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1 Revisao da literatura

1.1 Introducao

A pratica médica universal é baseada no principio de prevencéo nas suas
trés instancias: primaria, secundaria e terciaria. Embora nem sempre o primeiro
estagio seja atingido, uma vez que se tenha uma doenca diagnosticada, é
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mandatério o acompanhamento dos pacientes com vistas a prevencao de
complicagbes e a melhora da qualidade de vida, buscando sempre o
tratamento precoce.

Nesse contexto, o diagnostico das doencas e dos seus fatores de risco é
fundamental para a pratica médica. Varios marcadores biologicos séo utilizados
ndo somente para o diagnostico dessas situacdes, mas também para orientar
as metas de tratamento consideradas ideais para o seu manejo. As doencas
como o diabete mélito e a dislipidemia sdo exemplos tipicos: necessitam de
mensuracdo de marcadores bioldgicos (glicemia ou hemoglobina glicada no
caso do diabetes e colesterol total com as suas fra¢fes e triglicerideos no caso
da dislipidemia) para o seu diagndstico e também para estabelecer as metas
de tratamento.

A mensuracao desses marcadores biolégicos fornece dados fundamentais
ndo somente no diagndstico, mas também na avaliacdo clinica dos pacientes
possibilitando classifica-los em grupos de risco para determinar objetivamente
o melhor tratamento, o intervalo entre as consultas e 0 momento adequado de
intervir.®  Em diabete, a monitorizacdo da glicemia é um dos principais meios
de avaliacdo para tratamento do paciente a fim de minimizar as complicacdes
gue niveis sustentados de hiperglicemia podem trazer como retinopatia,
nefropatia e neuropatia periférica, além do risco cardiovascular associado a
doenca arterial coronariana®. Da mesma forma, o controle da dislipidemia pode
ser evidenciado através da avaliacao do perfil lipidico do paciente. Isso inclui a
dosagem do colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol e triglicerideos,
dados importantes para a decisdo terapéutica e para o seguimento da evolucéo
da doenca, com vistas a prevencao da ocorréncia, principalmente, de eventos

coronarianos agudos pela doenca aterosclerética’.



As técnicas convencionais de analise de amostras de sangue venoso em
laboratério fornecem resultados confidveis, mas podem incorrer em demora de
viabilidade do resultado tanto por questdes relacionadas a técnica empregada
guanto a dinamica do servico. Esse fato pode retardar a tomada de deciséo
médica e o inicio ou a modificacdo do tratamento, o que pode ser crucial na
tentativa de evitar o desencadear de um evento potencialmente fatal®.

Uma alternativa tecnoldgica surgida ha tempos, mas com avangos
significativos nos ultimos anos, foram os testes capilares ou point-of-care
testing (POCT). Embora possam ter um custo maior, comparativamente a
andlise laboratorial devido & demanda populacional desta’, apresentam
beneficios econbmicos amplamente reconheciveis pelo acesso mais rapido a
recursos meédicos quando ocorre um episédio como um evento vascular
agudo®, pela reducdo do tempo de hospitalizacdo e por auxilio na triagem das
emergéncias hospitalares. S&o alternativas para a mensuracdo em consultério
ou a beira do leito quando a obtencdo rapida de resultados aumenta a
efetividade do atendimento em saulde e isso € evidenciado em doencas como
diabete e dislipidemia. O conhecimento dos niveis de glicose, colesterol e
triglicerideos no momento da consulta servindo de instrumento de educagéo do
paciente e oportunizando o reforco para adesdo ao tratamento é muito
importante, principalmente, quando ndo ha sinais e sintomas evidentes para
mostrar a eficacia do tratamento®. Em longo prazo, um dos beneficios sociais é
a portabilidade do aparelho, que nao limita o paciente em termos de perder
dias de trabalho pela necessidade de realizar exames laboratoriais de rotina.

E importante destacar que a acuracia nas determinacdes bioquimicas nas
amostras de sangue seja venoso ou capilar depende da variacdo analitica, que
se refere a metodologia empregada pelo laboratério ou pelo aparelho de teste
capilar para avaliar a amostra quanto aos indicadores bioquimicos solicitados.
A acuracia, também, depende da variacdo pré-analitica, relacionada ao preparo
da amostra, que em ambos os testes tém, parcialmente, dependéncia do
treinamento de quem coleta a mesma'’. A validacdo do método capilar tem
sido buscada através de comparac¢des com o padrao laboratorial pré-existente.
Os primeiros estudos mostraram uma boa correlacdo na preciséo e exatidao de
valores de lipideos”®, assim como os de glicose®®, contudo, existem evidéncias

mostrando que os resultados dependem do treinamento dos profissionais que



executam os testes'®, com conseqiiente necessidade de capacitacdo prévia''.
Portanto, mais estudos ainda necessitam ser realizados buscando analisar
comparativamente a dosagem capilar de glicose, colesterol e triglicerideos no
sangue com o exame laboratorial padrédo, para elucidar a efetividade da
introducédo desse método de acompanhamento de um tratamento clinico.

A diferenca entre métodos analiticos gera a necessidade de equivaléncia
de confiabilidade e para isso se utiliza um processo de validagcdo. Esse
processo € a garantia experimental de que o método € adequado a finalidade
proposta e assegura a confiabilidade dos resultados®?.

Na atencdo primaria, o seguimento farmacoterapéutico que se caracteriza
pelo acompanhamento do paciente e avaliacdo da terapia farmacoldgica
incluindo plano para obtencdo de metas, orientacdo, monitorizacao de
efetividade e prevencao de eventos adversos, tem sido complementado com o
uso de aparelhos analiticos portateis do tipo point-of-care para
acompanhamento dos parametros laboratoriais™ E medicdes de lipideos no
plasma tem sido amplamente utilizadas para o rastreio e controle de
dislipidemias e os dispositivos portateis facilitam estas andlises, o que
corrobora a afirmacao de que os resultados devem ser comparaveis com 0s
dos métodos de referéncia.'*

Com a difusédo do trabalho em equipes multidisciplinares, alguns guias de
tratamento clinico ja foram desenvolvidos incluindo a atuacdo do profissional
farmacéutico no cuidado e seguimento da terapéutica.*®™*°

Uma analise de subgrupo deste estudo foi realizada avaliando pacientes
com e sem diabete. Tal analise demonstrou que o beneficio da atencéo
farmacéutica, no manejo do colesterol, foi maior para os pacientes diabéticos
do que para os néo diabéticos.?

No estudo realizado por Lee e colaboradores em 2006, um programa de
Atencdo Farmacéutica foi implementado e resultou no aumento da adesao
terapéutica com melhora dos parametros clinicos. Entretanto, a descontinuacéo
do programa foi associada a decréscimo na adesdo e continuidade do
tratamento o que permite inferir que existe uma necessidade de educacao

continua dos pacientes em tratamentos cronicos.**



Alguns programas de seguimento farmacoterapéutico contemplam o uso de
instrumentos como 0s testes portateis para triagem e acompanhamento de

pacientes de maneira a agilizar a otimizacéo terapéutica.? 23

1.2 Teste laboratorial portatil ou Point-of-Care Testing

Teste laboratorial portatil, também denominado Teste Laboratorial
Remoto se caracteriza por ser realizado por meio de um equipamento
laboratorial situado fisicamente fora da area de um laboratério clinico.**

A tecnologia dos testes portateis tem evoluido muito, no passado
tinhamos apenas tiras reativas para mensurar pH, depois vieram os testes de
gravidez e, atualmente existe uma variedade de testes inclusive do tipo
fingerstick que sé@o os testes que utilizam sangue capilar (figura 1) para o

doseamento de marcadores bioldgicos.?

Figura 1. Puncao digital (sangue capilar)

Um dos beneficios desses testes, além da portabilidade e do uso de
guimica seca, € realizar a andalise gerando um resultado rapido de forma que o
tratamento apropriado possa ser implementado imediatamente para melhorar
uma situacéo clinica.?

