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Apresentacao

A validagdo de métodos analiticos € um procedimento de extrema importancia, o qual determina as condiges
experimentais que garantem a confiabilidade dos resultados. Para tanto, o processo de validagdo deve demonstrar que
o método apresenta especificidade, sensibilidade, eficiéncia, repetibilidade e reprodutibilidade. Embora a validagédo de
métodos analiticos ja seja bastante discutida, comparativamente aos métodos quantitativos, pouco ainda se tem discutido
sobre validagao de métodos qualitativos, como os moleculares e os microbiolégicos.

As técnicas como as de PCR (do inglés Polymerase Chain Reaction) convencional (qualitativo) sdo bastante utilizadas
na deteccdo de patégenos alimentares, em analises fitossanitarias, na caracterizagdo de organismos modificados
geneticamente entre outros. Entretanto, por ser uma técnica de etapas multiplas & susceptivel a um maior nimero de erros
aleatdrios e sistematicos que podem comprometer seus resultados. Desta forma, a validagédo € um processo que auxilia
na padronizagéo da técnica e na determinagao de seu desempenho por meio do calculo dos parametros de validagao, tais
como valor preditivo positivo, valor preditivo negativo, falsos positivos e falsos negativos.

As analises microbiolégicas referentes a determinagdo da viabilidade e pureza de micro-organismos por meio de
técnicas como plaqueamento e analise visual também se enquadram em métodos qualitativos e podem passar por um
processo de validagdo especifica. A norma internacional de qualidade traduzida para o portugués ABNT NBR ISO IEC
17025 possui como requisito de processo (item 7.2.2) a validagdo de métodos, cuja aplicagéo € obrigatdria para laboratérios
que pretendem buscar para seus ensaios o selo de acreditagéo junto ao INMETRO.

O presente documento teve por objetivo revisar o conceito de validagao e sua importancia, e propor as bases tedricas e
praticas para a validagao individual do método de analise de DNA por PCR convencional e dos métodos de determinagéo da
viabilidade e pureza de micro-organismos (fungos e bactérias) por plagueamento e analise visual. O céalculo dos pardmetros
de validagdo ou parametros de desempenho dos métodos qualitativos é descrito detalhadamente no documento e sua
aplicagdo é demonstrada nas sessdes que discutem o plano de validagdo para PCR e o protocolo de validagdo para
analises microbiolégicas.

Maria Cléria Valadares Inglis
Chefe-Geral
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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Conceito e importancia da validacdo de métodos

De acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017 (ABNT, 2017), validacao se equipara a verificagao, o qual é
definida como “fornecimento de evidéncia objetiva de que um dado item atende a requisitos especificados e adequados
para um uso pretendido”, sendo um conceito aplicado internacionalmente em diversas areas.

Orgaos internacionais, como a Organizagédo das Nagdes Unidas (ONU) e a Unido Europeia (UE), continuamente

publicam leis, diretrizes e codigos de boas praticas que utilizem métodos validados visando ao estabelecimento de
limites aceitaveis, principalmente na area alimentar (GOWIK, 2009). AAOAC INTERNATIONAL, do inglés “Association
of Official Analytical Chemists”, reune governo, industria e academia para estabelecer métodos padrdo de analise
validados que garantam a segurancga e integridade de alimentos e outros produtos que impactam a saude publica em
todo o mundo. AISO, do inglés “International Organization of Stardardization”, aprova normas internacionais que focam
em validacdo de métodos analiticos aplicados a um numero elevado de areas de interesse econémico e técnico.
O Brasil € membro desta organizagcédo desde a fundagdo em 1947. No Brasil, as agéncias responsaveis em regular
os procedimentos a serem utilizados durante a validacdo do método analitico, sdo as seguintes: Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitéria (ANVISA), Instituto Nacional de Metrologia, Normatizagdo e Qualidade Industrial (INMETRO)
e o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), sendo que o MAPA é o unico érgao responsavel por
regulamentar procedimentos de validagédo a serem utilizados para medicamentos de uso veterinario. Estes 6rgéaos
nacionais baseiam suas diretrizes em validacdo de métodos nas normas internacionais criadas pela ISO e AOAC e
também em outras criadas, por exemplo, pela EURACHEM, IUPAC (do inglés “International Union of Pure and Applied
Chemistry”) e FDA (do inglés “Food and Drug Administration”).

Um numero significativo de testes, medi¢cdes e exames sédo feitos diariamente em milhares de laboratérios
de todo o mundo para apoiar diagndsticos clinicos e forenses, para verificar a qualidade da agua e alimentos, para
atestar a composicao de bens industriais, para apoiar o comércio, etc. O custo destas analises é elevado e dispéndios
adicionais podem surgir a partir de decisdes tomadas com base nos resultados. Por exemplo, alimentos nao adequados
para consumo podem gerar indenizagdes, a presencga de drogas pode trazer consequéncias criminais, a detecgao de
uma praga ou de uma doenga pode causar prejuizos para a agricultura e pecuaria. Diante disto, é importante fazer uma
medig&o correta e ser capaz de mostrar que o resultado esta valido (Magnusson; Ornemark, 2014).

A validacao é um estudo experimental integralmente documentado. A validagdo de métodos é necessaria para
a garantia da confiabilidade, da precisao, da rastreabilidade e da comparabilidade dos resultados gerados por ensaios
analiticos (MAPA, 2011). Um método deve ser validado quando é necessario ser atestado que seus parametros de
controle estdo adequados para serem utilizados em determinado problema analitico. Os paradmetros avaliados sao
associados as caracteristicas de desempenho do método, juntamente com robustez, repetibilidade e reprodutibilidade
(Thompson et al., 2002). E interessante salientar que a validagdo ndo torna o método melhor, ela apenas busca
confirmar que o método foi adequadamente desenvolvido e que se encontra sob controle. Com isso, diminuem-se os
riscos de nado conformidades aos requisitos pré-estabelecidos e a quantidade de testes necessarios para controle da
qualidade dos resultados (FDA, 2019).

Como requisito da norma de qualidade ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017, o laboratério deve validar métodos
nao normalizados, métodos desenvolvidos pelo laboratério e métodos normalizados utilizados fora de seu escopo
pretendido ou modificados de outra forma. Ha também a necessidade de validacdo do método para demonstrar
a equivaléncia entre dois métodos. Numa situagdo no qual o controle de qualidade atesta que o método nao esta
oferecendo resultados satisfatorios, o método devera ser revalidado (Huber, 2007). No caso de o laboratério utilizar
métodos normalizados, como aqueles publicados pela AOAC, ISO, ASTM, nao sera necessario efetuar o processo
de validagdo. No entanto, o laboratério precisa verificar o desempenho do método normalizado antes de coloca-lo
em operagao, uma vez que reproduzira o método nas condi¢cdes do laboratério (com seus equipamentos, reagentes,
analistas e ambiente préprios). Quando forem feitas alteragbes em métodos validados, deve ser determinada a
influéncia destas mudancgas e, quando estas afetarem a validagao original, deve ser realizada uma nova validagao do
método (Magnusson; Ornemark, 2014, ABNT, 2017).

A validagao pode ser classificada como individual (do inglés “in house validation” ou completa (do inglés “full
validation”) (Ribani et al., 2004). A validag&o individual é responsavel por atestar a capacidade de um unico laboratorio
em realizar determinado ensaio e pode ser considerada como uma etapa preliminar para a validagdo completa. Nesta
validacao, devem ser avaliados todos os parametros de desempenho de um método analitico, como sensibilidade,
linearidade, faixa linear, limite de detecg¢ao e quantificacao, seletividade, repetibilidade, precisdo intermediaria, exatidao
e robustez. No desenvolvimento de métodos analiticos, a validagao individual prova que a metodologia desenvolvida &
idéntica ou superior a outras metodologias vigentes (Thompson et al., 2002). Avalidagdo completa é utilizada para atestar
o desempenho de um método em laboratérios diferentes, estabelecendo a reprodutibilidade e a incerteza expandida
associada & metodologia como um todo. E um processo colaborativo que visa a fazer comparagdes interlaboratoriais
para a determinacao de desempenho do laboratério e, também, para estabelecer a eficacia e a comparabilidade de
métodos novos de ensaio ou de medicao (Thompson et al., 2002).

A validagéo envolve todas as etapas do método analitico, que incluem a amostragem, o preparo da amostra,
o0 método de analise e a documentagéo. Na validagdo de métodos, para que as condigbes perfeitas de analise sejam
verificadas e, também, para que muitos pardmetros de desempenho do método sejam determinados, o laboratério
deve ter disponiveis os materiais de referéncia ou padrboes de referéncia (MAPA, 2011). No processo de validagéo,
0s equipamentos devem passar por inspegao/calibracéo e suas incertezas de medi¢ao devem ser investigadas para
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garantir a confiabilidade dos resultados obtidos. Além de todos estes fatores, o pessoal envolvido nas analises deve
estar devidamente treinado e os insumos laboratoriais devem possuir o grau de pureza e a validade exigida. Por fim, a
adocao de um procedimento de garantia da validade dos resultados e a realizagéo rigorosa dos registros de todas as
etapas € fundamental (ABNT, 2017).

