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RESUMO

FERREIRA, Victor de Oliveira Silva. Avaliacdo da incerteza da medicdo do teste de
neutralizagdo por reducgdo de placa de lise (PRNT) de Febre Amarela. 2018. 98. Dissertacao
Mestrado Profissional em Gestdo, Pesquisa e Desenvolvimento na Industria Farmacéutica —
Fundag¢ao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2018.

O ensaio de neutralizagdo por reducao de placas de lise em 96 orificios (micro-PRNT) para o
virus de Febre Amarela ¢ o método preconizado para a avaliagao da resposta imune protetora
apds a vacinagdo, onde os seus resultados numéricos sdo classificados em negativos ou
positivos, se estiverem abaixo ou acima da linha de corte de 794 mUI/mL, onde valores
numéricos iguais ou proximos a linha de corte t€m uma grande chance significativa de serem
inconclusivos, este intervalo de incerteza ¢ designado como "zona cinza". Neste trabalho, a
incerteza foi determinada de maneira metrologicamente consistente para classificar os
resultados como negativos, indeterminados ou positivos. Foram avaliados dados obtidos na
validagdo, da calibragdo do soro in-house contra o soro de referéncia internacional e de outros
estudos. A incerteza expandida, com um fator de abrangéncia de 95,45%, do ensaio micro-
PRNT foi de £0,41 logio mULI/mL, onde foram considerados os maiores componentes avaliados.
Considerando a linha de corte de 2,90 logio mUI/mL, a zona cinza foi delineada entre 2,49 logio
mUI/mL a 3,31 logio mUI/mL, equivalente a 309,03 mUI/mL a 2041,74 mUI/mL. A partir deste
delineamento, um algoritmo decisério foi ilustrado por meio de um fluxograma em que, para
os resultados com valores compreendidos dentro da zona cinza, ¢ indicada a realizagdo de trés
novos ensaios e caso, pelo menos dois apontarem resultados com a mesma classificacao, o
individuo devera ser revacinado ou ndo. Obtendo-se como principal beneficio, a seguranca
quanto a decisao de revacinagdo e uma avaliacao mais criteriosa dos soros analisados.

Palavras-chave: Febre Amarela. Imunogenicidade. Anticorpos neutralizantes. Zona Cinza.
Incerteza de medigao.



ABSTRACT

The neutralization test for reduction of lysis in 96 wells is the reference method for the
evaluation of the protective immune response after vaccination and their numerical results are
classified according to cutoff of 794 mIU/mL as positive or negative. Numerical values equal
or close to the cutoff have a significant chance to be inconclusive and this interval of uncertain
results is designated “gray zone”. In this work, the uncertainty of measurement was determined
metrologically to classify the results as negative, indeterminate or positive. Datas obtained from
validation studys, characterization of anti-yellow fever in-house reference serum calibrated and
standardized against an international reference serum used in study of immunogenicity
assessment for vaccines and other studies were evaluated. The expanded uncertainty for a
coverage probability 95,45%, was + 0.41 logio mIU/mL, the worst case components evaluated
were combined. Considering the cutoff 2,90 logio mIU/mL, the gray zone was delineated
between 2.49 logio mIU/mL and 3.31 logio mIU/mL, equivalent to 309.03 mIU/mL at 2041.74
mlIU/mL. From this numerical interval, a decision algorithm was illustrated by a flowchart in
which, for the results with values comprised within the gray zone, three new tests are indicated
and if at least two indicate results with the same classification, the individual should be
revaccinated or not. The main benefit is the safety of the revaccination decision and a more
careful evaluation of the analyzed serum.

Key-words: 1. Yellow Fever 2. Immunogenicity. 3. Neutralization antibody. 4. Gray zone 5.
Uncertainty of measurement
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1 INTRODUGCAO

Com o desenvolvimento da biotecnologia em saude humana e a necessidade
continua de inovacgao, tornou-se necessario o desenvolvimento e aprimoramento de
métodos validados de acordo com os requisitos regulatérios para a quantificacdo de
bioprodutos visando garantir o carater principal da inovagdo na saude humana:
disponibilizar comercialmente um produto com eficacia comprovada e o consumo
viavel (INMETRO, 2013; VIEIRA e OHAYON, 2006).

Os bioensaios ou métodos bioanaliticos sdo procedimentos utilizados na
industria de imunobioldgicos para verificagdo da qualidade e eficacia clinica de um
dado produto e a resposta bioldgica, bioquimica ou fisiologica ao nivel celular
induzidas por interagdes imunolégicas (ANVISA, 2012; OPAS, 2005; USP, 2010).

Estes métodos sao processos de medicdo mais complexos quando
comparados com grandezas fisicas e quimicas devido a particularidades do
mensurando, que esta presente em matrizes complexas muitas vezes em conjunto
com outras substancias que também possuem atividades bioldgicas que podem
interagir entre si (BIA, 2001).

No desenvolvimento das vacinas € necessaria a aplicacdo dos bioensaios
validados para avaliar a resposta imunobiologica e a eficacia desses produtos
(FIGUEIREDO et al., 2016). No caso da vacina de Febre Amarela 17D, a resposta
imunobiolégica que € medida e que se correlaciona com a qualidade da protegao
vacinal sao os niveis de anticorpos neutralizantes presentes no soro de pacientes, e
que sao produzidos em resposta a exposicao viral (JONKER et al., 2013).

Todo resultado de medicdo € uma aproximagdo de um suposto valor
verdadeiro de uma determinada propriedade onde a duvida em torno desse valor é a
sua incerteza. Avaliar a incerteza de medicdo é obter uma precisdo estimada que
captura as fontes de variacdo aleatéria associadas ao processo de medigdo e o
resultado deste processo so se torna completo quando acompanhado pela declaragao
da sua incerteza (INMETRO, 2012).



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 FEBRE AMARELA
2.1.1 Um novo velho problema

A Febre Amarela é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, aguda em
expanséao no Brasil. A severidade da doenga pode variar de uma gripe indiferenciavel
para uma febre hemorragica que é fatal em 50% casos. A ocorréncia de infecgdes nado
aparentes varia entre 5% a 50%, isto €, suas manifestagdes sao na forma subclinica
ou leve. Entretanto, continua sendo um problema de saude publica no Brasil,
causando dezenas de casos graves, muitos deles fatais, espalhando-se por regides
no pais que até entdo ndo eram consideradas como areas de riscos (MONATH, 2001;
BENNETT, DOLI e BLASER, 2015; GOLDANI, 2017; POSSAS et al., 2018).

A epidemia de Febre Amarela (FA) de 2018 tornou-se a mais severa das
ultimas sete décadas. Em dados atualizados pelo Ministério da Saude (MS) o Brasil
registrou, no periodo de 1° julho de 2017 a 16 de Fevereiro de 2018, 464 casos de
febre amarela, sendo que 154 vieram a o6bito (ver ANEXO A). Ao todo, foram
notificados 1.626 casos suspeitos, sendo que 684 foram descartados e 478
permanecem em investigagao, neste periodo. No mesmo periodo de 2017, foram 532
casos da doenga e 166 dbitos confirmados (AGENCIA FIOCRUZ, 2018).

A maioria dos casos registrados sdo individuos do sexo masculino vivendo
em areas rurais no segmento econdmico ativo da regido e que néo foram vacinados
previamente. Essa populagdo € mais exposta frequentemente em areas de situacao
de risco, principalmente, devido a suas atividades de trabalho (GOLDANI, 2017). A
maioria dos casos de Febre Amarela humana confirmados s&o localizados no estado
de Minas Gerais (AGENCIA FIOCRUZ, 2018), porém o aumento se estende além das
areas consideradas endémicas. A doencga tem se expandindo para os demais estados,
entretanto a causa da expanséo & desconhecida (GOLDONI, 2017).

Esta doenga pode ocorrer através de um ciclo de transmissao silvestre ou
urbano. No ciclo silvestre, a transmissao do virus ocorre entre primatas nao-humanos
através de mosquitos do género Haemagogus e Sabethes com surtos em intervalos
ciclicos de trés a sete anos que resultam da epizootia em primatas ndo humanos. O

ciclo urbano, ocorre entre mosquitos urbanos, principalmente Aedes aegypti como



transmissor, e humanos infectados originalmente em areas nao rurais (GOLDANI,
2017).

A eliminagdo da transmissdo urbana no Brasil e em toda América foi
alcancada no inicio dos anos 1940 com a combinacdo de campanhas de vacinagao e
erradicagcao do principal vetor urbano. No entanto, o ciclo de transmisséo silvestre
zoonotico, isto €, mantido entre os mosquitos e primatas ndo humanos tem
anualmente causado infecgdo e morte em humanos (GOLDANI, 2017).

O controle da Febre Amarela urbana no Rio de Janeiro teve inicio no ultimo
século e é reconhecido como uma das mais bem-sucedidas iniciativas de saude
publica do mundo. O sucesso da campanha de Oswaldo Cruz contra o vetor doméstico
Aedes aegypt diminuiu dramaticamente o numero de casos de Febre Amarela urbana
na cidade. As medidas foram aplicadas com sucesso em todo o Brasil (GOLDANI,
2017).

Especialistas consideram que a urbanizacdo da Febre Amarela requer altos
indices de infestagdo domiciliar pelo Aedes aegypti. No surto que ocorreu em Angola
em 2016, o pais apresentou 28% de infestacdo domiciliar, enquanto o numero
observado nas cidades brasileiras € menor que 8%, devido a agdo dos programas de
combate a Dengue e, mais recentemente, a Chikungunya e Zika (NORONHA &
CAMACHO, 2017).

Entretanto, a ocorréncia de casos de Febre Amarela nos ultimos anos pode
estar relacionado, entre outros fatores, a presenca do mosquito Ae. albopictus que
coloniza areas silvestres e urbana servindo de “vetor ponte” entre os dois ciclos da
doenca (LIMA, 2017). A competéncia dessa espécie em transmitir Febre Amarela de
diferentes linhagens indica elevado risco de ressurgimento da febre amarela urbana
no Brasil (LIMA, 2017).

Diante do risco de reurbanizagdo da febre amarela no Brasil, gestores e
especialistas consideram fundamental a expansao da vacinacao contra esta doenca
para a populagdo urbana. Por outro lado, alguns especialistas propdem que a
discussao da recomendacéao da vacina para todo o pais deva ser feita somente depois
de encerrado o surto, cujo controle exige intensa mobilizagdo dos recursos para a
populagao sob risco imediato da doenga (NORONHA & CAMACHO, 2017).



2.1.2 Ovirus

O virus da Febre Amarela € um prot6tipo dos genes Flavivirus (do latim flavus
= amarelo), familia Flaviviridae, que compreende aproximadamente 70 viroses em sua
maioria que sao adquiridas por artropodes. Através do sequenciamento genético, o
virus aparece relacionado a outros virus transmitidos por mosquitos ha 3000 anos. No
novo mundo, a doenga foi, provavelmente, trazida da Africa durante o trafico de
escravos (MONATH, 2001).

O genoma do virus da Febre Amarela que causou o surto em 2017 no Espirito
Santo foi sequenciado e a analise filogenética revelou que ele se aglomera na
subclasse 1E, juntamente com as cepas brasileiras e venezuelanas. Descobertas
recentes identificaram que esta cepa apresenta sete novas mutacdes e sua influéncia
na infeccdo do hospedeiro, replicacdo e disseminagao viral ainda estdo sendo
investigados (PASSOS et al. 2018).

O genoma do virus da Febre Amarela possui uma regido codificante com
10233 nucleotideos que codificam trés proteinas estruturais e sete nao estruturais,
flanqueadas por uma regido curta nao codificante. As proteinas estruturais sao
incorporadas em particulas virais maduras, enquanto as proteinas nao estruturais sao
responsaveis pela replicacdo e infeccao das células. O envelope viral consiste em
uma bicamada lipidica derivada da célula infectada, com dimeros da proteina
envelope na superficie que é ancorada em suas caldas hidrofébicas. A proteina do
envelope € responsavel pela fase inicial da infeccdo das células e também é
responsavel pela resposta imune do hospedeiro (MONATH, 2001).

A replicagédo viral ocorre no interior da célula hospedeira evoluindo nas
seguintes etapas: adsorgdo, penetracdo, desnudamento, transcricao, tradugao,
maturacao e liberagao (ver figura 1). Na etapa de adsorgéo, a interagdo do virus com
a célula hospedeira ocorre endocitose mediada por receptores celulares especificos
para proteinas do envelope viral. A penetracdo ocorre através do mecanismo de
fusdo, que depende de uma temperatura adequada em torno de 37 °C, entre o
envelope viral com a membrana celular e consequentemente entrega o
nucleocapsideo ao citoplasma (desnudamento), onde ocorre a transcrigéo e tradugao
do RNA gendmico (de polaridade positiva) (MUKHOPADHYAY et al., 2005; STEPHEN
et al., 2008; SIMOES, 2011).



A replicacédo do genoma ocorre em membranas intracelulares. A montagem
de virus ocorre na superficie do reticulo endoplasmatico (ER) quando as proteinas
estruturais e os genes do RNA recém-sintetizados se inserem no lumen da ER. As
particulas virais e subvirais nao-infecciosas, nao infecciosas resultantes s&o
transportadas através da rede trans-Golgi (TGN). As particulas de virion imaturo séo
clivadas pela protease furina hospedeira, resultando em particulas infecciosas
maduras. As particulas subvirais também s&o clivadas por furina. Os viribes maduros
e as particulas subvirais sdo posteriormente libertados pela exocitose. A saida do
virus ocorre através da lise celular devido a quantidade de virus produzida no interior
da célula que se rompe liberando novas particulas virais que entrardo em outras
células (MUKHOPADHYAY et al., 2005; STEPHEN et al., 2008; SIMOES, 2011). Esse
rompimento é visivel em culturas de células in vitro e sdo chamados de plaques (Ver

figura 2).
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Figura 1 - Ciclo de vida de Flavivirus
FONTE: Adaptado de MUKHOPADHYAY et al. (2005)



Figura 2 - Formacéo de plaques de lise em cultura celular in vitro
FONTE: Adaptado de FLINT et al. (2009)

A infeccdo pelo virus da Febre Amarela é seguida por uma resposta imune
rapida e especifica (quatro a seis dias). Os anticorpos imunoglobulina M (IGM)
medidos pelo ensaio de imunoabsorgdo enzimatica ou Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay (ELISA), aparecem durante a primeira semana da doenga e tém um
pico na segunda semana, geralmente este anticorpo diminui rapidamente ao passar
dos meses. Os anticorpos neutralizantes aparecem rapidamente no final da primeira
semana apoés o inicio da doenga e persistem por muitos anos (MONATH, 2001;
BENNETT, DOLI e BLASER, 2015).

Os anticorpos neutralizantes sao os principais mediadores de prote¢ao contra
a doencga e reexposi¢cao ao virus (MONATH, 2001); estes anticorpos ligam-se ao
antigeno fazendo com que o antigeno nao reconheca a célula hospedeira. Com isso
ainfeccao da célula é inibida. No caso virus da Febre Amarela, estes anticorpos ligam-
se aos antigenos virais e previne que o virus ligue-se aos receptores das células
(MONATH, 2001; NEUTA, 2009).

Devido a prevaléncia destes anticorpos e a sua capacidade de neutralizagao
da atividade biolégica do virus, a determinagcdo desses anticorpos é utilizada em
estudos de vacinas como marcadores de protecdo seguido da imunizagao para
avaliacao da eficacia clinica de vacinas e da resposta imune de individuos infectados
ou vacinados, podendo ser determinados em testes in vivo ou in vitro (MONATH, 2001;
NEUTA, 2009; SALJE et al., 2013).



A infeccdo prévia de um individuo por outros flavivirus heterélogos podem,
dependendo do virus especifico que causa infec¢ao prévia, modular a expressao da
doenga e a gravidade da Febre Amarela. Ha evidéncias que sugerem que,
particularmente, a infecgdo por dengue e para o virus Zika podem parcialmente
proteger contra a Febre Amarela (MONATH, 2001).

Até o momento, nao existe um tratamento especifico ou uma terapia antiviral
para a Febre Amarela e a maioria dos casos necessitam de monitoramento clinico e
cuidados para prevenir a transmissao. Estudos exploratérios em pequenos modelos
animais e primatas ndo humanos de alguns compostos (por exemplo interferons e
ribavirina) tiveram resultados variados (BENNETT, DOLI e BLASER, 2015). Contudo,
a vacinagao € a medida profilatica para combater o virus da Febre Amarela (MONATH,
2001; BENNETT, DOLI e BLASER, 2015; POSSAS et al.; 2018).

2.1.3 Avacina

Desde 1937, a Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) (antigo Instituto
Soroterapico de Manguinhos) desenvolve as preparagdes vacinais em seus
laboratérios a partir da cepa atenuada 17D do virus da Febre Amarela, cultivada em
ovos embrionados de galinha livres de agentes patogénicos (SPF — do inglés specific
pathogen free), de acordo com as normas estabelecidas pela Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) (STEPHEN et al. , 2009; BIOMANGUINHOS, 2018).

Uma unica dose de 0,5 mL subcutédnea produz imunidade em mais de 95%
dos pacientes por pelo menos 10 anos e possivelmente a vida toda, mas de acordo
com MONATH et al. (2016) estudos clinicos tém mostrado que uma redugao na dose
para 0,1 mL é efetiva para estimular a imunidade rapidamente, desde que seja
utilizada a formulagao ja existente. Pesquisas recentes realizadas no Brasil, revelam
que doses da vacina diluida também s&o capazes de gerar imunidade por até 8 anos
(AGENCIA FIOCRUZ, 2018).

A vacina 17D contém virus vivos com o material genético alterado que
infectam o hospedeiro e estimulando uma resposta imune, mas raramente causam
doengas (STEPHENS et al, 2009). No entanto, em certos pacientes
imunocomprometidos, mesmo os microrganismos atenuados podem ser perigosos, de

modo que a supressao imune manifesta pode ser uma contraindicacido para vacinas



vivas (MONATH, 2001; BENNETT, DOLI e BLASER, 2015; MONATH et al., 2016;
PASSOS; 2018).

O Ministério da Saude (MS) do Brasil, através do Programa Nacional de
Imunizagdes (PNI), recomenda que a vacina seja aplicada a partir dos nove meses de
vida, sendo importante o reforco, no minimo, de dez em dez anos, especialmente para
guem vive ou vai viajar para regides endémicas (BIOMANGUINHOS, 2018).

