robustness 

também é referido como a capacidade de um 

ensaio permanecer inalterado em situações 

que podem ocorrer ao longo do teste em um 

único laboratório (OIE..., 2013). 

Rudggedness foi conceituado como a 

capacidade de um ensaio permanecer 

inalterado quando pequenas variações nas 

condições de funcionamento ou de ambiente 

são feitos (Wiegers, 2003).  

Consistentemente OIE (OIE..., 2010) e 

VICH (Validation..., 1999) definiram 

robustez como uma medida da capacidade 

do ensaio permanecer não afetado pelas 

variações dos parâmetros do método, 

indicando a sua confiabilidade durante o uso 

normal. Todos os reagentes críticos são 

identificados e submetidos a uma avaliação 

fatorial que compara todas as possíveis 

combinações de reagentes. Por exemplo, em 

detecção de anticorpos por ELISA, os 

fatores podem incluir a concentração de 

antígeno ligado à fase sólida, diluição do 

conjugado e vários testes de soros que 

representam o intervalo de operação do 

ensaio. A resposta do ensaio com relação a 
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essas pequenas mudanças não pode resultar 

em variabilidade inaceitável. 

Wiegers (2003) relata que algumas 

referências igualam Ruggedness com 

Robustness. Neste caso, segundo essa 

autora, Robustness pode ser visto como uma 

medida de variabilidade não aleatória (isto é, 

quando se conhece as alterações) e 

Ruggedness, de variabilidade aleatória. 

Burns et al. (2009) publicaram uma 

discussão sobre as características associadas 

a  Robustness e Ruggedness,  usadas nas 

descrições de procedimentos analíticos. Os 

autores identificaram a existência de uma 

considerável confusão na literatura no que 

diz respeito à utilização dos termos robustos 

e ‘resistentes’ e características associadas da 

robustez e ‘resistência’. Muitos autores 

usam os dois termos e suas características 

associadas, como se fossem sinônimos. 

Outros usam apenas um termo e / ou 

característica, ou seja, robusto / robustez. 

Além disso, ainda segundo Burns et al. 

(2009), o uso do termo robusto em ligação 

com os testes estatísticos de dados é 

suportado por muitos químicos e estatísticos. 

Os autores (Burns et al., 2009) 

recomendaram as seguintes definições para a  

Robustness e Ruggedness. Robustez de um 

método analítico é a propriedade que indica 

a insensibilidade contra mudanças de 

parâmetros operacionais sobre os resultados 

do método e, consequentemente, a sua 

adequabilidade para a sua função definida. 

Esta é apurada durante os processos de 

desenvolvimento de método e determina os 

limites aceitáveis para todos os parâmetros 

críticos que afetam os valores medidos. 

Além disso, fornece informações sobre a 

praticabilidade de um método, ou seja, traz 

conhecimento a respeito da simplicidade na 

operação, 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 contínua de valores e deve 

refletir a finalidade do ensaio e sua 

aplicação. É apontado também como limiar 

de decisão. Intermediário ou inconclusivo 

são termos usados como sinônimos para 

uma zona de valores entre aqueles 

correspondentes a resultados positivos e 

negativos. 

De acordo com o documento de exemplos 

trabalhados da Subcomissão de Laboratório 

Padrão em Saúde Animal (Measurement..., 

2010), limites de decisão são necessários 

para a interpretação dos valores dos testes 

laboratoriais e podem ser pontos de corte ou 

intervalos de referência. Pelo menos um tipo 

de limite de decisão é necessário para 

responder a perguntas. Pontos de corte são 

usados para diferenciar doença de saúde ou 

para diferenciar doenças apresentando 

problemas semelhantes. A sensibilidade e 

especificidade do diagnóstico 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 clínicas 

(Measurement..., 2010). Além da curva 

ROC outras formas para se determinar o 

ponto de corte são utilizadas: análise da 

distribuição das amostras com resultados 

positivos e negativos, e a tradicional média 

mais ou menos dois ou três desvios padrão 

dos resultados das amostras negativas. 

2.1.4.7 Sensibilidade e especificidade 

diagnóstica 

Segundo a OIE (OIE..., 2010) sensibilidade 

diagnóstica é a proporção das amostras 

conhecidas de animais referência infectados 

com resultado positivo num ensaio; 

enquanto que a  especificidade diagnóstica é 

a proporção das amostras conhecidas de 

animais referência não infectados com 

resultado negativo num ensaio. 
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Uma medição é válida se é apropriada para a 

questão que se está pesquisando ou se mede 

corretamente o que se propõe. A medida dos 

verdadeiros positivos e negativos de um 

teste de diagnóstico reflete a sua 

sensibilidade e especificidade, 

respectivamente. No estudo da sensibilidade 

e especificidade diagnóstica comumente é 

construída uma tabela de contingência para 

avaliar o desempenho do teste (Tabela1). 

Essa tabela também facilita o entendimento 

do conceito de sensibilidade e 

especificidade, mostrando os resultados dos 

testes referência e teste pesquisado quando 

avaliado as amostras dos animais (Jacobson, 

1998). 

A acurácia do teste relata a sua habilidade de 

reportar a verdadeira medida do que está 

sendo testado. OIE (OIE..., 2010) define a 

acurácia como a proximidade de um valor de 

teste para o esperado, verdadeiro, ou valor 

de referência com concentração ou título 

conhecido. O estudo da acurácia envolve 

corrida do teste com amostras apresentando 

quantidade conhecida do que está sendo 

medido, utilizando, por exemplo, amostras 

que representem animais conhecidamente 

infectados no caso de testes com resultados 

positivos e negativos. 

Para avaliar um novo teste precisamos de 

um padrão- ouro que é a designação de um 

método padrão, utilizado em estudo 

comparativo com o novo teste. Um método 

padrão é aquele reconhecido nacionalmente 

e internacionalmente como melhor, ou na 

sua ausência o melhor método disponível 

preferencialmente publicado em revistas 

científicas de elevado conceito. Após a 

submissão das amostras utilizando o teste 

em estudo e o método referência o 

desempenho diagnóstico 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 à 

proporção de verdadeiros positivos do teste: 

a/(a+c). 

Já a especificidade é a probabilidade de um 

teste ser negativo em um não infectado ou 

não doente, isto é, traduz a percentagem de 

não doentes corretamente identificados por 

um teste negativo. A especificidade 

corresponde à proporção de verdadeiros 

negativos do teste: d/(b+d). 

 

 

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

Teste sob 

avaliação 

Teste referência Total 

 Positivo                        Negativo  

Positivo a b a+b 

Negativo c d c+d 

Total a+c b+d  

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

                                              VPP= 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 infecção ou doença, 

dados os resultados de um teste diagnóstico 

é denominada valor preditivo do teste. No 

caso de se fazer uma triagem na população 

que proporção de indivíduos infectados ou 

doentes seria corretamente identificada? Isso 

tem importância evidente em saúde animal e 

em saúde pública. O valor preditivo pode ser 

dividido em positivo e negativo. Seu valor é 

determinado pela sensibilidade, 

especificidade e pela prevalência da doença 

na população testada. Quanto mais sensível 

o teste, melhor seu valor preditivo negativo. 

Quanto mais específico o teste, melhor seu 

valor preditivo positivo (Pagano, 2004; 

Florkowski, 2008). 

Então, além da sensibilidade e da 

especificidade, o desempenho de um teste de 

classificação binária pode ser medido com 

seu valor preditivo positivo (VPP) e com seu 

valor preditivo negativo (VPN).  O valor 

preditivo positivo responde a questão: - Se o 

resultado do teste é positivo, como prever 

uma presença real de, por exemplo, uma 

doença?-, e pode ser calculado da seguinte 

forma: verdadeiros positivos/(verdadeiros 

positivos + falsos positivos). Ou seja, o valor 

preditivo positivo, é dado pela proporção de 

verdadeiros positivos a partir de todos os 

resultados positivos do ensaio. Utilizando os 

resultados negativos do ensaio, o mesmo se 

aplica para o cálculo do valor de predição 

negativo (Pagano, 2004; Florkowski, 2008). 

É essencial notar uma importante diferença 

entre os dois conceitos. Isto é, a 

sensibilidade e especificidade são 

independentes da população, no sentido de 

que eles não alteram dependendo da 

proporção de positivos e negativos testados. 

Na verdade, podemos determinar a 

sensibilidade do teste, testando apenas casos 

positivos. Já, os valores de previsão são 

dependentes da população (Guidelines..., 

2012). 

Na Tabela 1 pode-se identificar o Valor 

Preditivo Positivo (VPP) – probabilidade de 

um indivíduo ter a doença quando o teste é 

positivo: a/(a+b). E o Valor Preditivo 

Negativo (VPN) – probabilidade de um 

indivíduo não ter a doença quando o teste é 

negativo: d/(c+d). 

2.1.5 Estágios da validação 

Segundo Greiner e Gardner (2000), a 

validação é um processo contínuo e a análise 

do método deve ser planejada de acordo com 

a estrutura dos dados. São recomendados por 

Jacobson (1998) cinco diferentes estágios de 

validação. O método de validação proposto 

(Jacobson, 1998) considerou a validação de 

ensaios como processos inter-relacionados 

(Figura 1). Os processos foram divididos em 

duas partes (I e II).  

Na primeira parte, foi estabelecido 

parâmetros e características do ensaio 

através de 3 estágios. O estágio 1 consistiu 

em estudos para determinar se os reagentes 

selecionados e o protocolo, possuem a 

capacidade para distinguir entre uma faixa 

de concentração de anticorpo, para o agente 

infeccioso, provendo o mínimo de atividade 

de “background”. Para os estudos de 

viabilidade foi descrito a necessidade de 

amostras que devem representar animais 

conhecidamente infectados e não-infectados 

originados da população que eventualmente 

será alvo do ensaio validado. 

No estágio 2, citado como desenvolvimento 

e padronização, foram evidenciados a 

determinação ótima dos regentes e os 

parâmetros do protocolo. Nessa etapa, foi 

fornecida uma estimativa inicial da 

repetibilidade. Ainda no estágio 2, a 

determinação da sensibilidade e 

especificidade analíticas foram 

recomendadas. Essas foram conceituadas 

respectivamente, como o mínimo detectável 

do analito em questão, e a avaliação para 

que o ensaio não apresente reação cruzada 

com outro analito.
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A caracterização do desempenho do ensaio 

foi relatada no estágio 3. Para essa 

caracterização foram descritas as estimativas 

da sensibilidade e especificidade 

diagnósticas. 

A parte II compreendeu o estágio de 

monitoramento do desempenho do ensaio 

para validade (estágio 4) e a manutenção e 

extensão dos critérios de validação (estágio 

5). No caso do monitoramento da precisão, 

uma vez que o ensaio foi estabelecido na 

rotina, foi apresentado o uso do controle 

interno da qualidade, tendo os resultados 

plotados em um gráfico, o de Levey- 

Jennings (Westgard, 2002), para acessar a 

repetibilidade e a acurácia do ensaio. Foi 

recomendado também a avaliação da 

reprodutibilidade, que segundo o autor, deve 

ser verificada pelo menos 2 vezes a cada ano 

(Jacobson, 1998). 

O teste de proficiência foi apresentado como 

forma de controle externo da qualidade. 

Usualmente administrado por um laboratório 

de referência que distribui amostras, recebe 

os resultados dos laboratórios, analisa os 

dados e reporta os resultados para os 

laboratórios (Jacobson, 1998). 

No estágio 5, considerando a extensão das 

variáveis que tem impacto no desempenho 

do ensaio, foi mostrado vantajoso a 

expansão do número de amostras 

referências, quando possível, devido ao 

princípio que, o erro é reduzido com o 

aumento do tamanho da amostra. Essa 

expansão também deve ser utilizada para 

atualizar as estimativas das sensibilidades e 

especificidades diagnósticas para a 

população alvo do ensaio. Além disso, essa 

expansão foi considerada essencial para 

revalidar o ensaio para quando for 

transferido para região geográfica diferente. 

O resumo da informação essencial 

necessária para avaliar o estado de validação 

de um ensaio sorológico segundo a 

SCAHLS (SCAHLS..., 2012) apresentou 

quatro níveis de validação. O primeiro nível 

consiste no desenvolvimento e viabilidade; o 

segundo é o desempenho do diagnóstico e 

implementação; o terceiro é a transferência 

de tecnologia; e o quarto a reprodutibilidade. 

Os níveis de validação representaram uma 

progressão de desenvolvimento através da 

aplicação. Nos níveis são incluídos controle 

e limites de aceitabilidade. 

Para a OECD (Guidance..., 2005), a decisão 

sobre se uma avaliação retrospectiva do 

estado de validação é adequada ou se 

estudos de validação prospectivos são 

necessários depende da existência ou não de 

informação confiável para substanciar a 

validade de um método. A OECD relatou 

que na prática, é necessário muitas vezes 

adotar uma combinação de abordagens, 

retrospectiva e prospectiva, a fim de gerar 

dados e informações adequadas. 