A validagcdo, em termos financeiros, possui um custo elevado, no entanto deve ser considerada como
um investimento que trara grandes beneficios, pois evita o retrabalho, traz confianga junto ao cliente e diminui
consideravelmente a taxa de falsos positivos e falsos negativos em analises diagndsticas. Com o passar do tempo,
com a validagao e o controle de qualidade implantados, o processo rotineiro assumira custos mais reduzidos. A partir
do momento em que a decisdo de se fazer validacao for tomada, a empresa deve iniciar a gestdo da mudanga, que
inclui alguns pontos essenciais como viséo, habilidades, incentivo, recursos, plano de agéo; caso contrario, a mudanga
provavelmente ndo ocorrera e podera gerar conflitos (Leite, 2008). A figura 1 mostra o que pode ocorrer se algum
destes pontos essenciais nao for considerado em um processo de validagao. Para garantir que o processo de validagao
seja um sucesso, evitando perda de tempo e dinheiro, o planejamento da validagao torna-se essencial.

VIsaD  HABILIDADES  INCEWTIVO RECTURECH PLANGC DE AGAD MUDANCA

X HABILIDADEZ  [HNCENTIVO RECURICH PLANGD DE A A0 CONFUSAOD
VIZAD %z [NCENTIVO RECURICE PLANC DE A AD ANSIEDADE
VIZAD HABILIDADES % RECURICH PLANC DE A AC MUDANCA LENTA
VIZAQ HABILIDADES INCENTIVO 4 PLANC DE A AC FRUSTRACAOQ
VIZAQD HABILIDADES INCENTIVO RECTURSCH = INDE CISAD

Figura 1. Consequéncias da falha no planejamento da mudanca em um sistema de validagao (Leite, 2008).

Planejamento geral de uma validagao

O planejamento amplo e minucioso de uma validagéo € o ponto chave para diminuir tempo e os gastos com a
implantagdo de um processo ou ensaio em qualquer area. O planejamento, a preparagao e a execugao da validagao
devem seguir protocolos detalhados, devendo o laboratério manter os documentos e os registros da validagéo.
Inicialmente, recomenda-se a formagao de uma comissao de validacido. Essa equipe ficara responsavel por delinear
0s objetivos da validagao, delimitar prazos e encarregar pessoas para tarefas do processo por meio de um plano de
validacao.

O plano de validagao deve conter as seguintes informagdes (MAPA, 2011; Cardenas; Valcarcel, 2005; Inmetro,
2016):

1-Propésito e escopo do plano de validagao. Trata dos objetivos do plano, tais como definir os procedimentos
de validagao de métodos para garantir a qualidade metroldgica dos resultados analiticos, conferindo-lhes rastreabilidade,
comparabilidade e confiabilidade. O escopo refere-se a abrangéncia de aplicacdo do plano, como laboratérios que
executam ensaios qualitativos, ensaios quantitativos, de prestagdo de servigos, ou de determinada area, como por
exemplo: laboratérios de analise microbioldgica ou laboratérios de biologia molecular.

2- Pessoal técnico envolvido e suas responsabilidades. Geralmente compreende o coordenador técnico do
laboratério, o responsavel pela qualidade, analistas, técnicos e colaboradores.

3- Os parametros de desempenho e os critérios de aceitagao. A definicdo dos pardmetros de desempenho
que deverao ser determinados varia de acordo com o tipo de ensaio, se qualitativo, quantitativo ou semiquantitativo. Os
critérios de aceitagao sao determinados a partir dos parametros de desempenho exigidos por 6rgéaos reguladores e pelos
custos exigidos do laboratério em questdo. No caso de o rigor ndo ser previsto por 6rgaos reguladores, o laboratério
devera estabelecer o rigor baseando-se em critérios que abrangem o impacto gerado por seus resultados. Por exemplo,
para a area de quarentena de pragas em material vegetal, pode-se esperar uma especificidade diagndstica proxima de
100%. Para um ensaio de determinagéo de pesticidas em alimentos, pode-se exigir um limite de quantificagdo menor
que 0,1 mg.kg-1 (Lima; Correa, 2012). Selecionando-se os parédmetros de desempenho e os critérios de aceitagéo,
mantém-se o foco da validagédo diminuindo-se os custos e 0 tempo de validagdo. Para problemas emergentes, como
os testes de diagnoéstico para infecgdes (por exemplo, a Covid-19) € imprescindivel que ensaios de validagéo sejam
conduzidos preferencialmente com comparagdes interlaboratoriais antes do langamento de um kit diagndstico, que
ocorrera em escala global (Vandenberg et al., 2020).

4- Descricdo do método. Para a selegdo do método devem-se considerar as necessidades do cliente,
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tempo de analise, custo, equipe necessaria e restricdes do local de realizagdo dos ensaios (ex: falta de equipamento,
espago ou reagentes). Caso o método selecionado seja normalizado e/ou publicado, deve-se otimizar o protocolo do
método normalizado no laboratério e determinar alguns parametros de desempenho como precisado (repetibilidade
e reprodutibilidade) e exatiddo. Todas as especificagbes do método devem ser seguidas, mantendo os parametros
descritos e adaptando os equipamentos do local ao método. Ensaios comercializados prontos, como os kits diagndsticos,
também devem ser verificados. Caso o método nao seja normalizado ou publicado, o laboratério deve providenciar a
validagao individual (intralaboratorial) e a validagdo completa (interlaboratorial) se necessaria;

5- Qualificagdo dos materiais e equipamentos. Os materiais utilizados devem ter procedéncia comprovada,
com grau de pureza requisitado pelo método. Os equipamentos devem ser qualificados e calibrados, e seus
registros de uso e manutengdes devem estar devidamente documentados. De acordo com o manual de validagao
do LANAGRO-MAPA (2014), as informagbes importantes para a rastreabilidade de produtos quimicos sao: 1. Codigo
de identificagdo (CAS); 2. Identificacdo da substancia (nome comum ao menos); 3. Procedéncia; 4. Origem; 5. Prazo
de validade; 6. Pureza; 7. Analises suplementares; 8. Quantidade adquirida; 9. Quantidade utilizada e destinagao;
10. Quantidade restante; 11. Responsavel pelas informagdes. O CAS identifica inequivocamente qualquer produto
quimico, possibilitando a aquisi¢cao e a utilizagdo corretas de produtos com diversos nomes comuns.

6- Protocolo da validagao. Os experimentos devem ser planejados para contemplar todos os requisitos de
desempenho da validagdo. O laboratério, baseado em critérios estatisticos e técnicos, deve estipular o nimero de
repeticdes, o numero de amostras e os materiais ou padrées de referéncia que serado utilizados.

Execucgao do plano de validagao

Apos a etapa de planejamento, as préoximas etapas estado relacionadas a execugao do plano de validagao, tais
como:

1- Execucgao dos experimentos. O protocolo de validagao deve ser seguido de modo que todos os parametros
de desempenho sejam possiveis de ser determinados. Os dados devem ser organizados e tratados estatisticamente.
Cada procedimento relativo a metodologia deve ter um Procedimento Operacional Padrao (POP). O preparo de
reagentes, amostras e afins também precisa ser considerado.

2- Documentacgao da validagao. A proxima etapa apoés a realizagdo dos experimentos de validagao e registro
dos dados ¢ a elaboragéao do relatério de validagéo contendo todas as informagdes, como: titulo do ensaio; os critérios
de desempenho selecionados; os materiais (reagentes, materiais de referéncia e equipamentos) necessarios e suas
qualificagdes, as pessoas envolvidas na validagéo, os calculos dos parametros de validacdo e as analises estatisticas
pertinentes. Os dados brutos referentes as tabelas de dados obtidas em formularios e fotos de resultados experimentais
devem ser anexados. As referéncias bibliograficas precisam ser inseridas e estar disponiveis no laboratério. No relatério
de validagao, uma declaragao de validade do método pode ser inserida afirmando que, tomando como base os resultados
da validagéo, o método atende ao objetivo proposto. A declaragéo precisa ser assinada pelo responsavel pela validagao
e pelo responsavel pela qualidade no laboratério ou pelo responsavel pelo laboratério. Toda a documentagédo gerada
durante a validagdo dos métodos deve ser armazenada no laboratério que a originou, garantindo sua rastreabilidade
e recuperacgao facil. Adicionalmente ao término da validagao do método é preciso relacionar o relatério de validagao
nas referéncias complementares dos procedimentos operacionais padrdo (POP) dos ensaios que utilizam o método
validado.

3- Definigao dos critérios de revalidagdo. Revalidagbes devem ser feitas para 0 mesmo método quando
forem implantadas alteragdes significativas ou houver condigbes diferenciadas em relagéao a validagéo anterior (novos
interferentes, troca de reagentes, alteragdes de condigdes ambientais) ou necessidade de exatiddo maior em relagao
aos parametros e critérios de validacao em fungao de definigbes de projetos ou solicitagdes de clientes. Parametros
como especificidade, sensibilidade, repetibilidade e limite de detec¢ao (do aparelho e do método) devem ser reavaliados
apos a troca de equipamentos ou reagentes. As validagées de métodos precisam ser refeitas quando persistirem
resultados insatisfatérios, depois de realizadas as agdes corretivas ou corre¢gdes necessarias, sempre registrando os
novos resultados obtidos e mantendo-os no acervo de registros do projeto ou na documentacao dos ensaios.