Devido ao recente surto, o Ministério da Saude (MS) ja enviou 14,3 milhdes
de doses de vacina para os estados afetados e distribuiu 650.000 doses por todo o
pais para atender as demandas do Calendario Nacional de Vacinagao de janeiro de
2017 (PASSOS et al., 2018). Cabe dizer que a vacinagdo nao era amplamente
recomenda por ndo ser uma doenca endémica, em todo territério nacional, se
restringindo a alguns estados e devido aos sérios eventos adversos associados que
podem acontecer, mas diante do risco do aumento da transmissao, a relacao risco-
beneficio pesou a favor da vacinacao (PASSOS et al., 2018).

Diante dos aumentos de casos ja citados, a OMS recomendou o uso da dose
da vacina fracionada como medida preventiva. A adogado do fracionamento das
vacinas € uma medida tomada quando ha aumento de epizootias e casos de febre
amarela silvestre de forma intensa, com risco de expansao da doenca em cidades
com elevado indice populacional (GOLDANI, 2017; PASSOS et al., 2018).

2.1.4 Monitoramento da resposta imune

As respostas imunoldgicas sdo o mecanismo de defesa natural dos
vertebrados contra doenga causadas por patdogenos e a imunogenicidade é a
capacidade de um antigeno provocar respostas imunes (YANG et al., 2016). Existem
dois tipos de resposta imune: a resposta inata ou ndo especifica e a resposta
adaptativa ou imune especifica (NEUTA, 2009):

a) Aresposta imune inata é a que fornece uma resposta imediata, embora ndo
especifica para invadir patdgenos. E desencadeada por células e
moléculas que reconhecem estruturas moleculares de microrganismos, e
tentam inibir ou controlar sua replicagdo. Nos vertebrados, uma das
primeiras respostas da imunidade inata € a inflamacéo iniciada por células
infectadas que em resposta liberam algumas moléculas como histamina,
prostaglandinas dentre outras (NEUTA, 2009).



b) A resposta imune especifica, também conhecida por resposta imune
mediado por células, tem a capacidade de melhorar o reconhecimento de
um patoégeno, para adaptar uma resposta especifica a estrutura real desse
patdogeno e memoriza-la como preparagao para futuros desafios com o
mesmo ou um patégeno semelhante (NEUTA, 2009; YANG et al., 2016).

O monitoramento da resposta imune é o estudo dos parametros imunolégicos
produzidos por um organismo durante uma intervencéo terapéutica, de natureza
experimental, geralmente realizado por laboratorios de pesquisa e desenvolvimento
durante as fases da pesquisa clinica (SHANKAR, 2002).

Seu o objetivo é determinar a imunogenicidade, de produtos bioldgicos,
durante uma intervencao terapéutica e compreende testes dos parametros imunes
dos individuos tratados, normalmente, antes e varias vezes apds a administracao de
uma vacina. Esses resultados sao utilizados no registro de produtos, estudos de
bioequivaléncia e outras submissdes regulatérias (SHANKAR, 2002).

Os estudos de monitoramento imunoldgico incluem (SHANKAR, 2002):

a) a caracterizagdo da resposta imune através da determinagcdo da
magnitude e do tempo das respostas imunitarias relevantes;

b) as caracteristicas fenotipicas de células imunitarias induzidas pos-
tratamento;

c) os tipos de citocinas produzidas;

d) os tipos de anticorpos induzidos;

e) determinagéo dos efeitos colaterais da vacina de teste (por exemplo,
respostas autoimunes);

f) a indugédo de anticorpos neutralizantes ou de bloqueio que inibem a
imunogenicidade de vacinagdes de reforgo;

g) caracterizagdo de outros parametros imunoldgicos afetados pelo
tratamento.

A compreensdo dos parametros imunoloégicos ajuda a definir a melhor
estratégia de tratamento e leva a obter preditores indiretos de eficacia clinica, isto &,
a indicagao que o resultado primario desejado de qualquer terapia foi alcangado. No
caso da vacina de Febre Amarela 17D, o parametro imunoldgico que se correlaciona
com a protecgdo vacinal é o titulo de anticorpos neutralizantes presente nas amostras
de soro de pacientes, os quais sao produzidos em resposta a exposi¢cao viral
(SHANKAR, 2002; JONKER et al., 2013).
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2.1.5 Ensaios bioldgicos

Os bioensaios ou métodos bioanaliticos sdo procedimentos utilizados na
determinacao quantitativa de analitos em matrizes bioldgicas (ANVISA, 2012) e na
industria de imunobiologicos, sao utilizados para verificagdo de inocuidade,
imunogenicidade, toxicidade e demais testes de desempenho (OPAS, 2005; ANVISA,
2012).

Esses ensaios medem a resposta bioldégica de um organismo com relagéo a
um produto; a resposta bioquimica ou fisiolégica ao nivel celular; as taxas de reagao
enzimatica ou respostas biolégicas induzidas por interagdes imunoldgicas. (USP,
2010). De acordo com a OMS (1997) os bioensaios apresentam trés categorias:

a) Ensaios em ligagdo: sdo aqueles que envolvem a ligagédo de uma ou
mais moléculas como anticorpos e antigenos, de forma especifica. Esta
especificidade é dada através da afinidade entre anticorpo e epitopo
(regido do antigeno que ocorre a ligagdo com o anticorpo), da valéncia
do antigeno e anticorpo e também pelo arranjo estrutural da interagao
(WHO, 1997), exemplo.: ELISA.

b) Ensaios em célula: sdo aqueles em que o produto induz uma resposta
mensuravel nas células especificas: a aglutinagdo, a lise de células,
fusdo de células, ou a geragdo de um produto quimico detectavel
especifico. Esses ensaios apresentam uma variabilidade maior do que
os ensaios de ligagdo e devem ser realizados com cuidado para
garantir resultados consistentes (WHO, 1997). Exemplo: Teste de
neutralizagédo por redugao de placas de lise (PRNT).

c) Ensaios em animais: sdo ensaios complexos que envolvem o cuidado,
manutengao e manipulagdo de cobaias como camundongos, coelhos,
macacos, entre outros (FIGUEIREDO, 2014) para a realizagdo de
ensaios conforme testes de pirogénio, seguranga geral (toxicologia) e
poténcia (WHO, 1997). Exemplo: testes de prote¢do de camundongos.

As variagdes de sensibilidade individual desses ensaios devem-se as
particularidades do sistema imunoldgico dos pacientes somada a natureza das
matrizes bioldgicas e das particularidades do ensaio proporcionando uma grande
variabilidade nos resultados. Fatores operacionais como a amostragem e o preparo

da amostra sdo incluidos como fontes de interferéncia, sendo essas variagdes

10



11

entendidas e aceitaveis pelos 6rgaos reguladores. (FDA, 2001; USP, 2010; LIMA,
2011).

As metodologias bioanaliticas devem ser validadas a fim de evidenciar que
um bioensaio é apropriado para a finalidade pretendida e tem as caracteristicas
necessarias para a obtengao de resultados com a qualidade exigida. No Brasil a RDC
n°® 27 de 2012, legislagao vigente para a validagao de bioensaios utilizados durante as
etapas de pré e pds registro de produtos farmacéuticos, ndo abrange a complexidade
de todos os bioensaios. Os critérios de validagdo para ensaios bioldgicos de acordo,
com a referida legislagdo, foram amplamente discutidos por FIGUEIREDO (2016) e
MIRANDA (2014). Ambos os trabalhos tiveram o PRNT como objeto de estudo. Este
ensaio € utilizado em estudos de imunogenicidade de vacinas.

Para os ensaios aplicados neste tipo de estudo, é necessario a utilizagao de
outros guias e compéndios para que a validagao se torne mais direcionada, pois a
descricdo da validacdo contida na RDC 27/2012 esta voltada para métodos
instrumentais, ndo abrangendo assim o0s ensaios sorolégicos e imunoldgicos
(FIGUEIREDO et al., 2016). Na referida legislagédo, a incerteza de medi¢cdo n&o é

parametro a ser avaliado.

2.1.6 Niveis de anticorpos neutralizantes

Os niveis de anticorpos neutralizantes em amostras de soro podem ser
mensurados como titulos de anticorpos em reciproca da diluicdo (1:X) ou como
concentragdes de anticorpos em miliunidades internacionais por mililitro (mUl/mL).
Ambas as grandezas, permitem a padronizagao dos resultados ao nivel internacional,
fornecendo uma base para um consenso sobre a medi¢cdo do estado imunolégico de
individuos ou populag¢des apos a vacinagéo ou infecgdo natural (WHO,2006; NAUTA,
2009; JONKER et al., 2013;).

Por definicdo, os titulos de anticorpos sdo adimensionais, isto €, um numero
desprovido de qualquer unidade fisica, quimica ou biolégica que o defina, pois é
definido com o quociente da quantidade cujas unidades se cancela, neste caso a
grandeza cuja unidades se cancelam € o volume. As concentragdes de anticorpos
medem a quantidade de proteina especifica de anticorpo por soro em muUl/mL
(NAUTA, 2009).
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Um titulo de anticorpo em reciproca da diluigdo € uma medida da quantidade
de anticorpo em soro, o resultado é expresso como 1:X, onde x € a diluicdo da amostra
que a leitura do ensaio ocorreu. Para determinar o titulo de anticorpos, uma amostra
de soro € submetida a uma diluicdo seriada, onde o fator de diluigdo € o volume final
dividido pelo volume inicial da solugao diluida (NAUTA, 2009).

Por exemplo, na Figura 3, em uma placa de 96 orificios, uma amostra
submetida a dilui¢do inicial de 1: 5 e um fator de diluicdo de 2 resultara nas seguintes
diluicdes 1:10; 1:20, 1:40 e assim por diante, partindo do orificio H1 a A1. A cada
diluicdo, é adicionada uma quantidade de uma suspenséo viral fixa. Apds a execucao
do ensaio, é realizada a leitura das unidades formadoras de placas de lise (PFU — do
inglés, plaque formation unit) que indicara a presenga ou auséncia de atividade de

anticorpos contra o antigeno viral.
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Figura 3 - Esquema de diluicado seriada em uma placa de 96 orificios
Fonte: o autor (2018).

Suponha que em um ensaio, uma amostra positiva para um dado alvo viral,
isto €, que contenha uma concentracdo de anticorpos neutralizantes, € submetida a
uma diluicéo (fator 2) a partir de 1:5 até 1:640 conforme a Figura 3. Caso a quantidade
de anticorpos presentes nessa amostra seja alta a ponto de neutralizar todos os virus
contidos no orificio, ndo havera presenca de placas de lise, indicando que a
quantidade de anticorpos extrapolou a faixa do ensaio, neste caso o resultado sera a
reciproca da maior diluicdo (1:640). Por outro lado, um soro com baixa quantidade de
anticorpos apresentara resultados em diluicbes menores, quando um soro n&o
apresenta titulo de anticorpos neutralizantes o resultado € notado como <1:5.

Para converter resultados de titulos em reciproca da diluicao Ul, é necessario

a utilizacado de um soro de referéncia internacional ou um soro in-house caracterizado
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e calibrado contra uma referéncia que sera utilizado como soro positivo do ensaio. A
equacao abaixo descreve a conversao dos resultados em reciproca da diluicao para
mUl/mL (FELTKAMP, 1996; COHEN, 2007):

C
Coymi = Ta X (32) (1)

Onde,
Cyi/mi, concentragdo do soro amostral em Ul/mL
T,, titulo do soro amostral em reciproca da diluicao
Csr, concentracdo nominal do soro de referéncia ou soro in-house
Tcp, titulo em reciproca da diluigdo do controle positivo (soro de referéncia ou

soro in-house)
2.1.7 Teste de neutralizag&o por redugao de placas de lise para placa de lise (PRNT)

O teste de neutralizagao por reducédo de placa de lise (PRNT — do inglés,
plaque reduction neutralization test) € fundamentado no principio de que o virus na
presenca de anticorpos especificos € neutralizado perdendo a capacidade de infectar
células permissivas, sendo reconhecido como padrdao ouro empregado na
quantificacdo de anticorpos neutralizantes, presente nas amostras de soro de
individuos que foram expostos ao virus selvagem ou vacinal. (ROEHRIG et al. 2008;
SANTOS & BENATI, 2008).

Este teste € um ensaio de ligagdo e um ensaio em células realizado in vitro,
onde uma quantidade conhecida de virus é adicionada a dilui¢des seriadas de soro
permitindo avaliar a capacidade de impedir a formacéo de placas de lise em células,
pois em um primeiro momento ocorre ligacao dos anticorpos neutralizantes (ensaio
de ligacao) presente em um soro amostral no virus em suspensao depois, adiciona-
se uma suspensao celular com concentragao pré-definida (ensaio em célula).

Caso haja presenga de anticorpos neutralizantes (soro positivo), o virus sera
neutralizado eliminando o efeito citopatico, impedindo a formacéo de plaques de lise.
No caso da auséncia desses anticorpos, o virus estara livre para entrar nas células e
dar inicio ao ciclo litico, causando efeito citopatico na célula e consequentemente

formando plaques de lise (Figura 4).
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. Virus neutralizado devido a Inibigéio da agéo citopatica
acdo de anticorpos especificos e auséncia de plagues

#+W' ¥ =

Virus Soro negativo Virus em suspensdo

Virus Soro positivo

A acdo citopatica
e auséncia de plaques

Figura 4 - Principio do teste de neutralizagéo
Fonte: o autor (2018)

O PRNT é amplamente empregado em estudos com vacinas como potencial
marcador da protegcao seguida da imunizagdo (SALJE et al., 2014). Dentre os
parametros utilizados para determinar a imunizagdo de individuos vacinados, o
PRNT50 € a estimativa da diluicdo que produz uma reducédo de 50% de PFU em
comparagao ao numero de plaques formado em uma monocamada de células Vero
pelo controle viral (SALJE et al., 2014). Para quantificacdo de anticorpos pode-se
avaliar o PRNT em diferentes faixas de neutralizacdo (PRNT50, PRNT90 entre
outros), porém o mais empregado para avaliagdo da eficacia vacinal de febre amarela
€ o PRNTS50, por apresentar uma boa acuracia global, ou seja, sensibilidade e
especificidade ideal.

O PRNT original foi desenvolvido e ainda é realizado em placas de 6 orificios,
visando ampliar a capacidade de testetagem do ensaio, SIMOES (2012) desenvolveu
e validou o micro-PRNT utilizando placas de 96 orificios (ver Figura 5). O micro-PRNT
€ 0 objeto de estudo deste trabalho e as caracteristicas podem ser vistas a seguir:

a) Mensurando (cor amarela, colunas 2 a 9): o mensurando do ensaio é titulo
de anticorpos neutralizantes em soro humano ou animal. De acordo com
NEUTA (2011), quando o resultado for expresso em reciproca da dilui¢ao &
chamado de titulos de anticorpos, quando o mesmo for expresso em
Unidades Internacionais por mililitro, € chamado de concentragdo de
anticorpos. As amostras de soros precisam ser aquecidas a 56°C com
finalidade de inativar o sistema complemento que é o conjunto de 20
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enzimas presentes no soro € sao uma parte da resposta do sistema
imunoldgico a reagdes antigeno-anticorpo.

Diluicdo Seriada: A diluigao seriada é amplamente usada em biomedicina e
outras ciéncias biolégicas com a finalidade de diminuir o numero de
interferentes no ensaio, como anticorpos inespecificos e para determinar o
titulo ou a concentracdo de anticorpos em testes semi-quantitativos. Uma
vez que conforme a amostra encontra-se diluida, o alvo analitico se torna

mais especifico.

1 2 3 4 5 6 i 8 9 10 11 12
SO NCEORORCRONGEON N N N0
B QOO0 0000000000
CO0 0000000000
SECHCEONRONONCRONON N N XV
FONCECEOCRORVRORON N N RV
FOO 0000000000
cO0 0000000000
HO O OO0CO0O0CO0 020000

Figura 5 - Desenho da placa do ensaio micro-PRNT
Fonte: o autor (2018).

Controle Positivo (coluna 11, cor vermelha): O controle positivo € um soro
de referéncia internacional ou um soro calibrado e padronizado in-house.
Tem a finalidade de controlar a qualidade do ensaio uma vez que este soro
passa por todo processo que 0s soros amostrais. Por se tratar de um soro
com valor conhecido, & utilizado para determinar a concentracido de
anticorpos presente nas amostras.

Controle Negativo (coluna 9, cor azul): E utilizado um soro sabidamente
negativo para o alvo do teste, isto é, sem a presenca de anticorpos
neutralizantes do virus de Febre Amarela.

Controle de Virus (coluna 10, cor verde): E utilizado como controle do
ensaio através do valor esperado de plaques que deve estar entre 20-60
placas de lise por orificio. E através deste controle que é determinado o

endpoint do ensaio.
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Controle de célula (coluna 1 e 12, cor rosa): Durante a pipetagem da
suspensao celular, as colunas das extremidades sao destinadas apenas a
suspensao celular com o objetivo de avaliar a qualidade da formagao da
monocamada, e em caso de auséncia de formacao de plaques durante um
ensaio € possivel garantir que o problema nao foi a auséncia de células. Os
controles sao adicionados nas extremidades, pois a monocamada pode
sofrer efeito de borda que causa um “ressecamento” que poderia afetar a
qualidade dos resultados dos soros e do controle viral.

Endpoint: E o ponto onde ha uma reducdo de 50% ou 90% do nimero das
placas de lise em relagdo ao numero de plaques obtidos no controle de
virus. Assim, o titulo do PRNT foi definido como a reciproca da ultima
diluicdo do soro que reduz o numero de placas de lise em 50% ou 90%. O
endpoint de 50% do teste foi determinado dividindo a média aritmética do
numero de placas de lise obtidas no controle de virus por 2 (SIMOES, 2011).
Ponto de corte (Cutoff): O ponto de corte é o valor de decisao clinica em
imunoensaios, onde o0s resultados numéricos das amostras sao
classificados em uma escala ordinal de acordo com o ponto de corte. Os
resultados podem ser binarios (positivos ou negativos) ou ternarios
(positivos, indeterminados ou negativos). No micro-PRNT os resultados
podem ser negativos ou positivos se estiverem abaixo ou acima do valor de
794 mUI/mL (SIMOES, 2012). De acordo com PEREIRA et al. (2015),
valores numéricos iguais ou préximos a linha de corte tém uma chance
significativa de serem falsos, por isso a incerteza de medi¢cao no valor de
corte deve ser determinada utilizando uma incerteza expandida, este
intervalo é designado como "zona cinza". Consequentemente, o laboratério
deve aplicar uma classificacdo ternaria aos resultados numeéricos

garantindo confiabilidade dos resultados.