Propõe um quadro conceitual geral para 

documentar os estudos necessários para 

avaliar o estado de validação de um método, 

chamado de "abordagem modular" para a 

validação. Nessa abordagem, necessária para 

apoiar a validade de um método de ensaio, 

os módulos estão organizados para fornecer 

as seguintes informações: a definição de 

teste; repetibilidade intralaboratorial e 

reprodutibilidade; interlaboratorial de 

transferência; a reprodutibilidade 

Interlaboratorial e; a acurácia, com domínio 

de aplicabilidade e padrões de desempenho. 

De acordo com esta proposta cada um desses 

"módulos" de informação deve estar 

disponível, a fim de avaliar o estado de 

validação do método de ensaio para uma 

finalidade específica, mas eles não precisam 

ser concluídos na forma sequencial. 
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Figura 1. Os cinco estágios no processo de validação do ensaio diagnóstico segundo Jacobson (1998). Na 

primeira parte, são estabelecidos parâmetros e características do ensaio através da análise de viabilidade 

Cinco estágios no processo de validação do ensaio (Jacobson, 1998)., desenvolvimento e padronização, e 

caracterização do ensaio. Na segunda parte, com o objetivo de assegurar a validade constante do teste, é 

contemplado o monitoramento do seu desempenho e a manutenção e extensão dos critérios de validação. 

No decorrer dos níveis de avaliação do ensaio, o autor indica pontos de ação, dentro de cada estágio do 

processo, subsidiando a análise crítica e permitindo a reavaliação do ensaio diagnóstico. 
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O documento da SCAHLS reúne propostas 

de diretrizes a serem seguidas para reunir os 

dados essenciais utilizados para a avaliação 

de um novo teste sorológico, kit de ensaio 

sorológico ou reagente de ensaio essencial 

sorológico. 

 

2.2 TESTES ESTATÍSTICOS 

2.2.1 Aspectos gerais 

Os cientistas fazem muito uso da estatística 

em busca de inferências. Segundo Deming e 

Mahalanobis (1972), quanto melhor 

entendermos as limitações de uma inferência 

sobre um conjunto de resultados, mais útil se 

torna a inferência. 

Conhecimentos suficientes de estatística 

devem estar disponíveis para garantir o 

planejamento adequado de estudos da 

validação e avaliação dos dados resultantes. 

O responsável pela análise estatística deve 

estar familiarizado com a base biológica e 

com as limitações práticas do teste proposto 

e do teste de referência na espécie de 

interesse (Guidance..., 2005). 

Este conhecimento irá ajudar na seleção de 

procedimentos estatísticos adequados, bem 

como no desenvolvimento de critérios de 

decisão apropriados, e pode auxiliar na 

publicação dos resultados do estudo.  O 

bioestatístico deve estar envolvido no 

desenho de todas as fases dos estudos de 

validação e no estabelecimento de 

procedimentos adequados para a 

manutenção de registros, coleta de dados e 

envio de dados (Guidance..., 2005).  

Métodos estatísticos a serem utilizados 

devem ser definidos antes do início dos 

estudos e devem apoiar o propósito do 

estudo. No entanto, detalhes dos dados, 

como por exemplo, sua variação analítica e a 

presença de outliers, nem sempre podem ser 

previstos. Nesses casos, pode ser necessário 

rever os procedimentos estatísticos, 

identificar ou desenvolver novos 

procedimentos ou modelos após avaliação 

dos dados do teste (Guidance..., 2005). 

Em vários estágios no processo de 

validação, avaliações estatísticas devem ser 

feitas para verificar se os resultados, de um 

novo teste ou de um teste em melhoria, estão 

de acordo com os dados de referência 

utilizando os critérios de decisão. Além 

disso, as condições do teste devem ser 

avaliadas estatisticamente para fornecer 

recomendações para melhorar a eficiência 

do protocolo. Uma análise deste tipo pode 

também servir para reduzir e otimizar a 

utilização de animais, por exemplo, 

mostrando a potência do teste como uma 

função do número de animais por grupo em 

relação à reprodutibilidade / variabilidade e 

à resposta do ponto de extremidade que está 

sendo medido (Guidance..., 2005). 

Para aplicar a estatística na avaliação dos 

métodos é importante estar claro o que se 

quer medir para que possa ser feita a melhor 

escolha do teste estatístico que será 

utilizado. Os testes estatísticos paramétricos 

são utilizados no estudo de populações cujos 

dados amostrados são assumidos como 

normalmente distribuídos ou com 

distribuição normal aproximada. Se os dados 

não satisfazem às essas suposições, métodos 

estatísticos não-paramétricos devem ser 

usados. 

No procedimento operacional padrão (POP) 

para validação e certificação de ensaios 

diagnósticos (Validation..., 2009) é 

requerido que os dados incluam: o desvio 

padrão e o coeficiente de variação para 

análise de repetibilidade e reprodutibilidade; 

a média e desvio padrão ou curva ROC para 

determinação do ponto de corte; a tabela 2x2 

para estimativas de sensibilidade e 

especificidade com animais de referência 

definidos; a inferência Bayesiana para 

estimativas de sensibilidade e especificidade 

sem animais de referência definidos; e testes 

de concordância para comparação de 

ensaios. 
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2.2.2 Desvio padrão e coeficiente de 

variação 

A média aritmética é a medida de tendência 

central mais frequentemente usada. É 

calculada mediante a soma de todas as 

observações de um conjunto de dados 

dividida pelo número total de medidas. A 

média pode ser usada como uma medida 

resumo tanto para as medidas discretas 

quanto para as contínuas. Medidas discretas 

são dados restritos a ter somente valores 

específicos frequentemente inteiros ou 

contagens que diferem por quantidades 

fixadas; nenhum valor intermediário é 

possível. Exemplo de medida discreta 

poderia ser, o número de equídeos 

infectados pelo vírus da anemia infecciosa 

equina em um determinado período do ano. 

Dados contínuos são aqueles que 

representam quantidades mensuráveis, mas 

que não estão restritos a assumir certos 

valores especificados (tais como inteiros). O 

único fator que limita uma observação 

contínua é o grau de precisão com o qual 

pode ser medida.  

Quando temos dados dicotômicos e os 

resultados possíveis são representados pelos 

valores 0 e 1 também podemos utilizar a 

média. Nessa situação, a média das 

observações é igual à proporção de número 

1 no conjunto de dados (Pagano, 2004).  

Independentemente da medida de tendência 

central usada em uma situação específica, 

pode ser equivocado assumir que esse valor 

seja representativo de todas as observações 

do grupo. É útil saber onde o centro de um 

conjunto de dados se encontra. No entanto, 

usualmente essa informação não é suficiente 

para caracterizar uma distribuição inteira de 

medidas. As observações podem ser 

próximas do centro ou dispersas por um 

amplo intervalo de valores. 

Medidas de dispersão comumente utilizadas 

em avaliação de testes diagnósticos são 

variância, desvio-padrão e coeficiente de 

variação (CV). Essas medidas são 

concordantemente recomendadas na 

avaliação da imprecisão do teste. 

A variância quantifica a variabilidade ao 

redor da média das medidas. A variância é 

calculada ao se subtrair a média de um 

conjunto de valores de cada uma das 

observações, elevar ao quadrado esses 

desvios, somá-los e dividir a soma pelo 

número de observações do conjunto de 

dados menos 1. Representando a variância 

por s
2
, temos que: 

 

O desvio-padrão de um conjunto de dados é 

o módulo da raiz quadrada da variância: 

s=|Ѵs
2
| 

Na prática, o desvio padrão é usado mais 

frequentemente do que a variância. A razão 

disso é que o desvio-padrão tem a mesma 

unidade de medida que a média, em vez da 

unidade elevada ao quadrado. Em uma 

comparação de dois grupos de dados, o 

grupo com menor desvio-padrão tem as 

observações mais homogêneas; o grupo com 

maior desvio padrão exibe maior 

variabilidade. Como o desvio-padrão tem 

unidade de medida, não tem sentido 

comparar desvios-padrão para duas 

quantidades não 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 variação (Pagano, 2004). 

O coeficiente de variação relaciona o 

desvio-padrão de um conjunto de valores à 

sua média; ele é o desvio-padrão dividido 

pela média e multiplicado por 100 e é, 

portanto, uma medida de variabilidade 

relativa. Como o desvio padrão e a média 

partilham as mesmas unidades de medida, as 
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unidades cancelam-se e deixam o coeficiente 

de variação adimensional (Pagano, 2004).  

O desempenho de um teste de diagnóstico é 

definido por duas medidas independentes: 

precisão e acurácia. Cada medição feita tem 

um erro associado à ela. Uma vez que o 

processo de medição não é totalmente 

reprodutível, não existe um valor exato, que 

pode ser associado com o que está sendo 

medido. Assim, o resultado é expresso de 

forma mais precisa como uma estimativa, 

juntamente com um nível de imprecisão 

associada. Essa imprecisão é a incerteza de 

medição (Measurement..., 2010). 

Incerteza de medição é propriedade de um 

resultado de medição. É definida como um 

parâmetro associado com o resultado de uma 

medição, que caracteriza a dispersão dos 

valores os quais podem ser razoavelmente 

atribuídos ao mensurando (International..., 

2008). O conhecimento da incerteza de 

medição é necessário para a comparação das 

medições e para a comparação eficaz das 

medições com limites de especificação. 

Portanto, a estimativa de incerteza de 

medição pode ser considerada um elemento 

essencial de validação do método 

(Guidelines..., 2012). 

Para o SCHALS (Measurement..., 2010), a 

incerteza de medições fornece estimativas 

quantitativas do nível de confiança que um 

laboratório tem na precisão analítica dos 

resultados dos testes, e é, portanto, 

componente essencial de um sistema de 

qualidade para laboratórios de ensaio de 

diagnóstico veterinário. 

2.2.3 Coeficiente de correlação 

Correlação é definida como a quantificação 

do grau em que duas variáveis aleatórias 

estão relacionadas, desde que a relação seja 

linear. É aplicada para investigar as relações 

que podem existir entre variáveis contínuas 

(Pagano, 2004).  

Antes de conduzir qualquer tipo de análise 

de correlação devemos sempre criar um 

gráfico de dispersão bidimensional. Se 

colocarmos os resultados da variável “x” ao 

longo do eixo horizontal e os resultados da 

varável “y” ao longo do eixo vertical, cada 

ponto no gráfico representa uma combinação 

de valores (x,y). Frequentemente podemos 

determinar se existe uma relação entre x e y  

(Pagano, 2004).  

A correlação quantifica o grau da relação 

linear entre os resultados x e y. O coeficiente 

de correlação (r) é um número adimensional, 

não tem unidade de medida. O valor 

máximo que r pode assumir é 1 e seu valor 

mínimo é -1. Portanto, para qualquer 

conjunto de observações, -1≤ r ≤ 1. Os 

valores r=1 e r=-1 ocorrem quando há uma 

exata relação linear entre x e y; se 

representássemos todos os pares de 

resultados (x,y), os pontos se encontrariam 

sobre uma linha reta (Pagano, 2004). 

Tal como acontece com um coeficiente de 

correlação de Pearson, o coeficiente de 

correlação de concordância (CCC) pode ser 

utilizado para comparar dois conjuntos de 

resultados e reflete melhor o nível de 

concordância entre esses dois conjuntos do 

que a Coeficiente de correlação de Pearson. 

Se houver dois conjuntos de resultados de 

ensaios de escala contínua concordando 

perfeitamente, uma parcela de um conjunto 

contra o outro iria produzir uma linha reta 

em um ângulo de 45 ° (a linha de igualdade). 

O CCC é calculado a partir de três 

parâmetros. A localização do parâmetro, 

mede o quanto ele está acima ou abaixo da 

linha de igualdade. O parâmetro de mudança 

de escala, mede a diferença entre a 

inclinação para os dados da amostra e a 

linha de igualdade. O produto dos 

parâmetros de localização e inclinação é 

referido como parâmetro da precisão. O 

CCC é indicado para trabalhar com dois 

conjuntos de resultados de ensaios e 

trabalhar com dados categóricos (Dohoo, 

2009). 
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2.2.4 Teste qui-quadrado 

Ao se trabalhar com dados nominais 

agrupados em categorias, frequentemente 

dispõe as contagens em um formato tabular 

conhecido como tabela de contingência. No 

caso mais simples, envolvidas duas variáveis 

aleatórias dicotômicas; as linhas da tabela 

representam os resultados de uma variável, e 

as colunas, os resultados da outra. As 

entradas da tabela são as contagens que 

correspondem a uma combinação particular 

de categorias (Pagano, 2004). 

O teste qui-quadrado compara as frequências 

observadas em cada categoria da tabela de 

contingência com as frequências esperadas, 

sendo a hipótese nula verdadeira. É usado 

para determinar se os desvios entre as 

contagens observadas e esperadas são muito 

grandes para serem atribuídas ao acaso 

(Pagano, 2004). 