4- Definigao dos critérios de controle de qualidade de rotina. Amostras positivas e enriquecidas devem ser
analisadas periodicamente para o controle de qualidade do método. O controle de qualidade do método, que monitora
0 seu desempenho ao longo do tempo e garante a confiabilidade dos resultados, deve ser estabelecido e utilizado
de forma a ser definida pelo laboratério levando-se em consideragdo a complexidade do método ou das condi¢des
técnicas do laboratério (o laboratério possui um sistema de qualidade implantado?). Os controles de qualidade sao
realizados por meio da utilizagao de amostras controle, padrées de referéncia ou materiais de referéncia certificados,
0s quais possuem propriedades quimicas e biolégicas conhecidas e que podem ser monitoradas. A utilizagdo de
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controles positivos e negativos em todas as analises é recomendada principalmente em métodos biolégicos. De forma
semelhante, o desempenho de determinados instrumentos de medi¢ao deve ser verificado periodicamente. Qualquer
desvio no resultado do controle de qualidade acarreta a necessidade de adotar agdes como repeticao do ensaio ou
analise critica dos fatores que estejam impactando os resultados ou a mudanga de método. Se o método for modificado,
este deve ser revalidado. O procedimento adotado para o controle de qualidade deve ser descrito no procedimento de
cada ensaio.

A figura 2 apresenta um fluxograma com as principais etapas contidas num plano de validagéo, as quais ja
foram discutidas anteriormente. Um planejamento de validagao também pode ser encontrado no Documento Gerencial
da Qualidade, denominado de “Procedimento Gerencial de Validagéo de Métodos, cddigo 038.10.02.2.012 da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia.

L
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Figura 2. Fluxograma de Planejamento Geral de Validagéo de Metodologias. Adaptado de: Inmetro, 2016.

Métodos analiticos qualitativos e sua validacéo

De acordo com a Association of Official Analytical Chemist (AOAC), um método qualitativo € um método de
analise, cuja resposta é a presenga ou auséncia do composto alvo de analise, detectado direta ou indiretamente a
partir de certa quantidade de uma amostra (Feldsine et al., 2002). Os métodos qualitativos sao utilizados em ensaios
quimicos (por exemplo, exames antidoping) e biolégicos (por exemplo, investigagdo da contaminagédo de alimentos
por patégenos utilizando-se PCR), apresentando maior prevaléncia em ensaios biologicos. Na area da saude sao
importantes, principalmente na triagem de patégenos e detec¢ao de drogas de abuso em bancos de sangue (Knecher
etal., 1994).

Os métodos analiticos qualitativos quando comparados com os quantitativos podem ser mais rapidos, de
facil execugdo e um pouco menos onerosos. Entretanto, ndo é possivel afirmar que esses métodos apresentem um
resultado analitico exato devido a presenca dos falsos-positivos e falsos-negativos, que se encontram numa regido
de concentragado de ndo confiabilidade do método (Figura 3). Caso a amostra ndo tenha o composto analisado em
uma concentragao diferente da regidao de ndo confiabilidade, este ndo sera detectado de forma correta pelo método

(Cardenas; Valcarcel, 2005).
REGIAO DE NAD

CONFIABILIDADE
A

RESULTADOS € RESULTADOS » RESULTADOS
NEGATIVOS INCONCLUSIVOS POSITIVOS

RAZAO DE FALSOS () RAZAO DE FALSOS

-~

POSITIVOS \ ’ / NEGATIVIOS

VALOR DE CORTE

Figura 3. Esquema de regiao de nado confiabilidade de métodos analiticos qualitativos. Adaptada de Trullols et al., 2004. Imagem:
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banco de imagens gratuitas (www.pngegg.com)

Osmétodos analiticos qualitativos passaram a serlargamente utilizados com o advento dos métodos moleculares,
principalmente na detecgéo de material genético (DNA, RNA), proteinas e anticorpos. Os métodos qualitativos podem
ter diferentes classificagbes. Um importante exemplo é a classificagéo por detecgéo (Unger-Heumann, 1996), na qual
0s métodos sdo assim divididos:

Métodos por deteccao sensorial: engloba a utilizagdo dos sentidos humanos para a detecgao, sendo a visao a
mais utilizada. Nesses métodos ocorre a modificagdo da cor em uma analise, a formagéo de precipitado, a emissao de
fluorescéncia ou a mudanga de turvagéo de um meio.

Métodos por deteccdo instrumental: engloba a utilizagdo de uma resposta instrumental que tornara possivel a
comparagao de uma amostra contendo o composto alvo analisado em questao com uma amostra de referéncia, mas
sem a utilizagédo de curva de calibragao.

Seguindo o mesmo raciocinio das metodologias analiticas quantitativas, a validagdo de métodos qualitativos
deve ser conduzida de modo a que se obtenham os parametros de desempenho, que sao diferentes dos parametros
determinados em métodos quantitativos. (Trullols et al., 2004).

Para validar um método qualitativo, uma estratégia eficiente é a comparagao dos resultados obtidos do método
em teste com os obtidos por meio de um método de referéncia normalizado. A comparagéo estatistica pode ser
conduzida utilizando um teste de hipétese, como por exemplo, o teste qui-quadrado (x2) (Trullols et al., 2004). Caso
ndo seja possivel, o calculo de pardmetros de desempenho deve ser utilizado, atestando assim o desempenho do
método.

Os principais parametros de desempenho que podem ser utilizados para a validagao qualitativa sdo os seguintes
(Figura 4):

Valor Preditivo Positivo (Altman; Bland, 1994): é a proporg¢ao de amostras verdadeiramente positivas diagnosticadas
corretamente (Formula 1).

Vp
W (Formula 1)

Valor preditivo positivo
Onde:

Vp = n° de amostras verdadeiramente positivas;

Fp = n° de amostras dadas como positivas pelo teste, mas na realidade negativas (falsos positivos).

Valor Preditivo Negativo (Altman; Bland, 1994): é a propor¢éao de amostras verdadeiramente negativas diagnosticadas
corretamente (Formula 2).

Vn
Valor preditivo negativo Frivn (Formula 2)
Onde:
Vn = n° de amostras verdadeiramente negativas;
Fn = n° de amostras dadas como negativas pelo teste, mas na realidade positivas (falsos negativos).

Razao de falsos-positivos (Ellison; Fearn, 2005): é a probabilidade de uma amostra negativa ser classificada como
positiva pelo método (Férmula 3).

Razao de falsos positivos Vn+Fp (Formula 3)
Onde:
Fp = n° de amostras dadas como positivas pelo teste, mas na realidade negativas (falsos positivos);

Vn = n° de amostras verdadeiramente negativas.

Razao de falsos-negativos (Ellison; Fearn, 2005): € a probabilidade de uma amostra positiva ser classificada como
negativa pelo método (Férmula 4).

Fn

Razao de falsos negativos Vo+Fn

(Formula 4)

Onde:
Fn = n° de amostras dadas como negativas pelo teste, mas na realidade positivas (falsos negativos);
Vp = n° de amostras verdadeiramente positivas.
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Sensibilidade (Ellison; Fearn, 2005): é a probabilidade que um método tem de detectar amostras verdadeiramente
positivas como tais (Férmula 5).

I Vp
Sensibilidade Vo +Fn (Formula 5)

Onde:
Vp = n° de amostras verdadeiramente positivas;
Fn = n° de amostras dadas como negativas pelo teste, mas na realidade positivas (falsos negativos).

Especificidade (Ellison; Fearn, 2005): € dada como a probabilidade que um método tem de detectar amostras
verdadeiramente negativas como tais (Formula 6):

Vn

Especificidade Vn+Fp

(Formula 6)

Onde:
Vn = n° de amostras verdadeiramente negativas;
Fp = n° de amostras dadas como positivas pelo teste, mas na realidade negativas (falsos positivos).

Eficiéncia (Ellison; Fearn, 2005): é a capacidade do método em detectar o maior nimero de verdadeiros positivos e
negativos (Férmula 7).

Vp +Vn
Vp+Vn+Fp+Fn

Eficiéncia (Formula 7)

Onde:

Vp = n° de amostras verdadeiramente positivas;

Vn = n° de amostras verdadeiramente negativas;

Fp = n° de amostras dadas como positivas pelo teste, mas na realidade negativas (falsos
positivos);

Fn = n° de amostras dadas como negativas pelo teste, mas na realidade positivas (falsos negativos).

Limite de deteccdo do método (Ellison; Fearn, 2005): € dado pela menor concentragdo de um composto
analisado que é detectavel acima do ruido do sistema, com 95% ou 99% de confianca.

Limite de detecgdo do instrumento (Unger-Heumann, 1996): corresponde a trés a cinco vezes a razao ruido/
sinal do aparelho.

Valor de corte (Langton et al., 2002; Freitas et al., 2006): € o intervalo no qual a sensibilidade do método € 95%
(quando ligado a métodos qualitativos).

Concordancia (Langton et al., 2002; Freitas et al., 2006): € a chance (porcentagem) de dois materiais idénticos
analisados pelo mesmo laboratério, sob as mesmas condigdes chegarem ao mesmo resultado (Férmula 8).

k (k-1) + (n-k) - (n-k-1
Concordancia ( )n ((n—1j ( ) (Formula 8)

Onde:
k = n° de resultados positivos;
n = n° de resultados.

Concordancia estimada (Langton et al., 2002; Freitas et al., 2006): é a chance (porcentagem) de dois materiais
idénticos analisados por métodos qualitativos ou laboratérios distintos fornecerem o mesmo resultado (Formula 9).

2r (r-nL) + nL(nL-1) - CnL(n-1)

Concordancia estimanda
2nL (L-1) (Formula 9)

Onde:
r = n° de amostras positivas;
n = repeti¢cdes por laboratorio;
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C = concordancia, expressa em proporgao;
L = n° de laboratorios.