2.2 METROLOGIA

A Metrologia, a ciéncia das medic¢des, providencia ferramentas, tais como

calibragdo, controle metroldgico legal, padrbes internacionais, materiais de
referéncias, métodos de referéncia, rastreabilidade e incerteza de medi¢cdo para

garantir a confiabilidade das tecnologias utilizadas. Um dos seus beneficios € a
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melhoria do entendimento cientifico sobre o mensurando, e vem sendo aplicada por
cientistas no mundo académico que estao interessados no desenvolvimento de novas
e avangadas metodologias de medi¢cdo (Co-NANOMET, 2010).

Este campo de conhecimento engloba todos os aspectos tedricos e praticos
da medicdo, qualquer que seja a incerteza de medicao e o campo de aplicagao.
Entretanto, ainda que nas medigdes fisicas e quimicas, a infraestrutura metrologica e
a incertezas sao amplamente discutidas e estudadas, as medi¢gbes de paradmetros
biolégicos sdo ainda um desafio em termos de intercomparabilidade e rastreabilidade
metroldgica, impactando na area da saude, seguranga alimentar, agricultura, meio
ambiente, processos produtivos que empregam biotecnologia entre outras atividades
(INMETRO, 2012).

A Metrologia, quando aplicada as biociéncias, € chamada de Biometrologia,
que visa contribuir para a comparabilidade e reprodutibilidade internacional das
biomedidas. Este segmento vem evoluindo significativamente nos ultimos 15 anos,
sendo reconhecido pelo Bureau Internacional de Pesos Medidas (BIPM), através do
Consultative Committee for Amount of Substance: Metrology in Chemistry and Biology
(CCQM) Working Group on Bioassay (BAWG), grupo responsavel por conduzir
pesquisas metroldgicas com aplicagao a bioensaios (INMETRO, 2013; CCQM, 2015).

Devido a variedade de biomedicdes possiveis, em abril de 2015 o BAWG dividiu

suas atividades em trés grupos de trabalho (CCQM, 2015):

a) CCQM Working Group on Protein Analysis (PAWG): cujo escopo inclui os
aspectos criticos em medicdes de proteina como analise quantitativa e
qualitativa, analise de estrutura e a atividade e as suas interacoes.

b) CCQM Working Group on Cell Analysis (CAWG): visa estabelecer a
comparabilidade das medicdes celulares através de sistemas de medigao
de referéncia bioanaliticos da mais alta ordem metrolégica possivel com
aplicacao clinica, farmacéutica e agéncias reguladoras.

c) CCQM Working Group on Nucleic Acid Analysis (NAWG): o escopo de
medi¢des inclui, mas ndo se limitam a cromossomos, acido
desoxirribonucleico  (DNA), nucleotideos, oligonucleotideos, DNA
modificado (por exemplo, a metilagdo do DNA e outras modificagdes
epigenéticas), acido ribonucleico mensageiro (mRNA), micro acido nucléico
(micro-RNA) e outros acidos nucléicos (RNA) curtos ndo codificantes num
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contexto de medigao biolégica. Além disso, a identificagdo e quantificacéo
de acidos nucleicos em matrizes complexas.

De acordo com ERRIU (2013), a Biometrologia pode ser dividida em trés
classes diferentes, relacionadas a fatores estritamente interligados como: o tipo de
método de medigdo a ser utilizado (ex.: teste de neutralizagdo, fluorescéncia, ensaio
de ligagao antigeno-anticorpo); o tipo de material biolégico a ser analisado (ex.: soro
humano, sangue, urina, células): e, por ultimo, o tipo de fendbmeno biologico a ser
descrito (ex.: reducao de plaques de lise celular, hemaglutinagdo).

A definicdo de método de medicdo aplicavel para executar medi¢cdes na
biologia esta intimamente relacionada ao material analisado e o fenbmeno a ser
descrito. A dimensdo do material biologico (Quadro 1) e a sua estabilidade faz com
que seja dificil obter um bom nivel de exatiddo e precisdo ao mesmo tempo. Em
adicdo, fendbmenos especificos relacionados ao mensurando muitas das vezes
precisam mais que um resultado ou metodologia para serem entendidos e explicados
(ERRIU, 2013).

Quadro 1 - Biometrologia

Biometrologia

Subdivisbes Materiais biolégicos X Dimensao
Classe | - Tipo de método de medicéo a ser (0,3 - 3) nm: moléculas pequenas
utilizado (ex.: teste de neutralizacao, 4-20 nm: proteinas

fluorescéncia, ensaio de ligag&do antigeno-
2-200 nm: glicanos

anticorpo)

Classe Il - Tipo de material biolégico a ser 2 nm-2 m (em comprimento):
analisado (ex.: soro humano, sangue, urina, acidos nucleicos

células) 4-100 nm: Virus

Classe IIl - Tipo de fendmeno bioldgico a ser 0,2-2 pm: Bactérias

descrito (reducao de plaques de lise celular, 2-30 ym: Células de leveduras
hemaglutinagao) 2-10 um: Células de mamiferos

Fonte: o autor (2018)
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2.2.1 Unidade e Grandeza

Grandeza € um atributo fisico, quimico ou biolégico de um corpo ou substancia
que pode ser qualitativamente distinguido e quantitativamente determinado. (IPEM-
SP, 2013) por exemplo, a concentragao de anticorpos neutralizantes para o virus da
Febre Amarela em amostras de soro. A concentragdo de anticorpos neutralizantes
para um dado virus € um atributo de uma amostra de sangue, qualitativamente
distinguivel de contagem de eritrocitos e quantitativamente definido pela unidade
Unidades Internacionais por mililitro (Ul/mL), pois pode ser expresso em numeros.
Este conceito genérico pode ser dividido em varios niveis de conceitos especificos
conforme o tipo de medi¢cdo que sera realizada, por exemplo, “grandeza fisica”,

“grandeza quimica” e “grandeza bioldgica”, ou grandeza de base e grandeza derivada.

2.2.2 Mensurando

O entendimento do mensurando esta intimamente ligado ao conhecimento da
natureza de uma grandeza que € a “propriedade ou fenédmeno de um corpo ou de uma
substancia, que pode ser expressa quantitativamente sob a forma de um numero e de
uma referéncia”. Sendo esta referéncia uma unidade de medida, um procedimento de
medic&o, um material de referéncia ou uma combinacg&o destes (INMETRO, 2012)

Os processos de medicdo s&o mais complexos na biotecnologia quando
comparados com grandezas fisicas e quimicas devido a variedade de medigbes que
podem ser realizadas (quadro 2) possuindo as seguintes particularidades (BIA, 2009):

1. Nessas medicdes, o mensurando esta presente em matrizes complexas
muitas das vezes em conjunto com outras substancias que também possuem
atividades biologicas que certamente estar&o interagindo entre si;

2. Medi¢cdes em biociéncias estdo relacionadas com a identificacao da
natureza molecular e a caracterizagcdo da estrutura do mensurando;

3. A grande variedade de medicbes que podem ser realizadas ndo segue
modelos convencionais de medidas, essa dificuldade aumenta consideravelmente em
analise de sequéncia de acidos nucleicos, proteinas e células.

Na maioria dos casos, um dado mensurando (Y) n&do é medido diretamente, mas
€ determinado a partir de N outras grandezas X;, X,, ..., Xy por uma relagao funcional
f (INMETRO, 2012):
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V' =f(X1, Xz, Xn) (2)

As grandezas de entradas X, X,, ..., Xy podem ser consideradas mensurando
e depender de outras grandezas, incluindo corregdes e fatores de corregdes, levando
uma relagdo complexa que talvez ndo seja descrita. Entretanto, o entendimento do
mensurando juntamente da definicdo do sistema de medigéo, das condi¢cdes sob as
quais a medida é realizada e dos fatores modificadores sdo necessarios para a
realizacdo de uma medigao de maneira adequada, pois o valor da grandeza que esta
sendo medida pode diferir da definichio do mensurando como ele foi definido.
(INMETRO, 2012).

Quadro 2 - Medigcdes em biotecnologia

Alvo de
Mensurando

medigao

Sequéncia de bases

Acido
. Comprimento de sequéncia de bases

nucleico
Quantidade
Identidade, através de sequéncia de fragmento de peptideos e aminoacidos.
Quantidade
Tamanho — massa e fragmento peptidico

Proteina

Funcéo — ligacao, transducgéao de sinal, receptores

Atividade — catalise enzimatica e afinidade do anticorpo

Estrutura - primaria através da quaternaria
Identidade

Quantificagdo — contagem de células

Células e Tamanho — triagem de célula

Tecidos Viabilidade — crescimento e resposta

Funcionalidade celular — metabolismo e expressao génica

Interagao — adeséo, reconhecimento e toxicidade

Fonte: Biotech Industry Association (2001)

2.2.3 Incerteza de medicao

O verbete “incerteza” significa duvida e, no sentido mais amplo, “incerteza de
medicado” € a duvida acerca da validade do resultado de uma medi¢ao. Todo resultado
de medigc&o é uma aproximagao de um suposto valor verdadeiro de uma determinada
propriedade onde a duvida em torno desse valor é a sua incerteza. Sabendo disso, a

caracterizacdo dessa dispersdo de valores dentro de uma dada probabilidade
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representa a faixa em que o valor verdadeiro esta localizado (INMETRO, 2008;
INMETRO, 2012; WEITZEL, 2014)

Uma das tarefas principais na Metrologia é a determinag¢ao das incertezas de
medicao (PTB, 2016) que € um parédmetro ndo negativo associado ao resultado de
medicdo, que caracteriza a dispersao de valores que poderiam ser razoavelmente
atribuidas ao mensurando (INMETRO, 2008). E através de sua estimativa que os
aspectos tedricos e praticos que influenciam o resultado sdo avaliados.

A sua estimativa resulta de muitos componentes (u), onde alguns sao
estimados com base em distribuicdes estatisticas resultantes de uma série de
medi¢des (incerteza-padrao tipo A — u,) ou por meio de distribuicdo estatisticas
supostas baseadas na experiéncia ou em outras informacdes como certificado de
calibragao, tolerancias e etc. (incerteza-padrao tipo B — ug). (INMETRO, 2012).

A incerteza de medicdo € um parametro importante que proporciona dois
grandes beneficios: confiabilidade ao resultado e aprimoramento da metodologia:

a) Confiabilidade do resultado: A incerteza quando associada ao resultado de
uma medicao permite a interpretacao correta, pois caracteriza a dispersao
dos valores que podem ser razoavelmente atribuidos ao valor de
mensurando, isto &, € a faixa em que o valor verdadeiro esta localizado
dentro de uma da probabilidade (INMETRO, 2008; WEITZEL, 2014). Sendo
assim, a incerteza quantifica a qualidade do resultado.

b) Aprimoramento da metodologia: Através dos estudos de avaliagdo de
incerteza é possivel obter informagdes com relagao a fontes de variabilidade
que contribuem com a incerteza e quando associadas ao modelo de
melhoria continua d&o confiabilidade ao resultado bioanaliticos, e melhoria
do ensaio. WEITZEL (2014) propbe a associagao da avaliacédo da incerteza
de medicdo em um ciclo de Quality-by-design (QbD) para metodologias
analiticas, onde a incerteza de medicdo € um parametro para avaliar
possiveis alteragdes de qualidade analitica onde os dados levantados nas
etapas de avaliagao das fontes sdo constantemente confrontados.

2.2.4 Rastreabilidade

A rastreabilidade metrolégica € uma propriedade do resultado de uma

medi¢cdo relacionada a uma referéncia através de uma cadeia ininterrupta e
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documentada de calibragdes, onde cada um dos elos contribui para a incerteza de
medicao (INMETRO, 2008; ELLISON; PASSOS et al., 2018; WILLIAMS, 2012).

A hierarquia do sistema metrolégico, como pode ser visto na Figura 6,
representa a cadeia de rastreabilidade metrolégica que € uma “sequéncia de padrbes
e calibracdes utilizada para relacionar um resultado de medicdo a uma referéncia”
(INMETRO, 2012) e possui uma enorme importancia, pois mostra a qual referéncia
um resultado de medic&o é rastreavel metrologicamente (DE BIEVRE, 2010).

Cada nivel hierarquico possui uma incerteza cujo resultado € oriundo da soma
da sua variacdo mais a variacao da referéncia a qual se reporta, estabelecendo assim
os elos que propiciam a condig&o de rastreabilidade de uma medida que se propaga
cada vez que duas medidas diferentes sao postas em condi¢des de comparabilidade,
que um material de referéncia € utilizado ou que um instrumento e/ou equipamento é
utilizado.

U}pfa‘a{;\i\e
Internacional

7o) N

/ Padrdes

rd . .
/" Internacionais
(b)

Métodos Primarios (c)

7 Material de Referéncia Primario (d)

Material de Referéncia Secundario (e)

il Métodos de trabalho e material de referéncia (f)

Figura 6 - Hierarquia metrolégica
Autor: O préprio (2018)

A relagdo com cada nivel da piramide da Figura 6 e o aumento da incerteza
associada através da soma de cada uma dessas incertezas conforme um resultado
se aproxima da base, pode ser expresso de maneira matematica como nas equagoes

a segquir:
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ue = (¥(a, b)) = yu(@)? + u(b)? 3)

Onde a incerteza combinada do nivel b u, = (y(a, b)) é a soma da incerteza
referéncia a qual ela se reporta u(a) e da variabilidade intrinseca do nivel b u(b) .

Estando assim rastreavel ao nivel a.

ue = (¥(b,©)) = Jub)? + u(c)? (4)

Onde a incerteza combinada do nivel ¢ u. = (y(b,c)) € a soma da incerteza
referéncia a qual ela se reporta u(b) e da variabilidade intrinseca do nivel ¢ u(c).

Estando assim rastreavel aos niveis b e a.

ue = (y(e,d)) = yu(c)? + u(d)? ()

Onde a incerteza combinada do nivel d u, = (y(c,d)) € a soma da incerteza
referéncia a qual ela se reporta u(c) e da variabilidade intrinseca do nivel d u(d).

Estando assim rastreavel aos niveis ¢, b e a.

ue = (¥(d, ) = Yu(d)? + u(e)? (6)

Onde a incerteza combinada do nivel e u. = (y(d,e)) € a soma da incerteza
referéncia a qual ela se reportau(d) e da variabilidade intrinseca do nivel e u(e) .

Estando assim rastreavel aos niveis d, ¢, b e a.

ue = (¥(e, 1)) = Jyule)? + u(f)? (7)

Onde a incerteza combinada do nivel e u. = (y(e, f)) € a soma da incerteza
referéncia a qual ela se reporta u(e) e da variabilidade intrinseca do nivel f u(f) .
Estando assim rastreavel aos niveis e, d, ¢, b e a.

Pode se notar que, quanto mais proximo do topo, mais exato e mais confiavel
o nivel do laboratorio, o que também aumenta o custo em infraestrutura metrologica.
Quanto mais a cadeia avanga se aproximando da base, maior sera a incerteza e a
variabilidade em torno de um resultado (PEREIRA, 2016).
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O conceito de rastreabilidade é mais complexo no caso de medicdes e analises
bioanaliticos uma vez que é dificil estabelecer uma relagao direta entre cada grandeza
de entrada e o resultado final (BIA, 2009), pois os resultados s&do oriundos de muitas
variaveis e grandezas, sendo necessario que cada valor de entrada tenha sua prépria
rastreabilidade e a hierarquia envolvida formando uma estrutura ramificada levando
em consideragao a contribuigdo relativa para o resultado de medicdo (INMETRO,
2008).

2.3 AVALIACAO DA INCERTEZA DE MEDICAO

A avaliacao da incerteza de medi¢ao depende do conhecimento detalhado da
natureza do mensurando. A sua qualidade e a utilidade dependem da compreensao,
analise critica e integridade de todos aqueles que contribuem para o estabelecimento
do seu valor (INMETRO, 2012)

O processo de avaliagao da incerteza de medigao consiste na investigagao,
identificacdo, quantificacdo e combinacido das fontes de variacdo que participam de
um sistema de medi¢cdo ou uma metodologia. Compreendendo desde a definicdo do
mensurando (que é onde inicia a intengdo de medir) e finalizando com a quantificagao
da incerteza associada ao resultado.

O processo de avaliagao de incerteza pode-se diferenciar de acordo com
abordagem adotada e que pode ser afetado com relagdo as caracteristicas do

processo de medi¢cao e do seu mensurando.
2.3.1 Abordagens para a avaliagdo de incerteza

Existem diferentes abordagens para se estimar a incerteza de medigéo, cada
uma com suas vantagens e desvantagens (Quadro 2). O documento denominado
“Avaliagcdo de dados de medigéo: guia para expressao da incerteza de medi¢cdo —
GUM?” é o documento principal para avaliar incertezas, mas a partir dele, diante de
diferentes necessidades de aplicagao, novas abordagens surgiram com base na sua
teoria. Como o Validation Analytical Measurement (VAM) (BARWICK, ELLISON,
2000) e o EURACHEM/CITAC Guide quantifying uncertainty in analytical
measurement Third Edition (QUAM) (ELLISON, WILLIAMS, 2012), que aplicam os

principios do GUM em metodologias analiticas e utilizam dados de validagao.
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Além disso, foram desenvolvidos modelos preditivos para a estimativa de

incerteza como a simulacdo de Monte Carlo (INMETRO, 2008) a aplicagdo da
estatistica Bayesiana (ELSTER et al., 2015) e Sugorrate Modelling (PTB, 2016).

Quadro 3 - Diferentes abordagens para estimar incerteza de medi¢ao

DOCUMENTOS
DE

REFERENCIA

QUAM e ISO
GUM

NOME DA ABORDAGEM

Bottom-up, erro-budget,
propagacgéao de erro
considerando a série de
Taylor ou componente por

componente

PRINCIPIO BASICO

Identificacao,
quantificagéo e
combinacédo de todas

as fontes de incerteza

VANTAGENS

Holistico. Todas as
fontes importantes
de incerteza devem

ser incluidas.

DESVANTAGENS

Complexo e

consome tempo.

QUAM, Barwick
& Ellison (VAM)

Baseada em validagao

(Top-down)

Baseada em estudos
de validagao intra ou

interlaboratoriais

Extensédo do
trabalho da
validagao, nenhum
trabalho extra é

necessario

Algumas fontes de
incerteza podem ser

negligenciadas.

