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Apresentacao

O crescimento da demanda de sistemas da qualidade aumentou a necessidade de
assegurar que os laboratérios que fazem parte de grandes organizacoes, ou ofere-
cem outros servicos a elas, possam operar sob um sistema de qualidade especifico.
A validacao de procedimentos analiticos é um aspecto vital para subsidiar a confec-
cdo de laudos emitidos pelos laboratérios, quer para testes de substancias quimicas
quer para produtos biolégicos, perante os érgaos oficiais. A principal razao para essa
tendéncia é o credenciamento de laboratérios de acordo com a norma ISO 17025 e
as Boas Préticas de Laboratério (BPL) que exigem dos laboratérios a estimativa da
incerteza associada aos seus resultados.

Enquanto que a abordagem desenvolvida para a validacao dos ensaios quimicos é
bem determinada em relacdo a estimativa da incerteza e validacdo do método, a
mesma metodologia ndo € diretamente aplicavel aos ensaios bioldgicos. A validacao
dos ensaios e softwares contribui significativamente para a garantia da qualidade dos
resultados gerados e para a acreditacao de laboratérios.

Dessa forma, nesse Documento objetiva-se preconizar procedimentos harménicos
padronizados e registros fidedignos a fim de dar confiabilidade aos resultados obtidos
e laudos fornecidos por laboratérios. Além disso, com a execucao e o aprimoramento
dos protocolos desenvolvidos, havera maiores subsidios técnicos para gerenciar
possiveis problemas encontrados. A sua aplicabilidade podera ser examinada e
aprimorada em etapas consecutivas pela equipe do laboratério, apds o exame dos
dados obtidos.

Claudio Aparecido Spadotto
Chefe-Geral
Embrapa Meio Ambiente
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Aspectos gerais da validacao
de métodos quimicos, biol6-
gicos e computacionais na
gestao de qualidade de resul-
tados de pesquisa

Vera Lucia S. S. de Castro

Introducéao

Esta sendo cada vez mais reconhecida e exigida a necessidade de mostrar a
qualidade de medicbes quimicas, através de sua comparabilidade,
rastreabilidade e confiabilidade. Dados analiticos nao confidveis podem con-
duzir a decisdes desastrosas e a prejuizos financeiros irreparaveis. Para ga-
rantir que um novo método analitico gere informagcdes confidveis e
interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliacdo denominada
validacdo. A validacao de um método é um processo continuo que comeca no
planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu desen-
volvimento e transferéncia. Para registro de novos produtos, todos os érgaos
reguladores do Brasil e de outros paises exigem a validagao de metodologia
analitica e, para isso, a maioria deles tem estabelecido documentos oficiais
que sdo diretrizes a serem adotadas no processo de validacao. Um processo
de validacao bem definido e documentado oferece as agéncias reguladoras
evidéncias objetivas de que os métodos e os sistemas sdo adequados para o
uso desejado (RIBANI et al., 2004).

Um laboratério, ao realizar ensaios com qualidade, deve se basear em regula-
mentacbes emitidas por organismos de normatizacdo. Conseqlientemente,
deve demonstrar que tem condi¢cdes de executar de maneira adequada estes
ensaios de acordo com os métodos normatizados, dentro das condicdes espe-
cificas de suas instalacdes. Validar um resultado significa garantir que o
procedimento, que inclui as condicGes de operacdao do equipamento e a

seqUiéncia analitica, seja aceito como correto. Além disso, é importante
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enfatizar que qualquer alteracdo em métodos normatizados, publicados ou
transferidos implica na necessidade de revalidar o método, para que o labora-
tério demonstre que os novos métodos utilizados por eles conduzem a resulta-
dos confiaveis, que garantam qualidade, idoneidade e credibilidade de seus
produtos ou servicos.

O controle do erro é imprescindivel em laboratério. Para tanto, é importante
assegurar que a variabilidade se mantenha controlada para cada metodologia
através de medidas de controle intra e interlaboratorial. O principal objetivo é
assegurar a consisténcia dos resultados obtidos. E importante ressaltar que
nao é possivel estimar a incerteza de um procedimento analitico sem o
controle da qualidade das medidas realizadas pelo laboratério. Um processo
pode ser considerado confidvel se os dados registrados encontram-se dentro
dos limites de controle e a variabilidade dos resultados individuais se encontra
estavel. A fim de realizar a avaliacdo da conformidade dos ensaios deve-se
ter pleno conhecimento do processo; obter a fidelidade dos dados coletados
representados pelos controles; estabelecer critérios para verificar se as alte-
racoes observadas sdo causadas por variacOes inerentes ao sistema e se
serdo estaveis através do tempo ou se ocorrem ocasionalmente.

Uma interpretacdo adequada dos resultados considera tanto os erros aleaté-
rios quanto os erros sistematicos do procedimento analitico. Os vieses que
levam a incerteza podem ser introduzidos, por exemplo, na coleta do materi-
al, na escolha do método, no transporte e armazenamento da amostra, dilui-
coes seriadas, temperatura de incubacao, etc.; os quais nem sempre podem
ser controlados pelo analista. As varias etapas do processo analitico devem
ficar sob controle do analista a fim de evitar fontes de erro. Alguns aspectos
a serem considerados, mesmo que tratem de cuidados gerais em laboratério,
sdo: a) treinamento adequado da equipe de analistas nas técnicas utilizadas
no laboratério; b) manutencéao e calibracdo de equipamentos; c) cuidados
com o material utilizado incluindo preparo, esterilizacdo e uso correto; d)
realizacdo adequada do procedimento analitico como quantificacdo de col6ni-
as, identificacdo de microrganismos, etc. e e) acompanhamento da qualidade
das andlises por um controle de qualidade e testes intra e interlaboratoriais.
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1. Validacao de métodos de
ensaios

A norma NBR ISO/IEC 17025:2005 (International Standard Organization)
descreve os requisitos para os laboratérios de calibracao e de ensaio atende-
rem, se desejarem demonstrar que sdo tecnicamente competentes. As atuais
exigéncias dessa norma fazem com que esses laboratérios implementem
procedimentos para validacao de métodos ndao normalizados, métodos desen-
volvidos pelo laboratério ou alteracbes em métodos normalizados, quando
aplicavel. A validacdo de métodos de ensaios é de fundamental importancia
para comprovar que o método ndao normalizado desenvolvido é capaz de obter
resultados tecnicamente validos e intercomparaveis.