A determinacdo dos parametros é realizada por um método
reflectométrico e com diferentes tiras reativas que tém a vantagem de

simplificar e tornar mais comoda a deteccdo e 0 seguimento da



hipercolesterolemia ao realizar a mensuracdo com uma gota de sangue capilar,
em poucos minutos e durante a consulta médica.?” %

Outro fator € a facilidade de operagdo do sistema que pode ser utilizado
pelo paciente para monitorar seu préprio nivel de triglicerideos em resposta a
mudancas no estilo de vida como reeducacao alimentar, exercicios fisicos e
esquemas terapéuticos adotados. A monitorizacdo regular de triglicerideos,
assim como a da glicose, pode ajudar a conscientizar 0s pacientes da
repercusséo do estilo de vida na sua situacdo metabélica.?

Esses testes estdo sendo utilizados para rastreio de pacientes em
projetos de salde publica® e em estabelecimentos privados para
acompanhamento de pacientes fidelizados a um programa de seguimento
farmacoterapéutico.'® 3

Com a analise do sangue monitora-se a glicemia e o perfil lipidico, sendo
possivel otimizar a decisdo terapéutica de forma a minimizar as complicacfes
no Diabete e controlar a evolucdo da dislipidemia, com vistas a prevencéo da
ocorréncia, principalmente, de eventos coronarianos agudos pela doenca

ateroscleratica.

1.3 Diferencatécnica entre os métodos analiticos

Os métodos analiticos de referéncia para dosar glicose, colesterol e
triglicerideos no sangue, no Servico de Patologia Clinica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, utilizam principio enzimatico-colorimétrico cuja
absorbancia, medida da luz absorvida, é mensurada determinando a
concentracéo do analito na amostra.

Para andlise da glicemia, 0 método utilizado é a Glicose Hexoquinase. A
glicose é fosforilada pela adenosina trifosfato (ATP) na presenca da
hexoquinase. A glicose-6-fosfato que se forma € oxidada na presenca da
glicose-6-fosfato desidrogenase, originando a reducédo da NAD a NADH. A
absorbancia da NADH é medida como uma reagdo de ponto final a
340/410 nm.*?

Para a determinacdo da colesterolemia, o0 método em vigor utiliza a

conversdo de colesterol esterase e colesterol oxidase, seguida de um ponto



final do tipo Trinder. Os ésteres de colesterol sdo hidrolizados pela enzima
colesterol esterase em colesterol e acidos graxos livres. O colesterol é
convertido em colest-4-en-3-ona pela enzima colesterol oxidase na presenca
de oxigénio para formar peréxido de hidrogénio. Um complexo corado é
formado a partir do peréxido de hidrogénio, da 4-aminoantipirina e do fenol sob
a influéncia catalitica da peroxidase. A absorbancia do complexo € lida como
uma reacéo de ponto final a 505/694 nm.*

A trigliceridemia é dosada por método que se baseia na reacao
enzimatica de trés fases de Fossati com um ponto final do tipo Trinder. Os
triglicerideos sé@o convertidos em glicerol e acidos graxos livres pela lipase.
Apbs isso, o glicerol é convertido em glicerol-3-fosfato pela enzima glicerol
quinase, seguindo-se a sua conversao pela enzima glicerol-3-fosfato oxidase
em peroxido de hidrogénio. Um complexo corado € formado a partir do
perdxido de hidrogénio, da 4-aminofenazona e 4-clorofenol sob a influéncia
catalitica da peroxidase. A absorbancia do complexo é lida como uma reacgéo
de ponto final a 505/694 nm.**

O Accutrend GCT® é um fotdmetro de reflectancia, mede a luz refletida
em uma superficie (figura 2). Portanto, faz a medicdo da glicose, colesterol e
triglicérides através da intensidade de cor que € formada na tira teste apds

reacdo quimica.®
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Figura 2: Aparelho Accutrend® GCT e tiras reagentes.
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Para a determinacdo da glicemia no sangue capilar, na tira reagente,
ocorre uma reacao glicoseoxidase-mediador. A faixa de medi¢céo do aparelho é
de 20 a 600 mg/dL e o tempo de reacdo para leitura do resultado é de 12
segundos.

Conforme manual do fabricante®, as seguintes situacdes podem interferir
com a reacao de deteccdo de glicose levando a falsas leituras: substancias
oxidantes como o peroxido de hidrogénio, contido em alguns desinfetantes da
pele (resultado baixo); infusdo intravenosa de acido ascérbico (resultado
elevado); concentracbes de bilirrubina superiores a 10 mg/dl; niveis de
hematdcrito superiores a 55%; tratamento com dialise e hiperlipidemia aguda.
No caso de desidratagcdo grave causada por um estado de hiperglicemia
hiperosmolar com ou sem cetoacidose (hipotensdo, coma), ou doenca vascular
periférica (Sindrome de Raynaud) a medicdo da glicemia capilar pode ser muito
mais baixa do que a efetuada em sangue venoso.

A colesterolemia no sangue capilar é determinada por desdobramento
enzimatico do éster de colesterol em acidos graxos e colesterol, oxidacao de
colesterol em colestenona com formacao simultanea de peroxido de hidrogénio
gue oxida a um indicador em seu cétion radical azul. A faixa de medicdo do
aparelho é de 150 a 300 mg/dL e o tempo de reac¢do para leitura do resultado é
de 180 segundos.

O teste de colesterol pode sofrer interferéncia devido a: infusdo
intravenosa de acido ascérbico; valores de bilirrubina superiores a 10 mg/dl;
valores de hematdcrito superiores a 55% e dipirona.

Os triglicerideos séo primeiro transformados por uma esterase em glicerol
e acidos graxos livres. Duas etapas enzimaticas convertem o glicerol em
fosfato de hidroxi-acetona e perdoxido de hidrogénio. Na presenca de
peroxidase, o peréxido de hidrogénio oxida-se, originando uma coloracéo, cuja
concentracdo é finalmente determinada. A faixa de medicédo do aparelho é de
70 a 600 mg/dL e o tempo maximo de reacao para leitura do resultado é de 174
segundos.

A reacdo de deteccao de triglicerideos pode ser alterada por: ingestao de
doses elevadas de preparados com &cido ascorbico; injecédo intravenosa de
acido ascorbico; triglicerideos muito elevados (acima do intervalo de

determinacdo de 600 mg/dl); hematdcrito superior a 55%; clordiazepoxido;
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nitrofurantoina; sulfametoxazole; trimetoprim. Durante o tratamento com
heparina e durante o jejum total, o glicerol livre na amostra pode levar a leituras
de resultados elevados. A administracdo endovenosa de lipideos (emulsbes

gordas na alimentacédo parentérica) também interfere na determinacéao.

1.4 Estudos comparativos

Greenland e colaboradores em 1990 % avaliaram a concentracdo de
colesterol em plasma de sangue capilar versus soro de sangue venoso em 108
voluntarios que participaram de um programa de rastreamento de colesterol em
Rochester, EUA. Todas as amostras foram analisadas pelo mesmo método
enzimatico em um laboratério padronizado e as concentracdes de colesterol
em sangue capilar foram mais elevadas do que as em venoso (P <0,0001),
com um viés positivo de 3,6% em média. No programa foi adotado um limite
superior de 199 mg/dL (5,15 mmol/L) para o encaminhamento médico. Se um
viés positivo dessa magnitude a partir de coleta de sangue por puncao digital
nao fosse configurado, um numero substancial de pessoas seria classificado
como "em risco" e encaminhado aos médicos quando na verdade os valores
estariam dentro da faixa aceitavel de colesterol. O viés positivo do teste capilar
versus resultado venoso foi atribuido, em parte devido ao preparo de amostras,
embora uma diferenca fisiologica entre concentracdes de colesterol no sangue
venoso e capilar também fosse provavel. O estudo concluiu que devido a
magnitude do viés encontrado este deveria ser considerado no
desenvolvimento de protocolos para exames para rastreio de
hipercolesterolemia.