Simulagao de

Monte Carlo

Estatistica

Bayesiana

Sugorrate
Modelling

Modelos preditivos

Simulagbes
estatisticas baseadas
em informagdes de
componentes de
variagdo de um

sistema de medicao

Resulta em uma
aproximagao da
fungdo de
distribuigao para a
variavel de saida.
Aplicagdo néo
depende de
realizacao de testes

adicionais

Complexos, exigem
um profundo
conhecimento de
estatistica,

softwares caros

Fonte: Revisado e adaptado de TAVERNIERS et al. (2004)

2.3.1.1 Abordagem bottom-up

A abordagem bottom-up segue o processo descrito no GUM e seu objetivo é

determinar todas as fontes

individuais de

incertezas  xq, u(xy);

X2, u(xZ) e

x3,u(x3) ligadas ao resultado final através de um modelo matematico (figura 7),

fornecendo um conjunto de incertezas que sao expressas como um desvio-padrao e

que combinadas seguindo a lei da propagacao de incerteza que esta fundamentado

na aproximagao de primeira ordem da série de Taylor (ROZET et al., 2011; INMETRO,

2012).
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xq, u(xy)
—

X, u(X2) y, u(y)
s (X))

x3,u(x3)
—

Figura 7 - Esquematizagao da lei da propagacao de incerteza
Fonte: COUTO et al. (2013)

Essa abordagem tem a vantagem de identificar e avaliar todas as fontes de
incerteza e permite aprimorar o procedimento analitico por reduzir as fontes mais
importantes, permitindo também um entendimento detalhado do processo envolvido.
Como pode ser visto na figura 8, o principio desta abordagem admite que todas as
fontes podem ser avaliadas de um sistema de medicéo contribuem para o resultado.
Esta abordagem pode ser aplicada ndo sé para avaliagdo das grandezas como
também das etapas de uma metodologia. Tais informagdes podem ser aproveitadas
para melhoria continua da medi¢ao através de controles dessas incertezas (ROZET
etal., 2011, WEITZEL, 2014).

resultado
de medigao

Figura 8 - Abordagem bottom-up
Fonte: o autor (2018)
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Entretanto, para ROZET et al. (2011) a aplicacao direta dessa abordagem e
dos principios do GUM em laboratdrios bioanaliticos se opde a competitividade
necessaria para que os laboratérios se mantenham por ser um trabalho macgante e
arduo. Ja para TAVERNIERS et al. (2004), PEREIRA (2016) a complexidade de
implementacgao esta relacionada com a dificuldade de associar todos os componentes
que influenciam um ensaio e a falta de conhecimento da estatistica e matematica
envolvidas na lei de propagacdo de incerteza, como a utilizagdo de matrizes de
covariancia, derivadas parciais entre outras estimativas que podem ser aplicadas

nesta abordagem.

2.3.1.2 Abordagem top-down

A abordagem fop-down utiliza os dados de varios experimentos como
validacao, estudos interlaboratoriais e a combinacao deles para determinar a incerteza
(ROZET et al., 2011). Diferente da abordagem bottom-up que sugere que todas as
possiveis fontes de incertezas sao identificadas, quantificadas e combinadas, a
abordagem top-down estima diretamente os resultados de incerteza de medigéo
produzidos pelo sistema (PEREIRA, 2016), isto é, todos os componentes individuais
de incerteza ja foram contribuidos nos experimentos anteriormente citados e também

em outros estudos estatisticos.

de medigao
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Figura 9 - Abordagem top-down
Fonte: o autor (2018)
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De acordo com ROZET et al. (2011) essa abordagem permite obter uma
incerteza de medigdo com uma maior relagao custo/beneficio. A principal vantagem
de utilizar esta abordagem é que a estimativa de incerteza passa a ser uma extenséo
do trabalho de validacdo de métodos (TAVERNIERS et al., 2004; ELLISON,
WILLIAMS, 2012). Entretanto, cabe frisar que para qualquer abordagem selecionada
de estimativa da incerteza, o método precisa estar validado para que a incerteza seja
representativa (TAVERNIERS et al., 2004; ROZET et al., 2011; ELLISON, WILLIAMS,
2012; WEITZEL, 2014)
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3 JUSTIFICATIVA

O Teste de Neutralizagao por Reducéao de Placas de Lise para Febre Amarela
em Placas de 96 orificios (micro-PRNT), objeto deste estudo, é utilizado para
avaliacdo da eficacia da vacina de Febre Amarela atenuada (cepa 17D) e,
recentemente, seus resultados tém sido amplamente utilizados para o monitoramento
de individuos imunizados com as doses de vacinas fracionadas. Os resultados obtidos
sao definidos como positivos ou negativos de acordo com o ponto de corte do ensaio.
A avaliacdo da incerteza de medicdo do ensaio como parte do estudo de validagcao
podera elucidar e caracterizar a zona cinza que é a zona de incerteza onde resultados
proximos a este ponto de corte séo classificados erroneamente, gerando risco de
individuos vacinados nao-respondedores serem classificados como positivo,
proporcionando uma melhoria e confiabilidade aos estudos de avaliacdo da resposta
vacinal. O uso da incerteza para definicdo da zona cinza seria um incremento para
qualidade e confiabilidade dos resultados, sendo algo ainda ndo implementado, tendo
carater inédito com relagao a aplicacao e discussao desse tema em nivel nacional.

Cabe ressaltar que a estimativa da incerteza de medi¢ao para bioensaios é
uma area nova e as fontes de incertezas e as abordagens nao foram estudadas tanto
quanto nas medigdes fisicas e quimicas, e ha um esfor¢o internacional de alcangar
qualidade em biomedi¢des através da aplicagao dos principios metrologicos. Este € o
primeiro trabalho a aplicar os principios dos guias de incerteza de medi¢ao
(GUM/BIPM) e o guia de incerteza de medi¢cdo analitica (QUAM/EURACHEM), e
também é o segundo trabalho que discute o uso da incerteza de medi¢gdo no ensaio
PRNT em todo o mundo (SALJE et al., 2014) e também é o segundo a utilizar a
incerteza para caracterizagdo da zona cinza (PEREIRA et al., 2016).

O resultado deste trabalho pode contribuir para proposicdo de mudancgas na
legislagdo sanitaria, pois ainda que a informacéo da incerteza proporcione qualidade
e confianga a um resultado de medicéo, a avaliacdo da incerteza nao € um parametro
preconizado pela ANVISA durante os estudos de validacao na industria farmacéutica
de acordo com as legislagdes vigentes, como a RE 166/2017 para métodos fisico-

quimicos e para ensaios biolégicos de acordo com a RDC 27/2013.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo caracterizar a zona cinza do ensaio
micro-PRNT para o virus da Febre Amarela através da avaliagdo da incerteza de
medi¢cdo aplicada a bioensaios visando elaborar um algoritmo decisério para

estabelecer critérios para repeticido do ensaio e indicagao da revacinacao.

4.1.1 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos do trabalho séo:

a) ldentificar as fontes de incerteza do ensaio micro-PRNT — abordagem
bottom-up (GUM).

b) Avaliar a incerteza de medi¢cdo de um soro in-house calibrado contra
um soro de referéncia internacional — abordagem bottom-up (GUM).

c) Avaliar a incerteza de medicdo do ensaio utilizando os dados de
validacéo e de outros estudos — abordagem top-down (QUAM).

d) Caracterizar a zona cinza para os resultados expressos em
miliunidades internacionais por mililitros.

e) Elaborar um algoritmo decisério para estabelecer critérios para
repeticdo do ensaio e indicacdo da revacinagao para os resultados

quantificados na regido da zona cinza.
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5 MATERIAL E METODO

A avaliagao da incerteza de medigao foi aplicada no teste micro-PRNT de
febre amarela, que tem como objetivo determinar o titulo de anticorpos neutralizantes
em soro. Este ensaio foi realizado no Laboratério de Tecnologia Virolégica (LATEV),
pertencente a Vice-diretora de Desenvolvimento Tecnolégico (VDTEC) de Bio-
Manguinhos e a avaliagdo dos dados e os calculos estatisticos foram realizados pela
Secgao de Validagado Analitica (SEVAN) pertencente ao Laboratério de Metrologia e
Validagédo (LAMEV) / Departamento de Garantia da Qualidade (DEGAQ).

5.1 TESTE DE NEUTRALIZAGCAO POR MEIO DA REDUCAO DE PLACAS DE LISE
PARA FEBRE AMARELA EM PLACAS DE 96 ORIFICIOS.

5.1.1 Descricao da metodologia

Para realizacdo do teste a primeira etapa do ensaio consistiu na diluicido dos
soros amostrais no fator 2 iniciando em 1:5 e terminando em 1:640, esta diluicio foi
realizada em meio de cultivo 199 (suplementado com antibiético e Fungizona) em
placas de 96 orificios. A etapa subsequente foi a etapa de neutralizagdo, na qual foram
adicionados 50 pl/orificio de suspensao viral em uma concentragao fixa, previamente
determinada para que se obtenha em torno de 30 placas de lise por orificio. Nesta
etapa as placas foram incubadas por uma hora em estufa a 37 °C com 5% de CO:a.
Apoés este periodo, adicionou-se 50 pL/orificio de suspensao celular (preparada
imediatamente antes do uso, com uma concentragdo de 1,6 x 10° células/mL) em
todos os orificios da placa. Logo em seguida, foi levada para incubagéo por 3 horas a
37 °C com 5% de COg2, esta etapa € denominada de adsor¢do. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e 100 ulL/orificio de meio semissodlido de
carbometilceululose (CMC) a 2,5% foi adicionado. Nesta etapa a intengao € delimitar
os plaques produzidos pelos virus que n&do foram neutralizados pelo soro. A etapa
seguinte é a Incubacéao por seis dias em estufa a 37 °C com 5% de COz2. Este tempo
€ 0 necessario para permitir que as particulas virais entrem na célula e se repliquem
levando a lise celular e, por conseguinte o aparecimento dos plaques. Apds os seis
dias de incubagcdo as monocamadas celulares foram fixadas por pelo menos trés
horas com uma solugao de formaldeido a 5%. Apds a etapa de fixagao as placas foram

lavadas para retirada do CMC e coradas com cristal violeta 0,04% para posterior
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contagem das placas de lise. Para quantificagcdo dos anticorpos o primeiro passo foi a
contagem do controle viral. Os pogos que continham apenas células e virus, tiveram
seus plaques contados e em seguida fez-se a média do numero de plaques. Para
determinacdo do endpoint, a média dos plaques foi dividida por 2. O titulo de
anticorpos neutralizantes das amostras foi determinado como a diluicdo do soro que
foi capaz de reduzir em 50% o numero de placas de lise obtidas no controle viral. O
resultado é obtido por regresséo linear do numero de plaques de lise do soro amostral
imediatamente acima e abaixo do endpoint previamente determinado (metade, ou
seja, 50% da média aritmética obtida a partir das réplicas destinadas ao controle de
virus). Os resultados (titulos de anticorpos neutralizantes para febre amarela) foram
expressos em log10 de mUI/mL e log1o de 1:D.

Exemplo: se em 1 coluna do controle viral o numero de plaques for 50, 40, 40,
45, 35, 50, 30 e 30

Calcula-se a média: = 40

Divide-se essa média por 2 = 20 — Este sera o endpoint do teste quando
trabalhar com o PRNT50.

Para calculo do titulo da amostra contou-se o numero de placas em todas as
diluicdes até atingir o endpoint e, quando atingiu-se uso-se a diluicdo imediatamente
acima e abaixo para calculo do titulo.

Exemplo : Dil 1:5 - 2 plaques

Dil 1:10 — 5 plaques

Dil 1;20 — 10 plaques
Dil 1:40 — 15 plaques
Dil 1:80 — 20 plaques

Dil 1:160 — 25 plaques
Dil 1:320 — 30 plaques
Dil 1:640 — 40 plaques

A regresséo linear sera

entre as diluicbes 1:40 e 1:160

5.1.2 Instrumentos/Equipamentos utilizados no ensaio

a) Pipetas graduadas estéreis Costar (1 mL, 5 mL, 10 mL e 25mL).
b) Pipetas monocanais Gilson/Pipetman de (100-1000) uL.

c) Pipetas monocanais Thermo/Finnpipette de (50-200) pL.

d) Pipetas monocanais Gilson/Pipetman (50-20) pL.
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e) Pipetador multicanal Thermo/Finnpipette F1 (30-300) L.

f) Camara de Neubauer.

g) Proveta.

h) Microscépio optico invertido Leica.

i) Capela de fluxo laminar VECO.

j) Incubadora Series Il Water Jacket Thermo Scientific modelo 3111 com
5% de COz.

5.1.3 Materiais utilizados nos ensaios

a) Meio de cultura 199, com sais de Earle - Fabricante: Life Technologies.
b) Hepes 1M - Fabricante: Sigma Aldrich.

c) Soro Fetal Bovino Fabricante: Gibco.

d) Solugao de Bicarbonato de Sodio gaseificado 4,4% - Fabricante Merck.
e) Sulfato de Gentamicina - Fabricante: Hypofarma (4,0 mg/mL).

f) Anfotericina B (Fungizona 250 pg/ml) - Fabricante: Gibco.

g) Carboximetilcelulose (CMC) 3% - Fabricante: Sigma Aldrich.

h) Solugéo de Cristal Violeta 0,04%.

5.1.4 Soros amostrais

Foram utilizados os soros provenientes do estudo intitulado “Protocolo para
Obtencao e Producao de Soros In-House para Testes de Neutralizagcdo por Reducao
de placas de Lise (PRNT)”, aprovado pelo CEP SMS — RJ em 08 de julho de 2013
(CAAE 15120613.4.0000.5262). Este foi um estudo realizado em amostras de 300
voluntarios adultos, entre 18 e 60 anos, de ambos os sexos, que receberam
anteriormente uma ou mais doses da vacina antiamarilica e/ou tiveram a doenca e/ou
estiveram em area endémica da doenga. Tendo por objetivo a produgcéo de soros
padrées in-house que contenham altos titulos de anticorpos neutralizantes; a
producao de diferentes pools de soros positivos e negativos para a presenca de
anticorpos e a realizagao do PRNT para a quantificagao de anticorpos neutralizantes.
A utilizagao desses soros foi autorizada pela Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas (IPEC/FIOCRUZ).
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Os soros amostrais testados neste trabalho foram previamente submetidos a
uma temperatura de 56 °C por 30 minutos visando a inativar o complemento e outros

componentes séricos com agao neutralizante inespecifica.

5.1.5 Soros padrao internos (controles positivos e negativos)

Como controle positivo: No ensaio de caracterizacdo do soro in-house foi

utilizado o Soro Referéncia Internacional do National Institute for Biological Standards
and Control (NIBSC) Yellow Fever (YF) diluido 1:10 / 14300 mUI/mL como controle
positivo. Apds a calibragdo do soro in-house o mesmo foi utilizado como controle
positivo nos estudos de validacao.

O controle negativo: Soro negativo para presenga de anticorpos neutralizantes

para febre amarela.
Todos os soros padrdes internos foram previamente inativados e estocados a

20 °C até a realizacao dos testes.
5.1.6 Virus

Foi utilizado virus obtido a partir do Banco de Trabalho do LATEV Lote #002/16
— Subcepa 17D-213/77, produzido (clarificado) em marg¢o/2016; originado do Banco
Master (produzido em Out/2014, a partir do lote #11UEXVFB01 — dez/2011).

Uma aliquota do virus da Febre Amarela cepa 17D que estava armazenada em
um freezer -70°C foi descongelada em agua corrente e submetida a diluigao 1:5000
para que se obtenha uma média de 30 placas de lise (faixa de aceitagao 20-60
PFU/orificio). Com excegéo dos orificios destinados ao controle de células (linhas
colunas 1 e 12), 50 yL de suspenséo viral, foram aplicados em todos os orificios da

placa.
5.1.7 Cultura de células

Foram utilizadas células da colecao American Type Culture Collection (ATCC)
CCL-81. Esta linhagem de celular Vero foi iniciada a partir do rim de um macaco verde
africano adulto (Cercopithecus aethiops). Foi separado um numero de garrafas de
cultura das referidas células suficiente para obter uma suspensdo com 1,6 x 108

células/mL.
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5.2 AVALIACAO DA INCERTEZA DE MEDICAO DO TESTE MICRO-PRNT

A avaliagéo da incerteza de medigéao foi realizada utilizando a abordagem top-
down (QUAM) com base na avaliagdo dos dados de validagéo e de outros estudos
realizados pelo LATEV conforme o quadro. Entretanto, tanto os guias QUAM e GUM
foram utilizados durante a avaliacdo da incerteza. Para fins regulatorios, o ensaio foi
validado de acordo com a RDC 27/2012 seguindo o protocolo de validagado aprovado
pela SEVAN e elaborado em colaboragdo com o LATEV. Neste protocolo os
resultados foram expressos em log1o mUI/mL.

Dos testes requeridos para condugao da validacdo de acordo com a
legislagcdo, ndo foram realizados os testes de efeito residual, efeito matriz e curva
analitica, pois sao testes voltados para ensaios bioanaliticos instrumentais. Além do
mais, a realizacdo de uma curva padrao nao faz parte do principio do método micro-
PRNT. Discussbes referentes as diferentes abordagens de validagdo aplicada a
bioensaios e as questdes regulatorias e cientificas relacionados ao PRNT foram
amplamente discutidas por FIGUEIREDO et al. (2016).

Para calcular a incerteza em mUI/mL foram utilizados os testes realizados de
acordo com os requisitos regulatérios, também foi considerado o teste de robustez,
pois é um teste que fornece informagdes das variabilidades referentes a alteragdo em
etapas do ensaio. Os dados da robustez originalmente estavam em reciproca da

diluicdo, mas foram convertidos para mUl/mL.
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Quadro 4 - Estudos avaliados para estimativa da incerteza

Teste grandeza Atende a requisitos Critérios
Precisao muUl/mL Regulatérios (RDC 27/2012)
intracorrida e ] Literatura cientifica e critérios do <20%
X
intercorrida laboratoério
Exatidao muUl/mL Regulatérios (RDC 27/2012) <15%
intracorrida e ] Literatura cientifica e critérios do
X
intercorrida laboratério
muUl/mL Regulatérios (RDC 27/2012)
Teste de Diferenga absoluta <
L Literatura cientifica e critérios do
seletividade 1:x 0,477
laboratério
Teste de muUl/mL Literatura cientifica e critérios do
Robustez 1:x laboratoério

Os guias QUAM e GUM foram utilizados para a avaliagdo da incerteza do
micro-PRNT que foram sumarizadas de acordo com as seguintes etapas:

Etapa 1 — Definicdo do mensurando

Etapa 2 — Identificagdo das fontes de incerteza

Etapa 3 — Quantificagdo das fontes de incerteza

Etapa 4 — Determinacéo da incerteza combinada e expandida

5.2.1 Etapa 1 - Definicdo do mensurando

Foi realizada, conforme o GUM, uma apresentacido do problema de medigao,
isto €, o contexto pela qual a medicdo ocorre, a sua modelagem matematica,
conversao de unidades e as etapas que envolvem a determinacido anticorpos

neutralizantes anti-FA. e a distribuicdo presumidas e assumidas dos resultados.