Validacao é a comprovacao, através do fornecimento de evidéncia objetiva,
de que foram atendidos os requisitos para uma aplicagao ou para uso especi-
ficos pretendidos. Segundo Inmetro (2003), com o objetivo de confirmar que
os métodos sao apropriados para o uso pretendido, o laboratério deve validar:
métodos ndao normalizados; métodos desenvolvidos pelo préprio laboratério;
métodos normalizados usados fora dos escopos para os quais foram concebi-
dos; ampliagcdes e modificacées de métodos normalizados. Ainda de acordo
com Inmetro (2001), método normalizado é aquele desenvolvido por um
organismo de normalizacdo ou outras organizagoes, cujos métodos sao acei-
tos pelo setor técnico em questao; e método nao normalizado é aquele
desenvolvido pelo préprio laboratdério ou outras partes, ou adaptado a partir
de métodos normalizados e validados.

As normas de qualidade estabelecem mecanismos para promover a
confiabilidade dos ensaios realizados evidenciando que os laboratérios ope-
ram de acordo com os requisitos estabelecidos pela norma, o que atesta
competéncia técnica na realizacdo de ensaios. No Brasil, verifica-se uma
grande lacuna na realizacao de ensaios adotando sistemas da qualidade. A
adequacao de andlises quimicas e biolégicas empregadas em conformidade
com as normas de qualidade vem permitindo ampliar e fortalecer a infra-
estrutura dos servicos tecnoldgicos realizados por laboratérios prestadores
de servico.

A norma internacional ISO/IEC 17025 é uma norma especifica para laboraté-
rios de ensaio e de calibracdo. Em seu item 5.4.5, a “validacao de métodos”
é apresentada como um dos requisitos técnicos importantes na qualidade
assegurada dos laboratérios de ensaio, acompanhada da documentacao do
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trabalho de validacdo. A norma NBR ISO/IEC 17025:2005 nao especifica a
maneira pela qual este procedimento deve ser implementado, mas determina
que controles sejam estabelecidos.

Assim sendo, cada laboratério deve adotar o procedimento mais adequado ao
seu caso especifico, observando as exigéncias da norma, no que se refere
especificamente ao item 5.4 — Métodos de ensaio e calibracao e validacao de
métodos. Porém, é essencial que os estudos de validacao sejam representati-
vos e conduzidos de modo que a variacao da faixa de concentracao e os tipos
de amostras sejam adequados. Assim, por exemplo, um método para um
composto majoritario requer um critério de aceitacdao e uma abordagem
diferente de um método desenvolvido para anélise de tracos. A validacao de
métodos deve ser planejada antes de seu desenvolvimento e execucao. A
estratégia de validacao é especifica e é influenciada pelo procedimento ana-
litico utilizado, pela natureza e concentracdao do composto de interesse e pela
matriz. Correlacionando-se o desenvolvimento, otimizacao e validacao de
métodos de uma maneira légica e organizada, os laboratérios podem gerar
resultados bastante eficientes e produtivos (RIBANI et al., 2004).

A acreditacao dos laboratérios exige a validacdo dos métodos com a estima-
tiva da incerteza associada aos seus resultados. A validacdo de um método
mostra que esse método especifico é capaz de servir ao propésito para o qual
é usado. A incerteza pode ser definida como um pardmetro associado ao
resultado de uma medida, que caracteriza a dispersao dos valores que podem
ser atribuidos ao mensurado. A fim de obter a incerteza da medicdo de um
ensaio é necessario o levantamento das fontes de incertezas no processo de
ensaio a fim de estimar a possivel variacdo no resultado expresso. Para cada
método de ensaio podem-se ter diferentes fontes de incerteza da medicao,
dependendo do préprio método, equipamentos e instalacdes utilizadas.

2. Abordagens para a validacédo de
métodos

Os métodos desenvolvidos internamente devem ser descritos em procedi-
mentos documentados, que contenham pelo menos:

a) identificacdo adequada do procedimento;
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b) escopo;
c) descricao do tipo de item a ser ensaiado ou calibrado;
d) parametros ou grandezas e faixas a serem determinadas;

e) referéncia a aparatos e equipamentos, incluindo os requisitos de desempe-
nho técnico;

f) referéncia a uso de padrdes de referéncia e materiais de referéncia;

g) determinacao das condicGes ambientais requeridas e periodo de estabiliza-
cao necessario;

h) descricao de todas as etapas do ensaio/calibracao.
i) critério e/ou requisitos para aprovacao/rejeicdo, quando aplicavel;

j) mencao aos dados a serem registrados e ao método de andlise e apresenta-
cao dos resultados;

k) referéncia ao procedimento para determinacao da incerteza de medicao.

A NBR ISO/IEC 17025:2005 determina em seu item 5.4.5.2 que o laboraté-
rio deve registrar tanto os resultados obtidos dessa validacao quanto o proce-
dimento utilizado para tanto, além de uma declaracdo de que o método é ou
nao adequado para o uso pretendido. De acordo com a NBR ISO/IEC
17025:2005, convém que a técnica utilizada para a determinacédo do desem-
penho do método seja uma das seguintes ou combinacdo das mesmas:
calibracdo com o uso de padrdes de referéncia ou materiais de referéncia;
comparacoes com resultados obtidos por outros métodos; comparacoes
interlaboratoriais; avaliacdo sisteméatica dos fatores que influenciam o resul-
tado; avaliacao da incerteza dos resultados com base no conhecimento cien-
tifico dos principios tedricos do método e na experiéncia pratica. A NBR ISO/
IEC 17025:2005 orienta que a atividade de validacado é sempre um equilibrio
entre custos, riscos e possibilidades técnicas. Existem casos em que a faixa e
a incerteza dos valores s6 podem ser fornecidas de forma simplificada devido
a falta de informacoes.