Um estudo multicéntrico foi realizado em quatro centros clinicos, com um
total de 584 amostras de sangue capilar, para mensurar imprecisdo da
determinacdo do colesterol no sangue capilar pelo Accutrend® GC frente ao
método de analise do sangue venoso e avaliar a reprodutibilidade dos
resultados, no aparelho portatil, utilizando trés lotes diferentes de tira reagente.
Foram avaliadas, também, as potenciais interferéncias no teste por
triacilglicerol, bilirrubina e hematdcrito. Os valores de colesterol foram
distribuidos numa faixa de 3,21 a 15,41 mmol/L (124 a 596 mg/dL). N&o houve
interferéncia por triacilglicerois até 10,28 mmol/L (900 mg/dL), pelo &acido urico
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de 60 a 400 ymol/L (1mg/dL a 7 mg/dL), ou pelo hematécrito entre 35 e 54%.
Os dados de imprecisdo mostraram coeficientes de variacdes inferiores a 5%.
A diferenca sistematica dentro do método foi de + 2,5% a -3,2%, dependendo
do lote de tira. Dessa maneira, avaliaram o aparelho portatil como confiavel.*’

Em outro estudo foram avaliados precisdo e exatiddo na analise de
colesterol através de sangue capilar com Accutrend®GC em duas medidas
subsequentes. Uma amostra de 104 sujeitos de pesquisa foi estudada para
deteccdo de hipercolesterolemias estratificando os valores em trés grupos:
>149 mg/dL e <199 mg/dL (n=27); >199 mg/dL e <249 mg/dL (n=59); e 2250
mg/dL (n=18). Foi observado que em todos os intervalos as diferencas médias
foram inferiores no aparelho portatil em relacdo ao método de referéncia. Com
isso, foi concluido que o aparelho possuia boa exatiddo e precisdo para
detectar hipercolesterolemia.?®

Em outra avaliagdo de aparelho tipo point-of-care Accutrend® GCT para
monitorizacdo de triglicerideos capilar, a média + SD para TG capilar foi maior
(2,36 + 1,08 mmol/L) do que a média do resultado laboratorial (2,26 + 1,07
mmol/L) (P = 0,004). O coeficiente de correlacdo total foi de 0,935. Os
resultados encontrados no aparelho portatil, embora superiores aos obtidos
pela metodologia padréo, o que poderia refletir diferengas entre as amostras de
sangue capilar e venoso, ndo diferiram o suficiente para ter relevancia clinica.®®

Em um ensaio para avaliacdo da medida de triglicerideos por teste capilar
Accutrend® T comparado com teste padrdo em sangue venoso, foram
coletadas amostras de sangue em estado de jejum e pés-prandial de individuos
com hiperlipidemia e/ou diabete tipo 2 e saudaveis. Foram analisadas 473
amostras de sangue capilar. O coeficiente de correlacéo (r) foi 0,972. A média
das diferencas entre os métodos foi 0,94% + 12.91%. Os resultados dos testes
capilares ficaram dentro do IC 95% de -24.9% a 26.7% na comparagao entre
os métodos. No entanto, o erro total da comparacdo foi acima dos limites de
15%, como recomendado pelo National Cholesterol Education Program
(NCEP). A magnitude do erro total foi parcialmente atribuida a diferencas no
intervalo de concentragdo abaixo de 2 mmol/L, o que na, maioria dos casos,
nao teria qualquer relevancia clinica. Nesse estudo observou-se que o aparelho
portétil ndo substitui o0 método referéncia, mas permite aos profissionais testar

pacientes de imediato e com confiabilidade aceitavel quando respostas rapidas
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sdo necessarias em relacdo ao estado metabdlico do paciente ou sua resposta
as medidas terapéuticas. O aparelho foi considerado tecnicamente confiavel
porque os valores obtidos ficaram dentro da faixa de controle estabelecido pelo
fabricante.?*

Um estudo que avaliou a concordancia na determinacdo de triglicerideos
encontrou valores mais altos de concentracdes na determinagédo capilar com
Accutren® GCT do que com a metodologia tradicional (116,5 mg/dl e 86,0
mg/dl; p<0,001), mas com uma excelente correlacdo (r=0,95; p<0,001). Os
autores propuseram uma equacdo de regressao para estimar os valores de
triglicerideos no sangue a partir de uma determinacdo capilar. Essa equacao
foi composta pelo valor de triglicerideos capilar multiplicado por um fator de
correcdo de 0,837 para homens e 0,698 para mulheres.

O desempenho analitico de colesterol total (CT) e triglicerideos (TG) foi
avaliado em trés diferentes sistemas portateis, sendo 101 amostras para
colesterol e 102 para triglicerideos analisadas usando aparelhos Accutrend® e
109 usando CardioChek®. Para colesterol total o erro total com base no
material de controle foi de 8,5% para Accutrend® Plus, 8,9% para Accutrend®
GCT e 25,1% para CardioChek®. Para TG, o erro total foi de 10,3% para
Accutrend® Plus, 6,9% para Accutrend® GCT, e 14% para CardioChek®. Para
HDL-c, o erro total de CardioChek® foi de 18,4%. Para o LDL-c, a previsdo de
viés para CardioChek® foi de 32,5% em 2,59 mmol/L. Todos os trés
dispositivos classificaram corretamente uma alta porcentagem de pacientes
dislipidémicos. No entanto, CardioChek® classificou 48% dos pacientes
normolipémicos como hipercolesterolémicos. Em conclusdo, embora
CardioChek® pudesse ser valido para as determinacdes de TG e HDL-c,
claramente superestimou o CT e o LDL-c. Por outro lado, os dispositivos
Accutrend® sdo Uteis para medicdes de CT e TG e podem ser adequados para
o rastreio e controle de dislipidemia.’*

A concordancia entre os resultados de testes tipo point-of-care Cholesteck®
LDX e laboratorio tradicional para colesterol e triglicerideos foi investigada em
um estudo com 765 pacientes. Para colesterol total, o viés foi estimado em
- 0,28 mmol/L (95% IC -0,37 a -0,20, p<0.0001) e 95% limites de concordancia
foram (-1,04 e 0,48 mmol/L). Um grafico das diferencas nos resultados versus a

concentracdo média de triglicerideos sugeriu que a variancia das diferencas

14



ndo era constante em toda a faixa de medicdo e as diferencas foram
enviesadas positivamente. A transformacao logaritmica dos dados néo resolve
esses problemas e, portanto, uma abordagem nao-paramétrica foi adotada. A
diferenca média foi de 0,07 mmol/L e os percentis 2,5 e 97,5 eram -0,40 e
2,04 mmol/L, respectivamente. O estudo ressalta que a aceitabilidade clinica
da variacdo entre POCT lipidico e os resultados dos testes de laboratério sdo
discutiveis.*

Um ensaio recente estudou a reprodutibilidade, acurarica e concordancia
para o perfil lipidico em 61 adultos (27 homens e 34 mulheres com idade média
de 33 anos). ConcentracBes capilares de colesterol total (CT) e triglicerideos
(TG), em jejum, foram avaliadas pelo Accutrend® Plus e comparadas com seu
analogo venoso obtido por método de referéncia em laborat6rio. Amostragem
capilar complementar foi realizada em dois dias consecutivos, considerando a
ingestdo dos macro-nutrientes. A reprodutibilidade do dia-a-dia do sistema
Accutrend® Plus mostrou-se elevado para colesterol (ICC = 0,85, P <0,001),
mas moderada para triglicerideos (ICC = 0,68, P <0,001). Fortes correlacdes
(r=0,80, P <0,001) com o método de referéncia foram encontradas para CT e
TG. A média de diferenca (limites de concordéancia) foram 0,26 mmol /L (-0,95 e
1,47) para o CT, e -0,16 mmol /L (-1,29 e 0,98) para TG. A concordancia de
classificacdo de risco de acordo com o preconizado pelo National Cholesterol
Education Program (NCEP) foi significativa (P <0,001), com concordancia
substancial para CT (ky, = 0.67) e concordancia moderada para TG (ky = 0.50).
Esse estudo concluiu que o dispositivo Accutrend® Plus n&o deve ser usado em
substituicdo aos métodos padrdo de laboratorio para o diagndstico da
hiperlipidemia, pois a reprodutibilidade dia-a-dia do dispositivo para CT e TG
ndo foi ideal, apresentou baixa precisdo, quando comparado ao método
laboratorial de referéncia e a concordancia entre os dois métodos para

classificar individuos de acordo com o NCEP foi inadequada.**
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1.5 Validacéo