A distribuição qui-quadrado não é simétrica. 

Uma variável aleatória qui-quadrado não 

pode ser negativa, pois assume valores de 

zero até o infinito e é assimétrica à direita. 

Há uma distribuição qui-quadrado diferente 

para cada valor possível de graus de 

liberdade (Pagano, 2004). 

Alonzo e Pepe (1999) usando uma 

combinação de testes de referência para 

verificar a acurácia de um novo teste 

diagnóstico, sumarizaram os dados de 

comparação em tabelas de contigência e 

calcularam a sensibilidade e a especificidade 

dos testes. 

2.2.5 Teste Kappa 

Especialistas fazendo uma leitura de 

resultado de um teste diagnóstico qualitativo 

às vezes concordam simplesmente por 

acaso. A estatística kappa corrige esta 

chance de concordância e  informa o quanto 

de concordância além do acaso os leitores 

conseguiram. 

A estatística kappa nos permite medir a 

concordância além do esperado por acaso. 

Na tabela 2 podemos verificar a 

interpretação 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 

concordância entre dois observadores. Para a 

situação hipotética representada na figura 2, 

a probabilidade estimada da concordância 

entre os dois observadores é de 50%. Isto 

pode ocorrer se, por exemplo, cada um dos 

dois observadores aleatoriamente encontrar 

metade das avaliações positivas. Dada esta 

informação, o que é a concordância possível 

para além do acaso? A linha vertical na 

figura 2 cruza as barras horizontais no ponto 

de 50%, que foi identificada como a 

concordância esperada por acaso. Todas as 

concordâncias para a direita desta linha 

correspondem à concordância além do 

acaso. 

                                   Tabela 2- Classificação qualitativa de valores 

                                   de Kappa como grau de concordância além do acaso 

 

Valor de Kappa Grau de concordância além 

do acaso 

0 Nenhum 

0-0,2 Leve 

0,2-0,4 Razoável 

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, o máximo de concordância além do 

acaso é de 50% (100% - 50%). O outro dado 

necessário para calcular a pontuação kappa é 

o grau de concordância além do acaso. A 

concordância observada, como mostrado 

pela barra horizontal inferior na figura 2, é 

de 75%, de modo que o grau de 

concordância além do acaso é de 25% (75% 

- 50%). 

Kappa é calculado como a concordância 

observada além do acaso (25%) dividido 

pelo nível máximo de concordância além do 

acaso (50%); então, kappa é de 0,50. 

 

Figura 2. Dois observadores independentes avaliam um resultado. Cada observador determina que a 

constatação está presente em exatamente 50% dos sujeitos. Suas avaliações concordam em 75% dos 

casos. A barra horizontal amarela representa a concordância potencial (100%), e a barra azul representa 

concordância real. A porção de cada barra que se encontra à esquerda da linha vertical pontilhada 

representa a concordância esperada por acaso (50%). A concordância observada além do acaso é metade 

da concordância por acaso. A razão entre estes dois números é a pontuação kappa (McGinn et al., 2004). 

 

2.2.6 Curva ROC 

A curva ROC (Receiver Operating 

Characteristics) é uma descrição gráfica do 

desempenho de um teste representando a 

relação entre a fração dos verdadeiros 

positivos (sensibilidade) e os falsos positivos 

(1- especificidade). Normalmente, a 

proporção de verdadeiros positivos é plotada 

no eixo vertical e o número proporcional de 

falso positivo é plotado no eixo horizontal 

(Assessment..., 1995). A análise da curva 

ROC quantifica a acurácia de um teste 

diagnóstico. Outra modalidade de avaliação 

utilizando a curva ROC é a discriminação de 

dois estados ou condições que são referidas 

como doente e não doente. A acurácia 

discriminatória de um teste diagnóstico é 

mensurada pela habilidade da classificação 

correta do animal como infectado ou não 

infectado (Gardner e Greiner, 2006). 

Segundo Gardner e Greiner (2006) a análise 

da curva ROC tem sido largamente usada 

em estudos na patologia clínica veterinária 

embora deva ser considerada um 

complemento eficiente para estimar a 

sensibilidade e especificidade em estudos de 

avaliação de testes diagnósticos. Os autores 

observaram que comparada com a medicina 
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humana, a medicina veterinária tem adotado 

essa técnica lentamente.  

O uso de uma curva ROC tem vantagem 

sobre o 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 não-doentes devido a 

dispor de um alcance maior de pontos de 

corte (Dohoo, 2009).  

A área sob a curva ROC (AUC) pode ser 

interpretada como a probabilidade de que 

um indivíduo positivo, selecionado 

aleatoriamente, apresente um valor de teste 

(densidade óptica), maior que a de um 

indivíduo negativo selecionado 

aleatoriamente, assumindo que a distribuição 

estatística do teste no grupo positivo é maior 

que no grupo negativo (Pepe, 2003).  

O desempenho global do teste diagnóstico é 

comumente sumarizado pela área sob a 

curva ROC (Figura 3). Essa área expressa a 

probabilidade do resultado do teste 

diagnóstico. Quanto maior a área sob a 

curva ROC melhor é o desempenho global 

do teste diagnóstico. 
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Figura 3- Curva ROC 

 

A faixa de valores para área (AUC) varia 

entre 0,1 e 1. Um teste perfeito tem uma área 

de 1 e testes inadequados apresentam área de 

0,5. Guidelines tem sugerido interpretações 

para valores intermediários para área: baixo 

(0,5 < AUC ≤ 0,7), moderada (0,7 < AUC ≤ 

0,9) e acurácia elevada (0,9 < AUC ≤ 1) 

(Gardner e Greiner, 2006). Então, 

considerando essa interpretação o teste 

representado na figura 3 apresenta acurácia 

elevada. 

Além da análise da área, a curva ROC 

mostra graficamente o equilíbrio entre 

sensibilidade e especificidade permitindo a 

análise e escolha, atribuindo o melhor ponto 

de corte para o propósito de uso (Dohoo, 

2009). Como exemplo, observa-se na tabela 

3 cada ponto de corte com o respectivo 

equilíbrio entre sensibilidade e 

especificidade e o valor corretamente 

classificados. 
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Tabela 3. Equilíbrio 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 inferência estatística é a teoria 

da probabilidade. Evento é o elemento 

básico para o qual a probabilidade pode ser 

aplicada. No estudo da probabilidade, os 

eventos são representados por letras 

maiúsculas, tais como A, B e C. 

Na definição frequentista, a probabilidade de 

um evento A é sua frequência relativa de 

ocorrência, ou a proporção de vezes que o 

evento ocorre, em um número grande de 

repetidas tentativas, sob condições 

virtualmente idênticas. 

Para Paulino (2003) um aspecto importante 

da inferência estatística clássica consiste em 

reconhecer a variabilidade que se verifica de 

amostra para amostra. Para estabelecer 

inferências, considera indispensável ter em 

mente que os dados observados formam 

apenas um dos muitos, possivelmente 

infinitos, conjuntos que poderiam ter sido 

obtidos nas mesmas circunstâncias. Segundo 

o princípio da amostragem repetida, o 

comportamento dos métodos estatísticos 

deve ser apreciado em um número 

indefinido de repetições efetuadas nas 

mesmas condições. 

Uma das características das probabilidades 

subjetivas é poder aplicar-se a situações não 

repetitivas. Para os bayesianos cada 

problema é único e tem um contexto real 

próprio onde o parâmetro θ é uma 

quantidade significativa acerca da qual 

existem, em geral, graus de conhecimento 

que variam de problema para problema. A 

filosofia bayesiana é que, no caso em 

questão, o parâmetro θ é incerto e toda a 

incerteza deve ser quantificada em termos de 

probabilidade. A quantidade desconhecida é 

estimada utilizando informações além da 

amostra em estudo, informações a priori, 

que por expressarem a incerteza do 

pesquisador sobre θ antes da observação dos 

dados são consideradas subjetivas. Essas 

informações podem ser originadas de teste 

piloto, dados históricos, a partir de opiniões 

de especialistas ou por conhecimento prévio. 

Exemplificando: Brascum et al.(2005) 

estudando a sensibilidade e especificidade 

de um teste ELISA e um teste de 

imunofluorescência indireta, para o 

diagnóstico de Neospora canina em gado, 

construíram a distribuição a priori para os 

parâmetros do modelo usando informações 

provenientes do estudo realizado por 

Frössling et al.(2003). 

A estimativa de parâmetros em estudo pode 

ser obtida de modo iterativo através da 

combinação da distribuição dos dados e das 

distribuições a priori por meio do Teorema 

de Bayes e da utilização da técnica de 

simulação Gibbs Sampling. 

Segundo Gardner (2002), o Teorema de 

Bayes pode ser formalmente escrito como: 
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Pr (H|Dados)= Pr (Dados|H)* Pr (H)/ Pr 

(Dados) 

A equação indica que a probabilidade de 

uma dada hipótese de dados é igual à 

probabilidade dos dados, dado que a 

hipótese original era correta, multiplicada 

pela probabilidade da hipótese, antes da 

obtenção dos dados, dividida pela 

probabilidade média dos dados. 

A distribuição Beta é apropriada para o 

modelo de probabilidade binomial, com 

valores de dois parâmetros (α, β). As 

densidades a priori Beta (αθ, βθ) para cada 

parâmetro são: αθ a combinação do centro do 

intervalo do parâmetro θ de interesse com a 

média da distribuição Beta; βθ a combinação 

de ¼ do intervalo do parâmetro θ de 

interesse, com o desvio padrão da 

distribuição Beta. 

Para Gardner (2002), a primeira vantagem 

prática do método bayesiano em relação ao 

método tradicional da estatística 

frequencista é permitir uma ótima 

flexibilidade em lidar com problemas 

complexos incluindo, aqueles que são em 

camadas múltiplas com muitos parâmetros, 

como as inferências sobre doenças de 

animais envolvendo países, rebanho dentro 

dos países, e animais dentro dos rebanhos. 

Em estudos de testes diagnósticos o modelo 

bayesiano é recomendado e utilizado 

principalmente quando não se tem um 

padrão-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 disponíveis para o comércio, os 

ensaios diagnósticos devem ter 

características de desempenho constantes 

(Morgan, 1998). As autoridades regulatórias 

como Animal and Plant Health Inspection 

Service (APHIS) nos Estados Unidos, 

Canadian Food Inspection Agency (CFIA) 

no Canadá, Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA) e 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) no Brasil estabelecem os 

requisitos gerais para o licenciamento dos 

kits diagnósticos. Esses requisitos consistem 

do preparo dos reagentes, pureza dos 

produtos (Morgan, 1998), condições de 

medidas, critérios de validação de métodos e 

da manutenção 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 laboratórios. Nesse 

sentido, as boas práticas de laboratório, 

incluindo a implementação de programa de 

qualidade assegurada tornaram-se essenciais 

para os laboratórios que visam à certificação 

nacional e internacional (Jacobson, 1998). 

Muitos fatores influenciaram esta tendência, 

em particular o comércio nacional e 

internacional. Devido à necessidade de 

aprovação global, estudos têm sido feitos 

para estabelecer princípios baseados na 

ciência com o objetivo de promover um 

sistema transparente e seguro no comércio 

internacional (Wiegers, 2002). 

No desenvolvimento de ensaios em 

laboratório ou na realização de análises de 

material clínico, o objetivo é a produção de 

dados de alta qualidade. Isso exige que os 

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 utilização de amostras de ensaio 

de controle que asseguram que o sistema 

está 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, já 

foram estabelecidas em muitos laboratórios 

em todo o mundo (OIE..., 2010). 
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Farr e Freeman (2008) relataram que a 

definição de requisitos para vários ensaios 

de laboratório é um aspecto importante para 

o planejamento de qualidade veterinário 

como os requerimentos aplicados para 

laboratórios humanos, mas, não existem para 

laboratórios veterinários. Nesse mesmo 

estudo consideram que o planejamento da 

qualidade em laboratórios veterinários inclui 

definição de padrões de qualidade como 

base para processos de qualidade para 

laboratório, controle de qualidade, qualidade 

assegurada e melhoria da qualidade.  

Para Gardner (2010) manuscritos de revisões 

de teste de acurácia para doenças dos 

animais avaliando a qualidade são raros e, 

estudos reportando a qualidade têm sido 

informais antes e depois do endosso do 

Standards for Reporting of Diagnostic 

Accuracy (STARD) em revistas veterinárias. 

Sua situação na medicina veterinária é, 

entretanto, provavelmente, semelhante 

àquela 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 então publicou mais de 19.500 

normas internacionais que abrangem quase 

todos os aspectos da tecnologia e de 

negócios. Essas normas apresentam as 

especificações para atingir o estado da arte 

de produtos, serviços e boas práticas. São 

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 

comissão técnica. Diante da necessidade de 

criação de uma norma ISO, estes 

especialistas se reúnem para discutir e 

negociar seu projeto de norma. Uma vez 

desenvolvido, o projeto é compartilhado 

com os membros da ISO que são convidados 

a comentar e votar. Se o consenso for 

alcançado o projeto se torna um padrão ISO. 