A incerteza expandida é uma quantidade que define um intervalo sobre o
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resultado de uma medicado que pode ser esperado para compreender uma
fracao de uma distribuicao dos valores, que podem ser razoavelmente atribu-
idos a um mensurando. Ela fornece um intervalo de confianga dentro do qual
existe a maior probabilidade de se encontrarem valores que poderao ser
atribuidos ao valor verdadeiro. A fim de estimar a incerteza geral, é necessa-
rio tratar separadamente cada fonte de incerteza para obter a contribuicao
total. A partir desses componentes, obtém-se, entado, a incerteza combinada
que é expressa como a raiz quadrada positiva da soma dos quadrados das
incertezas individuais na mesma unidade.

Dentro do ambito geral de validacdo de métodos é possivel distinguir dois
tipos. O primeiro tipo, chamado de validacao no laboratério, consiste das
etapas de validacao dentro de um Unico laboratério, seja para validar um
método novo que tenha sido desenvolvido localmente ou para verificar que
um método adotado de outras fontes estd bem aplicado. A validacado no
laboratério é utilizada durante o desenvolvimento de uma metodologia, em
que sao avaliadas todas as caracteristicas de desempenho da validacao da
metodologia, porém sem verificar a reprodutibilidade. O segundo tipo, valida-
cao completa, envolve todas as caracteristicas de desempenho e um estudo
interlaboratorial que é utilizado para verificar como a metodologia se compor-
ta com uma determinada matriz em vérios laboratérios, estabelecendo a
reprodutibilidade da metodologia e a incerteza expandida associada a
metodologia como um todo.

S6 assim a metodologia pode ser aceita como uma metodologia oficial para
uma determinada aplicacao. Protocolos internacionalmente aceitos tém sido
estabelecidos para a validacao completa interlaboratorial, mais precisamente
o Protocolo Harmonizado Internacional e o procedimento ISO. Estes protoco-
los requerem um nUdmero minimo de laboratérios e materiais testes para
serem incluidos no estudo interlaboratorial para validacdo completa do méto-
do analitico (Regitano et al., 2004).

2.1. Métodos quimicos

As caracteristicas de desempenho do método de ensaio quimico devem estar
claramente declaradas no procedimento documentado e incluir:
especificidade e seletividade; faixa de trabalho e faixa linear de trabalho;
linearidade; sensibilidade; limite de deteccao; limite de quantificacao; exati-
dao e tendéncia (bias); precisdo; robustez; incerteza de medicao (Inmetro,
2003). Condicdes que determinam a validade de um método variam em
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funcao das condicdes operacionais do laboratério, bem como das praticas
utilizadas pelos profissionais envolvidos. Mudancas substanciais nas condi-
cdes em que as analises sao feitas (materiais ou humanas) deveriam determi-
nar a necessidade de uma revalidacao do método.

Dessa forma, na validacdo da metodologia de andlise de residuos de produtos
fitossanitarios deve ser verificada a adequacao dos procedimentos propostos
ou estabelecidos, para a combinacao especifica ingrediente ativo - matriz,
dentro de determinados parametros operacionais do laboratério executante.
Na validacao todos os aspectos do método que podem influenciar os resulta-
dos devem ser rigorosamente controlados e os pardmetros do método sao
estabelecidos. Por pardmetros do método entende-se por Exatidao, Precisao,
Limite de Deteccao (LOD), Limite de Quantificacao (LOQ), Especificidade,
Linearidade, Faixa e Robustez. Por limite de deteccao (LOD) entende-se o
nivel de residuos na amostra acima do qual se pode afirmar, com 95% de
certeza, se existem residuos presentes na amostra. Por outro lado, limite de
quantificacao (LOQ) é o nivel de residuos na amostra acima do qual se pode
afirmar, com 95% de certeza, qual o nivel de residuos que estdo presentes na
amostra. Neste contexto, ND (Nada Detectado) significa qualquer nivel de
residuos abaixo do limite de deteccao. O limite inferior de validacao é o limite
de quantificacao (LOQ), e o limite superior de validacao é o maior nivel no
qual se validou o método. O resultado desses controles fornece os
parametros do método, os quais irdo indicar a eficiéncia de todo o procedi-
mento analitico. Na pratica, a eficiéncia do procedimento analitico é obtida
pela determinacado da porcentagem de recuperacado do analito em multiplas
amostras de matrizes representativas de testemunha, fortificadas em diver-
sos niveis.

2.2. Métodos biolégicos

As abordagens desenvolvidas para anélises quimicas, em relacdo a estimati-
va de incerteza e validacdo de método, nao sao diretamente aplicaveis aos
ensaios bioldgicos. E reconhecidamente dificil estimar a incerteza de ensaios
que utilizam organismos, como espécies animais e vegetais, dificultando,
conseglientemente, o atendimento deste requisito da norma. Em conseqUién-
cia, os laboratérios que desenvolvem ensaios biolégicos, assim como a comu-
nidade analitica em geral, estao se preocupando cada vez mais com a estima-
tiva da incerteza de medida dos resultados produzidos; devido ao
credenciamento de laboratérios na ISO 17025 e Boas Praticas de Laboraté-
rio (BPL).

13
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O comportamento dos organismos é dependente das caracteristicas do pro-
prio organismo e das condicdes ambientais do laboratério. Em testes realiza-
dos com organismos vivos, como ratos, peixes, minhocas, microcrustaceos,
etc.; o comportamento dos organismos teste depende de condicdes
ambientais no laboratério. Nesse caso, ha a necessidade do desenvolvimento
de metodologia para a validacao desses ensaios, levando em consideracao as
caracteristicas de cada um.

Pode se tornar dificil estabelecer com precisao a contribuicdo de cada passo
individual do processo analitico desde que o analito € um microrganismo vivo,
cujo estado fisiolégico pode ser largamente variavel. E importante reconhe-
cer que nem todos os componentes fardo uma contribuicao significativa para
a incerteza combinada, e que na préatica é provavel que s6 o faca um pequeno

nimero (ELLISON et al., 2000). Na estimativa da incerteza total, deve ser
considerada a incerteza de cada um dos componentes que contribuem para a
mesma.