Validacao pode ser definida como um conjunto de acbes para verificar a
presteza de um método, necessitando para isso alguns parametros.*

Na pratica, a validacao analitica de rotina em laboratérios clinicos consta
de trés passos primordiais. Primeiro: a avaliacdo de imprecisdo do método em
estudo através de estudos de replicacdo intra-ensaio e/ou inter-ensaio para
obter dados estatisticos de imprecisdo (média, desvio padréo, coeficiente de
variacao), caracterizando o nivel de erro aleatério do método avaliado.
Segundo: corresponde a avaliacdo de inexatiddo do método em estudo
comparando o método sob avaliacao frente a um método de referéncia para o
analito a ser determinado, selecionando amostras em diferentes niveis de
concentracdo do analito para serem processadas pelos 2 métodos. As
concentragfes obtidas para as amostras nos dois métodos sao utilizadas para
obter um modelo de regresséo linear. A diferenca entre as concentracdes
fornece a inexatiddo do método (erro sistematico). Terceiro: é a partir do erro
aleatério e do erro sistematico, avaliar o erro total do método (imprecisdo +
inexatidao) frente as especificagdes de qualidade disponiveis em literatura.*®

Sem uma legislacdo especifica para aparelhos point-of-care, a norma
NBR ISO/ IEC 17025 que aborda validacdo e confirmacdo de métodos pode
ser utilizada. Nessa norma consta que validagdo de um método compreende
um conjunto de a¢Oes para verificar se 0s requisitos para um determinado uso
sdo atendidos e, dessa forma, alguns parametros devem ser estudados como:
aplicabilidade, precisdo para avaliar a repetitividade e reprodutibilidade dos
resultados e exatidao para avaliar a concordancia entre os valores encontrados
e o verdadeiro.'* *

Conforme o procedimento operacional padrdo BIO78 ** instituido no
Servico de Patologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (SPC-HCPA) os
procedimentos para o0 emprego de uma nova metodologia devem incluir um
estudo de validacdo, devidamente documentado. No protocolo, além da
necessidade de analisar a aplicabilidade do método (equipamento, seguranca,
tempo de ensaio, tipo e volume de amostra, valores de referéncia, sensibilidade

e especificidade) e da busca na literatura cientifica sobre o uso da metodologia,
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destacam-se os experimentos obrigatérios como definicdo do erro permitido e
andlise de material fresco.

Para a definicdo do erro total e analitico permitido € preconizado a
revisdo da literatura e recomendacdes de 6rgdos nacionais e internacionais
reconhecidos.

Conforme as orientag0es, o material utilizado nos experimentos deve ser
obrigatoriamente, amostra biologica fresca, obtida no préprio laboratorio, para
garantia da similaridade de matriz proteica.

Para a medida do erro aleatorio, deve ser realizado o teste de variacao
intra-ensaio e inter-ensaio. Para o teste intra-ensaio, devem ser analisadas de
10 a 15 vezes uma mesma amostra em uma mesma corrida ou dia. Com isso,
calcula-se média, desvio padrao (DP) e coeficiente de variacdo (CV). Para o
teste de variacdo inter-ensaio deve-se separar duas amostras com material
suficiente para realizar 20 dosagens: uma com valor normal e outra com valor
patologico. Aliquotar o material em 20 tubos, cada tubo com quantidade
suficiente para uma analise, nas condi¢cbes de armazenamento recomendadas
pelo fabricante. Analisar as aliguotas em 20 dias diferentes, seguindo os
procedimentos de rotina estabelecidos no laboratério. Repetir a analise quando
a corrida estiver fora dos limites de aceitagdo do controle interno. Com o0s
resultados obtidos, calcular a média, DP e CV.

Para a realizacdo da concordancia entre métodos, analisar, no minimo,
40 amostras pelo método de rotina em uso no laboratério e pelo método a ser
validado, em um periodo minimo de cinco dias (cinco corridas separadas em
dias diferentes). As concentracdes das amostras devem cobrir todo o intervalo
de andlise do método e devem ser distribuidas da seguinte maneira: 1/3
amostras patolégicas baixas, 1/3 amostras normais e 1/3 amostras patoldgicas
altas.

Determinar a correlacdo e regressdo linear entre o0s métodos
(X = método referéncia, Y = método testado). Calcular a diferenca entre os
métodos para cada amostra, calcular a média das diferencas (n=40) e o DP.
Determinar os limites de concordancia entre os métodos.

Na analise dos resultados deve-se calcular o erro analitico total,
comparar os erros obtidos com aqueles definidos e para o método ser aceito,

os valores de CV intra e inter-ensaio devem estar dentro dos limites
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preconizados, por 0Orgdos nacionais e/ou internacionais, para 0 analito e
método que estd sendo analisado. Os erros proporcionais e/ou sistematicos
detectados no estudo comparativo ndao poderdo ultrapassar 5% para o0s
analitos bioquimicos e 10% para os testes de atividade enzimética. Para
analitos que possuem maior variagdo e um erro permitido maior (drogas,
hormonios), podem ser aceitas diferencas > 10%.

O protocolo recomenda que a andlise do erro/diferenca deva estar

sempre vinculada ao significado clinico da diferenca.

2 Justificativa

As doencas e fatores de risco cardiovasculares, em especial a dislipidemia,
possuem caracteristicas que sugerem a necessidade de acompanhamento
sistematico no seu tratamento. Isso porque estao relacionadas ao estilo de vida
das pessoas afetadas; existe diversos farmacos empregados de eficacias

s

variadas com custos elevados; o controle laboratorial é a ferramenta de
seguimento da terapia; a prevencdo € um mecanismo eficaz para evitar o
desenvolvimento da doenca e a atuacédo de uma equipe multiprofissional pode
contribuir para o sucesso das intervencoes.

Em Atencdo Farmacéutica, a orientacdo visa o conhecimento sobre a
doenca e seu tratamento para que 0 paciente sinta-se ativo e responsavel por
seu cuidado.***® A orientacdo verbal com esclarecimento de dividas e a
apresentacdo dos resultados dos parametros laboratoriais tém por objetivo
motivar o paciente a cumprir o tratamento médico de forma adequada aos
objetivos terapéuticos. Com isso, o aparelho portatil do tipo point-of-care € uma
ferramenta Util que confere rapidez as andlises de glicose, colesterol e

triglicerideos, mas precisa ser avaliado quanto a sua confiabilidade.
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3 Objetivo

Avaliar o grau de correlacdo entre o resultado de testes capilares de
glicose, colesterol e triglicerideos com o aparelho Accutrend GCT®, realizado
por farmacéutico capacitado, com o0 seu equivalente laboratorial no sangue
venoso, em um hospital universitario que possui técnicas validadas e

certificadas de andlise laboratorial para esses exames.
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Resumo

Introducdo: A pratica médica € baseada no principio de prevencdo e neste contexto o
diagnostico das doengas e seus fatores de risco sdo fundamentais. Marcadores
bioldgicos sao utilizados ndo somente para o diagnostico, mas também para orientar as
metas de tratamento. Uma alternativa para as técnicas laboratoriais convencionais,
confidveis, mas demoradas pelo processo de analise e rotina de servico, sdo os aparelhos
portateis do tipo point-of-care, que utilizam uma tecnologia diferenciada que permite a
obtencéo de resultados rapidamente.