Razao da Concordancia (R.C.) (Langton et al., 2002; Freitas et al., 2006): é a raz&do entre a chance de um
evento ocorrer em um grupo e a chance de ocorrer em outro grupo (Férmula. 10). O ideal é que o valor encontrado seja
préximo a 1,0, indicando que a dependéncia entre os termos existe e que os resultados sao imparciais tanto para os
mesmos laboratérios quanto para laboratérios diferentes.

_ Concordancia (100 - concordéncia estimada)
Concordancia estimanda (100 - concordancia)

(Formula 10)

Teste de McNemar corrigido para continuidade ( XMcNemar ) (McNemar 1947; Freitas et al., 2006; Sheskin,
2007): teste estatistico ndo paramétrico que compara dois métodos de analise ou um método de analise com um
grupo controle (Figura 4). Esse teste visa a atestar se os falsos-positivos e os falsos-negativos gerados por analises
binomiais interferem na capacidade do teste analisado (Férmula 11). A hipétese nula (HO) assume que os valores das
somas das linhas de uma tabela de contingéncia 2 x 2 s&o iguais aos valores das somas das colunas e as médias dos
valores pareados sao iguais. A hipdtese alternativa (H1) assume que os valores das somas das linhas de uma tabela
de contingéncia 2 x 2 ndo sao iguais aos valores das somas das colunas e as médias dos valores pareados nao sao
iguais. Se o valor gerado for maior ou igual a 3,84, as proporgdes positivas confirmadas pelos métodos alternativos e
de referéncia diferem significativamente para um nivel de significancia (a) igual a 0,05.

(lfp-fnl-1)*

X?McNemar ¢ = o+

(Formula 11)

Onde:

Fn = n° de amostras dadas como negativas pelo teste, mas na realidade positivas (falsos negativos);

Fp = n° de amostras dadas como positivas pelo teste, mas na realidade negativas (falsos
positivos);

a = Probabilidade de significancia requerida no teste (probabilidade maxima de rejeitar acidentalmente
uma hipotese nula verdadeira).

CONTROLE

Pasitiva MNegativao

*) 0]

Verdadeirs Falso Vaior Preditivo

Positivo Positiva Positivo Positivo

) [E] (t2) Vp

Vp+Fp
TESTE ¥R kR

ALTERNATIVO
Falso Werdadeiro Valor Preditive

Negativo MNegativo Megativo Negativo

) (at) le) vn
FN VN Fn+Vn

! 1

Sensibilidade  ESPeCHficidade y_\pippipg

¥ Vn
Vp+Fn Vn+fp Fp

Figura 4. Tabela de contingéncia 2x2 e férmulas para calculo da sensibilidade, especificidade e valores preditivos em analise
qualitativa. Adaptado de: Cardenas; Valcarcel, 2005.

Proposta de um plano de validagdo para métodos que utilizam a técnica de PCR
convencional

Com o objetivo de demostrar como pode ser realizado um plano de validagéo, o texto a seguir dividido em
varios toépicos, exemplifica de forma extensa e detalhada um plano de validagao para ser aplicado no caso de ensaios
que envolvem PCR (do inglés Polymerase Chain Reaction) convencional. O plano foi baseado em artigos da literatura
que tratam da padronizagao de ensaios de PCR, cujas cita¢des estdo descritas ao longo do texto a seguir. Deve-se
ressaltar que este plano ndo esta fechado e pode sofrer modificacbes e atualizacbes pelas pessoas interessada,
sempre observando as necessidades do cliente e os requisitos necessarios do método para uma dada aplicagcao ou
campo de aplicagao.
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1. Propésito e o escopo do plano de validagao

Definir os procedimentos de validagdo de métodos que envolvem o uso de PCR convencional para garantir
a qualidade metroldgica dos resultados conferindo-lhes rastreabilidade, comparabilidade e confiabilidade. O escopo
abrange laboratérios de biologia molecular, prestadores de servigo ou de pesquisa.

2. Pessoal técnico envolvido e suas responsabilidades

Definir, dentre pesquisadores, analistas, técnicos, assistentes e colaboradores, a equipe responsavel para
elaboracao do plano de validagdo, acompanhamento e execug¢do de experimentos, registro de dados da validagao,
realizagao de tratamento estatistico dos dados, estabelecimento de pardmetros de controle de qualidade e revalidagéao,
corregao e redacao final do relatério de validagédo e emissao da declaragéo de validade do método.

3. Os parametros de desempenho e os critérios de aceitagdao

Neste plano, os parametros de desempenho determinados para os ensaios que utilizam PCR convencional séo
estes: razao de falsos positivos, razdo de falsos negativos, sensibilidade, especificidade e eficiéncia. Esses parametros
foram definidos apds revisao bibliografica referentes a qualidade metrolégica e padronizagdo de ensaios de PCR
(Lisbby, 1998; Malorny et al., 2003; Hoorfar et al., 2004; Santos et al., 2009; Ruths et al., 2017). Os critérios de
aceitacao do método de PCR sao definidos de acordo com a exigéncia do cliente e o rigor necessarios. O rigor pode ser
estabelecido pela porcentagem maxima permitida de falsos positivos e falsos negativos e/ou pela porcentagem minima
do desempenho dos paradmetros do método como sensibilidade, especificidade e eficiéncia. Deve-se deixar claro, no
entanto, que o estabelecimento do rigor ndo é padronizado na literatura e suas indicagdes seguem as especificidades
do préprio campo de aplicagdo do método de PCR. Além do rigor do resultado, devem-se levar em consideragao dois
fatores: 1. O método de PCR é realizado em diversas etapas e a probabilidade de erros e de contaminacgao é factivel,
mesmo com controles rigidos de qualidade (Figura 5); 2. Os laboratérios podem utilizar outros métodos diagnédsticos
complementares ao PCR convencional.

I Extragdo de acido nucleico I

Degradagao de material
Presenga de inibidores
Presenga de contaminantes
Extragdo incompleta

Erro de amostragem

Erro de procedimento

Equipamentos descalibrados

Potenciais

fontes

Contaminagio Contaminagio de erros
Baixa sensibilidade Baixa sensibilidade
Baixa especificidade Erro de procedimento
Inibigio Equipamentos descalibrados

Degradagio enzimitica )
Erro de procedimento I Detecgao ]
Equipamentos descalibrados
l Amplificagio I

Figura 5. Potenciais fontes de erro dos métodos baseados em PCR.
4. Descrigdo do método

A reacao em cadeia da polimerase (PCR) é uma replicagdo (semiconservativa) in vitro de sequéncias
especificas de DNA. A reagao sempre ocorre a partir de um DNA molde, que pode ser proveniente de um DNA extraido
convencionalmente da amostra, ou de uma amostra de RNA, convertida para cDNA (DNA complementar). A técnica foi
desenvolvida por Kary Mullis (Saiki et al., 1985), ganhador do prémio Nobel de Quimica de 1993, sendo amplamente
utilizada em diferentes areas. A metodologia original € muitas técnicas procedentes do PCR sao atualmente empregadas
para clonagem, estudo de genes, detecgao de espécies, diagndstico de doencgas infeciosas e hereditarias, analise
forense, entre outros (Alarcon et al., 2006; Santos et al., 2009; Cornut et al., 2014; Ruths et al., 2017; Liu et al., 2018;
Mursalin et al., 2020).

Os reagentes necessarios a reagao sao os seguintes:

DNA polimerase: enzima termoestavel (exemplo, Taq DNA polimerase) utilizada na amplificagdo de DNA;

Tampao: usado para manter o pH 6timo e constante do meio reacional visando a assegurar a atividade da

enzima;

3. lons metalicos (exemplo Mg2+, na forma de MgCI2 ou MgS04): utilizado como cofator enzimético (outras
polimerases podem usar outros cofatores metalicos);

4. Oligonucleotideos (doinglés, primers): sdo os iniciadores da PCR e a especificidade dos primers é responsavel

N —
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por identificar os locais de amplificagdo do DNA para a enzima polimerizadora;
5. Desoxirribonucleotideos sintéticos [adenina (dATP), citosina (dCTP), guanina (dGTP) e timina (dTTP)]:
usados durante o processo de replicagdo da sequéncia-alvo, eles séo incorporados pela DNA polimerase na
nova fita sintetizada (os desoxirribonucleotideos s&o usados como substratos da reagdo em conjunto com o
DNA molde);
Agua: utilizada para diluir e ajustar o volume da reac&o;
7. DNA molde: contém a sequéncia-alvo de interesse, sendo utilizado como molde para o pareamento dos
primes.

o

A reacao de PCR é ciclica sendo dividida em trés principais passos:

1. Desnaturacao da molécula de DNA: as fitas duplas de DNA tém suas ligagdes intermoleculares desfeitas pela
energia doada ao sistema devido ao aumento da temperatura (92- 96°C), transformando o DNA em duas fitas
simples;

2. Anelamento dos oligonucleotideos: os oligonucleotideos ligam-se as fitas simples de DNA a uma determinada
temperatura, denominada de temperatura de anelamento (Tm);

3. Elongacéo da fita complementar do DNA: a enzima polimerizadora utiliza os desoxirribonucleotideos sintéticos
para formar a fita complementar.

A robustez da PCR deve ser monitorada por controles de amplificagédo (Tabela 1). A presencga de inibidores da
reagdo de PCR deve ser monitorada com utilizagao de controle interno apropriado para cada reagéo. Os parametros
de desempenho do método serao calculados pela resposta analitica obtida com os controles positivos e negativos.