As técnicas de DNA recombinante utilizadas em anélises microbiolégicas, por
sua vez, promoveram o acumulo exponencial de seqiéncias génicas e
genomas depositados em bancos de dados publicos mundiais. Esse acumulo
tem aumentado a demanda por metodologias que permitam sua identificacao
funcional ou confirmacao de homologia, além da elucidacado dos padrdes de
expressao. Entretanto, os métodos moleculares apresentam dificuldades
para a sua validacao devido a fatores tais como: variacdo no desempenho dos
termocicladores, variacao na qualidade dos reagentes e equipamentos e efici-
éncia das diferentes polimerases e a presenca de inibidores da PCR na matriz
da amostra (FREITAS et al., 2006). Abordagens mais eficientes de analise da
expressao génica em nivel gendémico constituem-se num desafio presente na
identificacdo e no estudo simultdneo de um grande nimero de genes envolvi-
dos em diversos processos biolégicos, desde o desenvolvimento dos organis-
mos até suas interacdes com fatores ambientais (DONSON et al., 2002).

A andlise convencional de genes individuais por transcricao reversa e reagao
em cadeia da polimerase ou RT-PCR, apesar de precisa e robusta, ndo apre-
senta a eficiéncia e a rapidez necessarias para acompanhar o ritmo de
seqlienciamento e descoberta de novos genes (CALSA JUNIOR et al., 2004).
Entre os métodos abertos de anélise global de transcritos, varias técnicas
baseadas na eletroforese em gel tém sido amplamente utilizadas em combi-
nacdo com a PCR para a deteccdo e caracterizacao de genes expressos
diferencialmente. Nos métodos moleculares, o nimero de amostras usadas
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na validacao de um teste deve incluir o méximo de variantes genéticas
presentes na populacao para a qual o teste vai ser utilizado e sempre que
forem introduzidas novas variantes devera ocorrer a revalidacao do teste. As
amostras fenotipadas devem ser analisadas em estudo cego para avaliacao
do método.

Uma estratégia de amostragem e analise microbiolégica, por exemplo, de
alimento, significa um procedimento planejado para selecionar amostras de
uma populacéo e para conduzir a amostragem para obter as informacgoes
necessarias. Este plano determina como os resultados podem ser interpreta-
dos e se as informacoes de sistemas diferentes sdo comparaveis ou ndo. Em
alimentos, isto pode ser alcancado naturalmente usando produtos contamina-
dos ou amostras de produtos com niveis predeterminados de contaminacao.
Apesar da contaminacdo de uma matriz sé imitar de modo superficial a
presenca de contaminantes naturais, é freqlientemente a melhor solucao
disponivel. Tais preocupacdes sdao também aplicdveis aos testes com
biopesticidas em mamiferos (roedores), j& que sdao processos complexos de
andlise e incluem varios passos desde a amostragem dos tecidos dos animais
expostos, preparo da solucao inicial, condicoes de isolamento e métodos de
quantificacao de colbnias, entre outros.

Segundo Feldsine et al. (2002), o protocolo de validagao de procedimento de
andlise qualitativa moleculares como a detecg¢ao de patégenos em alimentos
consiste em uma série de experiéncias na qual sdo avaliados os seguintes
parametros: a) Validacao intralaboratorial com a andlise de tipos diversos de
alimentos, de diferentes niveis de inéculo e controles, bem como de niimero
de porcdes testadas por inoculo. Devem ser avaliados ainda ao menos dois
lotes de cada tipo de alimento contaminado naturalmente, além de controles
de amostras inoculadas e nao inoculadas no mesmo periodo para verificar se
ha contaminacao cruzada; b) Validacao interlaboratorial com vérios laboraté-
rios, tipos de alimento, cultura de inoculacao e doses. Devem ser avaliadas
ainda amostras contaminadas natural e artificialmente além de testes para
diferenca significativa e indicadores de desempenho entre os laboratérios.

2.3. Métodos computacionais

Em relagcao aos métodos computacionais - softwares, ha alguns procedimen-
tos propostos que deverdo ser avaliados e adaptados as condicOes de cada
ensaio e infra-estrutura laboratorial (SHIN; NAM, 2007). O processo de
validacao de um software é dificil porque, em geral, os programas apresen-
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tam comportamentos dependentes dos dados de entrada, os quais sdo muito
variados em um sistema que opera com banco de dados e trabalha com
grande quantidade de céalculo numérico (STEMPNIAK; LANDGRAF, 2003).
Existem diversos métodos disponiveis para assegurar a qualidade de um
software, tais como: a) Métodos analiticos — tratam das caracteristicas
finais do software produzido; b) Métodos construtivos — tratam do processo
de desenvolvimento do software. Nesta categoria, pode-se assegurar a quali-
dade do software através do emprego de técnicas validadas para o processo
de desenvolvimento do software, como para as fases de documentacao, proje-
to, implementacao, simulacao, etc.; c) Métodos gerenciais — tratam da qualida-
de do software dentro do ambito geral dos sistemas de gestao da qualidade.

As abordagens de validacao empregadas para um software podem incluir
padrdes visuais da interface com o usudrio, experimentacao da interface pelo
préprio usudrio (facilidade de aprendizagem e aplicacdo do software para as
finalidades préaticas a que se destina); uso de métodos e técnicas convencio-
nais para processamento dos resultados; execucao de testes tipo caixa preta
submetendo determinados componentes do software a entradas conhecidas
e confrontar os resultados com valores também conhecidos; validacao na
origem das informacodes pré-armazenadas como tabelas e férmulas matema-
ticas e validacdao de dados pelo préprio usudrio que consiste na
disponibilizacao de funcionalidades no software para o préprio usudrio poder
verificar, indicar a situacao e proteger as informacdes contra alteracdes
inadvertidas apds té-las validado.