Objetivo: Avaliar o grau de correlacdo entre o resultado de testes capilares de glicose,
colesterol e triglicerideos (Accutrend®) com o seu equivalente laboratorial no sangue
venoso, em um hospital universitario que possui técnicas validadas e certificadas de
analise laboratorial para esses exames. Metodologia: Além dos testes de repetitibilidade
e reprodutibilidade realizados por andlise repetidas de sangue venoso no aparelho
Accutrend® GCT, foi realizado um estudo transversal para avaliar, num mesmo
momento, resultados de andlise de sangue capilar e venoso em uma amostra de 125
sujeitos de pesquisa. Resultados: N&o se encontraram diferengas significativas entre 0s
dois métodos. Obtiveram-se coeficientes de correlacdo indicando a existéncia de
excelente correlacdo linear entre 0s métodos e na analise de Bland Altman obtivemos
média das diferencas de 14,2 mg/dL para o analito glicose, 2,03 mg/dL para o colesterol
e - 25,3 mg/dL para triglicerideos. Conclusdo: Os testes realizados no aparelho
Accutrend® GCT, frente & metodologia referéncia, demonstraram que o aparelho portatil
ndo apresenta variacdo significativa em relacdo ao método de referéncia, podendo ser
utilizado durante acompanhamento de pacientes, ndo excluindo as avaliacfes periodicas
com metodologia padréo.

Palavras-chaves: colesterol, triglicerideos, estudos de validacéo.
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Introducao

A utilizacdo de marcadores bioldgicos na estratificacdo de risco e controle terapéutico é
parte importante das boas préaticas clinicas. Considerando a grande participacdo das
doengas cardiovasculares na morbimortalidade mundial, a avaliagdo do risco destas
doencas ganha destaque especial. Neste contexto, controle de glicemia e perfil lipidico
estdo, atualmente, entre 0s exames mais recomendados em diretrizes." %2

O adequado controle dos niveis de glicemia, colesterol e triglicerideos tem sido
recomendado devido a importancia prognéstica.” * Sua dosagem sérica em nivel de
salde publica, no sistema publico de saude, é dificultada tanto pelo acesso aos exames
quanto as consultas médicas, estas muitas vezes ocorrendo a intervalos até mesmo
superiores a 6 meses. Desta forma, a existéncia de um método acurado que permitisse
uma avaliacdo imediata destes marcadores, durante a propria consulta, poderia se
traduzir numa melhoria da assisténcia.

Uma alternativa tecnolégica com avangos significativos nos ultimos anos foi o point-of-
care testing (POCT) utilizando amostras de sangue capilar.>® " A validacdo do método
capilar tem sido buscada através de comparacdes com o padrdo laboratorial pré-

existente. Os primeiros estudos mostraram uma boa correlagdo na precisao e exatiddo de

9 10

valores de lipideos ® ° assim como os de glicose *°, contudo, existem evidéncias
mostrando que os resultados dependem do treinamento dos técnicos que executam 0s
testes ™. Portanto, mais estudos ainda necessitam ser realizados buscando analisar
comparativamente a dosagem capilar de glicose, colesterol e triglicerideos no sangue
com o exame laboratorial padrdo para elucidar a efetividade da introducdo desse método

no acompanhamento de um tratamento clinico.
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O objetivo do nosso estudo foi avaliar o grau de correlagéo entre o resultado de testes
capilares de glicose, colesterol e triglicerideos com o aparelho Accutrend GCT®,
realizado por farmacéutico capacitado, com o seu equivalente laboratorial no sangue
venoso, em um hospital universitario que possui técnicas validadas e certificadas de

analise laboratorial para esses exames.

Materiais e métodos

Foi desenhado um estudo transversal para avaliar, num mesmo momento, resultados de
analise de sangue capilar e plasmaético através dos métodos em estudo Accutrend® GCT,
fotdmetro de reflectancia %, e de referéncia. O protocolo do estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica e Pesquisa (CEP) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e 0s
sujeitos da pesquisa assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
aprovado pelo CEP.

Em uma primeira etapa foram realizados testes no Laboratorio do Servi¢co de Patologia
Clinica (SPC) do HCPA por farmacéutico especialista para avaliar a repetitibilidade e
reprodutibilidade dos resultados do aparelho Accutrend® GCT com amostras de sangue
venoso, padronizadas, utilizando o aparelho conforme manual do fabricante.

Os testes de repetitibilidade e reprodutibilidade (intra e inter-ensaio) foram realizados
seguindo o protocolo de validagdo utilizado pelo SPC do HCPA.™ Para o teste intra-
ensaio foram analisadas de 10 a 15 vezes uma mesma amostra de sangue total em um
mesmo dia e para o teste de variacdo inter-ensaio foi separada uma amostra de sangue
total com material suficiente para aliquotar em 20 tubos tipo Eppendorf, com
quantidade suficiente para uma analise e armazenada a -20°C. As aliquotas foram

analisadas em dias diferentes, seguindo os procedimentos de rotina estabelecidos no
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laboratério.® O coeficiente de variacdo (CV) encontrado entre as diferentes medidas
deveria ser inferior ou igual ao especificado pelo fabricante.** 1> 16

Na segunda etapa do ensaio, a avaliagéo foi realizada no setor de coleta ambulatorial do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Uma amostra de 125 pacientes foi alocada, de
forma seqiencial, e coletaram amostras de sangue venoso e capilar para testes de
glicose, colesterol e triglicerideos. Para serem incluidos no estudo, os sujeitos da
pesquisa deveriam ter a solicitacdo médica para exames de glicose, colesterol e
triglicerideos e concordar em participar do estudo mediante leitura e assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os sujeitos da pesquisa
coletaram sangue venoso normalmente seguindo os procedimentos de rotina do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre para analise no Laborat6rio do SPC e, logo ap0s essa coleta,
feita por profissional capacitado, coletou sangue capilar por profissional treinado com a
técnica especifica para analise no aparelho Accutrend®.

Os métodos analiticos utilizados pelo SPC-HCPA para determinacdo dos analitos em
estudo foram: Glicose Hexoquinase Il para glicose e reagdo com ponto final tipo
Trinder para colesterol e triglicerideos. Esses métodos utilizam principio enzimético-
colorimétrico cuja absorbancia é mensurada determinando, assim, a concentra¢do do
analito na amostra.*” 19

Realizamos o estudo seguindo o protocolo de validagéo e consideramos repetitividade o
grau de concordancia entre resultados de medicdes sucessivas de uma mesma amostra,
efetuadas sob as mesmas condi¢cbes de medicdo e reprodutibilidade o grau de
concordancia entre resultados das medicGes de uma mesma amostra, efetuadas sob
condigdes variadas de aferigéo.

Para os testes de correlagdo e concordancia, foram comparados os resultados obtidos no

equipamento em estudo com a metodologia utilizada na época em que as amostras
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foram processadas no Laboratério. Segundo o protocolo de validagdo do Servigo de
Patologia Clinica (SPC) do HCPA, é necessario um nimero de no minimo 40 amostras
para cada parametro. Considerando o = 0,05 e um poder de 80%, foi estimada uma
amostra de 100 individuos + 20% pelo risco de perdas . O niimero amostral final

estudado foi de 125 amostras.

Preparo das amostras

Para a realizacdo dos testes de repetitibiliidade e reprodutibilidade foram preparadas
aliquotas a partir de uma amostra de sangue total heparinizada e armazenada em tubos

Eppendorf em freezer a temperatura de -20°C.

Controles

Os testes de repetitibilidade e reprodutibilidade também foram realizados com as
solugdes controles, utilizadas para calibragdo do aparelho Accutrend®.

Os dados para realizacdo do controle de qualidade do aparelho séo fornecidos pelo
fabricante nas bulas das solucdes de controle e embalagens das fitas reagentes. Para o
teste do analito glicose sdo utilizados dois controles: um referente a hipoglicemia
denominado de nivel | e outro referente a hiperglicemia denominado nivel Il e para os
demais analitos (colesterol e triglicerideos) utiliza-se apenas um controle nivel | para
realizar a calibracdo do aparelho Accutrend®. Para as solucdes controles utilizadas no
estudo, a referéncia do fabricante de intervalo de concentracdes para glicose nivel | =55
— 95 mg/dL e nivel Il = 153 — 219 mg/dL, para colesterol nivel | = 169 — 214 mg/dL e
para triglicerideos nivel 1 = 272 — 372 mg/dL. O bom funcionamento do aparelho é

confirmado quando todas as solu¢fes sdo mensuradas dentro do intervalo preconizado.
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Analise estatistica

Para estabelecer a correlacdo entre os métodos, os dados foram analisados no programa
Validator®, que calcula a média, o desvio padrdo, e o coeficiente de correlacdo de
Pearson (r).