Tabela 1. Controles recomendados para teste de desempenho de ensaios baseados em PCR. Adaptado de Malorny,
2003.

Tipo de Controle Descricao

Controle interno de

amplificagéo DNA quimérico nao relevante adicionado ao mix e amplificavel pelo mesmo
par de oligonucleotideos do DNA alvo, mas que resulta em um amplicon (seg-
mento curto de DNA gerado pelo processo da PCR) visualmente distinguivel
do DNA alvo.

Controle positivo de
processamento Reagéo contendo amostra positiva (idéntica ao material genético alvo) con-
tendo quantidade suficiente de material genéticos do organismo alvo e pas-
sando por todas as etapas do processamento como os demais.

Controle negativo de

reagsio Reagéo contendo amostra negativa (diferente do material genético alvo, como

por exemplo o DNA de uma espécie proxima) contendo quantidade suficiente
de material genético do organismo alvo e passando por todas as etapas do
processamento como as demais.

Controle de reagentes
Reacédo contendo todos os reagentes exceto o DNA.

Controle de ambiente

Reagéo contendo uma mistura mestre (mix), mas sem DNA, na qual o micro-
tubo é deixado aberto na sala de preparagcéo da PCR para detectar possivel
contaminagao de DNA no ambiente (a ser realizado em intervalos regulares
como parte da garantia do programa de qualidade).

A reagéo ocorre em um aparelho denominado de termociclador que apresenta a capacidade de monitorar e
modificar a temperatura conforme o ciclo. A reagdo de PCR gera concentragdes exponenciais de DNA (amplicons),
pois sao disponibilizados a cada ciclo mais moldes para a PCR. A amplificagdo efetiva do DNA requer de vinte a trinta
ciclos de reagédo, com os produtos de cada ciclo servindo como DNA-molde para o proximo (origem do termo “reagao
em cadeia” da polimerase).

O resultado da PCR convencional ¢ interpretado apds uma etapa denominada de detecg¢do pos-PCR. Neste
caso, o DNA amplificado precisa ser visualizado por eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida. Os resultados
sdo expressos de forma qualitativa: presencga ou auséncia de bandas (fragmentos de DNA amplificado) seguidas por
sua interpretagéo pelo uso de controles e marcadores moleculares.
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5. Qualificagdao do ambiente, dos reagentes, dos equipamentos e do pessoal

A qualificacao do ambiente, dos reagentes, dos equipamentos e da equipe envolvida é de extrema importancia
no processo de validagéo e devera constar no plano. Nessa sec¢ao, devem ser descritas as melhores condi¢des técnicas
possiveis de cada item para levar a exceléncia dos resultados da validagao, expressos por meio dos calculos dos
parametros de desempenho. Para a execugao de ensaios que utilizam o método de PCR convencional, alguns critérios
importantes foram selecionados e estdo descritos na Tabela 2:

Tabela 2. Qualificagdo do ambiente, dos reagentes dos equipamentos e da equipe.

Qualificagdo do ambiente

Realizar a subdivisdo do local a ser realizado a PCR em trés areas: pré-PCR, amplificagédo e detecgédo pds-PCR. Cada area
devera ter equipamento/material proprio (exemplo micropipetas, jalecos, caderno de anotagéo entre outros), ndo sendo per-

mitidas quaisquer trocas.

Realizar o preparo dos reagentes e as reag¢des de PCR, preferencialmente, em cabine de PCR ou em uma camera de fluxo
laminar, se possivel equipada com a luz UV.

Manter uma rotina de limpeza no local de trabalho. Os equipamentos, os instrumentos e as bancadas precisam ser limpos

(por exemplo, com o uso de uma solugao de etanol 70%) antes e depois dos ensaios.

Ter local adequado para armazenamento dos kits e demais reagentes. Armario com ventilagao, livre de umidade; geladeira;
freezer -20°C e freezer -80°C.

Qualificagcdo dos reagentes e de outros materiais de consumo

Utilizar reagentes que estejam dentro do prazo de validade, com a embalagem integra e com grau de pureza adequado [rea-
gentes com grau de pureza >99% ou grau de biologia molecular (exemplo, agarose)]. Utilizar preferencialmente reagentes de
fornecedores com certificado de qualidade;

Armazenar os reagentes de acordo com as instrugdes do fabricante;

No caso de reagentes em aliquotas ou solugbes preparadas, etiquetar os frascos com informag¢des minimas de conteudo
(verificar a segao de Execugédo do plano de validagéo, item 3) Evitar a troca de reagentes entre os kits (exemplo a enzima de
um kit com tampao de outro kit); os componentes de um kit ndo devem ser utilizados com um kit de lote diferente, a néo ser

quando especificado pelo fabricante;
Utilizar agua ultrapura estéril (grau biologia molecular, livre de DNase e RNase).

Manter os reagentes em aliquotas em condigdes perfeitas de armazenamento e congelamento para evitar contaminacéo e
manter a qualidade dos materiais;

Utilizar materiais de consumo (ex. microtubos e ponteiras com filtros) com grau Biologia Molecular, descartaveis e autocla-

vados, livres de DNAse e RNAse;

Esterilizar os materiais (ex. microtubos, frascos, ponteiras entre outros) em uma autoclave para materiais limpos que nao seja
usada para descontaminagéo de amostras bioldgicas. Adicionalmente, usar fita para autoclavagem e indicador biolégico nos

materiais e na autoclave, respectivamente, para verificagdo da qualidade do processo.

Preparar, armazenar, preservar, utilizar os reagentes ou afins e executar as atividades laboratoriais em conformidade com as
normas de biosseguranga estabelecidas.

Aplicar as normas de biossegurancga, de descontaminagéo e descarte para o uso dos reagentes e solugdes; com especial

atencdo a materiais toxicos como o fenol e o brometo de etideo.

15
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DNA de referéncia

Utilizar um DNA de referéncia apds a verificagdo de sua qualidade por eletroforese em gel de
agarose ou poliacrilamida e determinagdo de concentragdo por espectofotometria (descrigdo
em protocolo de validagao).

Armazenar o DNA de referéncia a —20 °C ou —80 °C (exceto em nitrogénio liquido) em tampé&o
apropriado

Tampdes de reagéo e os
cofatores

Utilizar os tampdes de reagéo e os cofatores que sao fornecidos com as polimerases, mantendo
assim as condigbes adequadas para as enzimas;

Utilizar os cofatores (geralmente Mg?, na forma de MgCl, ou MgSO,) numa concentrag&o entre
0,5 a 2,5 mM. sendo importante observar que concentragdes altas podem resultar no apareci-
mento de produtos inespecificos.

TAQ DNA polimerase

Utilizar a enzima DNA polimerase preferencialmente com concentragdes um pouco mais ele-
vadas (5 ou 10 U/uL) proporcionando uma maior eficacia. Realizar a diluigdo no momento da
reagao;

Retirar a enzima do congelador imediatamente antes de ser adicionada sendo a ultima a ser
colocada na reagao.

Desoxirribonucleotideos
sintéticos (ANTPs)

Utilizar uma solucdo estoque (10 mM ou 20 mM) em agua ultrapura estéril dos desoxirribo-
nucleotideos sintéticos (ANTPs). Preparar todos os dNTPs (dATP, dTTP, dCTP e dGTP) em
concentragdes iguais (existem excegdes). Adicionar a reagdo uma quantidade suficiente para
obter-se uma concentragao final entre 20 e 200 uM, sendo importante observar concentragdes
elevadas podem interferir na especificidade dos olionucleotideos.

Oligonucleotideos

(do inglés, Primers)

Utilizar iniciadores ap6s planejamento meticuloso da sequéncia e do ponto de fus&o médio (T,
do inglés temperature of melting). O uso de programas de bioinformatica de acesso gratuito ca-
racteriza-se como uma importante ferramenta para uma sele¢cdo mais criteriosa e segura tanto
para a busca de sequéncias quanto para o desenho dos iniciadores;

O design, a pureza e a validagao dos iniciadores de cada novo lote devera ser testado para
especificidade, eficiéncia de amplificagdo e auséncia de inibidores antes de serem utilizados
na rotina.

Qualificacdo dos equipamentos

Os equipamentos e instrumentos devem estar em perfeitas condi¢gdes de uso, com o plano de manutencgéao e calibragdao em
dia. Devem estar limpos e conter proximos a eles um caderno ou ficha de registro para anotar informagées referentes ao
tempo de uso do equipamento e o operador, bem como informagdes como uso, limpeza, conservagao e desinfec¢ao, quando

necessario.

Balangas

A balanca analitica deve estar limpa e sua calibracdo em dia. A balanga também podera
ser usada ap0s verificagdo da precisao e exatidao pelo pessoal do laboratério com o uso
de pesos padréo.

Centrifugas

As centrifugas devem ser monitoradas em relacéo as rotacdes e o tempo de rotagéo, pe-
riodicamente, com os respectivos registros desses controles.

pHmetros O pHmetro deve passar pela aferigdo do pH usando as solugdes padrbes de pH e a limpe-
za dos eletrodos devem seguir o manual do fabricante.

Extratores de acidos nucleicos Os extratores automatizados de acidos nucleicos devem ser mantidos de acordo com as
recomendagdes dos fabricantes.

Espectrofotdmetro Os espectrofotdmetros monocromaticos devem possuir comprimento de onda com uma

boa exatidao e resolugdo bem como um baixo ruido. Os que utilizam filtros devem conter
filtros com uma boa condicédo de limpeza, livres de arranhdes entre outros;

A calibracdo dos comprimentos de onda deve ser realizada regularmente, de acordo com
as instrugdes do fabricante.
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Cabine de PCR As cabines de PCR devem estar limpas, com a manuten¢ao em dia e descontaminadas.