De acordo com o Inmetro (2003a), a validacédo dos softwares comerciais ndo
é necesséria, mas sim das planilhas criadas segundo um software comercial.
Uma planilha ou programa é sempre validado antes de sua primeira utilizacao
ou apds qualquer modificacdo. Uma planilha é validada comparando-se os
resultados gerados com o processamento manual dos dados. A comparacao
também pode ser feita com outras planilhas ou programas previamente vali-
dados ou softwares comerciais. Qualquer alteracdo em um programa ou
planilha é submetida a uma nova validacdo e o nimero da nova versao consta
do nome do programa ou planilha ou do préprio documento, além de constar
do documento de validacao gerado. Os softwares desenvolvidos pelos labora-
térios, bem como as adaptacdes dos softwares comerciais, devem ser valida-
dos. E importante ressaltar que qualquer que seja a sistemética adotada para
validar as planilhas devera ter a aprovacdo do chefe do laboratério. E reco-
mendavel que os documentos de texto sejam conferidos, confrontando-se
seu conteldo com os dados originais.
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3. Etapas para o desenvolvimento
e validacdao de ensaios

3.1. Etapas Gerais
As etapas gerais para o desenvolvimento e a validacao de métodos de ensaio sao:

1. Definicdo do ensaio e estabelecimento do embasamento técnico-cienti-
fico - Nesta etapa, sao definidos o objetivo do ensaio, o uso e as aplicacdes
pretendidas através de consulta a bibliografia pertinente, tais como nor-
mas nacionais, normas internacionais, documentos técnicos, artigos cien-
tifico, etc. A escolha do método analitico serd em conformidade com as
condicbes experimentais, seguranca, custo, rapidez de resposta e possibi-
lidade de automacao. Preferencialmente, se possivel, utilizar métodos
publicados como normas nacionais, regionais e internacionais em sua
Gltima edicdo. Essa consulta auxilia na definicao das bases do desenvolvi-
mento do método e dos requisitos e sistematica para validacdo. Além da
bibliografia pertinente pode-se se consultar especialistas de universidades
e empresas que adotam o ensaio a ser implantado ou similar em sua rotina
de teste.

2. Levantamento das necessidades materiais e de pessoal - Nesta etapa,
devem-se especificar os equipamentos necessarios e realizar levantamen-
to de necessidades de modificagcbes de infra-estrutura do laboratério e
estabelecer o sistema de seguranca necessario para o ensaio de forma a
garantir a integridade fisica dos colaboradores e equipamentos utilizados.
Ainda nessa etapa, é verificada a competéncia dos colaboradores para a
execucdo do ensaio em questdo, a definicdo da necessidade de
contratacao ou treinamento de colaboradores.

3. Elaboracao e aprovacao do procedimento de ensaio - Nesta etapa deve
ser realizada a elaboracéao do procedimento de ensaio, quando necessério,
através de ensaio piloto, repetindo quantas vezes forem necessérias para
a concretizacao dos resultados encontrados e para certificar-se que o
procedimento de ensaio condiz com o procedimento de uso do equipamen-
to. O Plano de Desenvolvimento e Validacdao de Métodos de Ensaio deve
apresentar informacdes quanto a descricao e cronograma das etapas do
processo, as especificacoes e sistematica de aprovacao de insumos,
reagentes e equipamentos e instrumentos; a sistematica de validacao, as
especificacoes da qualidade analitica utilizadas para validar o desempenho
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do ensaio e a aplicacao de acdes corretivas para resultados inadequados.
Devem ser registrados, quando aplicavel; as normas consultadas, os pro-
cedimentos de seguranca, os equipamentos utilizados, o manuseio do
material e dos equipamentos, os resultados e a estimativa da incerteza
além da forma de coleta e registro dos dados. A elaboracao do procedi-
mento de ensaio, quando necessario, deve ser iniciada através de ensaio
piloto, repetindo quantas vezes forem necessarias para a concretizacao
dos resultados encontrados e para certificar-se que o procedimento de
ensaio condiz com o procedimento de uso do equipamento. Os planos
devem ser atualizados a medida que se efetua o desenvolvimento e deve
ser assegurada uma comunicacao efetiva entre todo o pessoal envolvido.

4. Calibracado de equipamentos e padrées e manutencao - Nesta etapa
devem ser verificadas as necessidades com relacao a calibracao e ajuste
dos equipamentos para a realizacdo do ensaio de acordo com procedimen-
to institucionais bem como estabelecido o plano de manutencao periédica
dos equipamentos utilizados. Os equipamentos e materiais devem ser
calibrados e/ou verificados periodicamente segundo critério de uso defini-
do pelo laboratério. Aqueles cujos resultados de calibracdo tenham sido
considerados ndo-conformes (erros aceitdveis maiores que o estipulado)
sofrerdo as acOes corretivas: verificacdo de necessidade de ajustes e
manutencao e nova calibracao. As necessidades com relacao a calibracao
e ajuste dos equipamentos devem ser verificadas para a realizacdo do
ensaio de acordo com procedimento institucionais, para controle de equi-
pamentos de medicao, inspecao e ensaios. Os equipamentos e materiais
utilizados em ensaios e andlises devem sofrer manutencdes preventivas,
periédicas e rotineiras além de calibracao peridédicas, para garantir o seu
funcionamento otimizado. Eles devem estar protegidos de fatores que
afetem o seu bom funcionamento, como condicdes ambientais e possui-
rem localizacao adequada no laboratério, que nao introduzam contamina-
cao ao sistema.

5. Realizacao de estudos de validacao, estimativa da incerteza e registro
dos dados - As formas de validacéo sao diversas, dependendo do tipo,
complexidade e grau de exatiddo do ensaio e podem incluir: anélise de
sistemas de medicao; calibracdo dos padrdes de referéncia ou materiais
de referéncia; comparacdes diretas com resultados obtidos por métodos
normalizados; comparacoes interlaboratoriais e desenvolvimento de
metodologias quando nao existentes. Para tanto, nessa etapa, devem ser
definidos requisitos para avaliacao de cada um dos pardametros considera-
dos na validacao.
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A documentacao dos métodos deve incluir dados de validacao, limitacoes
de aplicabilidade, procedimentos para controle da qualidade, calibracao e
controle de documentos. Métodos obsoletos devem ser descontinuados,
mas devem ser guardados para fins de arquivo e identificados claramente
como obsoletos de modo que seja possivel comparar dados novos e anti-
gos. Quando os métodos forem revisados, a validacdo precisa ser também
atualizada. Os resultados dos estudos de validacdo de métodos de ensaios
sdo anexados ao Plano de Desenvolvimento e Validacdo de Métodos de
Ensaios. Para cada ensaio ou estudo deve haver um plano de validacao
elaborado, realizado e documentado. No caso de ndo aceitacao dos resul-
tados obtidos, deve-se verificar onde esta a origem do problema. Assim,
pode-se decidir por realizar novos ensaios, mudar o procedimento, investir
em novos equipamentos ou ainda em treinamento para os colaboradores.
Alteracdes no método de ensaio podem comprometer os estudos realiza-
dos. Desta forma, sempre que uma alteragcao ocorrer no método, um novo
estudo de validacao podera ser requerido, dependendo das alteracdes
realizadas. Uma vez que alteracdes no método de ensaio podem compro-
meter os estudos realizados, um novo estudo de validacao devera ser
realizado sempre que uma alteragcao ocorrer no método.