5.2.2 Etapa 2 - Identificacdo das fontes de incerteza

Foi realizado um fluxograma com as etapas do processo de medigao onde
cada uma delas foi classificada como impacto direto ou indireto na qualidade do
ensaio, tomando por referéncia a relagdo com o modelo matematico para obtengao
do resultado em reciproca da diluicdo e mUI/mL. As etapas classificadas como
impacto direto foram estruturadas em um diagrama de causa e efeito (Figura 10), que
€ uma ferramenta que tem o objetivo de relacionar as fontes de incerteza que
impactam o resultado de medigao (INMETRO, 2012; ELLISON, WILLIAMS, 2012),

para identificar e listar as fontes de incerteza (uq,u,, ...,uy). O eixo horizontal é a
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variavel de saida (output) que sera analisada e os eixos diagonais sdo as variaveis de

entrada (input).

Figura 10 - Diagrama de Causa e Efeito
Fonte: o autor (2018).

A estratégia para identificagdo usando esta ferramenta seguiu pelo menos
dois estagios (ELLISON, WILLIAMS, 2012):
e identificagdo dos efeitos no resultado através de uma listagem de todas
as possiveis fontes de variabilidade;
e simplificacao e resolucéo das duplicagdes: que consiste em apresentar
de maneira simples a lista inicial de fontes de incerteza em relacédo ao

modelo matematico ou aos dados obtido em estudos de validagao.
5.2.3 Etapa 3 — Quantificagado das fontes de incerteza
5.2.3.1 Incerteza obtida no teste de precisao (precisao intracorrida e intercorrida)

A incerteza associada a repetitividade foi obtida a partir dos resultados do
teste de precisao, que foi determinada em uma mesma corrida (precisao intracorrida)
e em 3 corridas diferentes (precisao intercorridas). Foram analisados 16 soros em trés
niveis de concentragdes de anticorpos anti-FA (4 soros altos, 6 médios e 6 baixos) em
trés dias: dia 1 - operador A; dia 2 - operador A; dia 3 - operador B.

Cada componente de incerteza obtida no teste de precisédo (figura 11), foi
avaliado como uma incerteza tipo A, pois foram obtidos estatisticamente. O desvio
padrao obtido no teste de precisao foi divido pela raiz do numero de repeticdes devido
a normalidade atribuida ao conjunto de dados.
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Figura 11 - Diagrama de causa-e-efeito para o teste de precido
Fonteo: o autor (2018)

A incerteza associada a precisdo foi calculada para cada um dos 16 soros
analisado. Entretanto, foi utilizado o pior caso da incerteza intracorrida e intercorrida

para ser combinado as demais fontes de incerteza da metodologia.

5.2.3.2 Incerteza obtida no teste de exatidao (exatidao intracorrida e intercorrida)

A incerteza associada a tendéncia foi obtida a partir dos resultados do teste
de exatidao, que foi determinada em uma mesma corrida (exatidao intracorrida) e em
3 corridas diferentes (exatidao intercorridas). Foi analisado um soro in-house com
concentragdo de anticorpos neutralizantes anti-FA conhecido, que foi previamente
calibrado e padronizado frente a um soro de referéncia internacional anti-Febre
Amarela diluido 1:10 / 14300 mUI /mL.. Este soro foi analisado em quintuplicata ndo
diluido e diluido nas seguintes “concentracdes” 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 em trés dias
diferentes: dia 1 - operador A; dia 2 - operador A; dia 3 - operador B.

Na literatura cientifica, a incerteza relacionada a exatiddo €& avaliada
considerando os seguintes componentes: repetitividade, incerteza do material de
referéncia e a tendéncia, isto €, a diferenca entre o valor de referéncia e o valor obtido.
Entretanto, neste trabalho, a incerteza associada a repetitividade na exatidao nao foi
considerada, pois este componente foi extensivamente testado, avaliado e ja foi
combinada a incerteza obtida no estudo de precisao.

Sendo assim, foram considerados como fontes de incerteza do teste de
precisao (figura 12), o componente de incerteza relacionada ao erro relativo (u,;), para

os dados expressos mUI/mL e a incerteza do material de referéncia biologico (u,, )
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que foi obtido através dos dados referentes a calibragao do soro in-house contra um
Soro Referéncia Internacional do NIBSC anti-Febre Amarela diluido 1:10 / 14300
mUI/mL.

U,,; Tendéncia
Valor nominal — Valor observado

3 Exatidado

Determinada a partir

dos dadaos da
Ugz Soro In-house calibracdo contra um

soro  de referéncia
internacional

Figura 12 - Diagrama de causa-e-efeito para o teste de exatidao
Fonte: o autor (2018)

5.2.3.2.1 - A avaliagao da incerteza da calibragédo do soro in-house (u,3)

O valor do soro in-house em mUI/mL foi obtido a partir da realizacdo de trés
ensaios realizados em dias distintos, onde em cada ensaio este soro foi dosado dez
vezes (n=10) e o soro de referéncia foi dosado trés vezes, seguindo procedimento do
laboratério. O titulo em reciproca da diluicdo foi convertido em mUI/mL, e o valor
nominal foi obtido através da média geométrica dos resultados dos trés ensaios
(n=30). A incerteza associada ao valor do soro in-house calibrado foi determinado
como resultado da soma das variagdes que ocorreram dentro de cada um dos trés

ensaios.

ugs’ ) = uzdial + uzdiaz + uzdia3 (08

e Avaliacdo da incerteza tipo A

A incerteza tipo A foi obtida da analise estatistica de uma série de
observacdes. E a incerteza referente ao tamanho da amostra e a sua estimativa

depende da funcao de distribuicdo de probabilidade do mensurando. Para aqueles
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que apresentaram normalidade na distribuicdo, a incerteza tipo A foi o desvio padrao

amostral sobre raiz do numero de medigoes:

Ug = In (09)

e Avaliacdo da incerteza tipo B - volume

A incerteza do volume foi determinada através da incerteza relativa, que
consiste na razao da incerteza e medida que esta relacionada, combinando a
incerteza da micropipeta upipeta € O Valor do erro ue.,, quando o mesmo néo foi
corrigido durante o ensaio. Onde V; € o volume de dispensado e u,, € a incerteza

combinada de um dado volum utilizado no ensaio.

y, = [(CB)2 4ty (10)

e Avaliacido da incerteza tipo B - certificados de padrdes e materiais de

referéncia

A incerteza do certificado de calibracao de pipetas e de matérias de referéncia
€ o valor da incerteza expandida apresentada no certificado dividido pelo valor de k
descrito no certificado. O soro de referéncia padrdo ndo apresenta uma incerteza
referente ao valor declarado a incerteza, o que € comum na area bioldgica.

Os soros anti-Febre Amarela contém 143 Ul/mL por ampola e foi submetido a
uma diluigdo 1:10 obtendo assim 0,143 Ul/mL, sendo assinado no ensaio como 14300
mUI/mL. Como o certificado ndo apresenta uma incerteza associada ao titulo de
anticorpos neutralizantes, o GUM (INMETRO, 2012) permite que a incerteza seja
obtida de maneira empirica, este tipo de incerteza é uma incerteza do tipo B. Foram
avaliadas cinco possiveis variagbes percentuais (2,5%, 5%, 10%, 20% e 30%) em
torno do valor de referéncia no ensaio (14400 mUl/mL).

Cada variagao foi tratada com uma densidade de probabilidade quadratica
(distribuicado retangular). As incertezas do soro in-house foram calculadas para cada
uma dessas variagoes tedricas e discutida com relacao a rastreabilidade de materiais
de referéncias bioldgicos, principalmente com relagdo aos padrdes de anticorpos e
soros utilizados em estudos de vacinas.

¢ Quantificacdo das fontes de incerteza

Apos a identificagdo das variaveis conforme, cada uma das fontes de

incerteza foi avaliada e quantificada a fim de determinar uy, u,, ..., uy. A quantificacéo
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dessas fontes dependera de sua origem e foi realizada de duas formas: determinado

o coeficiente de sensibilidade ou por incerteza relativa
O coeficiente de sensibilidade (;—;) € a derivada parcial da fungdo Y =

f (X1, X5, ..., Xy) que modela o mensurando em relagéo a grandeza de entrada x;.
A determinagao da incerteza relativa € a raz&o entre valor da incerteza sobre
o valor da medida e o valor da grandeza relacionada.

e Determinacio da incerteza combinada

A incerteza combinada u?(y) é determinada pela equagdo chamada de Lei de
Propagacédo de Incertezas. Trata-se da soma quadratica dos produtos entre as

incertezas de cada componente de entrada e seu respectivo coeficiente de

sensibilidade (Z—f), que € derivada parcial da funcdo que modela o resultado do

Xi

mensurando.

u2() =5 () ) (11)

e Determinacédo do grau de liberdade efetivo e do fator de abrangéncia

A selecdo do fator de abrangéncia k € realizada com base no nivel de
confianga requerido para a incerteza e no grau de liberdade efetivo v, através da
equacao de Welch-Satterthwaite a seguir:

uz(y)

Veff = o) (12)

i=1"p;

Onde,

vesr€ 0 grau de liberdade efetivo

u.(y)é aincerteza combinada

u;(y)é a incerteza-padrao de cada fonte de entrada na unidade do
mensurando;

v; € 0 grau de liberdade de cada fonte de entrada

Uma vez determinado o grau de liberdade, o fator de abrangéncia foi
selecionado para obtenc&do de uma incerteza com a probabilidade requerida conforme
0 apéndice A que € baseado na distribuicdo t-STUDENT (INMETRO, 2012).

e Determinacio da incerteza expandida

Embora a incerteza combinada u2(y) possa ser universalmente usada para
expressar a incerteza de um resultado de medicdo, este trabalho utilizou uma

probabilidade de 90% com base no modelo abaixo:
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U= kuc(y) (13)
Onde U é a incerteza expandida; u.(y) é a incerteza combina de y, obtida
pela raiz da variancia combinada calculada na equacéo e k é o fator de abrangéncia

determinado com base no grau de liberdade efetivo e no nivel de confianga requerido.
5.2.3.3 Incerteza associada ao teste de seletividade

Foi realizada uma avaliagdo e discussdo dos resultados com relagdo a
variagdo dos resultados obtidos no teste seletividade com o objetivo de avaliar a
incerteza associada a influéncia da presenca de anticorpos neutralizantes de outros
flavivirus presente em soro amostral positivo para Febre Amarela (Figura 13). O teste
foi realizado diluindo amostras positiva anti-FA em diferentes soros: soro negativo
para Febre Amarela, soro positivo para Dengue e soro positivo para Zika. A diferencga
absoluta entre o soro positivo para Febre Amarela diluido em um soro negativo e, este
mesmo soro positivo para Febre Amarela diluido em soro positivo para os flavivirus
Dengue e Zika ndo deve ser maior que trés vezes, o que matematicamente em log1o

significa que a diferenga ndo pode ser maior que 0,477.

u  Anticorpos neutralizantes
para o virus da Dengue

»  Seletividade

U Anticorpos neutralizantes para
0 virus Zika

Figura 13 - Diagrama de causa-e-efeito para o teste de seletividade
Fonte: o autor (2018)
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5.2.3.4 Incerteza associada ao teste de robustez

Durante o teste de robustez realizado pelo laboratério, foram analisados trés
soros em trés corridas distintas para avaliacdo de cada uma das influéncias de
incerteza do tipo B, que estado relacionados ao principio da metodologia (Figura 14).
Estes componentes de variagao que nao foram obtidos por métodos estatisticos,
sendo avaliados comparando os resultados obtidos pelo método padrédo com o
resultado das modificagdes conforme os critérios do quadro 3. Foram realizadas duas
modificacdes por fonte de influéncia, sendo que para avaliagdo da influéncia do fator

de diluicdo da suspensao viral foi utilizado o fator 1:5000 ao invés de 1:5500.

u  Tempo de adsorcdo u  Tempo de neutralizacdo

> Robustez
U Concentragdo U Titulo da suspensdo viral

da suspensdo celular

Fonte: o autor (2018)

Figura 14 - Diagrama de causa-e-efeito para o teste de robustez

Foi calculado a diferenga absoluta em log entre o resultado do método padréao
e o titulo obtido no método modificado. A diferenca entre titulos, no teste de robustez,
nao deveria ser maior que trés vezes o resultado obtido no método em sua condicéo
padrdo, o que matematicamente significa que entre os resultados transformados em

log n&o deve haver uma diferenga maxima de 0,477.
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Tabela 1 - Condi¢bes estabelecidas para o método modificado para avaliar a Robustez
Influéncias das Método

. . Modificagdes
incertezas tipo Bug  Padrao

Tempo de
_ 1 hora 45 minutos 1 hora e 15 minutos
neutralizacao
Tempo de adsorcao 2 horas e 30 3 horas e 30
3 horas
da monocamada minutos minutos
Fator de diluicdo da
1:5500 1:10000 1:5000* 1:2500

suspensao viral*
Concentragao de 1.600.000

células da suspensao células por

800.000 ceélulas 3.200.00 células

- por mililitro por mililitros
celular mililitros

Fonte: o autor (2018).

5.2.4 Etapa 4 — Determinacéo da incerteza combinada e expandida

A incerteza combinada u2(y) foi determinada pela soma quadratica das
maiores incertezas obtidas durante os estudos de validagdo. Esta foi a incerteza
definida para expressar o resultado do método micro-PRNT. A incerteza do método
foi expandida a um nivel de probabilidade de 95,45% através da multiplicacdo da

incerteza combinada por um fator de abrangéncia igual a 2,00.

5.3 DETERMINANDO A ZONA CINZA DO ENSAIO: AVALIACAO DA INCERTEZA NA
LINHA DE CORTE

A zona cinza foi determinada e discutida aplicando a incerteza combinada do
meétodo, estimada pela incerteza combinada expandida a um nivel de probabilidade
de 95,45%, ao cutoff do ensaio que € 794 mUI/mL para o resultado em concentracéo

de anticorpos.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 ETAPA 1 - DEFINICAO DO MENSURANDO

Os resultados de medicao avaliados neste trabalho foram obtidos a partir da
regressao linear entre a contagem PFU imediatamente inferior e superior ao endpoint
do teste, determinado pelo controle viral no dia do ensaio, e as suas respectivas
diluicbes. Uma vez determinado os titulos das replicatas do controle positivo, foi
estimada a sua média geométrica.

Por conseguinte, determinado o quociente entre o valor nominal da
concentracao de anticorpos declarado na instrucdo de uso do soro de referéncia anti-
FA, que foi submetida a uma diluicao 1:10 no ensaio, e o seu titulo em reciproca da
diluicdo no ensaio (figura 15), que foi multiplicado pelos titulos em reciproca da
diluicdo dos soros testados nos experimentos de calibragédo do soro in-house e os
testes de validagao. Durante os testes de validacao o soro in-house foi utilizado como

controle positivo.

EPS0 = 22
2 3
EP50 — a EP50 — a
- b v =
/
//’
//
/
r{_/
4
Tur/mL = tepso X

tT'S

Figura 15 - Calculos para determinagao de anticorpos neutralizantes

O nivel de anticorpo expressos em reciproca da diluigdo, uma grandeza
adimensional obtida a partir da razdo entre dois numeros com a mesma unidade
(grandeza volume) indica a diluigdo cuja presenga de anticorpos €& capaz de
neutralizar 50% da atividade viral. Isto é, uma amostra dosada até a diluicdo
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determinada por sua reciproca apresentara atividade neutralizante contra o virus da
Febre Amarela. A reciproca da diluicdo é a resposta direta do ensaio.

A conversao dos resultados do teste micro-PRNT para concentracdo de
anticorpos se da pelo uso de um soro de referéncia internacional anti-Febre Amarela
que é preconizado pela OMS (2009) com objetivo de alcangar comparabilidade entre
os resultados de imunogenicidade. Como a quantidade do soro padrao € limitada,
cada laboratério prepara seu proprio soro in-house calibrando o seu valor com o soro
de referéncia para que o mesmo seja utilizado para converter os resultados de soros
amostrais, em estudos de validacao e na propria rotina como controle positivo. Essa
cadeia de medicbes atrelada a uma referéncia estabelece o conceito de
rastreabilidade metrologica nas medigdes conforme a figura 16.

Matematicamente falando, a conversdo dos resultados em reciproca da
diluicdo para Ul/mL é calculada dividindo a concentragdo de anticorpo soro
internacional presente na instrucdo de uso, ou de um soro in-house caracterizado,
pelo seu titulo em reciproca da diluicdo no EP50 e depois multiplicando o seu
quociente pelo titulo do soro amostral (COHEN et al., 2007).

No teste micro-PRNT os resultados foram expressos na unidade mUIl/mL, pois
o soro de referéncia, cuja ampola contém 143 Ul/mL, é submetido a uma diluigdo 1:10
obtendo assim 14,3 Ul/mL ou 14300 mUI/mL.

Soro de referéncia
internacional Anti-Febre
Amarela mUl/mL

Método de Referéncia
PRNT “Padrao Ouro”

Soro de in-house calibrado e

N
N
/ |

Uso de rotina
* Controle positivo
Validagao

Medicdes de amostras clinicas
rastreaveis

Figura 16 - Rastreabilidade das medigbes de concentragdo de anticorpos neutralizantes anti-
FA
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A distribuicdo dos resultados obtidos da imunogenicidade humoral pds-
vacinagdo, de acordo com NEUTA (2009), tende a se comportar de maneira
assimétrica a direita enquanto os resultados quando transformados em log s&o
aproximadamente normalmente distribuidos, caracterizando assim uma distribui¢cao
log-normal. Por isso, resultados de estudos clinicos em vacinas sao tratados sob a
forma de log, com a finalidade de melhorar a interpretagdo, adquirir normalidade e
facilitar a interpretagéo dos resultados (NEUTA, 2009; ARMITAGE et al., 2002). Os
dados transformados em log s&o utilizados em estudos de validagdo para melhor
interpretacéo dos resultados (FIGUEIREDO, 2015)

No ponto de vista estatistico, quando variaveis sdo estritamente positivas e
apresentam uma grande variagdo em seus resultados, sua assimetria tende a ser
positiva, isso ocorre em métodos de determinacdo de concentragdo de substancia
quimicas ou biolégicas em amostras de sangue, soro ou urina (ARMITAGE et al.,
2002). Entretanto, a assimetria do conjunto de dados é algo comum nas distribui¢cdes

normais.
6.2 ETAPA 2 - IDENTIFICAQAO DAS FONTES DE INCERTEZA

Com base na avaliacdo da instrugcao de trabalho e no acompanhamento do
ensaio, foi construido um fluxograma do processo de medigdo com as etapas e as
suas respectivas grandezas de entrada (Figura 17). As etapas estruturadas no
fluxograma foram categorizadas como pré-analitica que €& etapas referente ao
tratamento da amostra, etapa analitica onde os procedimentos necessarios para
obtencao do resultado sdo executados e pds-analitica que é referente a determinagao
do resultado propriamente dito.