Termociclador Os equipamentos devem passar por testes de temperatura, no minimo anualmente, aten-
dendo as instrug¢des do fabricante.

Equipamentos para eletroforese | Os equipamentos utilizados para eletroforese devem estar limpos e descontaminados.

cubas entre outros - - ~ ) - o
( ) Se utilizar o brometo de etidio para a coloragéo do gel é necessario usar periodicamente

protocolos de descontaminacéo e desativagao do corante tanto no local de trabalho quanto
nos equipamentos.

Fotodocumentador O equipamento deve estar limpo, descontaminado e com a manutengéao em dia.

Freezers e geladeiras Devem estar limpos e conter reagentes, amostras e solugdes devidamente identificadas;

A temperatura dos freezers e geladeiras deve ter monitoramento continuo por meio de
termdémetros de maximos e minimos;

Devem estar inseridos no plano de manutengéo de equipamentos do laboratério e estar
em dia no cronograma de manutengé&o preventiva.

Autoclaves As autoclaves devem passar, periodicamente, por monitoramento de sua temperatura e
pressdo com os respectivos registros.

A calibragdo/ manutengéo/qualificagdo das autoclaves deve estar de acordo com o plano
de calibragdo e manutengao definido para os equipamentos criticos do laboratério.

Pipetas automaticas As pipetas automaticas devem ser limpas sempre antes do uso com solugao de alcool
70%. A calibracdo/ manutencéo das pipetas deve estar de acordo com o plano de calibra-
¢ado e manutencgéao definido para os equipamentos criticos do laboratério.

ualimi ul VOIVI

A equipe técnica envolvida nos procedimentos de PCR convencional deve estar devidamente treinada: 1. Todas as etapas
experimentais do PCR (pré-PCR, PCR e pos PCR), abrangendo: i. o conhecimento do uso correto dos equipamentos e ins-
trumentos necessarios em cada etapa; ii. manuseio correto dos reagentes; 2. Pipetagem, que compreende uma etapa onde
muitos erros sistematicos podem ocorrer devido a propria operagéo inadequada e quando se utilizam pipetas com capacidades
nao apropriadas aos volumes necessarios; 3. Procedimentos de seguranga laboratorial e de qualidade, abrangendo; i. o uso
de EPIs adequados e conhecimento de normas de seguranga, como as BPLs e a ISO 17025 (2017); ii. higienizagao correta
das maos (o uso de luvas de prote¢do para manipulagdo de materiais bioldgicos e quimicos ndo substitui a lavagem correta
das maos); iii. manuseio e o descarte correto de materiais bioldgicos, reagentes, organismos geneticamente modificados e
residuos; iv. trabalhar em condi¢des estéreis e protegidas do operador (prevenir a contaminagéo das amostras pelo operador)
durante o preparo da reagao;

Realizar e renovar treinamento para a manutencgéao e atualizagéo de habilidades e cuidados necessarios.

6. Protocolo da validagao

O estabelecimento de todos os critérios para a qualificagdo do ambiente, dos reagentes, dos equipamentos e
da equipe possibilita o estabelecimento do protocolo de validagéo, que descreve todos os procedimentos experimentais
necessarios para a execugdo do método e para o calculo dos parametros de desempenho. A PCR é caracterizada
como uma reagao enzimatica e necessita de condi¢des 6timas para ter um excelente desempenho. Os fatores que
influenciam uma reagéo enzimatica sdo o tempo de reagéo, o pH, a temperatura, a presenga de cofatores (algumas
enzimas dependem de cofatores para funcionarem adequadamente) e a concentragdo do substrato. Nesse caso, para
que as reagbes sejam mais especificas e com total reprodutibilidade é necessario o estabelecimento de um protocolo
padronizado para as condigbes 6timas da reagao.

As amostras, os reagentes e a condi¢des para arealizagdo da PCR devem seguir as recomendagdes descritas na
tabela 2. Recomenda-se o uso de um procedimento operacional padrao (POP) para ser seguido rigorosamente durante
0s experimentos que ocorrem no processo pré-analitico, analitico e pds-analitico da PCR. Algumas recomendagdes
importantes para o processo de validagédo serao descritas aqui.
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Processo pré-analitico do método de PCR:

1. Ter disponiveis amostras de um DNA de referéncia, que serdo empregadas como controle positivo das
reagbes. Uma estratégia para ter disponivel um DNA de referéncia, que pode ser empregado na rotina € a
obtencao de sequéncias clonadas, contendo a regido alvo, por exemplo, um marcador molecular utilizando-
se a regiado ITS (Internal Transcribed Spacer) clonada em um vetor, que pode ser sempre usado como um
controle positivo para as PCR. Outra estratégia € adquirir comercialmente um DNA de referéncia de um
provedor confiavel com sistema de qualidade implantado;

2. Verificar o grau de pureza e quantificagdo do DNA (referéncia ou alvo) por meio de andlise: a. eletroforese em
gel de agarose ou poliacrilamida contendo o padrao de peso molecular (ladder) adequado (ponto de referéncia
e monitoramento para a eletroforese). Verificar o tamanho, a nitidez das bandas, a presenga de rastros ou
distor¢cbes destas, a separagao entre as bandas e a qualidade do contraste; b. método espectrofotométrico, no
qual se utiliza a leitura da absorbancia em 260 nm (A260) e realiza-se o calculo da concentragéo pelo uso do
coeficiente e extingdo molar ([7=20 mL/(mg x cm)). Fazer as medidas espectrofotométricas em triplicatas para
obtencao de média e desvio padréo das concentragdes das amostras diferentes. A presenga de contaminantes
potenciais pode ser evidenciada pelas leituras de absorbancia a 260 (A260) e a 280 nm (A280), onde a razao
A260/A280 deve estar entre 1,75-2,0 que se refere a auséncia de agentes contaminantes como proteinas e
moléculas aromaticas que apresentam absorbancia a 280 nm.

Processo analitico do método de PCR

1. Homogeneizar bem os reagentes e manté-los em temperatura baixa (por exemplo, no gelo ou suporte tipo
PCR-Cooler). Preparar o mix da reagédo de acordo com os protocolos otimizados pelo laboratério. Apds o
término do procedimento, os microtubos contendo as reagdes devem ser corretamente acondicionadas para
as analises posteriores.

2. Utilizar diferentes pares de oligonucleotideos: i. Oligonucleotideo universal para a detec¢ao geral do DNA alvo
ou de referéncia e 0 n&o alvo; ii. Oligonucleotideo especifico para a detecgdo do DNA alvo ou de referéncia;
iii. Oligonucleotideo especifico para a detecgao de DNA de espécies proximas geneticamente.

3. Realizar a reagdo em cinco repeti¢cdes: a. 5 reagdes contendo o DNA de referéncia ou DNA alvo (controle
positivo); b. 5 reagdes contendo um DNA n&o-alvo (controle negativo); c. 2 reagdes contendo o controle de
reagente; d. 2 reagdes contendo o controle ambiental. Usar os oligonucleotideos de acordo com a reagao
(Figura 6). Repetir o processo, no minimo mais duas vezes, preferencialmente, por dois analistas e em dias
diferentes. Cada dia representa uma rodada. Neste plano de validagéo, foram considerados dois analistas e
trés dias diferentes.

" 1 2 3 4 5
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Figura 6. Exemplo de aplicagdo das reagdes no gel de agarose, realizadas pelo analistal, mostrando as repeticbes para cada
controle (positivo e negativo): 1. Controle de reagente; 2. DNA de referéncia ou alvo (controle positivo); 3. Marcador molecular; 4.
DNA nao alvo (controle negativo); 5) Controle ambiental.

Processo pés-analitico do método de PCR e determinag¢ao dos parametros de desempenho

Ao realizar a PCR da amostra contendo o DNA alvo ou o DNA de referéncia com os oligonucleotideos especificos
para sua amplificacdo, os resultados esperados para as amostras sao o aparecimento de bandas caracteristicas no
gel de agarose ou poliacrilamida, comparando-se com as bandas do marcador de peso molecular, indicando a correta
amplificagdo do DNA. Para os controles negativos, o que se espera € auséncia de bandas no gel. Desta forma, no
processo de validagdo, o que se busca € testar o método quanto a sua capacidade de gerar resultados previamente
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conhecidos. No entanto, como todo método analitico é passivel de erros sistematicos e aleatérios, ha a possibilidade de
ocorrerem resultados n&o desejados, como os falsos positivos e os falsos negativos. O objetivo da validagao é mostrar
0 quao exatos e precisos sao os resultados gerados pelo método, dentro de uma faixa de erro conhecida.

Os resultados derivados da PCR e interpretados a partir das imagens dos géis de agarose ou poliacrilamida
serao usados para a construgao de tabelas de dados (Tabela 3), cujo preenchimento tornara possivel os calculos dos
paradmetros de desempenho do método de PCR convencional (Tabela 4). Para que haja exceléncia na analise dos
resultados, € importante 0 acompanhamento dos dados brutos pelo responsavel do laboratério, que devera observar a
exatidao do registro dos resultados, a legibilidade, a corregdo das unidades e a interpretacao dos resultados. Por parte
dos analistas, para a exceléncia da analise dos dados € necessario que os registros sejam feitos de forma legivel e
detalhada em caderno tipo Ata. Um aspecto operacional importante a ser executado é o registro dos numeros dos lotes
dos reagentes, das informacdes das solu¢des do laboratério, das pipetas usadas para possibilitar a rastreabilidade e a
resolugao de problemas. No caso de dados eletrdnicos ou daqueles obtidos pelos equipamentos, € imprescindivel ter
procedimentos padronizados de transmisséo, guarda e seguranca de dados.