A estimativa da incerteza do ensaio deve ser medida. A fim de estimar a
incerteza geral, é necessdrio tratar separadamente cada fonte de incerte-
za para obter a contribuicdo total. Os componentes individuais de incerte-
za devem ser identificados e demonstrados estar sob controle bem como
terem a sua contribuicao avaliada para a variabilidade de resultados. A
principal tarefa na atribuicdo de um valor para a incerteza de uma medi-
cao é aidentificacao das fontes relevantes de incerteza e a atribuicao de
um valor a cada contribuicéo significativa. E necessario manter um regis-
tro das fontes individuais de incerteza identificadas, o valor de cada
contribuicdo e a sua origem. Os componentes de incerteza podem ser
estimados com base em um modelo matematico. Caso o célculo valido de
incerteza nao seja possivel, os componentes de incerteza devem ser iden-
tificados e razoavelmente estimados.

A validacéo inicial de softwares deve verificar o maior nimero possivel de
aspectos da operacdo de um computador. O procedimento de validacao
usado para um sistema especifico e quaisquer dados registrados durante a
validacdo devem ser documentados. Verificacdes similares devem ser
realizadas, se o uso do computador for alterado, ou apés a manutencao,
ou revisdo do software. No caso da validacdo de um software de
processamento de resultados de ensaios, deve-se realizar um ensaio, me-
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dida ou verificacao para comparar com um teste realizado através de
outro dispositivo de medicao. Programas de computador executando cal-
culos podem ser validados por comparacao com resultados gerados manu-
almente e registrados em papel.

6. Realizacao de treinamento dos colaboradores — Nessa etapa, deve ser
realizado o treinamento formal do procedimento de ensaio com os colabo-
radores envolvidos e realizar o registro do treinamento conforme o proce-
dimento interno correspondente.

7. Avaliacao do controle de qualidade do laboratério - O intervalo entre as
verificacGes de controle de qualidade para monitorar o desempenho dos
ensaios serd influenciado pelo nimero dos ensaios ou estudos reais, de
acordo com a atividade do laboratério. Alguns aspectos a serem conside-
rados nessa etapa sao: a) capacitacdo adequada da equipe de analistas
nas técnicas utilizadas no laboratério; b) manutencao e calibracédo de
equipamentos; c) cuidados com o material utilizado; d) realizacdo adequa-
da do procedimento analitico (utilizacdo de brancos de amostra e amos-
tras fortificadas, réplicas, amostras cegas e materiais de referéncia, estu-
do de interferéncias e efeitos de matriz, ensaios de recuperacao), e e)
acompanhamento da qualidade das andlises por um controle de qualidade
e testes intra e interlaboratoriais.

As viérias etapas do processo analitico devem ficar sob controle do analis-
ta a fim de evitar fontes de erro. O controle das caracteristicas dos
ensaios e das variaveis envolvidas é feito de forma continua e prové
fundamentos para a qualidade e melhoria do processo. Uma forma de
esquematizar os dados e obter uma série histérica da qualidade ambiental
laboratorial é a utilizacdo de uma carta de controle que permita perceber
quando os procedimentos efetuados nao foram eficientes. No caso dos
ensaios biolégicos, também deve ser realizado um programa de
monitoracao de contaminacao dos equipamentos e materiais utilizados
nos ensaios cada vez que houver algum ajuste no método de
descontaminacao ou problemas com o equipamento utilizado.

O intervalo entre as verificacdes de controle de qualidade para monitorar
o desempenho dos ensaios serd influenciado pelo nUmero dos ensaios
reais, de acordo com a atividade do laboratério. Caso ocorra algum proble-
ma na conducao das atividades, esta devera ser refeita. A anélise critica
das nao-conformidades encontradas pode detectar tendéncias de erro de
acordo com a quantificacdo causal e evitar a reincidéncia de problemas. O
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objetivo do plano de inspecao é estabelecer um roteiro ou método para as
medicdes. Estas medicoes podem ser realizadas por amostragem,
contanto que seja escolhido o tamanho apropriado da amostra. A amostra
deve ser independente, randdmica e homogénea, para representar apro-
priadamente as caracteristicas da populacao.

3.2. Definicdao de um plano de validacdo de métodos quimicos

A validagcao de um método estabelece, através de estudos sistematicos de
laboratério, que o método é adequado a finalidade, isto &, suas caracteristi-
cas de desempenho sao capazes de produzir resultados correspondentes as
necessidades do problema analitico. A boa préatica na validacdo do método é
descrita no Guia EURACHEM (1998). Ja que nao existe um acordo unanime
sobre a interpretacao de alguns dos termos acima, nem sobre as convencdes
usadas na sua determinacao, ao mencionar dados de validacao, é recomenda-
vel mencionar quaisquer convencoes adotadas.

As principais caracteristicas de desempenho incluem: seletividade e
especificidade (descricao do mensurando); faixa de medicao; calibracao e
rastreabilidade; tendéncia - em alguns campos da medicao quimica, o termo
recuperacao é usado para descrever a tendéncia total; em outros campos,
recuperacao é usada em relacdo a determinados elementos de tendéncia;
linearidade; limite de deteccao/ limite de quantificacao; robustez e precisao.

Métodos internamente desenvolvidos devem ser adequadamente validados,
documentados e autorizados antes de uso. Quando eles estiverem disponi-
veis, materiais de referéncia com matrizes combinadas devem ser usados
para determinar qualquer tendéncia, ou quando isto nado for possivel, os
resultados devem ser comparados com outra(s) técnica(s), de preferéncia
baseada(s) em diferentes principios de medicdo. A medicao da recuperacao
de analito contaminado adicionado, medicdo dos brancos e o estudo de inter-
feréncias e efeitos matriciais podem ser também usados para verificacao da
tendéncia ou recuperacao. A estimativa da incerteza deve fazer parte deste
processo de validacao e, além de cobrir os fatores acima, deve abordar
questdes, tais como a homogeneidade e estabilidade das amostras.