Foram calculados especificidade, sensibilidade e valor preditivo e acurécia %, utilizando
o software Win Pepi versdo 2.27, estabelecendo os pontos de corte a partir dos limites
de normal e alterado: glicose: de 60 a 110 mg/dL considerada normal e abaixo ou acima
desses valores alterada; colesterol: até 200 mg/dL aceitou-se como normal e acima
como alterado e triglicerideos: até 150mg/dL foi considerado normal e acima como
alterado. A linearidade foi avaliada pelo Coeficiente de correlacdo de Pearson e a seguir

22,23 no software R 2* versdo 2.14.1.

realizada analise de Bland-Altman,
Variaveis quantitativas foram descritas atraves de média e desvio padrdo. Para comparar
as variaveis quantitativas entre os grupos foi utilizado o teste T- Student para amostras

independentes. Para a comparagdo dessas mesmas variaveis intra-grupo, foi aplicado o

teste T- Student para amostras pareadas.

Fontes de financiamento

Os aparelhos point-of-care e lancetadores foram adquiridos com verba do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e os suprimentos
(solucges controles, fitas reagentes e lancetas) foram adquiridos com verba do Fundo de

Incentivo a Pesquisa e Eventos do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (FIPE/HCPA).
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Resultados

Os testes de repetitibilidade foram realizados no mesmo dia sendo denominados analise
intra-ensaio. O coeficiente de variacdo obtido para a glicose foi de 1,50%, para o
colesterol 1,15% e para triglicerideos 1,35%.

A reprodutibilidade foi avaliada em dias diferentes(analise inter-ensaio), o coeficiente
de variacdo obtido para glicose foi de 3,32%, colesterol total foi de 1,44% e
triglicerideos foi de 1,99%.

As amostras de sangue venoso coletadas dos sujeitos de pesquisa foram analisadas
segundo metodologia padronizada no SPC-HCPA e os resultados foram tabulados e
comparados aos obtidos pela avaliagdo do sangue capilar no aparelho Accutrend® GCT.
Foram alocados para participar do estudo 125 sujeitos de pesquisa dos quais 76 (61%)
eram mulheres, com média de idade de 58,4 + 13,5 (amplitude 21-86) anos.

As andlises do teste para glicose apresentaram sensibilidade de 69,33% (58,17 —
78,61%) e especificidade de 83,67% (70,96 — 91,49%). Para o teste de colesterol a
sensibilidade foi 86,67% (74,11 — 92,89%) e a especificidade foi 98,25% (85,84 —
99,71%). Para o teste de triglicerideos a sensibilidade foi 100% e especificidade foi
73,33% (61,19 — 81,68%).

Para o teste de glicose obtivemos valor preditivo positivo (VPP) de 86,7% (77,47 —
92,48%) e valor preditivo negativo (VPN) de 64,1% (55,40 — 71,90), para colesterol
obtivemos VPP = 98,1% (91,33 — 99,61%) e VPN = 87,5% e para triglicerideos
obtivemos VPP = 68,8% (60,22 — 76,17%) e VPN = 100% (87,35 — 100,00%).

A analise da area sob a curva ROC foi de 76,5% (69,2 — 83,9%) para glicose, 92,5%

(87,8 — 97,1%) para colesterol e 87,3% (82,5 — 92,1%) para triglicerideos.
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Os coeficientes de correlacdo de Pearson entre os dois métodos estudados foram 0,959
para glicose, 0,932 para colesterol e 0,931 para triglicerideos, conforme dados
detalhados na tabela 1. A linearidade é apresentada nas figuras 1, 2 e 3.

Para avaliar a exatiddo do método, utilizamos a analise Bland-Altman (figuras 4, 5 e 6),
obtendo como média das diferencas 14,2 mg/dL para o analito glicose, 2,03 mg/dL para
o colesterol e - 25,3 mg/dL para triglicerideos. Limites de concordancia estdo

apresentados na tabela 2.

Discussao

O conjunto analitico apresentou adequado desempenho considerando os coeficientes de
variacOes descritos na bula dos diferentes analitos, Intra-ensaios (glicose: esperado de
3,70 e encontrado 1,50; colesterol total: esperado de 0,8 — 3,7 e encontrado 1,15;
trigliceridios esperado de 3,10 — 3,40 e encontrado 1,35) e Inter-ensaio (glicose:
esperado de 3,30 e encontrado 3,32; colesterol total: esperado de 1,10 — 5,00 e
encontrado 1,44; trigliceridios esperado de 2,30 e encontrado 1,99).** 1> 1

O teste com aparelho Accutrend® GCT apresentou melhor especificidade do que
sensibilidade para os analitos glicose (E = 83,67%; S = 69,33%) e colesterol total
(E = 98,25%; S = 86,67%) e, também, apresentou maiores valores preditivos positivos
para os analitos glicose (86,7%) e colesterol total (98,1%) indicando maior
probabilidade de identificar corretamente testes positivos.

Entretanto, para triglicerideos apresentou melhor sensibilidade (100,00%) do que

especificidade (73,33%), com alto valor preditivo negativo (100%), ou seja, maior

probabilidade de ndo existir doenca quando um teste é negativo.
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A partir dos dados de ASC, observamos que o teste dos analitos colesterol (92,5%) e
triglicerideos (86,7%) apresentaram maior acuracia do que o analito glicose (76,5%),
entretanto, considerando uma boa acuracia, um valor aproximado de 80%, os resultados
obtidos com o aparelho Accutrend® podem ser considerados adequados para o conjunto

das analises.

Os resultados do equipamento testado apresentaram fortissima correlagdo. Para o analito
glicose r = 0,959; para o analito colesterol total r = 0,932 e para o analito triglicerideos

r = 0,931, indicando a existéncia de correlacdo linear entre os métodos.

A anélise de Bland-Altman demonstrou que a média das diferencas para o teste de
glicose foi estatisticamente significativa (14,2 mg/dL) indicando que o teste capilar
pode subestimar valores de glicose, apresentando maior diferenca com valores altos de
glicemia. Entretanto, essa diferenca ndo é relevante para mudanca no plano de
tratamento de um paciente.

Para o teste de colesterol total, a media das diferencas foi de 2,03 mg/dL, sendo proxima
a zero e com auséncia de significancia estatistica, podemos considerar boa concordancia
entre 0s métodos.

O teste de triglicerideos apresentou a media das diferencas estatisticamente significativa
(- 25,3 mg/dL) indicando que o teste capilar pode superestimar o valor do analito, com
maior variabilidade em valores altos de triglicerideos. No entanto, clinicamente essa
diferenca ndo € considerada relevante para alteracdo no plano de cuidados de um
paciente.

Considerando os limites de concordancia glicose (-23,95 e 52,36 mg/dL), colesterol
(-28,07 a 32,14 mg/dL) e triglicerideos (-82,81 e 32,2 mg/dL) a maioria dos valores se

manteve dentro desses limites.
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Concluséao

Nossos dados demonstraram que o aparelho portétil Accutrend® GCT pode ser usado
durante o acompanhamento de pacientes, para todos os analitos com melhor
desempenho para colesterol, devendo ser avaliado segundo disponibilidade de recursos.

LimitagGes do estudo

Para a coleta do sangue capilar no presente estudo ndo foram avaliados possiveis
interferentes na amostra como medicamentos em uso, outros marcadores bioldgicos
alterados ou situacdes clinicas. Para o uso do aparelho, tais situagbes devem ser

consideradas.