A norma é um documento que fornece 

requisitos, especificações, diretrizes ou 

características que podem ser usados de 

forma consistente para assegurar que 

materiais, produtos, processos e serviços são 

adequados para o seu propósito 

(International..., 2013). 

A ISO e a Comissão Eletrotécnica 

Internacional (IEC) prepararam a ISO/IEC 

17025. A primeira edição (1999) desta 

Norma foi produzida como resultado de 

extensa experiência da implementação da 

ISO / IEC Guia 25 e EN 45001. Essa edição 

continha todos os requisitos que os 

laboratórios de ensaio e calibração devem 

atender se desejam demonstrar que dispõem 

de um sistema de gestão, são tecnicamente 

competentes, e são capazes de produzir 

resultados tecnicamente válidos 

(Calibration..., 2005). 

2.3.3 Metrologia 

A metrologia legal no Brasil precede a Lei 

5966 de 12 de dezembro de 1973 que criou o 

Sistema Nacional de Metrologia, 

Normalização e Qualidade Industrial, do 

qual o Instituto Nacional de Metrologia, 

Qualidade e Tecnologia (INMETRO) é o 

órgão executivo central. Assim, o 

INMETRO através da Diretoria de 

Metrologia Legal, observando a 

competência que lhe é atribuída pelas leis 

5966/73, 9933/99, 10829/03 e 

pela Resolução 11, de 12 de outubro de 

1988, do Conselho Nacional de Metrologia, 

Normalização e Qualidade Industrial, 

organiza e executa as atividades de 

metrologia legal no Brasil. Estão sujeitos à 

regulamentação e ao controle metrológico, 

os instrumentos de medição e medidas 

materializadas utilizados nas atividades 

econômicas e nas medições que interessem à 

isenção de perigo das pessoas nas áreas da 

saúde, da segurança 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


33 

 

O controle metrológico compreende: o 

controle dos instrumentos de medição 

relativo à verificação e inspeção; a 

supervisão metrológica constituída pelos 

procedimentos realizados na fabricação, na 

utilização, na manutenção e no conserto de 

um instrumento de medição, e a perícia 

metrológica, que é composta por um 

conjunto de operações que tem por fim 

examinar e certificar as condições em que se 

encontram um instrumento de medição e 

determinar suas qualidades metrológicas de 

acordo com as exigências regulamentares 

específicas (BRASIL, 2012). 

Segundo a OIE (OIE..., 2010) a seleção de 

equipamentos é um dos fatores que impacta 

a validação de ensaios. Os equipamentos que 

não passam por manutenção e não são 

calibrados, podem impedir a realização de 

um ensaio de qualidade. Cita que os 

aparelhos como freezers, blocos de 

aquecimento, incubadoras, geladeiras, 

espectrofotômetros, termocicladores, 

pipetas, devem ser calibrados de acordo com 

os protocolos de garantia de qualidade do 

laboratório (OIE..., 2010).  

O INMETRO estabeleceu os critérios de 

validação de ensaios através da Norma NIE-

DIMEL-064 aprovada em janeiro de 2005. 

Nesse documento foram utilizados como 

referência a NBR ISO/IEC 17025:2001 que 

trata dos requisitos gerais para competência 

de laboratórios de ensaio e calibração e as 

Portarias INMETRO n
os

 29 de 10/03/95 e 

102 de 10/06/1988- Vocabulário 

internacional de Termos Fundamentais e 

Gerais de Metrologia e Vocabulário de 

Metrologia Legal (BRASIL, 2005). 

Outra calibração necessária é a dos ensaios 

para padronizar os reagentes. Existem 

padrões de referência nacionais e 

internacionais, contendo uma concentração 

conhecida do analito. Esses padrões são 

preparados e distribuídos por laboratórios de 

referência. Os padrões de referência 

nacionais são calibrados por comparação 

com os padrões internacionais sempre que 

possível. As amostras de referência 

utilizadas na validação devem estar na 

mesma matriz utilizada no ensaio e serem 

representantes da espécie a serem testadas. 

Além disso, os materiais de referência 

devem representar adequadamente a faixa de 

concentração do analito a ser detectado pelo 

ensaio (OIE..., 2010). 

2.3.4 Acreditação, certificação e 

credenciamento laboratorial  

A competência técnica e operacional do 

laboratório para conduzir testes é 

determinada pela acreditação. A acreditação 

é um procedimento pelo qual órgãos oficiais 

reconhecem formalmente que um órgão é 

competente para realizar tarefas específicas 

(Wiegers, 2002). 

De acordo com o INMETRO (2013) a 

acreditação de laboratórios de ensaio é 

concedida por ensaio para um determinado 

produto, segundo uma norma, regulamento, 

resolução ou procedimento desenvolvido 

pelo laboratório em que é estabelecida a 

metodologia utilizada. A norma NIT-

DICLA- 016 estabelece as diretrizes para a 

elaboração do escopo (BRASIL..., 2013c). 

Para Wiegers (2002), uma discussão sobre a 

competência do laboratório deve começar 

com a descrição da cooperação para 

acreditação internacional de laboratório 

(ILAC) porque a harmonização de regimes 

deriva dessa cooperação. Formalizada como 

uma cooperação internacional em 1996, a 

ILAC a referência internacional para 

regimes de acreditação para uso da ISO/IEC 

padrão internacional 17025 - Requisitos 

gerais para competência de ensaios e 

calibração (Wiegers, 2002).  

A acreditação de laboratórios, segundo os 

requisitos estabelecidos na norma ABNT 

NBR ISO/IEC 17025:2005, é aplicável a 

laboratórios de calibração e de ensaio. A 

acreditação de laboratórios de calibração é 

concedida para um escopo, constituído por 
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grupos de serviços de calibração 

estabelecidos na norma NIT-DICLA-012, 

incluindo serviços, faixas e melhor 

capacidade de medição (BRASIL..., 2013b). 

A certificação é uma garantia por escrito, 

concedida por organismo de terceira parte, 

de um produto, processo ou serviço está em 

conformidade com o requisito especificado. 

Esse termo é usado internacionalmente para 

incluir o sistema da qualidade ou 

gerenciamento do sistema de certificação 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 

laboratório credenciado e publicados no sítio 

eletrônico do MAPA (BRASIL, 2013). 

De acordo com o Art. 5
o
 da INSTRUÇÃO 

NORMATIVA N° 57 do Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(BRASIL, 2013d), para a obtenção do 

credenciamento o laboratório interessado 

deverá apresentar certificação de acreditação 

e do escopo de acreditação na ABNT NBR 

ISO/IEC 17.025 - Requisitos Gerais para a 

Competência de Laboratórios de Ensaio e 

Calibração, emitidos pela Coordenação- 

Geral de Acreditação do Instituto Nacional 

de Metrologia, Normalização e Qualidade 

Industrial- CGCRE/Inmetro, contemplando 

os ensaios constantes na solicitação de 

credenciamento. Laboratório credenciado é 

definido pela IN 57/2013 como laboratório 

público ou privado, legalmente constituído 

como laboratório, 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 manutenção dos 

critérios de validação 

2.3.5.1 Controle de qualidade interno 

A validade do ensaio na rotina necessita ser 

consistentemente monitorada pela 

repetibilidade, por meio do processo de 

controle para avaliar possíveis alterações na 

precisão e acurácia do teste. Essas alterações 

podem ser monitoradas graficamente pela 

plotagem de valores de controle no gráfico 

de controle. Desvios advindos do 

desempenho do ensaio devem ser 

investigados e ações corretivas devem ser 

tomadas caso seja necessário (OIE..., 2010).  

Segundo Westgard (2002), por comparação, 

um procedimento de regra única de controle 

utiliza um único critério ou um único par de 

limites de controle, assim como um gráfico 

de Levey-Jennings, com limites de controle 

calculados como  ± 2DP (média mais ou 

menos dois desvios -padrão) ou  ± 3DP 

(média mais ou menos 3 desvios-padrão). 

Westgard propõe outra forma de controle de 

qualidade que consiste na utilização de cinco 

regras de controle diferentes para a 

aceitabilidade de uma corrida analítica. 

No Manual de Provas da OIE, versão 2013, 

o gerenciamento da qualidade em 

laboratório de ensaio veterinário foi incluído 

como ferramenta para diminuir a influência 

dos fatores que não são dependentes do 

teste. Esses fatores foram citados como 

instrumentação, calibrações, erro do 

operador e qualidade da água dentre outros 

(OIE..., 2013). 

2.3.5.2 Controle de qualidade externo, 

teste de proficiência 

A reprodutibilidade é acessada através de 

programas de controle de qualidade externos 

como o teste de proficiência (OIE..., 2010). 

O teste de proficiência é uma importante 

atividade para assegurar a qualidade de 

ensaios que contribui para que sejam 

válidos. Com a acreditação e o uso de 

métodos válidos, os testes de proficiência 

são a terceira parte essencial de dados do 
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sistema de credibilidade do laboratório 

(Wiegers, 2004). 

No Brasil, os laboratórios que pretendem 

obter a acreditação através do INMETRO 

devem demonstrar a sua competência para 

realizar os ensaios e calibrações para os 

quais buscam a acreditação, por meio da 

participação satisfatória em atividades de 

ensaios de proficiência. A norma NIT-

DICLA-026 detalha os requisitos de 

participação em atividades de ensaio de 

proficiência (BRASIL, 2011).  

O teste de proficiência em ensaios aplicados 

a laboratórios de diagnóstico de doença 

animal (veterinário) é essencial para facilitar 

e documentar a transferência do ensaio da 

fase de desenvolvimento para o uso na 

bancada, transferi-lo de um laboratório para 

outro, para validar, para avaliar e comparar 

métodos, para verificar sua precisão, e 

facilitar o comércio e aprovações 

regulamentares e decisões. (Wiegers, 2004). 

Além disso, o teste de proficiência tem se 

apresentado como um componente essencial 

para verificação do resultado do ensaio, 

validação do método e harmonização, 

aprovação do laboratório pelos órgãos 

reguladores, acreditação de laboratórios e 

gestão de questões comerciais (Wiegers, 

2004). 

A participação dos laboratórios em 

atividades de ensaio de proficiência é um 

dos mecanismos de controle da qualidade 

dos resultados previstos na NBR ISO/IEC 

17025. Os benefícios advindos desta 

participação em ensaios de proficiência 

incluem ter uma avaliação externa regular e 

independente da qualidade de seus 

resultados de ensaios e calibrações e poder 

comparar o seu desempenho com o de outros 

laboratórios semelhantes (BRASIL, 2013a). 

2.3.6 STARD e validação de ensaios 

diagnósticos veterinários 

O objetivo geral do Standards for Reporting 

of Diagnostic Accuracy (STARD) é 

melhorar a acurácia, a integridade e 

transparência de relatórios de estudos de 

precisão diagnóstica, a fim de permitir que 

os pesquisadores detectem possíveis fontes 

de vieses no estudo e avaliar a possibilidade 

de generalização e utilidade dos resultados 

para o propósito de uso (Bossuyt et al., 

2003; Gardner, 2010).   

Para atingir esse objetivo, o grupo de projeto 

do STARD desenvolveu uma lista de 

verificação com 25 itens. A lista pode ser 

utilizada para verificar se todos os elementos 

essenciais foram incluídos no relatório de 

um estudo. A ordem dos itens corresponde à 

sequência utilizada em muitas publicações 

de estudos de acurácia diagnóstica.  A 

decisão da inclusão dos itens na lista foi 

sempre que possível, baseado em evidências 

ligando esses itens ao viés, variabilidade nos 

resultados, ou limitações da aplicabilidade 

dos resultados para outros cenários.  

Segundo Bossuyt et al. (2003) o documento 

é explicativo para facilitar a utilização, 

compreensão e divulgação da lista de 

verificação. O documento contém um 

esclarecimento sobre o significado, 

justificativa e uma utilização otimizada de 

cada item na lista de verificação, bem como 

um breve resumo das evidências disponíveis 

sobre viés e aplicabilidade. (Bossuyt et al., 

2003) 

O item sete, por exemplo, refere-se à 

descrição do padrão ouro e da justificativa 

para sua utilização. Em estudos de acurácia 

do diagnóstico, o padrão de referência é 

usado para distinguir indivíduos doentes 

com a condição alvo, daqueles sem essa 

condição. Algumas condições alvo não 

podem ser definidas inequivocamente. 