Os planos de validacdo de cada ensaio quimico serao estabelecidos pela
equipe envolvida no mesmo. A documentacao dos métodos deve incluir dados
de validacao, limitacdes de aplicabilidade, procedimentos para controle da
qualidade, calibracao e controle de documentos.
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As caracteristicas de desempenho da validacao citadas acima sao inter-
relacionadas, muitas delas contribuindo para a incerteza total de medicao, e
os dados gerados podem ser usados para avaliar a incerteza de medicao
durante a validacao. A incerteza de medicao caracteriza a faixa de valores,
dentro da qual o valor real deva se situar, com um nivel de confianca especi-
ficado. Para que as medidas sejam de valor pratico, é necessario ter algum
conhecimento de sua confiabilidade ou incerteza. Uma declaracao da incerte-
za associada a um resultado transmite ao cliente a qualidade do resultado.
Cada medida possui uma incerteza a ela associada, resultante de erros origi-
nados dos varios estagios de amostragem e analise e do conhecimento imper-
feito de fatores afetando o resultado. Na obtencao ou estimativa da incerteza
relativa a um método e analito especificos, é essencial assegurar que a
estimativa considere explicitamente todas as fontes possiveis de incerteza, e
avalie componentes significativos. A principal tarefa na atribuicdo de um
valor para a incerteza de uma medicao € a identificacao das fontes relevan-
tes de incerteza e a atribuicao de um valor a cada contribuicao significativa.
As contribuicoes distintas precisam ser entdao combinadas, a fim de fornecer
um valor global.

Tipicamente, as contribuicdes de incerteza para resultados analiticos podem
incidir em quatro grupos principais (ANVISA, 2004):

i) ContribuicOes a partir da variabilidade aleatéria de curta duracao, tipica-
mente estimada a partir dos experimentos de repetitividade.

ii) Contribuicoes tais como efeitos do operador, incerteza de calibracao,
erros de graduacao de escala, efeitos de equipamento e laboratério, esti-
mativas a partir dos experimentos de reprodutibilidade entre os laboratéri-
os, intercomparacoes internas, resultados dos ensaios de proficiéncia ou
por julgamento profissional.

iii) Contribuicoes fora do escopo dos experimentos entre laboratérios, tais
como incerteza dos materiais de referéncia.

iv) Outras fontes de incerteza, tais como variabilidade da amostragem
(falta de homogeneidade), efeitos de matriz e incerteza sobre hipdteses
subjacentes (tais como hip6teses sobre integridade da derivacao).

Um registro precisa ser mantido das fontes individuais de incerteza
identificadas, o valor de cada contribuicao e a sua origem. Os componentes
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de incerteza podem ser estimados com base em um modelo matematico.
Tendo em vista o grande nimero de célculos gerados, calculos estes relativa-
mente demorados e complexos, passou-se a perceber a inviabilidade de um
sistema de gerenciamento que nao fosse informatizado, devido ao grande
tempo dispensado em todo este processo de geracdo de resultados (NASCI-
MENTO; SEVERO, 2003).

3.3. Definicdo de um plano de validacdo de métodos biol6-
gicos

A harmonizacao da validacao dos protocolos é desejavel para a validacao dos
procedimentos analiticos a serem credenciados através de normas e legisla-
cdo. Os métodos para ensaios bioldégicos nao sao tdo bem definidos quanto
para os compostos quimicos. Contudo, devido a variedade de métodos
microbiolégicos e bioldgicos, é aceito que a validacao reflita as reais condi-
coes de teste. Assim, os planos de validacao de cada ensaio biolégico serao
estabelecidos pela equipe envolvida no mesmo caso a caso.

Os protocolos para validacao de ensaios biolégicos podem ser planejados em
duas vertentes distintas. Na primeira, faz-se uma comparacao entre dois
métodos e a comparacdo entre eles serd usada para a obtencdo de
parametros estatisticos de concordancia entre os métodos. Na segunda,
trata-se de uma avaliacdo de um método préprio ou do desenvolvimento de
um novo método.

Em anélises microbiolégicas, o processo de quantificagcdo de coldnias é com-
plexo e inclui varios passos, sendo os mais importantes: amostragem da
porcdo de teste, preparacao da suspensao inicial e das diluicbes decimais
consecutivas, isolamento, incubacédo e contagem das colénias. A maioria
desses componentes pode ser medida e avaliada. Outros componentes como,
por exemplo, estabilidade da amostra deve ter a sua importancia considerada
para a variabilidade de resultados. Tradicionalmente, a estimativa da incerte-
za da quantidade de colOnias viaveis é feita através da distribuicdo de Poisson
e é geralmente pequena se é considerada somente a repetitividade da conta-
gem feita por um analista.

Na estimativa da incerteza total, deve ser considerada a incerteza de cada
um dos componentes que contribuem para a mesma sendo que a maioria das
incertezas em microbiologia pode ser considerada independente. Desta for-
ma, quando o resultado do teste é fruto de componentes com incertezas
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estimadas ou conhecidas, como, por exemplo, do volume do inéculo e do méto-
do de leitura do resultado, obtém-se a incerteza combinada (NIEMELA, 2003).

A importancia dos parametros relacionados a incubacao parece ser conside-
rada como desprezivel j& que ndo estd incluida entre os fatores de incerteza
comumente avaliados em métodos de cultivo. Quanto ao tempo de incuba-
cao, a experiéncia sugere que desvios de horas do tempo especificado ndo
afetam os resultados significativamente (CORRY et al., 2007). Contudo, a
importancia deste parametro para a incerteza do método pode ser avaliada
durante as repeticdes efetuadas para a validacdo do mesmo.

Caso o célculo valido de incerteza ndo seja possivel, os componentes de incerte-
za devem ser identificados e razoavelmente estimados. Assim, por exemplo, em
uma andlise microbiolégica qualitativa, a precisdo nao pode ser expressa como
um desvio padrado ou um desvio padrao relativo, mas pode ser expressa como
taxas, verdadeiro e falso positivo (e negativo); caso seja seguida de identificada
por métodos moleculares (sequenciamento da subunidade 16S rDNA) com simi-
laridade de 98% e confirmado pelo método de identificagcao por cromatografia
gasosa dos acidos graxos da membrana celular. Esta devera ser relacionada
entre os componentes da incerteza (CORRY et al., 2007).