Cada uma das etapas do fluxograma foi classificada como impacto direto e
indireto para diferenciar as variaveis que afetam as entradas da modelagem
matematica como por exemplo, a determinagdo da concentracdo celular e a
concentragao viral que sdo importantes para que a contagem de plaques por orificio

nao fique saturada dificultando assim a sua leitura.
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. 5 Grandezas s
Simbolo Atividade Criticidade Impacto
de entrada
Inativagao do
sistema
Pré- Inicio do complemento dos Ocorréncia de =
- il Preparo do soro - o = Indireto
analitica processo soros amostrais — | reagdes inespecificas
Incubagdo a 56°C
por 30 minutos
50ul de meio
PRNT nos pogos
Pi -
peFagem do Al gte Direts
meio PRNT 80pl meio PRNT
nos pogos H2 a Erros na diluigdo e
: Processo H11 consequentemente
manual 20ul de soro impacto nas demais
amostral nos etapas
Diluics :
iluicdo seriada pgggs~H2 a Hll, DIty
do soro diluicdo seriada
fator 2 até o pogo
A2 aAll
Etapa de Preparo de uma
neutralizagdo — suspengdo para
Preparo da obter 30 placas Impacto no controle
3 Processo | suspensio viral | de lise por orificio | Viralenacontagem Direto
manual y de plaques das
Etapa de o
PRIED 50 pl/orificio de amostras
neutralizagdo - s
: suspensdo viral
Pipetagem
4 Processo p. ~ com 5% de CO ; & Direto
neutralizagdo neutralizantes e o
por 1 horas 7
virus
Preparo de uma
Preparo da suspensao com I.mpacta na' DIt
Processo | suspensao celular 1,6 x 106 quantidade de células
5 e células/mL e consequentemente
na contagem plaques
Analitica . 50 pl/orificio de )
Pipetagem . Direto
suspensdo celular
Etapa de Incubagdo a 37°C | Impacta na adsorgao
6 Processo adsorgdo da com 5% de CO do virus na camada Direto
monocamada Por 3 horas celular
100 pL/orificio de | Afeta a boa formagao
Processo . : T
7 AaAGal Pipetagem meio semissélido dos plaques e a sua Indireto
(CMC)a 2,5% contagem
Impacta na processo
" 37°C com 5% de R . .
8 Processo Incubagdo > de infecgdo viral das Direto
CO por 6 dias A
células
150 pL/orificio de
Fixagdo d f 110% . o~ 9
9 Processo xagdo ca grmo ? N&o aplicavel Indireto
monocamada Fixando por 3
horas
100 pL de solugdo
Processo | Pigmentagdo das e @ibEl vl
10 = 9 0,04% , 30 min N30 aplicavel Indireto
manual placas
temperatura
ambiente
) Determinagdo do )
Controle viral I g Direto
endpoint
c 4 Conversdo dos soros
ontagem de ; 0
11 Processo sy amostrais em titulo .
Controle positivo < Direto
plaques P para concentragdo de
anticorpos
Soro amostral Resultado final Direto
Determinagdo do
T T —— ‘endpomt e do Erro na qu§nt|ﬁca§ao .
12 Dados il titulo do controle dos anticorpos Direto
Pos- positivo e do soro neutralizantes
analitica amostral
Firi 4o Emissdo dos
13 fluxogram N3o aplicavel HHk *%
N resultados

Figura 17 - Fluxograma do Processo de Medigéo do teste micro-PRNT

Fonte: o autor (2018)
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Das trezes etapas existentes na metodologia, nove foram classificadas como

impacto direto no resultado de medi¢cao do ensaio. Sao eles:

Etapa 2 — preparo da placa,

Etapa 3 — Etapa preparo da suspensao viral,
Etapa 4 — etapa de neutralizacéo,

Etapa 5 — preparo da suspensao celular,
Etapa 6 — etapa de adsor¢édo da monocamada,
Etapa 7 — pipetagem da CMC

Etapa 8 — incubacéo de 6 dias.

Etapa 11 — contagem de plaques

Etapa 13 — Tratamento dos dados

As fontes classificadas como impacto direto foram sumarizadas em diagrama

de causa-e-efeito da figura 18.

2 3 4 5 6
\ \ \\\ .

3>  nheutralizantes

de Febre Amarela
mUl/mL
7 8 11 12

Figura 18 - Diagrama de causa-e-efeito para as etapas criticas

Rastreando as fontes de incertezas do processo de medic¢ao identificadas na

figura 18 e a sua relagdo com o modelo matematico (Quadro 5) que determina a

concentracdo de anticorpos neutralizantes, fica evidente que dificilmente havera um

modelo que define a medigdo que envolva todas as fontes de contribuicdo. Este tipo

de perfil € caracteristico de metodologias analitica e ganha novos contornos quando

um bioensaio é avaliado a luz da metrologia, devido a sua complexidade.
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Quadro 5 - Rastreabilidade das etapas do micro-PRNT em fungdo do modelo matematico

Variavel de saida Variavel de entrada

Valor do Soro (mUl/ml)

Componentes

- Valor do certificado

Aspectos do processo

-Estabilidade e preparo do

S0ro

Titulo do controle
positivo
(Reciproca da diluicio)

Concentragio de anticorpos _ (EPsp—a)
=

N - TSR
neutralizantes anti-Febre

Amarela em soro mUl/ml

- Variabilidade do titulo
- Diluicao seriada
(volume)

- Valor do endpaint 50
- Coeficiente de
inclinacao
- Coeficiente de

intercepcao

-Variabilidade intra e
interplaca
-Preparo da suspencio
celular
-Preparo da suspensao

viral

CSN
Cm[}'!_-’mt =Ty % T_CP

Titulo do soro amostral
(Reciproca da diluicio)

- (EPy —a)

T, b

- Variabilidade do titulo
- Diluigéo seriada
(volume)

- Valor do endpoint 50
- Coeficiente de
inclinagao
- Coeficiente de

-Variabilidade infra e
interplaca
-Preparo da suspencéo
celular
-Preparo da suspensio

viral

intercepgao

Fonte: o autor (2018)

O micro-PRNT é um ensaio baseado em célula que mede a quantidade de
anticorpos neutralizantes anti-FA de maneira indireta através de uma cultura in vitro
que depende da interacdo de virus, células e da presencga de anticorpos no soro a ser
testado. O ensaio, conforme pode ser visto no fluxograma, é essencialmente manual
tendo o operador como uma fonte principal de variagdo associada a precisdo e
podendo afetar também a exatiddo da metodologia, pois todo o processo de diluicdo
€ realizado por pipetagem manual e mesmo que o instrumento esteja calibrado a
participacado do usuario é determinante para um bom resultado.

Analisando as etapas criticas identificadas e as caracteristicas da
metodologia, concluiu-se que cada um dos componentes identificados como criticos
e proporcionam uma gama de variabilidades que serdo percebidas em termos de:

e repetitividade dentro de um mesmo ensaio ou na execugao do mesmo
em dias e por analistas diferentes,

e tendéncia do resultado em se afastar de um valor de referéncia,

e apresenca de anticorpos de outros flavivirus, como por exemplo, existe

evidéncias que sugerem que, particularmente, a infecgao por Dengue
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e para o virus Zika podem parcialmente proteger contra a Febre
Amarela (MONATH, 2001).

e pequenas variagdes que possam ocorrer em alguns durante a rotina de
laboratorio em processo que afetam o principio do ensaio de
neutralizacdo como suspensao celular e viral e o tempo de adsorgao e
de neutralizagao.

Cabe ressaltar que de acordo com a literatura, a variabilidade analitica tem
como componentes principais a incerteza associada a precisao e exatidao, que
refletem as caracteristicas de repetitividade e tendéncia da metodologia e que sao
desafiadas em estudos de validagdo. Baseada nas conclusdes obtidas apds a
identificacdo dos processos criticos e as caracteristicas da metodologia, um diagrama
de causa-e-efeito foi construido relacionando os componentes que afetam o teste
micro-PRNT.

Precisdo | Tendéncia Reag¢des cruzadas

i Repetibilidade I Virus Zika

Intracorrida ~ T

Tendéncia
—* —

Dengue e e e

Incerteza do material ~
Concentracao de

de referéncia— >

Intercorrida

— ¢ " anticorpos
" ' neutralizantes anti
/ / / / - Febre Amarela mUI/mL |
Tempo de Tempo de Suspensdo  Suspens3o Viral
neutralizagao adsor¢do na celular
monocamada

Figura 19 - Diagrama de causa-e-efeito fontes de incerteza da metodologia
Fonte: o autor (2018)

Na figura 19, foi identificado que a repetitividade € um componente que se
repete no diagrama de causa-e-efeito. Na literatura cientifica, a incerteza relacionada
a tendéncia, avaliada no teste de exatidao, é estimada considerando os seguintes
componentes: repetitividade, incerteza do material de referéncia e a tendéncia, isto é,
a diferenca entre o valor de referéncia e o valor obtido. Entretanto, neste trabalho, a

incerteza associada a repetitividade na exatidao nao foi considerada, pois entende-se
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que este componente foi extensivamente testado, avaliado e ja foi combinada a
incerteza obtida no estudo de precisao.

Nas ocasides em que uma modelagem n&o pode ser definida ou quando a
mesma € incompleta, os dados obtidos nos estudos de validagdo sdo a fonte para
avaliar a incerteza global do ensaio. O método foi validado de acordo com RDC
27/2012 onde foram realizados testes precisao, exatidao, seletividade. O laboratério
também realizou testes para avaliagdo da robustez.

Dessa maneira, os parametros avaliados na validacdo representam as
principais fontes para determinagao da incerteza do ensaio (Figura 20) como também

as variaveis referentes ao processo que foram classificados como impacto direto.

__________________ Robustez _ _ _ _ _ . . _._._. _._._._._._._ _ Rocar2012 __ __ _ _ __
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Figura 20 - Diagrama de causa-e-efeito para os dados de validagao

6.3 ETAPA 3 - QUANTIFICAGAO DAS FONTES DE INCERTEZA

6.3.1 Incerteza obtida no teste de precisdo (precisdo intracorrida e precisédo

intercorrida)

O estudo de precisdo, conduzido na validacdo do método, avaliou a
repetitividade soros denominados alto, médio e baixo, sendo 16 soros ao total, em trés
dias distintos para avaliar a precisdo intracorrida e intercorrida. Para verificar o
comportamento da incerteza para diferentes niveis de anticorpo, foram calculadas a

incerteza de cada amostra classificada com alta, média e baixa. As medidas de
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concentracao tendem a variar de acordo com a quantidade do analito. Entretanto, com
base nos resultados apresentados na tabela 2, pode-se constatar que a variagao de
precisdo nao esta relacionada com o nivel de anticorpo presente em cada amostra.
Percebe-se que a diferentes valores incertezas (up) para cada amostra, o que pode
indicar que a incerteza associada a precisao esta relacionada a conducio do ensaio
propriamente dito do que a presenca de uma alta ou baixa quantidade de anticorpos.

Pode ser observado através da contribuicdo de cada incerteza € a precisao
intracorrida (u,,) foi maior que a intercorrida (u,,), sendo principal fator de
contribuicdo de incerteza em 15 soros testados. A incerteza do teste de preciséo (up)
para cada soro considerou a maior variagao intracorrida dos ensaios realizados nos
trés dias e dos 16 soros testados em trés dias diferentes,

Para o calculo da incerteza combinada, foi escolhida a maior incerteza
intracorrida (soro SIH17, soro alto) que foi combinada com a pior incerteza associada

a precisao intercorrida (soro SIH271, soro alto).

Tabela 2 - Incerteza Teste de Precisao — logio mUl/mL

. . Identificacdo da Estudo de precisdo Contribuicdo
Nivel de anticorpo
amostra upl up2 upP Clux?2 | Clux*2 [Ciux?2 (%)|Ciux*2 (%)]| total
202 0,122 0,047 0,235 0,0150 0,0022 87 13 100
ohio 228 0,057 0,038 0,170 0,0033 0,0014 70 30 100
17 0,192 0,075 0,373 0,0368 | 0,0057 87 13 100
271 0,065 0,080 0,346 0,0043 0,0064 40 60 100
250 0,078 0,038 0,178 0,0060 0,0014 81 19 100
8 0,122 0,049 0,243 0,0150 0,0025 86 14 100
médio 269 0,086 0,038 0,288 0,0074 0,0014 84 16 100
71 0,082 0,040 0,189 0,0067 | 0,0016 81 19 100
172 0,086 0,057 0,255 0,0074 0,0032 70 30 100
68 0,122 0,061 0,287 0,0150 0,0038 80 20 100
256 0,110 0,049 0,237 0,0122 0,0025 83 17 100
129 0,045 0,024 0,110 0,0020 0,0006 78 22 100
i 232 0,151 0,054 0,275 0,0228 0,0029 89 11 100
139 0,073 0,038 0,176 0,0054 0,0014 79 21 100
144 0,106 0,042 0,209 0,0113 0,0018 86 14 100
268 0,069 0,035 0,165 0,0048 0,0013 79 21 100
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6.3.2 Incerteza obtida no teste de exatidao

O teste de exatidao foi realizado analisando o soro in-house que é um padrao
com alto nivel de anticorpo neutralizante n&do diluido e mais cinco dilui¢des (1:2. 1:4,
1:8, 1:16 e 1:32) comparando o resultado obtido com o valor nominal do soro para
calcular o ERP. De acordo com a referida legislagdo a exatiddo deve ser analisado
intracorrida e o mesmo procedimento dever ser repetido em pelo menos trés dias.

Para determinar a incerteza da exatiddo em muUI/mL, foi utilizado os
resultados dos trés dias (n=15) onde foram calculados a média, o desvio padrao da
amostra e o ERP. O componente u,; € o erro relativo, que representa a diferenca
entre o valor nominal e o observado. Ressalta-se que na metrologia, a diferenga entre
o valor nominal e a média dos valores observados é chamado de tendéncia. Com base
nos resultados, percebe-se que o ensaio tende a apresentar valores maiores do que
esperado.

Toda medicao é na verdade uma estimativa de um suposto valor verdadeiro,
0 que aumenta a importancia de adicionar a incerteza relativa a tendéncia a incerteza
final do método, pois os resultados n&o séo corrigidos em rotina. Através do estudo
de validagdo seguido da avaliagdo da incerteza foi possivel verificar que o pior foi
encontrado no ponto 1:32 que foi -0,044 log1o mUI/mL (tabela 3) e que esta dentro da
especificacdo da validagdo, este valor atribuido como a incerteza associada a
tendéncia da metodologia.

Tabela 3 - Incerteza exatiddo log 10 mU/mL

EPR
Valor esperado Valor observado Destio
Pontos padrao uet
muUl/ml log 10 mUl/mL
'Na’o 10264 4,011 4,011 0,113 0
diluido
1:2 5132 3,71 3,711 0,134 -0,00022
1:4 2566 3,409 3,462 0,127 -0,001
1:8 1283 3,108 3,11 0,121 -0,053
1:16 641,5 2,807 2,851 0,218 -0,002
1:32 320,75 2,506 2,588 0,142 -0,044
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6.3.2.1 A avaliagdo da incerteza da calibragao do soro in-house (u.,)

A calibracéo do soro in-house, foi realizada com a finalidade de determinar um
valor de concentragdo de anticorpos neutralizantes anti-FA em mUI/mL a partir da
conversao do resultado do seu titulo em reciproca da diluicdo utilizando um soro de
referéncia internacional. Desta maneira, o valor que foi determinado, recebeu
diretamente a incerteza das outras grandezas medidas no modelo matematico.
Modelo este, que pbéde ser derivado para avaliacdo da contribuicdo dos seus
componentes, isto €, das grandezas de entrada em relagdo a grandeza de saida.
)
Tcp

CmUI/ml = (Ta X (14)

Para identificar a fontes de incerteza referente a calibracdo do soro in-house,
foram elaborados dois diagramas de causa e efeito. O primeiro, relacionando as
variaveis de entrada (T¢p - titulo do controle positivo, T¢p - titulo do soro amostral e
concentragao do soro de referéncia Csg) com a variavel de saida (concentracéo de
anticorpos anti-FA), tendo por base a equagdo X. Com base nos componentes
identificados na figura 21, foi estruturado um novo diagrama agrupando aqueles que

se repetiam com a finalidade de evitar uma incerteza superestimada (figura 22).

Concentragdo do Soro
de Referéncia

Titulo do Controle
Positivo
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Incerteza do
certificado
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Coeficiente de
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Titulo do Soro
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anti-Febre Amarela em
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Figura 21 - Diagrama de causa e efeito para determinacao da concentragdo de anticorpos

neutralizantes em mUl/mL
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Figura 22 - Diagrama de causa e efeito para determinagao da concentragdo de anticorpos
neutralizantes em mUI/mL — eliminando fontes de variagao duplicadas

Os componentes que foram considerados para determinar a incerteza da
calibracédo do soro in-house em mUI/mL foram as trés principais entradas, presentes
no calculo da concentragao foram as seguintes:

a) Titulo do soro amostral: Estimado a partir das variagcbes das 10
replicatas realizadas em cada ensaio. Sendo uma incerteza do tipo A.

b) Titulo do controle positivo: Estimado a partir das variagbes das 3
replicatas realizadas em cada ensaio. Sendo uma incerteza do tipo A.

c) Concentracdo do soro de referéncia: Estimado a partir de uma série de
variagdes supostas. Sendo uma incerteza do tipo B.

Além disso, foi identificado a existéncia de duas fontes de erros que influenciam
o valor do mensurando na calibragdo como:

a) Incerteza obtida a partir da variagdo das contagens de plaques de lise
do controle viral de cada ensaio. Sendo uma incerteza do tipo A.

b) Incerteza do volume associado ao processo de diluicdo seriada dos
soros de cada ensaio. Sendo uma incerteza do tipo B.

Vale ressaltar que no processo de identificacdo, foi definido que as incertezas
relacionadas ao coeficiente de inclinag&o e intercessdo de cada medicao ja estariam
agregadas na variabilidade presente nas replicatas dos titulos em reciproca da
diluicdo. Sendo assim, a avaliar a incerteza desses coeficientes para cada replicata
para depois, agregar em uma incerteza combinada n&o seria util e superestimaria a

incerteza da concentragao do soro in-house.
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Com base nos diagramas causa-e-efeito das figuras 21 e 22, foi estabelecido o modelo
que define a medi¢gao considerando os erros oriundos da contagem de plaques de
pipetagem das placas. Este modelo foi derivado para determinar a contribuigdo dos
componentes existentes na equacdo original. Com relagcdo aos “erros”, o valor
quantificado foi atribuido diretamente a estimativa da incerteza do resultado para cada

dia de ensaio.