Conflitos de Interesse

Os autores declaram auséncia de conflitos de interesse.
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Tabela 1: Correlagéo entre analise realizada no Accutrend® GCT e no aparelho SPC-HCPA

Analito N Média* DP* Média t DPY r
Glicose 124 114,41 49,33 128,61 60,24 0,959
Colesterol total 117 202,92 35,16 204,96 40,76 0,932
Triglicerideos 119 177,99 78,62 152,69 73,3 0,931

DP = Desvio Padréo; * Accutrend ®; T Aparelho SPC-HCPA

Tabela 2: Analise de Bland-Altman

Analito Média das diferengas (mg/dL) LIC - LSC (mg/dL) LI (IC 95%) LS (IC95%)
Glicose 14,2* -23,95 - 52,36 -29,02 -17,36 45,76 - 57,42
Colesterol total 2,03 -28,07- 32,14 -335- 22,6 26,7- 376
Triglicerideos -25,3* -82,81- 32,2 -93,78 - -71,83 21,23- 4317

(*) significancia estatistica; LIC - Limite Inferior de concordancia; LSC - Limite Superior de Concordancia;
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Gréfico 1: Diagrama de dispersdo entre glicose plasmatica e glicose capilar (mg/dL)
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Triglicerideos capilar (mg/dL)

Diferenca entre glicose plasma e capilar (mg/dL)
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Gréfico 3: Diagrama de dispers&o entre triglicerideos plasmético e capilar (mg/dL)
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Grafico 4: Andlise de Bland-Altman para glicose plasmatica e capilar
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Diferenca entre colesterol total plasma e capilar (mg/dL)

Diferenca entre triglicerideos plasma e capilar (mg/dL)
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Gréfico 5: Andlise de Bland-Altman para colesterol plasma e capilar
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Gréfico 6: Andlise de Bland-Altman para triglicerideos plasma e capilar
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Abstract

Introduction: The practice of medicine is based on the principle of prevention. In this
context, the diagnosis of diseases and their risk factors plays an essential role.
Biomarkers are employed not only for diagnostic purposes, but also to guide treatment.
An alternative to conventional laboratory testing—reliable, but time-consuming due to
analysis procedures and service routines—is provided by portable point-of-care testing
(POCT) devices, which use unique analytical methods to enable quick results.
Objective: To assess the correlation between the results of capillary blood glucose,
cholesterol, and triglyceride measurements obtained with the Accutrend® POCT device
and their venous blood counterparts, tested in conventional laboratory analyzers, at a
university hospital with validated, certified laboratory analysis routines for such testing.
Methods: In addition to repeatability and reproducibility tests performed by repeated
analyses of venous blood samples with the Accutrend® GCT device, a cross-sectional
study was conducted simultaneously to compare the results of capillary and venous
blood analyses in a sample of 125 subjects. Results: There were no significant method-
to-method differences. Correlation coefficients obtained, suggesting excellent linear
correlation between methods and Bland Altman analysis the differences we obtained an
average of 14.2mg/dL for the analyte glucose, 2.03 mg/dL for cholesterol and — 25.3
mg/dL for triglycerides. Conclusion: Comparison between the Accutrend® GCT meter
and reference methods showed no significant variation, indicating that this POCT
device can be used for patient follow-up, as an adjunct to periodic conventional
laboratory testing.

Keywords: cholesterol, triglycerides, validation studies.
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Introduction

The use of biomarkers for risk stratification and therapeutic control takes part of good
clinical practices. Considering the major contribution of cardiovascular diseases to
morbidity and mortality worldwide, risk assessment for these conditions is particularly
important. Within this context, blood glucose and lipid profile measurements are
laboratory tests currently among the most widely recommended in guidelines %3
Proper control of blood glucose, cholesterol, and triglyceride levels has been
recommended because of prognostic importance,.> * In a publicly funded healthcare
system setting, measurement of these biomarkers is hindered both by limited access to
laboratory testing and by limited access to physician visits, which occur in a 6-month
intervals or even less frequently. Therefore, the availability of an accurate method that
would allow immediate assessment of these biomarkers during the patient encounter
might translate into improved care.

A technological alternative that has improved significantly in recent years is point-of-
care testing (POCT) using capillary blood samples.> ® ’ Comparisons against existing
gold-standard laboratory testing have been conducted for validation of POCT. Initial
studies showed good correlations in terms of precision and accuracy for lipid ® ° and

glucose *°

measurements, although evidence suggests these results depend on the
training of the technicians who perform the tests **. Therefore, further comparative
analyses of capillary blood glucose, cholesterol, and triglyceride measurements versus

their standard laboratory counterparts are required to elucidate the effectiveness of

POCT for clinical follow-up and treatment monitoring.
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The objective of this study was to assess the correlation between the results of capillary
blood glucose, cholesterol, and triglyceride measurements with Accutrend GCT®,
conducted by trained pharmacist, and their conventional counterparts (obtained from
venous blood samples tested in conventional laboratory analyzers) at a university

hospital with validated, certified laboratory analysis routines for such testing

Materials and methods

A cross-sectional study design was used for simultaneous assessment of capillary and
venous blood sample analyses, conducted using the study methods-reflectance
photometry ** with the Accutrend® GCT point-of-care meter versus reference methods.
The study protocol was approved by the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA)
Research Ethics Committee, and all subjects provided written informed consent.
Initially, tests were performed at the HCPA Clinical Pathology Laboratory by a
specialist pharmacist to ascertain the repeatability and reproducibility of the results
provided by the Accutrend® GCT device with standardized venous blood samples, using
the device as per manufacturer instructions.

Intra- and inter-assay repeatability and reproducibility tests were performed in
accordance with the validation studies protocol used by the HCPA Department of
Clinical Pathology.*® For intra-assay testing, a single whole blood sample was analyzed
10 to 15 times on the same day. For inter-assay testing, a single whole blood sample
was divided into aliquots large enough to fill 20 Eppendorf-type microcentrifuge tubes
for a single test run and stored at -20°C. Aliquots were analyzed on different days,

following the routine analysis procedure used at the study laboratory.® The coefficient
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of variation (CV) between measurements should be equal to or less than the
manufacturer-specified limit.** 1> 16

The second stage of the study was carried out at the outpatient blood sampling sector of
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. A total of 125 patients were sequentially allocated
to have venous and capillary blood drawn for glucose, cholesterol, and triglyceride
measurements. For inclusion in the study, subjects were required to have a physician’s
request for glucose, cholesterol, and triglyceride testing and to read and sign the
informed consent form. Venous blood collection was performed by trained
phlebotomists in accordance with routine HCPA procedure and was followed by
capillary blood sampling using a specific technique for analysis with the Accutrend®
device.

The analytical reference methods used by the HCPA Department of Clinical Pathology
were hexokinase Il for glucose and a Trinder-type endpoint reaction for cholesterol and
triglycerides. These methods employ enzymatic/colorimetric principles, that is,
absorbance is measured to determine the concentration of the analyte of interest in the
studied sample.t" 182

According to the validation protocol used at our service, repeatability was defined as the
extent of agreement between the results of successive measurements of a single sample,
performed under equal measurement conditions, whereas reproducibility was defined as
the extent of agreement between measurements of a single sample performed under
distinct measurement conditions.

For correlation and agreement testing, results obtained with the study device were
compared to those obtained with the index methodology used at the Clinical Pathology

Laboratory at the time of sample processing. According to the HCPA Department of

Clinical Pathology validation protocol, a minimum of 40 samples are required for each
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parameter. Considering oo = 0.05 and a statistical power of 80%, the sample size was
estimated at 100 subjects + 20% to account for sampling loss ?°. The final sample size

was 125 specimens.

Sample preparation

For repeatability and reproducibility testing, whole blood samples were heparinized,
partitioned into aliquots, and stored in Eppendorf-type microcentrifuge tubes at a

temperature of -20°C.

Controls

Repeatability and reproducibility tests were also carried out with the control solutions
used for calibration of the Accutrend® meter.