Dependendo do estudo em questão, a 

relevância clínica, prognóstico ou 

diagnóstico patológico pode definir a 

condição alvo (Knottnerus e Muris, 2002). 
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No STARD o teste que está sendo avaliado é 

referido como o ensaio índice. Os resultados 

obtidos com o teste índice são comparados 

com os resultados do padrão de referência, 

obtido nas mesmas amostras. Nessa 

situação, o padrão de referência é o melhor 

método disponível para o estabelecimento da 

presença ou a ausência da condição alvo. O 

padrão de referência pode ser um único 

teste, ou uma combinação de métodos e 

técnicas, incluindo o acompanhamento 

clínico de indivíduos testados (Bossuyt et 

al., 2003). 

Segundo Bossuyt et al. (2003) a 

metodologia para a concepção e realização 

de estudos de acurácia do diagnóstico ainda 

está amadurecendo. O entendimento das 

fontes de variabilidade e o potencial de 

polarização estão crescendo. Como 

resultado, espera-se uma atualização 

periódica da lista de verificação do STARD. 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Aspectos gerais 

Os órgãos oficiais da área veterinária 

possuem regulamentos e orientações sobre 

validação de métodos diagnósticos em forma 

de documentos diferenciados em normas, 

manuais, e instruções normativas. Existe 

também, uma tendência de elaboração de 

documentos gerados a partir de consulta a 

expertises e documentos elaborados a partir 

de encontros realizados com a finalidade de 

harmonização dos requisitos. Esses 

encontros proporcionam a revisão de 

propostas de validação, bem como novas 

propostas de orientações e limites aceitáveis 

para a realização dos estudos de 

desempenho do teste diagnóstico novo ou 

em estado de melhoria. Faltam, no entanto, 

documentos completos como instrumento 

para avaliação de tais estudos. 

Os principais objetivos dos mencionados 

documentos são facilitar a realização de 

procedimentos de avaliação e assegurar a 

coerência entre a avaliação do desempenho 

dos testes em busca de disponibilização de 

testes diagnósticos com elevada qualidade. 

Além disso, regulamentar a comercialização 

e utilização de métodos destinados a 

diagnósticos, definir diretrizes e promover a 

aceitação científica de novas metodologias 

que cada vez mais vêm aumentando.  

As diretrizes evitam e removem dificuldades 

no procedimento e interpretação dos 

resultados bem como, facilitam o processo 

da implantação da validação pelos órgãos 

governamentais e outros usuários, como 

laboratórios de rotina, pesquisa e 

laboratórios fabricantes. Como novas 

tecnologias vão surgindo em paralelo, os 

conteúdos desses documentos vão sendo, 

modificados ou ampliados. Essas 

modificações vão sendo indicadas por datas 

de revisões informadas nos documentos.  

Na presente pesquisa foi realizado um 

estudo exploratório dos documentos de 

orientação para validação de métodos 

diagnósticos aplicados à viroses dos 

animais. Após a análise exploratória foi 

identificado a frequência dos itens 

recomendados para desenvolvimento e 

validação dos testes utilizando os critérios 

presentes no documento da OIE (OIE..., 

2010) como referência.  

3.2 Metodologia 

Há muitas maneiras de obter informações. 

Os métodos mais comuns para tanto são: 

pesquisas bibliográficas, grupos focais, 

entrevistas, pesquisas por telefone, 

inquéritos por e-mail, e-mail, pesquisas e 

levantamentos pela internet. No presente 

estudo as informações foram obtidas através 

de pesquisas bibliográficas, inquérito por e-

mail e pesquisas e levantamentos pela 

internet. 

Levantamentos por e-mail e internet são 

relativamente novos e pouco se sabe sobre o 

efeito do viés de amostragem em pesquisas 

de internet. Embora seja claramente o 

método mais eficaz e mais rápido de 
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distribuição de uma pesquisa, o perfil 

demográfico do usuário de internet não 

representa a população em geral, embora 

isso se encontre em processo de mudança.  

3.2.1 Estudo dos documentos 

O material do estudo consistiu em 

documentações de validação de métodos 

direcionadas à diagnóstico sorológico 

aplicado em veterinária, sendo principais as 

normas internacionais e diretrizes de órgãos 

governamentais. A metodologia empregada 

foi pesquisa documental proposta por Gil 

(2006) aplicando a análise de conteúdo 

desenvolvida em três fases: pré-análise que 

consiste na fase de organização, escolha dos 

documentos e preparação do material para 

análise; a segunda fase denominada 

exploração do material é a mais longa e, 

compreende a codificação dos documentos 

envolvendo a escolha das regras de 

contagem; e a terceira fase, que consiste no 

tratamento dos dados e, sua inferência e 

interpretação com o objetivo de torná-los 

válidos e significativos. 

O estudo das normas foi realizado nos 34 

países membros, e nos 6 países parceiros da 

Organização para a Cooperação e 

Desenvolvimento Econômico (OECD). A 

OECD é uma organização internacional 

criada em 30 de setembro de 1961 que, 

agrupa os países mais industrializados da 

economia de mercado no mundo. Os 

membros da OECD são economias de alta 

renda com um alto índice de 

Desenvolvimento humano (IDH). Os 

representantes dos países membros se 

reúnem para definir políticas com o objetivo 

de maximizar o crescimento econômico e o 

desenvolvimento dos mesmos. Os países 

membros são: Austrália, Áustria, Bélgica, 

Canadá, Chile, República Checa, 

Dinamarca, Estônia, Finlândia, França, 

Alemanha, Grécia, Hungria, Islândia, 

Irlanda, Israel, Itália, Japão, Coréia, 

Luxemburgo, México, Holanda, Nova 

Zelândia, Noruega, Polônia, Portugal, 

República Eslovaca, Eslovênia, Espanha, 

Suécia, Suíça, Turquia, Reino Unido e 

Estados Unidos, e os parceiros são: Brasil, 

China, Índia, Indonésia, África do Sul e 

Rússia. 

Na pré-análise, caracterizada pela fase de 

organização, foram realizadas buscas, a 

partir do ano 2000, em redes eletrônicas 

utilizando o buscador PubMed incluindo 

normas internacionais citadas pela OIE, 

revistas científicas, anais de eventos 

científicos, periódicos de indexação, teses e 

dissertações, livros, manuais e obras de 

referência especializadas com o objetivo de 

obtenção de informações mais completas em 

relação ao significado da validação de testes 

diagnósticos para veterinária. 

Posteriormente, foram realizadas buscas nos 

sites dos Ministérios da Agricultura dos 

países membros do OECD em busca de 

fonte primária de documentos. Os 

documentos primários são desprovidos de 

comentários e traduções e, portanto, os mais 

indicados segundo Luna (1993). Em 

seguida, foram realizadas a seleção e a 

separação dos documentos de acordo com o 

país e instituição de origem para análise em 

busca do fornecimento das propostas de 

validação de método. 

Na fase de exploração, os materiais foram 

codificados envolvendo a escolha dos 

documentos incluindo critérios de inclusão e 

exclusão de guidelines e artigos. Os critérios 

de inclusão foram: documentos originados 

de organismos reconhecidos em nível 

regional, nacional e internacional, com 

função de estudo, elaboração e aprovação de 

normas de validação disponíveis ao público; 

e, documentos nos quais apresentaram 

critérios de validação incluindo avaliação 

estatística ou não. Nessa fase, também, foi 

realizada a caracterização da fonte 

selecionada e classificação dos mesmos. A 

avaliação dessas informações determinou as 

categorias de análise e fundamentou as 

etapas sequentes de investigação do tema em 

função das lacunas existentes localizando os 
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principais entraves teóricos e/ou 

metodológicos. Os 18 documentos foram 

reunidos em nove grupos conforme o órgão 

oficial de origem.  

Na fase de tratamento dos dados foi 

realizada uma análise descritiva das 

abordagens de validação. Nessa etapa foram 

caracterizados os estágios de validação, 

testes analíticos e ferramentas estatísticas 

disponíveis nas documentações oficiais 

considerando a área de aplicação do ensaio 

diagnóstico. 

Na análise de completude do documento em 

estudo foram utilizados os seguintes 

critérios: “0” para ausência do item; “0,5” 

para presença do item de forma incompleta, 

com a presença apenas do relato do teste; e 

“1,0” para presença do item de forma 

completa, incluindo informações além do 

relato da necessidade de realização do teste.  

Os critérios de desenvolvimento, validação 

de métodos e ferramentas estatísticas 

recomendadas foram contabilizados 

considerando a presença do item no 

documento independentemente de 

informações a respeito da aplicação dos 

mesmos. Em sequência foram construídas 

tabelas com os dados coletados 

possibilitando destacar os percentuais de 

presença de cada item em relação aos totais 

de itens presentes nos documentos 

estudados. 

Na fase de inferência e interpretação, as 

propostas de validação categorizadas 

segundo a aderência dos estágios de 

validação, em relação ao documento para 

validação e certificação de ensaios para 

diagnóstico (OIE..., 2010) foram analisadas 

para estabelecer possíveis relações. 

A interpretação dos dados foi realizada 

mediante análise da relação entre os dados 

empíricos e a teoria, suficientemente 

confirmada, dos aspectos epidemiológicos 

analisados no estudo proposto enfatizando a 

importância da teoria para o estabelecimento 

de generalizações e sistemas de relações 

entre as proposições (Gil, 2006).  

3.2.2 Estudo do processo de 

desenvolvimento e validação de um 

método diagnóstico 

Em uma segunda fase foi aplicado um 

questionário sobre o processo de 

desenvolvimento e validação de método 

diagnóstico. O objetivo do estudo foi 

conhecer a aderência dos pesquisadores ao 

processo de validação de métodos na 

pesquisa e desenvolvimento de um ensaio 

diagnóstico sorológico aplicado em 

veterinária. Além disso, identificar pontos de 

estudos. 

Pesquisadores colhem informações por  

meio de emprego de uma grande variedade 

de métodos e muitos dos métodos de coleta 

de informações envolvem uma escolha do 

sujeito experimental. Por exemplo, querer 

escolher os 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 são, por vezes, conhecidos como 

seleção intencional, ou seleção não-

probabilística. Em vários países europeus, os 

principais inquéritos por amostragem 

oficiais de empresas usam seleção 

proposital, por causa de problemas graves na 

obtenção de cooperação do entrevistado. Na 

Nova Zelândia, algumas partes do Índice de 

Preços ao Consumidor (IPC) usa 

amostragem não-probabilística. Nesse caso, 

o uso da amostragem não-probabilística tem 

a aprovação do Comitê Consultivo, um 

grupo de representantes de consumidores e 

utilizadores e especialistas que prestam 

aconselhamento ao estatísticos do Governo 

sobre o IPC (Doherty,1994). 

Devido a característica do presente estudo, 

ou seja, levantar as informações de 

especialistas, a amostragem foi não-
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probabilística. Amostragem não-

probabilística 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 conveniência é usada em 

pesquisa exploratória na qual o pesquisador 

está interessado em obter uma aproximação 

da verdade com baixo custo (Doherty, 1994; 

Gil, 2006).  

A amostra deste estudo foi composta por 38 

indivíduos, de ambos os sexos e com idade 

superior a 18 anos. Na área de avaliação 

”Medicina Veterinária” foram identificadas 

as universidades com conceito 7, 6, 5 ou 4 

conforme divulgação pela Coordenação de 

Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível 

Superior- CAPES/MEC no ano de 2010. Os 

conceitos referem-se a produção 

bibliográfica distribuída segundo a 

estratificação Qualis. São eles: teses e 

dissertações defendidas e número de 

docentes permanentes no, triênio 2007-09; e 

nota final da avaliação 2010. Nessas 

universidades identificadas, foram 

selecionados os professores pesquisadores 

dos Cursos de Pós-Graduação, com 

modalidade acadêmica, contemplando 

mestrado e doutorado (orientação plena), 

com atuação ou publicação nas áreas de 

desenvolvimento, avaliação e /ou validação 

de métodos sorológicos de diagnóstico ou 

virologia. O “n” amostral de 38 representou 

o universo de acordo com os critérios 

estabelecidos para inclusão do pesquisador 

no estudo. A distribuição dos conceitos dos 

cursos pode ser observada na Figura 4. 

 

 

Figura 4 – Distribuição 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 

questionário eletrônico (Anexo 2) para 

Universidades do Brasil conforme a Figura 

5, após a autorização da direção da unidade 

acadêmica na qual o participante estava 

inserido, e da aprovação do projeto no 

Comitê de Ética em Pesquisa (COEP) – 

UFMG. Foram enviadas correspondências 

(Anexo 3), oficiais numeradas, para os 

diretores ou coordenadores das unidades dos 

cursos de medicina veterinária, formalizando 

a solicitação da realização da pesquisa e 

esclarecendo sobre os objetivos e 

compromisso de realização do estudo 

cumprindo os requisitos da Resolução do 

Conselho Nacional de Saúde 196/96 que 

trata da Pesquisa envolvendo Seres 

Humanos. 
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Figura 5 – Distribuição de Pesquisadores das Instituições na amostra 

O instrumento proposto, o questionário, foi 

composto por 28 itens, sendo 17 itens 

segundo o objetivo 4, desenvolver uma nova 

ferramenta de avaliação para a avaliação da 

qualidade dos estudos de diagnóstico 

baseada em evidências, do estudo de 

Whiting et al. (2004). Os itens foram 

avaliados em uma escala tipo Likert (1932) 

de cinco pontos cujos descritores são: 

“Discordo totalmente”, “Discordo 

moderadamente”, “indiferente”, “Concordo 

moderadamente” e “Concordo plenamente”. 