Para o plano de validagao, o registro dos dados e o calculo dos parametros da validagao estdo mostrados nas
tabelas 3 e 4.

Tabela 3. Registro dos dados obtidos da analise de PCR.

Primeira rodada — oligonucleotideo universal

ANALISTA1 ANALISTA 2

Numero de verdadeiros positivos (NVP). Nimero de reagbes X X
com o DNA alvo ou de referéncia (controle positivo) e que apre-

sentaram bandas caracteristicas no gel.

Numero de verdadeiros negativos (NVN) Numero de rea- X1 X1
¢bes com o DNA néo alvo (controle negativo) e que néo apre-
sentaram bandas no gel (ou apresentaram bandas em alturas

diferentes do DNA alvo ou de referéncia).

Numero de falsos-positivos (NFP) Numero de reagcbes com o X2 X2
DNA néo alvo (controle negativo), mas que apresentaram ban-
das caracteristicas no gel de reagdes contendo DNA alvo ou
de referéncia.

Numero de falsos-negativos (NFN) Numero de reagbes com X3 X3
o DNA de referéncia (controle positivo), mas que nao apresen-
taram bandas caracteristicas no gel.

Numero total de reagbes (N) por analista (oligonucleotideo 30 30
especifico)

Repete-se o registro dos dados para as outras duas rodadas (em dias diferentes). O total de reacodes
considerando os dois analistas e o oligonucleotideo especifico € de 60. O calculo dos parametros de desempenho
néo foi efetuado considerando-se os dados do oligonucleotideo universal, uma vez que este também amplifica o DNA
nao alvo, o que impossibilitaria o calculo da especificidade, valor preditivo negativo e razao de falsos positivos. Apesar
disso, o0 uso do oligonucleotideo universal é importante para verificar a integridade do DNA e a presenga de inibidores
de reagdo. Com os dados registrados na tabela 3, é possivel realizar o calculo dos parametros de desempenho do
método, como exposto na tabela 4. Deve-se ressaltar que as reagdes referentes aos controles de reagentes e ao
controle ambiental ndo devem apresentar bandas no gel para que o calculo dos parametros possa ser realizado. Se
esses controles apresentarem bandas, devem-se repetir as reagoes.
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abela 4. Calculo dos parametros de desempenho.

Operador Razdo de Razdo de Sensibilidade Especificidade Eficiéncia
Falsos-positivos | Falsos-negativos (%) (%) (%)
(% Fp) (% Fn)
Formula |—P—(.100%) |——(.100%) —®__( 100%) VO 100%) |
Vnivp (= o Up+Fn = o Up+Fn | * o Vnifp L Vp+Vn+Fp+Fn
(.100%)
. X2 X3 X XL
Analista 1 |5 (.100%) - .100%) - (.100%) XL_(.100%) N
o (.100%)
Analista 2 |<2( 100%) X (.100%) X _ (.100%) X1 (.100%) 25—
nalisia F H (] ? 2 F ” (i) F = (] 30
(.100%)

A realizagdo dos experimentos de validagéo por dois analistas € importante para averiguar a precisdo do
método e para comparagao entre analistas. O calculo dos par@metros também podera ser feito considerando todo o
conjunto de dados obtido pelos analistas. Neste caso, deve-se considerar:

Vp=X+X

Vn = X1+ X1
Fp=X2+ X2
Fn=X3+ X3
Vp+ Fn=30
Fp+Vn=30

Vp+Vn +Fp +Fn =60

Na interpretagdo dos dados espera-se que os critérios de aceitagcao anteriormente determinados pelo laboratério
em relagao aos parametros de desempenho sejam atendidos. Se algum dos parametros apresentar um resultado que
nao atende ao critério de aceitacao, sera preciso analisar criticamente os resultados e julgar se o protocolo e 0 método
atendem aos objetivos a que ele se propde junto aos clientes. Caso nao atenda, terdo que ser realizadas alteragdes no
protocolo ou mesmo substituir o método a ser empregado.

A analise critica do resultado requer a identificagdo de possiveis causas do resultado em n&o conformidade.
Em seguida, deverao ser propostas a¢des de corregdo ou melhoria, como demostradas na tabela 5:

Tabela 5. Tipos de erros na PCR, suas causas e possiveis agdes de corre¢cao

Resultado Causa Acéo

falsos positivos e | Contaminacdo geral do laboratério; | Realizar a limpeza do local de trabalho e de outros
falsos negativos problemas de qualidade dos materiais | materiais consumiveis; verificar se todos os parame-
bioldgicos, materiais de consumo (rea- | tros que qualificam os reagentes, equipamentos, am-
gentes, enzimas, agua, microtubos, | biente e pessoal foram atendidos; refazer as solugdes;
ponteiras, entre outros) utilizados; | verificar a qualidade da agua; monitorar a presenca de
falta de especificidade do oligonucleo- | inibidores da reagdo de PCR com utilizagdo de con-
tideo (primer); problemas de manipu- | trole interno apropriado para cada reacao; repetir a
lagao (problemas com a habilidade do | reacao; verificar o desenho dos oligonucleotideos do
operador). DNA alvo ou de referéncia; verificar a qualidade do
DNA e se necessario refazer a extragdo do DNA alvo;
renovar o treinamento da equipe nas etapas, proce-
dimentos e cuidados da PCR; estabelecer protocolos
acessiveis e de facil entendimento para sua utilizagao

e interpretagao.
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Proposta de um protocolo de validagc&o para ensaios microbioldgicos (viabilidade e
pureza)

Os ensaios microbiologicos frequentemente possuem protocolos de analises de viabilidade e pureza
de microorganismos. Essas analises possuem carater qualitativo e possuem como parametros de desempenho a
porcentagem de falsos positivos e de falsos negativos, sensibilidade, especificidade e eficiéncia. Além destes parametros,
a precisdo dos métodos de analise também pode ser testada no que se refere a sua repetibilidade e reprodutibilidade.
Neste trabalho, foi proposto um protocolo de validagao que representa uma parte do plano de validagdo para ser
aplicado aos ensaios microbiologicos. Nao foi intengdo apresentar neste trabalho o plano de validagdo completo, que
é de grande importancia, mas que podera ser apresentado em uma futura publicagédo. A construgdo do protocolo foi
baseado em artigos e referéncias nacionais e internacionais, cujas citagdes se encontram no item 4 do texto que se
segue. Como ja foi dito no plano de validagdo de PCR, este protocolo ndo esta fechado e pode sofrer modificagbes e
atualizagbes pelas pessoas interessada, sempre observando as necessidades do cliente e os requisitos necessarios
do método para uma dada aplicagao ou campo de aplicagéo.

1. Escopo: Viabilidade e pureza de micro-organismos (fungos ou bactérias preservados) pelos métodos de
plagueamento e analise visual.

2. Classe de ensaio: ensaio bioldgico
3. Produtos ensaiados: isolados de fungos ou bactérias devidamente identificados por especialistas.

4. Parametros de validacdo que serdao determinados: repetibilidade, reprodutibilidade, sensibilidade,
especificidade e eficiéncia (Feldsine et al., 2002; ISO 2016; Albano; Raya-Rodriguez, 2008; FDA, 2019; EPA, 2020).

(Parte 1) Procedimento para determinacdo da repetibilidade e reprodutibilidade do método de
determinacao da viabilidade (recuperagdo) de micro-organismos (fungos ou bactérias preservados) por
plaqueamento e analise visual.

CONCEITOS:

REPETIBILIDADE: Grau de concordancia entre os resultados de medicbes sucessivas de um mesmo
mensurando efetuadas sob as mesmas condigbes de medicdo (mesmo método, mesmo equipamento e mesmo
operador).

REPRODUTIBILIDADE INTRALABORATORIAL: Grau de concordancia entre os resultados de medicoes
sucessivas de um mesmo mensurando efetuadas sob condi¢des variadas de medigao interna (equipamentos diferentes
ou operadores diferentes).

PROCEDIMENTO:

1. Inocular os micro-organismos (fungos ou bactérias preservados) padrao (controle positivo) em placas de
Petri, contendo meio de cultura apropriado. Confeccionar 30 placas, totalizando trés rodadas com dez placas. Em
cada rodada, deve-se modificar a variavel tempo (plaqueamento em dias diferentes) ou operador (analistas diferentes)
(PASSO 1). No caso deste protocolo, adotou-se analistas diferentes.

2. Preparar 30 placas com o micro-organismo inativo (ausente, controle negativo), totalizando trés rodadas
com dez placas (PASSO 2);

3. Estabelecer critérios que mensurem a viabilidade (recuperagéo) do micro-organismo, tais como: cor, formato,
tamanho, etc. Estes critérios devem ser estabelecidos por especialistas de acordo com o micro-organismo escolhido
como padréao (controle positivo);

4. Realizar a analise da viabilidade por dois analistas, que deverao registrar em ata o resultado da analise de
cada placa como viavel (recuperado) ou nao viavel (PASSO 3).