C
CmUI/ml = (Ta X %) + &yt &y (135)

2 dCmiv 2 dCmuy 2
a) u? + ( ml aCSR) u® + ( ml aTCP) u? + g2 + £,2 (16)

Em uma analise realizada previamente, foi constatado que Como os resultados

0Cmur
ug diax(Y) = < ml/aT

dos titulos em reciproca da diluicdo apresentaram normalidade foram estimados a
média e o desvio padrao e, por conseguinte, a incerteza tipo A (Tabela 4). No caso do
controle de virus, a contagem de elementos discretos, caracteriza-se uma distribuigéo
de Poisson. Sendo assim, o estimador de dispersao sera a raiz da média conforme e
o seu divisor € 1.

Tabela 4 - Incerteza tipo A

CP (1:X) Soro In-house (1:X) Controle Viral (PFU)
Ensaio x o Uy x o uy x Vm uy
Dia 1 279,7 | £12,89 | £7,441839 | 202,5 | +49,9 | £15,806603 | 23,3 | 4,827 4,827
Dia2 | 265,8 | 57,27 | £33,06325 | 227,8 17?1,1 +23,459363 | 12,9 | 3,5917 | 3,5917
Dia3 | 263,6 +2,84 | £1,639835 | 176,2 12%,7 +9,0872089 | 25,2 5,02 5,02

A etapa de preparo da placa foi realizada utilizando uma pipeta multicanal (20
a 200) uL calibrada nos pontos 20 uL, 100 pL e 200 puL. Como o erro nao foi corrigido,
0 mesmo entra como componente de contribui¢do na variabilidade onde, para estimar
a incerteza associado a auséncia de correg¢ao por parte do usuario.

Para se estimar a incerteza do volume foram escolhidos o maior erro e a maior
incerteza, que representam o pior caso da multicanal. O maior erro no ponto 20 uL foi

de -0,50 pL do canal 2 e a maior incerteza +0,24 pL (k=2,17) do canal 11. Para estimar
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a incerteza do volume 50 pL. e 80 uL. foram escolhidos o maior erro e incerteza do
ponto 100 pL que foi de -0,70 pL no canal 7 e maior incerteza +0,43 uL (k=2,25)

A incerteza do certificado foi dividida pelo valor de k, para normalizar a incerteza
colocando-a em nivel de probabilidade de 68% para combinada com a incerteza
relativa. Com base nessas informacdes, foram obtidas as incertezas associadas ao

volume 20 uL, 50 uL e 80 puL conforme as equacgdes 17, 18 e 19:

_ | ,001105pL, , -0,50uL\%

Upao _\/(—ZOHL )2 + (o) = +0,500612 (17)
0,025uL —0,782pL

Upso = J( o)+ (oo )P = £0,720785 (18)
0,19815uL —0,72uL

Ug = \/(THLH)Z + o )? = £0,720491 (19)

As incertezas associadas aos volumes, foram combinadas obtendo a resultado
obtido foi de +£1,34491 .

No teste micro-PRNT, o material de referéncia para anticorpos anti-FA é o
soro de referéncia anti-Febre Amarela que foi estabelecido em 1965 pelo Expert
Committee on Biological Standardization da OMS que designou a atividade contida
em 0,5 mg do preparo de referéncia internacional como a Unidade Internacional do
soro anti-Febre Amarela (KRAG et al., 1965).

Os valores dos materiais de referéncia biolégicos sao apresentados sem a
expressédo do valor de sua incerteza, sob o argumento de que “resumir todos os
componentes da variabilidade observados em um estudo colaborativo citando um
unico valor de incerteza pode néo ser util” (WHO, 2006).

O GUM (INMETRO, 2012) permite que a incerteza seja obtida de maneira
empirica, este tipo de incerteza € do tipo B. Como o certificado ndo apresenta uma
incerteza associada ao titulo de anticorpos neutralizantes em mUI/mL e sabendo que
o soro de referéncia é um soro produzido por um instituto de referéncia cujo preparo
foi padronizado 1965 e desde entdo tem sido amplamente utilizado, foi atribuida uma
variacdo de 10% em relagcdo ao valor de referéncia de 143 UI/mL declarado na
instrugdo de uso. Entretanto, outras possiveis variagbes foram investigadas por

atribuir variagdes supostas ao valor de certificado.
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Tabela 5 - Incerteza atribuida ao valor do soro de referéncia

Valor de
14400 mUI/mL
Referéncia
Variacao %
. 2,5 5 10 20 30
assumida
Valor da +360 +720 +1440 +2880 +4320
incerteza mUl/mL mUl/mL mUI/mL mUl/mL muUl/mL
Distribuicéo
Retangular
atribuida
Incerteza +103,92 +207,85 +415,69 +831,38 +1247,08
normalizada mUl/mL mUl/mL mUl/mL muUl/mL muUl/mL

Foram calculadas as incertezas para as cinco variagdes atribuidas conforme a
tabela 5 para o soro de referéncia. Para cada dia de ensaio, com base no modelo
abaixo, os coeficientes de sensibilidade para cada uma das trés entradas principais
do modelo matematico. As incertezas obtidas pelo volume e pela variagdao da
contagem de plaques do controle viral foram multiplicadas por 1, pois ndo fazem parte
da equacao de conversao dos resultados de titulo em reciproca da diluicdo para
mUl/mL.

Apds combinagao e quantificagdo das fontes de incerteza, as mesmas foram,
foram expandidas a 90% multiplicando cada uma das incertezas apresentadas no
apéndice A quadro por 1,68. Dessa forma o resultado do soro in-house calibrado e a
incerteza, considerando a variacao de 10% foi de (10220+3809,90) mUI/mL.

Para transformar esta incerteza em logio foi necessario utilizar a seguinte

expressdo, baseada na teoria de erros de Taylor:

Alog, x = = (20)

x-In

Onde U é incerteza expandida do mensurando, x € o valor do mensurando, e b é
a base da fungéo logaritmica. Sendo assim o resultado do mensurando e a incerteza
em é de (4,00 +0,16) logio mUI/mL.
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Tabela 6 - Incerteza soro in-house

60

Variacio (%) 2,5 | 5 | 10 | 20 | 30
Incerteza atribuida ao soro de referéncia t+a 360 720 1440 2880 4320
Fontes de Incerteza dial dia 2 dia 3 | dial dia 2 dia 3 | dial dia 2 dia 3 | dial dia 2 dia3 | dial dia 2 dia3
Soroin-house | 93,8705 1 98,0705 I 91,9198 | 792985 I 92,7159 [ 74,0254 | 48,9209 | 76,0966 | 41,6178 | 193187 | 443195 | 151273 | 96184 | 261320 | 7,3403
o Soro Referéncia 6,1254 | 1,9250 | 8,0577 | 20,6982 | 7,2799 | 25,9565 | 51,0769 | 23,9190 | 58,3720 | i i
Contribuigdo (Ci*u)"2 [%] S bbbt bbbl e o= T ———- =i — o — Th— ot — Am— - ] - g
Titulo CP 00004 ; 00027 ; 00001 ; 0,004 ; 00026 ; 00001 ; 0,0002 ; 0,0021 ; 0,0001 1
controle viral 0,0035 : 0,0222 : 0,0222 : 0,0029 0,0015 0,0178 : 0,0018 0,0012 0,0100 : 0,0001 0,0007 : 0,0037 : 0,0003 0,0003 0,0018
Incerteza combinada (mUl/mL) + 1784,47 1891 2267,8 3380,53 4679,04
Incerteza Expandida (mUI/mL) + 3568,94 3782 4535,6 6761,06 9358,08
Incerteza relativa (%) 35 37 44 66 91
Incerteza expandida (log 10 mUI/mL) + 0,15 0,16 0,19 0,29 0,40
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Analisando as incertezas obtidas atribuindo diferentes variagbes ao valor
convencionado (tabela 6), percebe-se que o aumento na variagdo da incerteza
atribuida do soro de referéncia internacional aumenta sua contribuigdo percentual na
incerteza, em mUI/mL, relacionada ao soro in-house calibrado. A contribuicdo da
incerteza do soro de referéncia chega a 90% caso o valor de referéncia tenha uma
variagdo de 30%. Ainda que, as medigbes biolégicas sejam complexas, se faz
necessario a implementagao de infraestrutura metroldgica e busca pelo fornecimento
das informacdes referentes as variacdes relacionadas aos valores de referéncia.
Essas informacgdes proporcionariam melhoria para comparabilidade dos resultados de
medicdes, pois a variagao do soro de referéncia tem impacto direto no valor do
resultado do micro-PRNT e consequentemente, na calibragdo do soro in-house.

A contribuigao da incerteza do soro in-house para a incerteza relacionada ao teste
de exatidao (tabela 6), chega a 100%. Entretanto, pode ser visto que a incerteza
associada as replicatas foi mais representativa na diluicado 1:4. Vale ressaltar que a
variagao assumida para o Soro de Referéncia, devido a auséncia de informacao, foi
de 10%. Caso a variagao seja maior, impactara significantemente os resultados. Para
o calculo da incerteza combinada foi considerado a incerteza +0,096 log1o mUIl/mL

referente a diluicdo 1:32 que apresentou a maior incerteza.

Tabela 7 - Incerteza combinada do Teste de Exatidao

componentes
contribuicdo
pontos uE
uei ue2 . .
Ciux” | Ciux”
N N
Clux”2 | Clux”2 2(%) | 2(%)
Nao
— 0 0,097 0,029 0 0,0094 0 100
diluido
1:2 -0,001 0,097 0,035 0,0000 0,0094 0 100
1:4 -0,053 0,097 0,064 0,0028 0,0094 23 77
1:8 -0,002 0,097 0,031 0,0000 0,0094 0 100
1:16 -0,044 0,097 0,073 0,0019 0,0094 17 83
1:32 -0,082 0,097 0,096 0,0067 0,0094 42 58

61



62

6.3.3 Incerteza associada ao teste de robustez

Dos trés soros avaliados, todos apresentaram variagdo menor que 0,477
(tabela 8). E declarado que um paciente soro-converteu quando ha um aumento de
quatro vezes em nivel de anticorpos, 0 que matematicamente em log significa um
aumento de 0,6020 (NEUTA, 2009). As variagbes abaixo do limite ndo foram
consideradas como fonte de incerteza.

Tabela 8 - Teste de robustez

soro | Thlegndiin Tl | T | OFEINGA | e
AMOSTRAL muUI/ml muUI/ml muUI/ml DESVIO 1 ABSOLUTA DESVIO 2

Tempo de adsor¢do

SIH 014 3,96 4,01 3,98 -0,05 -0,02

SIH 145 3,53 3,5 3,41 0,03 0,12

SIH 146 3,76 3;75 3,47 0,01 0,29

Tempo de neutralizagdo

SIH 014 3,76 3,98 3,88 -0,22 -0,12

SIH 145 3,39 3,43 3,49 -0,05 -0,1

SIH 146 3,44 3,45 3,86 -0,02 -0,42

Diluigdo viral

SIH 014 3,91 3,84 4,06 0,07 -0,15

SIH 145 3,48 3,41 35 0,08 -0,01

SIH 146 3,7 3,51 3,59 0,19 0,11
Suspensdo celular

SIH 014 3,87 3,9 4,08 -0,03 -0,21

SIH 145 3,34 3,16 3,67 0,18 -0,33

SIH 146 3,56 3,46 4,03 0,1 -0,47

6.3.4 Incerteza associada ao teste de seletividade.

O critério de aceitacdo do teste de seletividade: a diferenca entre a
concentracao do soro positivo pra Febre Amarela nao diluido quando diluido em um
soro positivo para Dengue ou Zika virus ndo poderia ser maior que trés vezes, o que
matematicamente na escala logaritmica de base 10 equivale a um aumento de 0,477.

Analisando os dados obtidos durante o estudo de especificidade, todos os
soros testados ficaram dentro do critério. Para os 5 soros positivos para Febre
Amarela e diluidos em soro positivo para Zika virus a maior diferenca foi de -0,13 em
log1o mUI/mL
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Para os 5 soros positivos para Febre Amarela e diluidos em trés diferentes
soros positivos para Dengue a maior diferenca foi de -0,46 em logio mUI/mL e os
demais ficaram abaixo de 0,31, isto €, com uma diferenga igual ou menor que duas
vezes ao soro nao diluido.

De acordo com literatura cientifica, quando um soro se converte ha um aumento
de quatro vezes em nivel de anticorpos, o que matematicamente em log significa um
aumento de 0,6020 (NEUTA, 2009).

Todos os soros positivos para os flavivirus Dengue e Zika e negativos para o
virus da Febre Amarela obtiveram resultado negativos.

Essas diferencas nao serao consideradas como contribuicdo de incerteza, pois
o teste mostrou especificidade. Adiciona-se que, qualquer interferéncia devido a
presencga de anticorpos neutralizantes € ndo desejada para este tipo de ensaio e caso
houvesse, o teste ndao atenderia o uso pretendido ndo estando apto para ser utilizado

em estudos de imunogenicidade.

6.4 ETAPA -4 DETERMINACAO DA INCERTEZA COMBINADA E
EXPANDIDA

Dos dados analisados do estudo de validagao, foram considerados como fontes
de incerteza os resultados obtidos no teste de precisdo e exatidao, uma vez que o
ensaio se mostrou seletivo para os Flavivirus Dengue e Zika e se mostrou robusto
para alteragdes referentes a concentragdo da suspensao celular, na titulagao viral,
tempo de neutralizagédo e tempo de adsorcgao.

Dessa forma, foram combinadas as incertezas obtidas no estudo de precisio e

exatiddo.

u, =+/0,2802 + 0,01572 (21)
u. = +0,2088 log10 mUI /mL (22)

De acordo com o GUM (INMETRO, 2012), a incerteza combinada pode ser
usada para expressar a incerteza de um resultado de medigcdo. Nao ha uma legislagao
ou norma com relagao a incerteza voltada para ensaio bioldgico ou ensaios em célula
que orientem o uso da incerteza expandida. A incerteza combinada neste trabalho foi
obtida de um extenso ensaio de validagdo onde as maiores variagdes foram
consideradas para a combinagao. Ainda que a mesma seja representativa para o uso,

neste trabalho, a incerteza do método foi expandida a 95,45% com objetivo de
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proporcionar a maior seguranga para classificar individuos como positivo ou negativo
em relagdo a concentragdo de anticorpos anti-FA proporcionando mais segurancga

para estabelecer um delineamento de zona cinza seguido de tomadas de decisdes

ue = +0,2088 logl0 = x 2,00 (23)
Ugs asy = £0,42 1og10 7> (24)

Além disso, as incertezas para cada soro foram estimadas para avaliar se
existe relacdo entre a incerteza e o nivel de anticorpo presente nas amostras
(Apéndice F). Evidenciou-se que nao existe relacédo entre o nivel de concentragdo e a
incerteza, o que leva a concluir que as variacbes sado oriundas do processo de

medicao, isto €, depende da metodologia.

6.5 DETERMINANDO A ZONA CINZA DO ENSAIO: AVALIAGAO DA INCERTEZA NA
LINHA DE CORTE

O guia da Eurachem (2007) define diretrizes para o uso de incerteza para
garantia de conformidade de resultados onde s&o estabelecidas zonas para aceite,
reprovacao e monitoramento. Entretanto, dentro da realidade de um ensaio biolégico
os critérios apresentados podem nao ser uteis, pois como a variabilidade ¢ alta e a
criacdo de mais de uma zona de incerteza seria mais util no uso de liberagdo de
produtos ou processo.

Para o ensaio objeto deste estudo, foi utilizado o mesmo procedimento
realizado por PERREIRA et al. (2015) que teve a finalidade de determinar a zona cinza
em um teste de diagndstico para que o mesmo apresentasse classificagdo ternaria
(negativo, indeterminado e positivo). Cabe ressaltar que este foi o primeiro trabalho
encontrado na literatura onde a incerteza foi usada com este propésito.

A linha de corte do ensaio micro-PRNT & de 794 mUI/mL. Abaixo desses
valores é considerado como um soro negativo e acima positivo. Aplicando a incerteza
de medig¢ao nos valores citados conforme descrito (PEREIRA et al., 2015), a zona
cinza para os resultados em mUI/mL foi determinada através da incerteza do método
como a a regido compreendida entre 303,93 mUI/mL a 2079,52 mUI/mL e na escala
logaritmica de 2,48 a 3,32.
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Como o ensaio do micro-PRNT é utilizado para diversos estudos, pode existir
alguma ocasido que uma incerteza expandida em outros niveis de probabilidade seja
necessaria. O valor da incerteza combinada do teste micro-PRNT foi expandido em
diferentes niveis de probabilidade como pode ser visto na Tabela 9 e 10 para delinear
zonas cinzas com diferentes abrangéncias para resultados em log10 mUI/mL e
mUl/mL.

Tabela 9 - Delineamento de zona cinza em log1o mUI/mL para diferentes niveis de
probabilidade em

log 10 mUI/mL
Incerteza
. Incerteza Incerteza Incerteza
Incerteza | expandida ) ) .
cutoff . expandida U | expandida U | expandida U
combinada | U68,27%,
90%, k=1,645 | 95%, k=1,96 | 95,45%, k=2
k=1,000
2,9 0,21 0,21 0,34 0,41 0,42
Inicio da
zonacinza 2,69 2,69 2,56 2,49 2,48
Fim da zona
cinza 3,11 3,11 3,24 3,31 3,32

Tabela 10 - Delineamento de zona cinza em mUI/mL para diferentes niveis de probabilidade em

muUl/ml
Incerteza
. Incerteza Incerteza Incerteza
Incerteza | expandida . . .
cutoff . expandida U | expandida U | expandida U
combinada | U68,27%,
90%, k=1,645 | 95%, k=1,96 | 95,45%, k=2
k=1,000
795 0,21 0,21 0,34 0,41 0,42
Inicio da
zonacinza 491,55 491,55 359,62 309,83 303,93
Fim da zona
cinza 1285,78 1285,78 1757,46 2039,91 2079,52

65



66

Com base no delineamento da zona cinza obtido pela incerteza a 95,45%, foi
elaborado um algoritmo decisério (figura 23) para auxiliar a reanalise de amostras cujo
resultado for considerado “zona cinza”. O objetivo deste trabalho foi propor um
algoritmo que pudesse auxiliar o melhor uso da incerteza de medi¢ao do teste micro-
PRNT. Entendeu-se que as amostras consideradas “zona cinza”, precisam de mais
dois ensaios, trés ao todo, para concluir se a mesma é positiva ou negativa. Ressalta-
se que, o aprofundamento do uso deste algoritmo, precisa ser testada e implementado
com objetivo de avaliar se 0 mesmo € aplicavel.