Após a elaboração do questionário foi 

realizado um estudo piloto aplicado a 10% 

da amostragem com o objetivo de verificar a 

necessidade de ajustes antes da realização do 

pré-teste. Foi calculado o alfa de Cronbach 

(1951) para a amostra definida para verificar 

a consistência do questionário. 

O questionário foi enviado, por e-mail, 

também para 12 pesquisadores de duas 

instituições públicas federais com o objetivo 

de fazer um levantamento sobre a utilização 

das normas de validação. 

O sucesso da escala de Likert (1932) reside 

na sua sensibilidade para reconhecer a 

oposição entre contrários; reconhecer 

gradiente; e reconhecer situação 

intermediária. A representação aritmética de 

um evento qualitativo é uma estratégia para 

o processamento e análise, mas a 

interpretação dos resultados requer um 

retorno ao significado original de suas 

medidas. Assim, para analisar as expressões 

do grau de concordância/discordância, 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 questionário 

(Pereira, 2004). Após a atribuição dos 

valores, a média e o intervalo de confiança a 

95% foram calculados e representados 

graficamente. Os intervalos negativos foram 

considerados como discordantes, os 

positivos como concordantes e os intervalos 

contendo o zero representaram a 

neutralidade. 

3.2.3 Estudo da presença dos critérios 

de validação de métodos do 

documento da OIE (OIE..., 2010) nos 

artigos científicos publicados nos anos 

de 2011 e 2012 

A literatura foi sistematicamente pesquisada. 

Foram incluídos os artigos com relatos de 

desenvolvimento, validação de métodos e 

avaliação de acurácia. Os artigos foram 

identificados como elegíveis para inclusão 
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utilizando as interfaces PubMed, OVID e 

Google Scholar utilizando o idioma inglês 

(Figura 6). As datas de publicação 

restringiram-se ao período entre 1° de 

janeiro de 2011 e 31 de dezembro de 2012. 

Os descritores para o banco de dados foram: 

“veterinary diagnostic test”, “validation of 

method and veterinary“ e “development and 

validation”. Posteriormente o título e o 

resumo de cada artigo potencial foram 

examinados para determinar a potencial 

elegibilidade, que foi confirmada por uma 

análise do texto completa. As referências 

dos artigos foram examinadas para verificar 

a presença de normas de validação, artigos 

com temas de validação de métodos, 

desenvolvimento de métodos e estudos de 

acurácia. Em sequência, foi avaliada a 

aderência dos 12 critérios de validação de 

métodos citados no documento “Princípios e 

métodos de validação de ensaios 

diagnósticos para doenças infecciosas” 

(OIE..., 2010). Os dados foram sumarizados 

em uma tabela, onde foram tabuladas as 

frequências dos critérios em relação à 

presença das normas e artigos. A separação 

em colunas foi realizada com o objetivo de 

comparar a completude em relação à 

presença ou ausência das normas e artigos. 

4.0 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Estudo dos documentos de 

validação 

Avaliando os critérios de desenvolvimento e 

validação de métodos segundo OIE (OIE..., 

2010) nos documentos pesquisados, os 

critérios proposta de uso e reprodutibilidade 

apresentaram maior frequência percentual 

(ambas com 88,9%). As sensibilidades e 

especificidades analíticas e diagnósticas 

apresentaram uma homogeneidade com 

frequência percentual (72,2%). Os critérios 

com menor citação foram ‘otimização’ 

(33,3%), “Ruggedness” (33,3%) e ponto de 

corte (27,8%). Enquanto a robustez e 

repetibilidade ficaram com valores próximos 

de frequência percentual, 77,8% e 83,3% 

respectivamente (Tabela 4). 

As frequências encontradas para 

sensibilidade e especificidade justificam-se 

devido à sua utlização nas avaliações da 

acurácia dos ensaios e também quando é 

preciso realizar modificações nos ensaios. 

Segundo a OIE (OIE..., 2010) essas 

modificações são necessárias para ajustar o 

desempenho do diagnóstico ou para 

melhorar a eficiência do ensaio ou custo-

efetividade. Esses critérios são avaliados 

também na revalidação que é recomendada 

quando ocorre a mudança da aplicação do 

ensaio em relação à região geográfica e / ou 

população. Nessa situação se encontram as 

estirpes de vírus, derivadas de animais em 

diferentes localizações geográficas por 

apresentarem sequências alvo diferentes. As 

mutações de agentes infecciosos podem 

afetar a eficiência do ensaio e invalidar as 

características de desempenho estabelecidas. 

Assim, a OIE (OIE..., 2010) recomenda que 

seja confirmada regularmente a sequência 

alvo nas regiões genômicas para os isolados 

(nacional ou regional) dos agentes 

infecciosos. 

Ruggedness foi um dos critérios menos 

citados, possivelmente porque foi 

considerado um estudo da sequência da 

análise da imprecisão interlaboratorial e, às 

vezes, foi citado como robustez. Burns et al. 

(2009) definiram claramente os termos 

Robust e Rugged e seus usos distinguidos, 

juntamente com as características associadas 

de robustez e resistência. Mostraram que as 

características de robustez e resistência 

expressam resistência contra as condições e 

influências. Essas características diminuem 

tanto a precisão como a exatidão dos 

resultados analíticos, obtidos por um 

procedimento em particular, em um dado 

laboratório ou em laboratórios diferentes.  
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Figura 6 – Fluxograma da pesquisa da literatura de validação de métodos publicada em 2011 e 2012.  

 



43 
 

Não foi encontrado um modelo que 

contemplasse todos os critérios e 

ferramentas estatísticas disponíveis para a 

validação de métodos.  Uma das razões para 

isso poderia estar relacionada ao fato de que 

o estudo de validação de métodos na área 

veterinária é mais recente em relação à área 

humana (Guidance..., 2005). A maioria dos 

critérios e ferramentas estatísticas 

apresentadas para avaliação de métodos na 

área humana, como nos documentos do 

National Committee For Clinical 

Laboratory Standards (NCCLS), são 

aplicáveis na avaliação de ensaios 

veterinários. No entanto, embora os critérios 

pareçam ser os mesmos, Greiner e Gardner 

(2000) ressaltaram que na área veterinária 

algumas distinções devem ser observadas 

como, por exemplo, no que se refere à 

aplicação do ensaio a um pool de amostras.  

É importante ressaltar nesse ponto que as 

diretrizes de validação estão ligadas as 

relações econômicas e aos interesses 

políticos de comercialização de produtos 

entre os países, com reflexos na proposta de 

uso do produto e no que deve ser avaliado 

através do ensaio diagnóstico. 

Algumas iniciativas como a elaboração do 

documento (Validation..., 1998) atualizado 

em 2010 demonstram relações de interesses 

de comercialização. Esse documento foi 

elaborado com o objetivo de fornecer 

recomendações sobre como considerar 

características de validação como parte dos 

pedidos de registos para a aprovação de 

medicamentos veterinários apresentados à 

União Europeia, Japão e os Estados Unidos 

(Validation..., 1998). 

 

Tabela 4. Distribuição das frequências absolutas e percentuais dos critérios de desenvolvimento e 

validação de métodos segundo OIE (OIE..., 2010) nos documentos estudados.  

 

Critérios de validação 

de ensaios 

Frequência 

absoluta 

Frequência 

percentual 

Proposta de uso 8,0 88,9% 

Otimização 3,0 33,3% 

Padronização 4,5 50,0% 

Robustez 7,0 77,8% 

Repetibilidade 7,5 83,3% 

Sensibilidade analítica 6,5 72,2% 

Especificidade analítica 6,5 72,2% 

Ponto de corte 2,5 27,8% 

Sensibilidade diagnóstica 6,5 72,2% 

Especificidade diagnóstica 6,5 72,2% 

Reprodutibilidade 8,0 88,9% 

Ruggedness 3,0 33,3% 

 

Na avaliação das ferramentas estatísticas 

recomendadas, os resultados encontrados 

foram: desvio-padrão e coeficiente de 

variação com 55,6%, curva ROC, teste 

Kappa e outros com 22,2% e o Modelo 

Bayesiano apresentou menor frequência 

(11,1%). O Qui-Quadrado representou 

33,3% das ferramentas estatísticas 

recomendadas nos documentos estudados 

(Tabela 5). 

A frequência percentual do desvio padrão e 

coeficiente de variação foram os mesmos, o 

que pode ser explicado pelo fato de que para 

obter-se o coeficiente de variação é 

necessário o valor do desvio padrão. 

O modelo Bayesiano foi o menos frequente 

tendo em vista que se trata de uma 

ferramenta estatística avançada, que requer 

conhecimento mais específico. Necessita de 

pressupostos críticos para definição dos 
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dados a priori e, investimento intelectual 

para utilização dos softwares para sua 

aplicação (Gardner, 2002). Atualmente, na 

avaliação de ensaios diagnósticos o uso 

desse modelo tem sido recomendado e 

utilizado quando não existe um padrão-ouro 

ou quando os ensaios que estão sendo 

comparados são considerados como 

imperfeitos (OIE..., 2010). 

Gardner e Greiner (2006) observaram que a 

medicina veterinária 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 diagnóstico da anemia infecciosa 

equina. No exemplo discutido no estudo 

para expressar a acurácia de teste 

diagnóstico para identificar insuficiência 

cardíaca congestiva, Florkowski (2008) 

concluiu que a análise da curva ROC 

permitiu definir o melhor ponto de corte 

para a finalidade clínica. Yang et al. (2012) 

obtiveram melhores resultados de 

sensibilidade e especificidade na avaliação 

de múltiplos ELISAs para detecção de vírus 

da peste suína clássica quando utilizaram a 

curva ROC. 

 

Tabela 5. Distribuição das frequências absolutas e percentuais das ferramentas estatísticas recomendadas 

nos documentos estudados.  

Ferramentas estatísticas recomendadas 

 nos documentos 

Frequência 

absoluta 

Frequência 

percentual 

Coeficiente de variação 5 55,6% 

Curva ROC 2 22,2% 

Desvio Padrão 5 55,6% 

Kappa 2 22,2% 

Modelo Bayesiano 1 11,1% 

Qui- Quadrado 3 33,3% 

Outros 2 22,2% 

 

Na avaliação da completude dos documentos 

estudados, “conceitos” e “estágios” 

apresentaram a mesma percentagem (55,6%) 

(Tabela 6). A percentagem maior para 

conceitos e estágios relaciona-se a 

iniciativas de alguns países que formam 

grupos para estudar, discutir e harmonizar 

documentos de recomendação de validação 

de métodos que facilitariam o registro e a 

comercialização de produtos entre esses 

países. Austrália e Nova Zelândia através do 

SCAHLS procuram sustentar e melhorar a 

qualidade dos produtos animais e garantir o 

acesso ao mercado aplicando as melhores 

práticas para serviços de laboratórios 

veterinários. O objetivo primário é assegurar 

a coerência entre os laboratórios usando 

métodos selecionados por sua ótima 

precisão, sensibilidade, especificidade e 

robustez (ANZSDP..., 2011). Os objetivos 

secundários são fornecer diretrizes para os 

métodos a serem utilizados em programas de 

ensaios de proficiência externos e para 

auxiliar no desenvolvimento de 

documentação para sistema de qualidade.  

Para ser aprovado, o novo ensaio, deve 

passar por quatro estágios de avaliação. 

Após esses estágios, deve ser elaborado o 

documento com as informações, realizado a 

submissão do documento com a solicitação 

da aprovação junto ao grupo SCAHLS 

(SCAHLS..., 2012).  

Percebe-se a necessidade da harmonização 

dos documentos internacionais de validação 

de ensaio com finalidade de minimizar as 

diferenças. Melhorando, assim, o 

conhecimento sobre a sua qualidade. Mas, 

por outro lado, as generalizações podem 

comprometer a validação no que tange as 
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particularidades das doenças em estudo ou 

dos métodos.  Aumentar a aceitação dos 

produtos que dependem de liberação através 

da avaliação, utilizando ensaios diagnósticos 

ou mesmo da comercialização dos próprios 

ensaios, envolve também questões políticas 

relacionadas ao estabelecimento de 

restrições ou limites de aceitação de acordo 

com as condições de investimento e 

competição do país. 