Em testes realizados com organismos vivos, o comportamento dos organis-
mos teste depende de condicoes ambientais no laboratério. Desta forma,
deve-se avaliar as condicdes de instalagcbes como temperatura e
luminosidade que podem afetar os resultados e contribuir para a incerteza
(MOREL et al., 2006). Também podem ser usados controles positivos e/ou
negativos em condi¢Oes padronizadas, além do controle histérico dos resulta-
dos obtidos anteriormente.

O valor do controle obtido com os dados histéricos depende da qualidade
deste dltimo. Eles sdo Uteis quando se trata de experimentos semelhantes
padronizados e realizados no mesmo laboratério (FESTING; ALTMAN, 2002).
Esse controle pode ser feito através de graficos que apresentem uma linha
central esbocada como a média geral obtida em um determinado ensaio.
Assim, devido a vérias possibilidades de interpretacoes, € melhor fornecer
instrucoes especificas para a andlise dos controles, de como interpretar os
resultados e o que fazer baseado nestes resultados. Para tanto, é necessério
definir regras de aceitacao e rejeicao dos dados com o estabelecimento de
uma regra estabelecendo claramente estes limites.
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3.4. Definicdo de um plano de validacdo de métodos
computacionais (softwares)

A validacao inicial deve verificar o maior nimero possivel de aspectos da
operacdo de um computador. O procedimento de validacdo usado para um
sistema especifico e quaisquer dados registrados durante a validacdo devem ser
documentados. VerificacGes similares devem ser realizadas, se o uso do compu-
tador for alterado, ou apés a manutencéao, ou revisao do software. Programas
de computador executando célculos podem ser validados por comparacao com
resultados gerados manualmente. Para a verificacdo da adequada operagao de
planilhas de célculos, devera ser executada uma comparacao direta dos mes-
mos célculos realizados pela planilha com os célculos feitos manualmente,
registrados em papel.

Dentre os métodos gerenciais de validacao de software, ha a norma ISO 9000-
3 (Normas de Gestdo da Qualidade e Garantia da Qualidade - Parte 3) que
define diretrizes para facilitar a aplicacao da norma ISO 9001 a organizacoes
que desenvolvem, fornecem e mantém software. Esta norma destina-se a
fornecer orientacdao quando um contrato entre duas partes exigir a demonstra-
cao da capacidade do fornecedor em desenvolver, fornecer e manter produtos
de software. Contudo, a ISO 9000-3 trata de quais processos a organizacao
deve ter e manter, mas nao orienta quanto aos passos que devem ser seguidos
para chegar a desenvolver estes processos - nem de como aperfeicoa-los. A
melhoria continua do processo de software é tratada, por exemplo, pelo modelo
CMM (Capability Maturity Model).

O modelo CMM reuniu as melhores praticas de gerenciamento e desenvolvi-
mento de software, dando origem a uma metodologia utilizada para a defini-
cao e avaliacdo das praticas chaves do desenvolvimento de projetos de
software. O modelo CMM teve como principal fundador o Departamento de
Defesa dos Estados Unidos. O conceito central do CMM é o desenvolvimento
dos processos que envolvem projetos de software, organizados por areas
chaves, que permitem a empresa atingir um grau de maturidade (http://
www.cin.ufpe.br/ ~mjmcj/cmm/visao_geral.html).

Quando um computador for usado para coletar e processar dados associados a
ensaios quimicos ou biolégicos para validacao daquela fungéo, é geralmente suficien-
te assumir a operacao correta, se o computador produzir respostas previstas, quan-
do a entrada for com parametros conhecidos, pois muitas vezes o software nao é
acessivel. Em ensaios, verificacdes adequadas sobre as funcoes de coleta e mani-
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pulacao de dados podem ser feitas, usando-se um Material de Referéncia.

Caso as planilhas estejam consideradas adequadas, estas serdo protegidas por
senhas de acesso, que impedem alteracoes indevidas. Os planos de validacdo de
cada software serdo estabelecidos pela equipe envolvida no mesmo. A trans-
missao eletrénica de dados deve ser verificada, para garantir que nenhuma
degradacao ocorra durante a transmissao (ANVISA, 2004). Isto pode ser reali-
zado no computador, pelo uso de arquivos de verificacdo, mas, sempre que
pratico, a transmissao deve ser segurada por uma cépia impressa dos dados.
Deve ser observado que algumas falhas somente irdo ocorrer, quando um grupo
especifico de pardmetros for inserido. Assim, deve-se verificar a presenca de
mensagens de erro.

Por fim, os sistemas automatizados controlados por computador deverao ser
verificados quanto a operacao satisfatéria (incluindo desempenho em circuns-
tancias extremas) e estabelecimento da confiabilidade do sistema, por um plano
de verificacdo e manutencao do sistema. Uma consideracao importante € que o
computador, interfaces e fiacao de ligacao tenham suficiente capacidade para
as tarefas requeridas. Se qualquer parte do sistema for sobrecarregada, podera
haver perda de dados.

4. Consideracodes Finais

Os conceitos de validacdao de métodos continuam a evoluir e estdao sempre sob
consideracao. A qualidade dos resultados gerada esta diretamente relacionada
com a qualidade do processo de validacdo de métodos. Nesse sentido, é sempre
pertinente ressaltar que a validacao de métodos deve ser planejada antes de seu
desenvolvimento e execucao, uma vez que a estratégia de validacao é especifi-
ca para cada ensaio.

A proposta deste trabalho foi fornecer uma visao dos conceitos e procedimen-
tos de validacao utilizados no desenvolvimento de métodos quimicos, biolégicos
e computacionais. Este artigo mostrou uma proposta de metodologia para de-
senvolvimento e validacao de métodos de ensaio, composta de diferentes eta-
pas que cobrem os requisitos da NBR ISO/IEC 17025:2005. Para tanto, vérias
discussoes foram inseridas no decorrer do texto, embora nao seja objetivo deste
trabalho esgotar a discussao do tema. Antes, é esperado que as informacoes
obtidas a partir desse trabalho evoquem o detalhamento de novos métodos de
validacdo de ensaios em areas carentes como 0s ensaios bioldgicos.
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