A aplicacao da incerteza como ferramenta para avaliacao da linha de corte em
ensaios de neutralizagdo seguindo as abordagens metroldgicas para auxiliar a tomada
de decisao de reanalise de amostras, nao foi encontrado na literatura. Acredita-se que
isso se deve ao timido desenvolvimento da metrologia neste campo, o que dificulta a

comparabilidade deste resultado.

66



67

Negativo < 2,48 logl0 mUl/ml
Positivo > 3,32 logl0 mUl/ml

nao
sim

Positivo
ou Zona Cinza

Negativo

Positivo
ou Zona Cinza

Negativo

-

Figura 23 - Algoritmo decisério baseado na zona cinza
Fonte: o autor (2018)
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7 CONCLUSAO

O trabalho relatado nesta dissertacdo mostra a relevancia de avaliar a incerteza de
medicdo em ensaios de neutralizacao por reducédo de plaques de lise utilizados em
estudos de imunogenicidade com o propdsito de determinar a zona cinza do ensaio
utilizando dados de validagao do ensaio. A zona cinza para os resultados em mUI/mL
foi determinada através da incerteza obtida de um extenso estudo de validagédo onde
as maiores incertezas obtidas durante os testes de precisdo e exatidao foram
consideradas. A incerteza expandida, com um fator de abrangéncia de 95,45%, do
ensaio micro-PRNT foi de 0,42 log10 mUI/mL, foi determinada e, considerando a
linha de corte de 2,90 log10 mUlI/mL, a zona cinza foi delineada entre 2,48 log10
mUl/mL a 3,32 log10 mUI/mL, equivalente a 303,93 mUI/mL a 2079,52 mUI/mL Dessa
maneira sera possivel que os resultados sejam classificados como negativo,
indeterminado e positivo. Com os resultados positivos, sera declarado que a amostra
apresenta atividade de anticorpos neutralizantes, o que indica resposta humoral seja
por contato com o virus ou por resposta a vacina 17D. As amostras negativas indicam
auséncia de anticorpos anti-FA. As amostras indeterminadas sao consideradas aquele
cujos resultados ndo conclusivos e que, de acordo com a condugédo do estudo clinico,
amostras dos pacientes testados poderiam ser coletadas novamente para reanalise
para avaliar a resposta humoral. A incerteza do método foi apresentada em diferentes
niveis de probabilidade que poderao ser utilizados em diferentes estudos de acordo
com a criticidade. Com a avaliagdo da incerteza, foi observado que a variagao do
PRNT néo esta relacionada com a quantidade de anticorpos presentes nos soros
denominados alto, médio e baixo. Sendo uma variagao existente no processo de
obtencdo dos seus resultados. A precisdo foi o maior componente da incerteza
combinada em todos os 16 soros analisados. E importante ressaltar que a avaliacdo
da incerteza fornece informacéao e confiabilidade ao resultado vinculado ao propésito
de uso, entretanto que a maneira com que os resultados serdo tratados dependera

unica e exclusivamente do pesquisador.
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8 RECOMENDAGOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Determinar o nivel de anticorpo utilizando modelos de regressao linear como
probit, logit e log-log para interpolar o endpoint50 e avaliar se a alteragdo da
curva da regressao impacta na incerteza do micro-PRNT.

e Utilizar o titulo do controle positivo como forma de avaliar a incerteza do ensaio
e sua variabilidade ao longo do tempo.

e Utilizar os resultados obtidos na validacao e na avaliagdo da incerteza para
implementar ferramentas de controle de processos ao micro-PRNT conforme as
abordagens recentes referentes a metrologia para ensaios baseado em células.

e Como a estimativa de incerteza de um método pode ser determinada através de
dados de validacgao, as discussdes aqui presentes podem ser implementadas em
outros testes de neutralizacdo como em outros ensaios imunolégicos e
soroldgicos para determinagéo da zona cinza.

e Implementar o algoritmo decisorio para avaliar a sua aplicagdo e os seus
impactos para a rotina.

e Elaborar um manual de incerteza aplicada a ensaios biolégicos com énfase no
delineamento da zona cinza em ensaios cujos resultados quantitativos séo

classificados através de uma linha de corte.
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Graus de

Liberdade

Nivel de Confianca

APENDICE A - VALOR DE K EM FUNGAO PARA V GRAUS DE LIBERDADE

v 68,27 90 95 95,45 99 99,73
1 1,84 6,31 12,71 13,97 (63,66 235,78
2 1,32 2,92 4,3 4,53 9,92 19,21
3 1,2 2,35 3,18 3,31 5,84 9,22
4 1,14 2,13 2,78 2,87 4,6 6,62
5 1,11 2,02 2,57 2,65 4,03 5,51
6 1,09 1,94 2,45 2,52 3,71 4,9
7 1,08 1,89 2,36 2,43 3,5 4,53
8 1,07 1,86 2,31 2,37 3,36 4,28
9 1,06 1,83 2,26 2,32 3,25 4,09
10 1,05 1,81 2,23 2,28 3,17 3,96
1 1,05 1,8 2,2 2,25 3,11 3,85
12 1,04 1,78 2,18 2,23 3,05 3,76
13 1,04 1,77 2,16 2,21 3,01 3,69
14 1,04 1,76 2,14 2,2 2,98 3,64
15 1,03 1,75 2,13 2,18 2,95 3,59
16 1,03 1,75 2,12 217 2,92 3,54
17 1,03 1,74 2,11 2,16 2,9 3,51
18 1,03 1,73 2,1 2,15 2,88 3,48
19 1,03 1,73 2,09 2,14 2,86 3,45
20 1,03 1,72 2,09 2,13 2,85 3,42
25 1,02 1,71 2,06 2,11 2,79 3,33
30 1,02 1,7 2,04 2,09 2,75 3,27
35 1,01 1,69 2,03 2,07 2,72 3,23
40 1,01 1,68 2,02 2,06 2,7 3,2
45 1,01 1,68 2,01 2,06 2,69 3,18
50 1,01 1,68 2,01 2,05 2,68 3,16

100 1,005 1,66 1,984 2,025 |2,626 3,077
o0 1 1,645 1,96 2 2,576 3
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Fonte: Adaptado do guia Avaliagdo de dados de medig&o: guia para expressao
da incerteza de medi¢cao — GUM 2008 (INMETRO, 2012).
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APENDICE B — ENSAIO DE CARACTERIZAGAO DO SORO IN-HOUSE DIA 1

Controle de Virus

soro in house

equacdo da
Orific Placas Repli regressdo Y= EP50 determinar mUiml=Ta * (Csr/Tsr)
rficio ye Lise | RPN | pilvicao | Plaques a+bx Coeficiente de (Y) titulo
€ixo X eixoy |alfa  beta Pearson 23,3 x=(y-a)/b soro de ref 14300
1 39 160 25
1 -5 0,1875 1 151 7717,449074
2 43 80 10
3 34 320 25
2 15 0,03125 1 266 13580,52876
4 46 160 20
5 51 320 27
3 -1 0,0875 1 278 14199,95047
6 44 160 13
7 41 160 26
4 -12 0,2375 1 149 7599,7569
8 40 80 7
9 51 320 38
5 2 0,1125 1 189 9680,899016
10 48 160 20
11 42 320 32
6 -14 0,14375 1 259 13267,515
12 49 160 9
13 49 320 35
7 5 0,09375 1 195 9980,870534
14 52 160 20
15 42 320 32
8 8 0,075 1 204 10430,82781
16 51 160 20
17 53 160 27
9 -5 0,2 1 142 7235,108507
18 47 80 11
19 57 320 36
10 4 0,1 1 193 9868,381215
20 48 160 20
21 51 TMG 197,1 média 10077,11
22 desvio padrao 49,98486963
23 Tipo A 15,80660366
24 cv 25,3624457
25 soro de referéncia
equacgdo da
regressdo Y= EP50 determinar
Diluigao | Plaques a+bx Coeficiente de (v) titulo
Réplica eixo X eixoy |alfa  beta Pearson 23,3 x=(y-a)/b
. 1 320 24 16 0,025 1 292,0
MEDIA 46,6 160 20
DP amostra 5,6
2 320 26 4 0,06875 1 280,7
EP50 23,3 160 15
ucont 1,2
- 3 820 28 0 0,0875 1 266,3
tipo a 1,22 160 14
T™MG 279,7
desvio padrao 12,88964365
Tipo A 7,44183923
cv 4,608859641
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APENDICE C — ENSAIO DE CARACTERIZAGAO DO SORO IN-HOUSE DIA 2

Controle de Virus

soro in house

equagdo da
Orifici Placas de Repli regressdo Y=a EP50 determinar mUiml=Ta * (Csr/Tsr)
riticio Lise eplicata | pijicao | Plaques +bx Coeficiente de () titulo
€ixo0 X eixoy |alfa beta Pearson 12,9 x=(y-a)/b soro de ref 14300
1 18 320 19
1 -5 0,075 1 239 12839,77069
2 22 160 7
3 26 320 17
2 7 0,03125 1 189 10157,04765
4 31 160 12
5 24 320 18
3 0 0,05625 1 229 12337,65675
6 23 160 9
7 21 320 15
4 3 0,0375 1 264 14202,65138
8 24 160 9
9 27 160 18
5 4 0,0875 1 102 5472,017198
10 33 80 1
11 21 320 23
6 -1 0,075 1 185 9970,548191
12 31 160 11
13 31 640 20
7 6 0,021875 1 315 16969,40165
14 20 320 13
15 36 160 14
8 6 0,05 1 138 7424,113221
16 31 80 10
17 25 640 22
9 4 0,028125 1 316 17024,05351
18 19 320 13
19 320 14
10 -4 0,05625 1 300 16163,28676
20 160 5
21 TMG 215,2 média 11576,3
22 desvio padrdo 74,18502194 desvio padrdo
23 Tipo A 23,45936376 Tipo A
24 cv 34,47561457 cv
25 soro de referéncia
equagdo da
regressdo Y=a EP50 determinar
Dilui¢do | Plagues +bx Coeficiente de (v) titulo
Réplica eixo X eixoy |alfa beta Pearson 12,9 x=(y-a)/b
. 1 320 13 5 0,025 1 316,0
MEDIA 25,7 160 9
OE:on >1 320 15
P 2 1 005 1 278,0
DP 53
amostra ! 160 7
EP50 12,9
3 320 18 4 0,04375 1 203,4
ucont 1,25 160 11
Tipo A 1,254549 ™G 265,8
desvio padrdo 57,26724557
Tipo A 33,06325964
cv 21,54446716
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APENDICE D- ENSAIO DE CARACTERIZAGAO DO SORO IN-HOUSE DIA 3

Controle de Virus

soro in house

equagdo da
ifici Placas de i regressdo Y= EP50 determinar mUiml=Ta * (Csr/Tsr)
Orificio tise | RePNCet | piicso | Plagues a+bx Coeficiente de ) titulo
€ix0 X eixoy |alfa  beta Pearson 25,2 x=(y-a)/b soro de ref 14300
1 44 320 44
1 -4 0,15 1 195 10977,44944
2 52 160 20
3 51 160 26
2 -4 0,1875 1 156 8781,959551
4 55 80 11
5 47 320 35
3 7 0,0875 1 208 11729,32954
6 47 160 21
7 52 160 29
4 7 0,1375 1 132 7464,118797
8 50 80 18
9 46 320 40
5 2 0,11875 1 195 11017,02208
10 44 160 21
11 56 320 28
6 22 0,01875 1 171 9624,065262
12 59 160 25
13 53 160 26
7 12 0,0875 1 151 8506,986258
14 51 80 19
15 46 160 27
8 9 0,1125 1 144 8120,305065
16 44 80 18
17 45 160 29
9 -9 0,2375 1 144 8120,305065
18 57 80 10
19 55 320 31
10 19 0,0375 1 165 9323,313222
20 54 160 25
21 51 TMG 164,4 CMG 9268,849
22 desvio padrao 25,61362881
23 Tipo A 8,099740619
24 9 15,58314659
25 soro de referéncia
equagdo da
regressdo Y= EP50 determinar
Diluiggo [ Plaques a+bx Coeficiente de (Y) titulo
Réplica €ix0 X eixoy |alfa  beta Pearson 25,2 x=(y-a)/b
. 1 320 31 1 0,09375 1 258,1
MEDIA 50,4 160 16
OE:on 71 320 30
P DP 2 8 0,06875 1 250,2
amostra 46 160 19
EP50 25,2
3 320 29 11 0,05625 1 252,4
ucont 1,01 160 20
Tipo A 1,094358 TMG 253,6
desvio padrao 4,096940476
Tipo A 2,365369687
cv 1,615598606
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APENDICE E - RESULTADOS DO TESTE DE PRECISAO INTRACORRIDA LOG

10 MUI/ML

Nivel de Soro Resultados Dia 1 Dia 2 Dia 3
anticorpos (Operador A) (Operador A) (Operador B)

X 4,02 3,93 4,10

202 g 0,30 0,11 0,15

cv 7,50 2,76 3,64

X 3,67 3,92 3,90

228 g 0,14 0,07 0,14

Alto CI/ 3,79 1,82 3,49

X 4,26 4,36 3,95

017 g 0,12 0,14 0,47

cv 2,76 3,17 11,84

x 4,37 4,29 3,68

271 g 0,01 0,16 0,15

cv 0,33 3,72 4,12

x 3,60 3,76 3,61

250 g 0,19 0,09 0,15

cv 5,21 2,29 4,26

X 3,73 3,68 3,57

008 g 0,30 0,10 0,17

cv 8,02 2,64 4,69

X 3,88 3,94 3,75

269 g 0,21 0,13 0,09

Médio CI/ 5,34 3,20 2,39

X 3,38 3,55 3,33

071 g 0,07 0,20 0,13

cv 2,10 5,68 3,93

X 3,78 4,14 3,80

172 g 0,21 0,21 0,09

cv 5,54 4,96 2,26

X 3,98 4,01 3,65

068 g 0,30 0,13 0,13

cv 7,58 3,14 3,66

X 3,20 3,11 2,94

256 g 0,27 0,12 0,16

cv 8,53 3,71 5,43

X 3,30 3,31 3,27

129 g 0,09 0,11 0,10

cv 2,74 3,27 3,05

x 3,65 3,68 3,58

232 g 0,37 0,06 0,19

Baixo cv 10,02 1,58 5,25

X 3,42 3,50 3,60

139 g 0,18 0,08 0,16

cv 5,31 2,30 4,32

X 3,16 3,25 3,18

144 g 0,07 0,26 0,19

cv 2,18 7,85 5,92

X 3,52 3,69 3,55

268 g 0,10 0,13 0,17

cv 2,89 3,42 4,84
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APENDICE F — RESULTADOS DA INCERTEZA POR SORO

81

log 10 mUI/mL
Amostras estudo de precisao estudo de exatiddo Estimativas
Incerteza
, Identificagdo da  Resultado N Incerteza expandida U Incerteza Incerteza Incerteza
Nivel de anticorpos artinsky n=18 upl up2 uP uel ue2 uE contribuigdo (%) combinada 68.27% expandida U expandidaU expandida U
! ! 90%, k=1,645 95%, k=1,96  95,45%, k=2
k=1,000
202 4,02 0,1225 0,047 0,13 -0,082 0,095 0,01 91 9 0,13 0,13 0,22 0,26 0,26
alto 228 3,83 0,0572 0,038 0,07 -0,082 0,095 0,02 81 19 0,07 0,07 0,12 0,14 0,14
17 4,20 0,1919 0,075 0,21 -0,082 0,095 0,02 93 7 0,20677 0,21 0,34 0,41 0,41
271 4,12 0,0653 0,080 0,10 -0,082 0,095 0,02 87 13 0,10 0,10 0,17 0,20 0,21
250 3,66 0,0776 0,038 0,09 -0,082 0,095 0,02 85 15 0,09 0,09 0,14 0,17 0,18
8 3,67 0,1225 0,049 0,13 -0,082 0,095 0,02 89 11 0,13 0,13 0,22 0,26 0,27
médio 269 3,86 0,0857 0,038 0,07 -0,082 0,095 0,02 81 19 0,07 0,07 0,12 0,14 0,14
71 3,42 0,0816 0,040 0,09 -0,082 0,095 0,02 85 15 0,09 0,09 0,15 0,18 0,18
172 3,91 0,0857 0,057 0,10 -0,082 0,095 0,02 87 13 0,10 0,10 0,17 0,20 0,21
68 3,88 0,1225 0,061 0,14 -0,082 0,095 0,02 90 10 0,14 0,14 0,23 0,27 0,28
256 3,09 0,1102 0,049 0,12 -0,082 0,095 0,02 88 12 0,12 0,12 0,20 0,24 0,24
129 3,29 0,0449 0,024 0,05 -0,082 0,095 0,02 76 24 0,05 0,05 0,09 0,10 0,11
i 232 3,64 0,151 0,054 0,16 -0,082 0,095 0,02 91 9 0,16 0,16 0,27 0,32 0,32
BN 139 3,51 0,0735 0,038 0,08 -0,082 0,095 0,02 84 16 0,08 0,08 0,14 0,16 0,17
144 3,20 0,1061 0,042 0,11 -0,082 0,095 0,02 88 12 0,12 0,12 0,19 0,23 0,23
268 3,59 0,0694 0,035 0,08 -0,082 0,095 0,02 83 17 0,08 0,08 0,13 0,16 0,16
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ANEXO A - DISTRIBUIGAO DOS CASOS DE FEBRE AMARELA NOTIFICADOS:

1°/7/2017 A 16/02/2018
UF (LP1)* Notificados Descartados Em Investigacdo Confirmados Obitos

AC 1 1 0
AP 2 2 0
AM 5 2 3
PA 24 20 <
RO 8 6 2 =
RR 2 2 0
TO0 12 7 5
AL 2 1 1
BA 22 18 <
CE 2 2 0
MA 1 1 0
PE 1 1 0
Pl 3 3 0
RN 1 1 0
SE 1 0 1
DF 33 20 12 1 1
GO 31 20 11
MT 1 0 1
MS 5 - 1
ES 64 51 13
MG 617 200 192 225 76
RJ 66 5 4 57 24
SP 663 284 198 181 53
PR 31 21 10 =
RS 15 6 S
SC 13 6 7

Total 1.626 684 478 464 154

Dados preliminares e sujeitos a revisao

*LPI — Local Provavel de Infeccéo
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