Os métodos estatísticos e o planejamento de 

avaliação dos testes estavam presentes em 

33,3% dos documentos estudados (Tabela 

6). A não recomendação dos testes 

estatísticos em todos os documentos pode 

ser explicada pelo fato de serem mais 

complexos e se encontrarem em situação de 

discussão técnica em relação às aplicações 

dos mesmos nas avaliações de desempenho 

dos ensaios diagnósticos.  

 

Tabela 6. Distribuição das frequências absolutas e percentuais da completude dos documentos estudados 

em relação à presença de conceitos, estágios, métodos estatísticos e planejamento de avaliação dos testes. 

Critérios de completude Frequência 

absoluta 

Frequência 

percentual 

Conceitos 5 55,6% 

Estágios 5 55,6% 

Métodos estatísticos 3 33,3% 

Planejamento de avaliação dos testes 3 33,3% 

 

4.2 Estudo do processo de 

desenvolvimento e validação de um 

método diagnóstico 

Após a coleta de dados realizada por meio 

do envio de questionários 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 questionário 

eletrônico, posto que, segundo Marconi e 

Lakatos (2005), questionários que são 

enviados para entrevistados alcançam em 

média 25% de devolução. No estudo quanto 

ao uso de questionários via e-mail realizado 

por Vieira et al. (2010), foram selecionados 

218 participantes para a realização de coleta 

de dados. A seleção foi realizada utilizando 

o cálculo da amostragem aleatória simples 

com erro amostral de 5%, intervalo de 

confiança de 95%, e ao final da coleta foram 

obtidos 55 questionários respondidos, 

representando um retorno de 25,23%. 

Caracterizando os respondentes do presente 

estudo, pode-se observar que, segundo o 

tempo de pesquisa veterinária, 77% dos 

pesquisadores trabalham com pesquisa em 

medicina veterinária há mais de 6 anos e, 

23%, entre 3 e 6 anos. Considerando a 

formação acadêmica, as análises 

epidemiológicas de testes diagnósticos se 

encontram presentes na formação de 69% 

dos pesquisadores, mas, apenas 31% estão 

inseridos em programas de Pós-Graduação 

com disciplina relacionada à qualidade 

assegurada. Esse estudo descritivo sugere a 

realização de formação em qualidade e 

validação de métodos, com a finalidade de 

ajustar-se com a competência às novas 

demandas geradas pelo progresso científico 

e tecnológico.  

Quanto ao item “qual método diagnóstico é 

utilizado com maior frequência?”, foi 

possível identificar que o método ELISA é o 

teste mais utilizado (62%), outros testes 

apresentaram percentagem considerável 

(31%) e o teste de soroneutralização 

apresentou a menor frequência (8%) na 

amostra em estudo. A técnica de 

soroneutralização é uma técnica complexa e 

demorada. Apresenta maior dificuldade de 



46 

 

realização, de infraestrutura e habilidade de 

operador, o que não é adequado para o 

ensaio em larga escala em sistemas de 

vigilância. 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 epidemiológicos, e ser um 

ensaio simples e rápido. 

O documento de validação com leitura mais 

frequente foi o Manual de Validação da 

Organização Mundial de Saúde Animal 

(69%) e a Instrução Normativa do 

Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (38%). A leitura do 

documento de validação da Cooperação 

Internacional para a Harmonização de 

Requisitos Técnicos para o Registro de 

Produtos Veterinários (VICH) apresentou 

uma frequência de leitura menor (8%). Não 

foi identificada a leitura de outras fontes de 

recomendações além das opções constantes 

do item “Documento de validação”. Embora 

todas essas normas estejam disponíveis on 

line o Manual de validação da Organização 

Mundial de Saúde Animal (OIE..., 2010) é 

na maioria das vezes recomendado nos sites 

dos ministérios da agricultura dos países, nas 

agências de regulação de alguns países e, 

nos cursos de medicina veterinária das 

universidades que realizam pesquisa de 

ensaios diagnósticos. 

Observa-se na Figura 7 que os artigos (92%) 

foram a forma mais prevalente para 

orientação da avaliação da acurácia 

diagnóstica, seguidos pelas recomendações 

das normas internacionais (46%) e normas 

nacionais (31%). Nesse item, foi solicitado 

ao entrevistado que marcasse todas as 

opções de recomendações por ele utilizadas. 

 

 

Entre as etapas de validação de métodos, a 

amostragem e os estudos de acurácia 

apresentaram o maior grau de importância, 

seguidos pela escolha do método de 

referência e por estudos de imprecisão, 

segundo dados expostos na Tabela 7. A 

maioria dos entrevistados é da área 

acadêmica, portanto, o resultado das 

pesquisas por eles realizadas são artigos 

direcionados para publicação em periódicos 

científicos. Assim, existindo um 

envolvimento maior com a amostragem. A 

amostra de estudo é um item de avaliação 

por parte dos relatores dos periódicos por se 

tratar de generalizações que possam vir a 

serem feitas em relação aos estudos de 

doenças em populações definidas. Quanto ao 

estudo de acurácia, o que se pretende 

Figura 7- Distribuição das respostas dos pesquisadores em relação aos 

documentos utilizados na avaliação da acurácia diagnóstica 
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demonstrar é que a pesquisa resultou em um 

ensaio aplicável ao diagnóstico laboratorial 

das infecções com acurácia necessária para 

tal proposta.   

 

Tabela 7. Sumário dos resultados para avaliação da importância 

das etapas de validação de métodos 

Etapas Escala Likert
a
 

 1 2 3 4 5 

Amostragem 0 0 1 0 11 

Estudos de imprecisão 2 0 1 3 5 

Estudos de acurácia 0 1 1 0 10 

Escolha do método de referência 0 0 1 3 8 

Estudos primários 0 0 4 5 2 
a
 descritores são: (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 variação 

(69%) e o teste Kappa (77%) foram 

ferramentas estatísticas mais utilizadas na 

avaliação do desempenho de ensaios. O 

menor percentual encontrado foi para 

utilização do modelo bayesiano (23%). 

Nesse item, foi solicitado ao entrevistado a 

marcação de todas as ferramentas utilizadas. 

 

 

 

 

Figura 8- Distribuição das respostas dos pesquisadores em relação ao uso das 

ferramentas estatísticas na avaliação do desempenho de testes diagnósticos. 
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Na avaliação 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 confiança 

a 95% dos resultados (da tabela 8) 

codificados conforme a manifestação de 

Concordância ou Discordância como 

sugerido por Pereira (2004). 

Os itens relacionados com a composição do 

espectro (espectro de pacientes, critérios de 

seleção e prevalência) apresentaram 

concordância com menores intervalos de 

confiança. Esse resultado pode estar 

indicando uma maior atenção por parte dos 

pesquisadores com as características das 

amostras na realização dos estudos de 

validação dos ensaios diagnósticos. Esses, 

foram itens que, também apresentaram 

escore elevado (5) na primeira rodada da 

aplicação 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 evidência empírica e a 

opinião de especialistas (nove)  na área de 

investigação diagnóstica em um método 

formal de consenso para desenvolver uma 

ferramenta (QUADAS) para ser utilizada em 

avaliações sistemáticas da qualidade de 

estudos preliminares da acurácia 

diagnóstica.  

O grau de concordância aferido para os itens 

relacionados com o teste índice padrão de 

referência: dados clínicos disponíveis e 

dados sujeitos a variação indica 

neutralidade, posto que, os intervalos 

incluíram o zero. Porém, diferentemente 

apresentaram escore elevado (5) no estudo 

de Whiting et al. (2004).  

4.3 Estudo da presença dos critérios 

de validação de métodos nos artigos 

científicos publicados nos anos de 2011 

e 2012 

Foram identificados sessenta e seis artigos. 

Após examinados os títulos e o resumo, seis 

artigos foram excluídos e sessenta artigos 

foram mantidos. Os resultados estão 

sumarizados na Tabela 9. Quando avaliado a 

presença de normas e artigos na literatura, 

nove artigos apresentaram na referência 

bibliográfica, artigos e normas relacionados 

Figura 9- Intervalos do grau de discordância e concordância do estudo do processo de validação. 
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com o tema validação de métodos. Vinte e 

três artigos apresentaram apenas normas. 

Treze artigos apresentaram apenas artigos e, 

quinze não continham na referência qualquer 

norma ou artigo que fizesse menção direta à 

validação de métodos.  

Quando avaliado os critérios, verificou-se 

que os mais frequentes foram sensibilidade 

diagnóstica (51) e especificidade diagnóstica 

(49) seguidos da proposta de uso (43) e 

ponto de corte (37).  

Segundo OIE (OIE..., 2010) as estimativas 

da sensibilidade e especificidade são 

indicadores preliminares do desempenho 

estabelecido durante a validação de um 

ensaio. Essas estimativas são a base para o 

cálculo de outros parâmetros a partir do qual 

são feitas inferências 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 diagnósticas 

como as características fundamentais de 

desempenho de um ensaio, e as indicam 

como destinadas à discernir entre infectados 

de não infectados. 

Para Nielsen et al. (2011), proposta de uso 

significa que os resultados do ensaio devem 

ser interpretados em relação a algum 

objetivo e finalidade de aplicação. Este 

objetivo deve ser definido a priori pelos 

tomadores de decisão, que devem  

especificar antes da avaliação do ensaio 

diagnóstico o que eles querem que o ensaio 

detecte. No caso de infecções crônicas, o 

momento do diagnóstico, o que corresponde 

ao estágio da doença, precisa ser incluído na 

descrição da proposta de uso. 

Gardner (2010), explorando a proposta do 

STARD e a sua possível modificação para 

estudos de doenças dos animais, considera 

que o projeto de pesquisa selecionado 

depende da finalidade e utilização prevista 

do ensaio. Além disso, o autor relata que 

diferentes modelos e estratégias analíticas 

podem ser apropriados para a mesma 

finalidade do ensaio.  

Nielsen et al. (2011) afirmaram que 

frequentemente, a finalidade específica do 

ensaio não é considerada formalmente 

quando um ensaio é avaliado. Assim, muitas 

vezes resulta em uma avaliação onde  as 

estimativas de sensibilidade e especificidade 

são tendenciosas, seja por causa de 

problemas com o estabelecimento do 

verdadeiro  estado da infecção, ou porque o 

ensaio detecta outro aspecto da infecção que 

não foi o inicialmente previsto. 

O critério de menor frequência foi o 

Robustness provavelmente por ser critério 

recomendado para após transferência para 

outros laboratórios (OIE..., 2010). Não foi 

encontrado citação do critério Ruggedness o 

que pode ser explicado pela junção de 

conceitos com o critério Robustness, como 

relatado por Burns et al. (2009). Além disso, 

apesar de ser conceituado na versão 2013 do 

Manual de Provas OIE, Robustness não foi 

contemplado na lista de critérios validação 

de ensaio nesse mesmo documento (OIE..., 

2013). Os critérios otimização (28) e 

padronização (33) apresentaram frequências 

próximas. Os critérios relacionados com a 

precisão do ensaio, a repetibilidade e 

reprodutibilidade apresentaram as mesmas 

frequências. 

A sensibilidade analítica (13) e 

especificidade analítica (10) apresentaram 

frequências próximas, sendo que, a 

sensibilidade diferiu para um valor acima. 

Para os artigos que apresentaram somente as 

normas na referência bibliográfica foi 

encontrado frequência dos critérios de 43% 

no total de critérios presentes. 
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Tabela 8. Sumário dos resultados do estudo do processo de validação 

 Escala Likert
a
 

 1 2 3 4 5 

Composição do espectro      

O espectro de pacientes foi descrito no artigo e foi escolhido adequadamente. 0 0 0 1 11 

Os critérios de seleção foram descritos com clareza. 0 0 0 2 10 

A prevalência e a gravidade da doença foi reportada. 0 0 2 3 7 

      

Teste índice e padrão de referência: seleção e execução      

No estágio tecnológico da época, o padrão de referência escolhido era adequado para 

a verificação dos resultados do teste. 

0 0 0 6 6 

É possível que uma mudança na tecnologia do teste índice tenha ocorrido desde a 

publicação deste artigo. 

1 2 0 6 3 

Houve um período anormalmente longo entre a condução do teste em avaliação e a 

confirmação do diagnóstico segundo o padrão de referência. 

2 3 2 4 1 

A execução do teste índice foi descrita em detalhe suficiente para permitir sua 

replicação. 

0 0 1 4 7 

A amostra total ou uma fração aleatória da amostra foi verificada usando-se um 

padrão referencial de diagnóstico. 

0 1 0 4 7 

O valor de corte foi predeterminado ou era aceitável à luz de trabalhos anteriores. 1 0 0 4 7 

      

Teste índice e padrão de referência: interpretação      

Havia dados clínicos disponíveis quando os resultados do teste foram interpretados. 2 1 1 2 6 

Os dados estavam sujeitos a variação do observador ou instrumental que pudesse ter 

afetado as estimativas de desempenho do teste. 