Ao analisar a viabilidade (recuperagao) dos controles positivos, cada analista deve realizar os registros como
descrito nas tabelas 7, 8 e 9, de acordo com a tabela 6 e calcular e registrar a reprodutibilidade e a repetibilidade. Os
dados nas tabelas 7, 8 e 9 sé&o ficticios.
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Tabela 6. Registros das analises das placas (controle positivo) quanto a viabilidade dos micro-organismos:

Viavel 1
N&o Viavel 0
Resultados Iguais Amplitude Zero
Resultados Diferentes Amplitude 1
Resultado Esperado 10 Amplitudes 0 (Todas Viaveis) = 100% Concordancia

Calculo da Reprodutibilidade:
a) Registro dos dados de viabilidade (recuperagéo) dos controles positivos dos dois analistas nas tabelas 7
(primeira rodada), 8 (segunda rodada) e 9 (terceira rodada), usando como base a tabela 6.

Tabela 7. Primeira rodada — inoculado 1 — controle positivo

AMOSTRAS ANALISTA 1 ANALISTA 2 AMPLITUDE
1 1 1 0
2 1 1 0
3 1 1 0
4 1 1 0
5 1 1 0
6 0 1 1
7 1 1 0
8 1 1 0
9 1 1 0
10 1 1 0
Total de discordancias 1
Porcentagem de resultados 90%
em conformidade

Tabela 8. Segunda rodada — inoculado 2 — controle positivo

AMOSTRAS ANALISTA 1 ANALISTA 2 AMPLITUDE

1 1 1 0

2 1 1 0

3 1 1 0

4 1 1 0

5 1 1 0

6 1 1 0

7 1 1 0

8 1 1 0

9 1 1 0

10 1 1 0
Total de discordancias 0
Porcentagem de resultados 100%
em conformidade
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Tabela 9. Terceira rodada — inoculado 3 — controle positivo

AMOSTRAS ANALISTA 1 ANALISTA 2 AMPLITUDE
1 1 1 0
2 1 1 0
3 1 1 0
4 1 1 0
5 1 0 1
6 1 0 1
7 1 1 0
8 1 1 0
9 1 1 0
10 1 1 0
Total de discordancias 2
Porcentagem de resultados 80%
em conformidade

b) Calculo da reprodutibilidade (média do resultado das trés rodadas).
(90% + 100% + 80%) / 3 = 85,3%

Calculo da Repetibilidade:
a) Registro dos dados de viabilidade (recuperagéo), dos dois analistas, na tabela 10, para o calculo da
repetibilidade.

Tabela 10. Registro de dados para calculo da repetibilidade.

Rodadas | Analistas Numero de Numero de Isolados %Acerto
Isolados Viaveis Nao Viaveis
1 1 9 1 90
2 10 0 100
2 1 10 0 100
2 10 0 100
3 1 10 0 100
2 10 2 80

b) Calculo da repetibilidade (média do resultado das trés rodadas).

REPETIBILIDADE ANALISTA 1: 90 + 100 + 100/ 3 = 96,7%
REPETIBILIDADE ANALISTA 2: 100 + 100 + 80/ 3 = 93,3%

Ao analisar a viabilidade (recuperagéo) dos controles negativos, cada analista deve realizar os registros como
exemplificado nas tabelas 7 a 9, usando como base a tabela 11.

Tabela 11. Registros das analises das placas (controle negativo) quanto a viabilidade dos micro-organismos:

Viavel 1

Néo Viavel 0

Resultados Iguais Amplitude Zero

Resultados Diferentes Amplitude 1

Resultado Esperado 10 Amplitudes 0 (Todas nao viaveis) = 100%
Concordancia
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Os calculos da reprodutibilidade e repetibilidade quanto a viabilidade dos controles negativos devem ser
realizados da mesma forma como foi demostrado para o ensaio da viabilidade dos controles positivos.

(Parte 2) Procedimento para determinacdo da repetibilidade e reprodutibilidade do método de
determinacao da pureza de micro-organismos (fungos ou bactérias preservados) por plagqueamento e analise
visual.

PROCEDIMENTO:

1). Inocular microrganismos padrao (fungos ou bactérias preservados) puros (controle positivo) em placas de
Petri, contendo meio de cultura apropriado. Confeccionar 30 placas, totalizando trés rodadas com dez placas. Em cada
rodada, deve-se modificar a variavel tempo (plaqueamento em dias diferentes) ou operador (analistas diferentes. No
caso deste protocolo, adotou-se analistas diferentes. (PASSO 1);

2). Preparar 30 placas com o micro-organismo padrao contaminado (controle negativo), totalizando trés rodadas
com dez placas (PASSO 2);

3). Estabelecer critérios que mensurem a pureza do micro-organismo, tais como: cor, formato, tamanho, etc.
Estes critérios devem ser estabelecidos pelos especialistas de acordo com o micro-organismo escolhido como padrao
(controle positivo)

4). Realizar a analise da pureza por dois analistas, que deverao registrar em ata o resultado de pura ou
contaminada (PASSO 3).

Ao analisar a pureza, dos controles positivos, cada analista deve realizar os registros como exemplificado nas
tabelas 7 a 9, de acordo com a tabela 12 e calcular e registrar a reprodutibilidade e a repetibilidade.

Tabela 12. Registros das analises das placas (controle positivo) quanto a pureza dos micro-organismos:

Pura 1

Contaminada 0

Resultados Iguais Amplitude Zero

Resultados Diferentes Amplitude 1

Resultado Esperado 10 Amplitudes 0 (Todas puras) = 100% Concordancia

Tabela 13. Registros das analises das placas (controle negativo) quanto a pureza dos micro-organismos:

Pura 1

Contaminada 0

Resultados Iguais Amplitude Zero

Resultados Diferentes Amplitude 1

Resultado Esperado 10 Amplitudes 0 (Todas contaminadas) = 100% Concordancia

Os caélculos da reprodutibilidade e repetibilidade quanto a pureza dos controles negativos devem ser realizados
da mesma forma como foi demostrado para o ensaio da viabilidade.

(Parte 3) Procedimento para determinag¢ao da Sensibilidade, Especificidade e Eficiéncia dos métodos
de determinacdao da viabilidade e pureza de micro-organismos (fungos ou bactérias preservados) por
plaqueamento e analise visual.
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PROCEDIMENTO:

1). Para o célculo da Sensibilidade, Especificidade e Eficiéncia do método de determinagéo da viabilidade de
micro-organismos (fungos ou bactérias preservados) por plaqueamento e analise visual, considerar para cada analista:

Verdadeiros positivos (VP) = nUmero de amostras/placas com micro-organismos viaveis (recuperados) na
analise dos controles positivos. Valor esperado = 30

Falsos negativos (FN) = nUmero de amostras/placas nao viaveis na analise dos controles positivos. Este
numero representa o numero de placas que o analista reconheceu como nao viavel sendo verdadeiramente viavel.
Espera-se teoricamente um valor = 0.

Verdadeiros negativos (VN) = numero de amostras/placas com micro-organismos n&o viaveis na analise dos
controles negativos. Valor esperado = 30

Falsos positivos (FP) = niumero de amostras viaveis na analise dos controles negativos. Este numero
representa o numero de placas que o analista reconheceu como viavel sendo verdadeiramente nao-viavel (micro-
organismo inativo). Espera-se teoricamente um valor = 0

2). Com os resultados obtidos para VP, FN, VN e FP, proceder os calculos dos parametros de desempenho do
ensaio da determinagao da viabilidade de micro-organismos por plagueamento e analise visual, como demostrado na
tabela 14.

Tabela 14. Calculo dos parametros de desempenho do método de determinagéo da viabilidade de micro-organismos
(fungos ou bactérias) pelo método de plaqueamento e analise visual.

Operador Razao de Razao de Sensibilidade Especificidade Eficiéncia
Falsos-positivos | Falsos-negativos (%) (%) (%)
(% Fp) (% Fn)
Formul o 100% o (.100% o (.100% V¢ 100%) |Veresrera
ormula W(’ 3) m(x 5) W(’ %) VeFo (. %) | VprVn+Fp+En
(.100%)
Fp Fn Vp Vn+Vn
Analista 1 | =0 (. 100%) =5 -100%) =5~ (-100%) Vn_(_100%) 50
30 (.100%)
Fp ) Fn ) Vp 0, Vn 0, i
Analista 2 ?0—{',1001:) —aE—(xTO(Ma) T(JOCM;) _36"(*100’6) 60
(.100%)

3). Para o calculo da Sensibilidade, Especificidade e Eficiéncia do método de determinagédo da pureza de
micro-organismos (fungos ou bactérias preservados) por plaqueamento e analise visual, considerar para cada analista:

Verdadeiros positivos (VP) = numero de amostras/ placas puras na analise dos controles positivos. No caso
deste protocolo, o valor esperado = 30.

Falsos negativos (FN) = nimero de amostras/placas contaminadas na analise dos controles positivos. Este
nuamero representa o numero de amostras/placas que o analista reconheceu como contaminada estando pura. Espera-
se teoricamente um valor = 0.

Verdadeiros negativos (VN) = numero de amostras/placas contaminadas na analise dos controles negativos. No caso
deste protocolo, o valor esperado = 30.

Falsos positivos (FP) = numero de amostras/placas puras na analise dos controles negativos. Este numero
representa 0 numero de amostras/placas que o analista reconheceu como pura estando contaminada. Espera-se
teoricamente um valor = 0.

4). Com os resultados obtidos para VP, FN, VN e FP, proceder os calculos dos parametros de desempenho
do ensaio da determinagao da pureza de micro-organismos por plagueamento e analise visual, como demostrado na
tabela 14.
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