2 0 1 5 3 

      

Análise      

Apresentou-se uma medida de precisão dos resultados. 0 1 1 4 6 

Os resultados foram apresentados numa tabela 2.2. 0 0 2 3 7 

Ofereceu-se alguma indicação da utilidade do teste. 1 0 0 2 9 

      

Planejamento da pesquisa      

Foi feito um cálculo de tamanho adequado da amostra. 1 1 0 3 7 

Os objetivos de estudo foram relatados claramente. 0 0 0 1 11 

Havia alguma evidência de que um protocolo de estudo teria sido desenvolvido antes 

de o estudo ser iniciado. 

3 1 0 2 6 

a
 descritores são: (1) Discordo totalmente, (2) Discordo moderadamente, (3) indiferente, (4) Concordo 

moderadamente e (5) Concordo plenamente. 

Para os artigos que apresentaram somente 

artigos de validação como referência 

bibliográfica a frequência dos critérios foi de 

42%. Aqueles artigos que apresentaram na 

referência bibliográfica normas e artigos 

juntos apresentaram maior valor percentual 

(46%) de critérios presentes. Enquanto os 

artigos que não utilizaram as normas de 

validação nem os artigos relacionados com o 

tema validação de métodos apresentaram 

38% dos critérios de validação. 
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Tabela 9. Sumário dos resultados do estudo da presença dos critérios de validação na amostra dos artigos 

científicos publicados nos anos de 2011 e 2012. 

 Apenas 

artigo 

(13) 

Apenas 

normas 

(23) 

Artigos e 

normas  

(9) 

Ausentes 

artigos e 

normas      

(15) 

Total de 

critérios 

presentes 

Critérios 156 276 108 180 720 

Proposta de uso 6 20 7 10 43 

Otimização 7 11 3 7 28 

Padronização 8 13 5 7 33 

Robustness 0 5 0 0 5 

Repetibilidade 5 6 4 3 18 

Sensibilidade analítica 2 5 3 3 13 

Especificidade analítica 1 6 1 2 10 

Ponto de corte 9 14 6 8 37 

Sensibilidade diagnóstica 12 17 9 13 51 

Especificidade diagnóstica 12 16 8 13 49 

Reprodudibilidade 4 6 4 4 18 

Ruggedness 0 0 0 0 0 

Percentual da presença dos 

critérios 

(66) 

42,3% 

(119) 

43,1% 

(50)  

46,3% 

(70)        

38,9% 

(305)        

42,4% 

IC * 34-50% 37-49% 37-56% 32-46% 39-46% 

IC* Intervalo de confiança a 95% 

5. CONCLUSÃO 

Em conclusão, o Manual de Testes 

Diagnósticos e Vacinas para Animais 

Terrestres da OIE (OIE..., 2010) apresentou 

o maior número de critérios de validação de 

métodos, o que geraria uma maior aceitação 

internacional do ensaio a ser validado. Dessa 

forma, a consulta de tal documento, 

associado à consulta de artigos científicos 

especializados poderiam potencializar a 

validação de ensaios veterinários.  

Os artigos especializados apresentaram 

pesquisas com diferentes populações, 

diferentes propósitos de uso, ferramentas 

estatísticas, e formas de realizar os estudos 

dos critérios de avaliação de ensaios 

diagnósticos, indicando a validação como 

um processo contínuo. 
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Segundo a amostra da pesquisa da literatura, 

quando as normas e a literatura 

especializada em validação foram utilizadas 

nos estudos de ensaios veterinários, a 

frequência dos critérios descritos nesta tese 

foi maior, favorecendo a completude da 

validação. 
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7. ANEXOS 

7.1 Anexo 1- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 

PARA MAIORES DE 18 ANOS 

Caro professor (a), 

Você está sendo convidado (a) para participar, como voluntário, da pesquisa “Validação de métodos 

sorológicos de diagnósticos laboratoriais, aplicados a estudos de viroses dos animais”. As necessidades de 

validação de ensaios diagnósticos e, da completude e da clareza das orientações para conduzir essa 

validação nos levaram a realização desse estudo. Para tal, avaliamos a metodologia e os testes utilizados 

para validar um teste diagnóstico. Além do estudo descritivo das normas internacionais realizado pelos 

pesquisadores será aplicado um questionário. Esse questionário com perguntas referentes a método geral 

de validação avaliando composição do espectro, teste de referência, análise e planejamento de pesquisa, 

será enviado de forma eletrônica. Após a análise e divulgação dos resultados os questionários serão 

destruídos. Foram selecionados 38 professores de dez universidades brasileiras.  

O estudo proposto garante o anonimato, não serão divulgados os nomes dos professores 

participantes, e não há riscos ou prejuízos decorrentes da sua participação.  A coleta de respostas 

do questionário eletrônico a ser aplicado foi elaborada de forma que não é identificado de qual 

participante ou universidade foi originada a resposta recebida. Dessa forma, evitando possíveis 

riscos, constrangimentos ou prejuízos pelo fato de seu preenchimento. Além disso, foi solicitado às 

universidades que fazem parte da amostragem autorização para realização do estudo.  

A qualquer momento, você pode se retirar do estudo sem justificar sua decisão. Você terá acesso aos 

pesquisadores para esclarecimentos de eventuais dúvidas.  

Sua colaboração é fundamental. Espera-se que a análise das informações sirva como subsídio para 

identificar impactos das diferentes abordagens de validação de testes diagnósticos, permitindo construir 

um modelo simples, completo e com aplicação prática em pesquisa e desenvolvimento.  

Após ser esclarecido (a) sobre as informações acima, responda a primeira questão do questionário e você 

será automaticamente considerado como participante do estudo.  

 

Assinatura:_____________________________ 

Orientador: Prof. João Paulo Amaral Haddad            

Médico Veterinário/Escola de Veterinária/UFMG 

Telefone: (31)3409-2125  e-mail: jphaddad@vet.ufmg.br 

Assinatura:_____________________________ 

Doutoranda: Rejane Silva Diniz   
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Curso Ciência  Animal /Epidemiologia/  Escola de Veterinária/UFMG                          

Tel.: 3409-2125 – e-mail: rejanesd@ufmg.br 

End. COEP/UFMG: Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 – Unidade Administrativa II,  2º andar – Sala 2005 – 

CEP: 31270-901 – BH – MG – Tele fax: (031) 3409-4592 -e-mail: coep@prpq.ufmg.br 

Consentimento da participação: 

Declaro que fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela 

envolvidos, a não existência de riscos, e sobre garantia de confidencialidade e esclarecimentos 

decorrentes de minha participação. Foi-me garantido que posso desistir da minha participação a qualquer 

momento, sem qualquer penalidade. Concordo em participar do estudo. 
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7.2 Anexo 2- Questionário Validação 
 

Consentimento de participação 

Declaro que fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) sobre a pesquisa, os procedimentos 

nela envolvidos, a não existência de riscos, e sobre garantia de confidencialidade e 

esclarecimentos decorrentes de minha participação. Foi-me garantido que posso desistir da 

minha participação a qualquer momento, sem qualquer penalidade. Concordo em participar do 

estudo. 

 Aceito                             Não aceito 

 

Método Diagnóstico 

Marque o método que você utiliza com maior frequência. 

 ELISA 

 Western Blot 

 Soroneutralização 

 Outros 

Documento de validação 

Qual documento de validação abaixo você já leu pelo menos uma vez? 

 Manual de validação da Organização Internacional de Saúde Animal (OIE). 

 Instrução Normativa do Ministério da Agricultura. 

 Cooperação Internacional para a Harmonização de Requisitos Técnicos para o 

Registro de Produtos Veterinários (VICH). 

 Nenhum 

 Outro:  

Avaliação da acurácia diagnóstica  
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Marque a(s) recomendação(ões) que você utiliza para avaliar a acurácia de métodos 

diagnósticos veterinários. 

  
Marque a(s) 

opção(ões) 
 

Normas internacionais  
 

 

Normas nacionais  
 

 

Artigos  
 

 

Nenhuma  
 

 

 

Tempo em pesquisa veterinária 

Há quanto tempo você trabalha com pesquisa em medicina veterinária? 

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

Etapas de validação de métodos 

Avalie a importância das etapas de validação de métodos diagnósticos. Do (1) menos 

importante ao (5) mais importante. 

  1 2 3 4 5  

Amostragem  
     

 

Estudos de Imprecisão  
     

 

Estudos de Acurácia  
     

 

Escolha do método de 

referência 
 

     
 

Estudos primários  
     

 

 

 

Disciplina de Pós-Graduação 

No curso de Pós-Graduação onde você está inserido existe disciplina relacionada à qualidade 

assegurada? 

 Sim              Não             Não tenho certeza 

Formação acadêmica  

Análises epidemiológicas de testes diagnósticos faz parte da sua formação acadêmica? 

 Sim                Não            Não tenho certeza 
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Ferramentas estatísticas 

 Marque abaixo todas as ferramentas estatísticas que você utiliza na avaliação de desempenho 

de testes diagnósticos. 

  
Marque as 

opções 
 

Coeficiente de variação  
 

 

Regressão linear  
 

 

Kappa  
 

 

Teste de Qui-Quadrado  
 

 

Modelo Bayesiano  
 

 

Coeficiente de correlação  
 

 

Teste t de student  
 

 

Análise de variância  
 

 

Outra  
 

 

 

Marque o grau de concordância dos itens abaixo ao você desenvolver e validar um método. 

 

Composição do espectro 

  
Discordo 

totalmente 

Discordo 

moderadamente 
Indiferente 

Concordo 

moderadamente 

Concordo 

plenamente 
 

O espectro de 

pacientes foi 

descrito no artigo 

e foi escolhido 

adequadamente. 

 
     

 

Os critérios de 

seleção foram 

descritos com 

clareza. 

 
     

 

A prevalência e a 

gravidade da 

doença foi 

reportada. 

 
     

 

 

Teste índice e padrão de referência: seleção e execução 
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Discordo 

totalmente 

Discordo 

moderadamente 
Indiferente 

Concordo 

moderadamente 

Concordo 

plenamente 
 

No estágio 

tecnológico da 

época, o padrão 

de referência 

escolhido era 

adequado para a 

verificação dos 

resultados do 

teste. 

 
     

 

É possível que 

uma mudança na 

tecnologia do 

teste índice 

tenha ocorrido 

desde a 

publicação deste 

artigo. 

 
     

 

Houve um 

período 

anormalmente 

longo entre a 

condução do 

teste em 

avaliação e a 

confirmação do 

diagnóstico 

segundo o 

padrão de 

referência. 

 
     

 

A execução do 

teste índice foi 

descrita em 

detalhe 

suficiente para 

permitir sua 

replicação. 

 
     

 

A amostra total 

ou uma fração 

aleatória da 

amostra foi 

verificada 

usando-se um 

padrão 
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Discordo 

totalmente 

Discordo 

moderadamente 
Indiferente 

Concordo 

moderadamente 

Concordo 

plenamente 
 

referencial de 

diagnóstico. 

O valor de corte 

foi 

predeterminado 

ou era aceitável 

à luz de 

trabalhos 

anteriores. 

 
     

 

 

Teste índice e padrão de referência: interpretação 

  
Discordo 

totalmente 

Discordo 

moderadamente 
Indiferente 

Concordo 

moderadamente 

Concordo 

plenamente 
 

Havia dados 

clínicos 

disponíveis 

quando os 

resultados do 

teste foram 

interpretados. 

 
     

 

Os dados 

estavam 

sujeitos a 

variação do 

observador ou 

instrumental 

que pudesse ter 

afetado as 

estimativas de 

desempenho do 

teste. 

 
     

 

 

 

Análise 

  
Discordo 

totalmente 

Discordo 

moderadamente 
Indiferente 

Concordo 

moderadamente 

Concordo 

plenamente 
 

Apresentou-se 

uma medida 

de precisão 

dos resultados. 
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Discordo 

totalmente 

Discordo 

moderadamente 
Indiferente 

Concordo 

moderadamente 

Concordo 

plenamente 
 

Os resultados 

foram 

apresentados 

numa tabela 

2.2. 

 
     

 

Ofereceu-se 

alguma 

indicação da 

utilidade do 

teste. 

 
     

 

 

 

Planejamento da pesquisa 

  
Discordo 

totalmente 

Discordo 

moderadamente 
Indiferente 

Concordo 

moderadamente 

Concordo 

plenamente 
 

Foi feito um 

cálculo de 

tamanho 

adequado da 

amostra. 

 
     

 

Os objetivos 

de estudo 

foram 

relatados 

claramente. 

 
     

 

Havia alguma 

evidência de 

que um 

protocolo de 

estudo teria 

sido 

desenvolvido 

antes de o 

estudo ser 

iniciado. 

 
     

 

 

Obrigada pela sua participação! 
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7.3 Anexo 3- Modelo de correspondência 
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7.4 Anexo 4- Manual de Teste de Diagnóstico e Vacinas para Animais Terrestres (OIE..., 

2010) 
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