The data required for quality control of the device are described by the manufacturer on
the control solution package inserts and test strip containers. Two control solutions are
used for glucose analysis: one simulating hypoglycemia, known as level I, and one
simulating hyperglycemia, known as level 11. Only one control solution (level 1) is used
to calibrate the device for the two remaining analytes (cholesterol and triglycerides).
The manufacturer’s reference ranges for the control solutions used in the study are 55—
95 mg/dL (glucose level 1), 153-219 mg/dL (glucose level I1), 169-214 mg/dL
(cholesterol level 1), and 272-372 mg/dL (triglycerides level 1). The device is confirmed
to be in proper working order when all solutions are measured within the specified

reference range.
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Statistical analysis

To establish a correlation between methods, data were entered into the Validator®
software application, which calculates means, standard deviations, and Pearson
correlation coefficients (r).

Specificity, sensitivity, predictive values, and accuracy were calculated ** using the
WinPepi 2.27 software package. Reference ranges were established as follows: glucose,
within normal limits if 60-110 mg/dL, altered if above or below this range; cholesterol,
within normal limits if <200 mg/dL, altered if above this range; and triglycerides, within
normal limits if <150mg/dL, altered if above this range. Pearson correlation coefficients

were calculated and Bland-Altman analysis 2% %

was performed in the software R
2.14.1.%

Quantitative variables were expressed as means and standard deviations. Student’s t-test
for independent samples was used for between-group comparisons of independent

variables, and Student’s t-test for paired samples, for within-group comparison of these

same variables.

Sources of funding

POCT devices and lancing devices were purchased with funds provided by the Brazilian
National Council for Scientific and Technological Development (CNPq). Consumables
(control solutions, test strips, and disposable lancets) were purchased with funds

provided by the HCPA Fundo de Incentivo a Pesquisa e Eventos (FIPE/HCPA).
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Results

Repeatability tests were all performed in a single day (intra-assay analysis). The
coefficients of variation obtained were 1.50% for glucose, 1.15% for cholesterol, and
1.35% for triglyceride measurements.

Reproducibility was assessed on different days (inter-assay analysis). The coefficients
of variation obtained were 3.32% for glucose, 1.44% for cholesterol, and 1.99% for
triglyceride measurements.

Venous blood samples collected from the study subjects were analyzed with the
standard methods used at the HCPA Department of Clinical Pathology, and results were
tabulated and compared to those obtained with the Accutrend® GCT point-of-care
meter.

One hundred and twenty-five subjects took part in the study, 76 (61%) of whom were

female. Mean age was 58.4+13.5 years (range, 21-86).

Glucose testing had a sensitivity of 69.33% (58.17-78.61%) and a specificity of 83.67%
(70.96-91.49%). As for the lipid panel, cholesterol testing had a sensitivity of 86.67%
(74.11-92.89%) and a specificity of 98.25% (85.84-99.71%), and triglyceride testing, a

sensitivity of 100% and specificity of 73.33% (61.19-81.68%).

Positive predictive values (PPV) and negative predictive values (NPV) were as follows:
glucose, PPV 86.7% (77.47- 92.48%) and NPV 64.1% (55.40-71.90); cholesterol, PPV
98.1% (91.33-99.61%) and NPV 87.5%; and triglycerides, PPV 68.8% (60.22—76.17%)

and NPV 100% (87.35-100.00%).

Analysis of the area under the ROC curve showed 76.5% (69.2—83.9%) for glucose,

92.5% (87.8-97.1%) for cholesterol, and 87.3% (82.5-92.1%) for triglycerides.
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Pearson coefficients of correlation between the reference and study methods were 0.959
for glucose, 0.932 for cholesterol, and 0.931 for triglycerides, as shown in greater detail
in Table 1. Figures 1, 2, and 3 show the linear correlation between these methods.

Bland-Altman plots were used to assess the accuracy of the study method (Figures 4, 5,
and 6). Mean differences were 14.2 mg/dL for glucose, 2.03 mg/dL for cholesterol, and

-25.3 mg/dL for triglycerides. Limits of agreement are shown in Table 2.

Discussion

Taking into account the CVs described on the control solution package inserts, the
Accutrend® GCT point-of-care meter performed adequately both on intra-assay testing
(glucose: expected, 3.70; determined, 1.50; total cholesterol: expected, 0.8-3.7;
determined, 1.15; triglycerides: expected, 3.10-3.40; determined, 1.35) and inter-assay
testing (glucose: expected, 3.30; determined, 3.32; total cholesterol: expected, 1.10-
5.00; determined, 1.44; triglycerides: expected, 2.30; determined, 1.99).* > 1¢

The Accutrend® GCT point-of-care meter exhibited greater specificity than sensitivity
for glucose (Sp=83.67%, Sn=69.33%) and total cholesterol (Sp=98.25%, Sn=86.67%),
as well as high positive predictive values for glucose (86.7%) and total cholesterol
(98.1%), which suggests a greater likelihood of correct identification of positive test
results.

Conversely, testing with the Accutrend® GCT meter exhibited greater sensitivity
(100%) than specificity (73.3%) for triglycerides, with a high negative predictive value
(100%), that is, greater likelihood of ruling out disease when the test result is negative.
Area under the ROC curve data showed that cholesterol and triglycerides testing (92.5%

and 86.7% respectively) were more accurate than glucose testing (76.5%); however, a
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value of 80% is defined as good accuracy, glucose measurements obtained with the

Accutrend® GCT meter can be considered adequate.

The correlation between measurements obtained with this POCT device and the
reference methods was very strong (glucose, r = 0.959; total cholesterol, r = 0.932;

triglycerides, r = 0.931), which is indicative of a linear correlation between the methods.

Bland-Altman analysis showed a statistically significant difference between methods
(14.2 mg/dL) for glucose testing, which suggests that capillary blood glucose
measurements obtained with the study device may underestimate actual glucose levels,
with the difference being greatest at higher levels. However, this difference would still
not be clinically relevant with respect to changes in a patient’s treatment plan.

For total cholesterol testing, the mean difference was 2.03 mg/dL close to zero and
statistically nonsignificant; therefore, agreement between capillary blood testing and the
reference method may be considered good.

Triglyceride measurements obtained with the POCT device were significantly different
(-25.3 mg/dL) from those obtained with conventional testing, indicating that capillary
blood testing may overestimate triglyceride levels, with this variability being greatest at
higher triglyceride levels. However, the difference would, again, not be clinically
relevant with regard to any changes in a patient’s treatment plan.

Regarding agreement limits for glucose (-23.95 and 52.36 mg/dL), cholesterol (-28.07
to 32.14 mg/dL), and triglycerides (-82.81 and 32.2 mg/dL), most values were within

these ranges.
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Conclusion

Our findings show that the Accutrend® GCT point-of-care meter can be used to monitor
all analytes for purposes of patient follow-up, performing best for cholesterol
measurement, should be evaluated according to availability of resources.

Study limitations

During capillary blood testing, this study did not take into account factors that could
interfere with samples, such as current medications, changes in other biological
markers, or concurrent clinical situations. These factors should be taken into account

when using the tested meter.

Conflicts of Interest

The authors declare no conflicts of interest.
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Table 1: Correlation between measurements obtained with the Accutrend® GCT device and conventional methods

Analyte N Mean* SD* Meant SDt r
Glucose 124 114.41 49.33 128.61 60.24 0.959
Cholesterol, total 117 202.92 35.16 204.96 40.76 0.932
Triglycerides 119 177.99 78.62 152.69 73.3 0.931
SD, standard deviation; *Accutrend® GCT; tConventional laboratory analyzer.
Table 2: Bland-Altman analysis
Analyte Mean difference (mg/dL) LLA - ULA (mg/dL) LLA (95%CI) ULA (95%Cl)
Glucose 14.2* -23.95-52.36 -29.02 -17.36 45.76 — 57.42
Cholesterol, total 2.03 -28.07 - 32.14 -335- 226 26.7- 37.6
Triglycerides -25.3* -82.81- 32.2 -93.78 - -71.83 21.23- 43.17

(*) statistically significant difference; LLA, lower limit of agreement; ULA, upper limit of agreement.
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Figure 1: Scatter plot of serum glucose vs. capillary blood glucose (mg/dL)
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Figure 2: Scatter plot of serum cholesterol vs. capillary blood cholesterol (mg/dL)
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Capillary triglycerides (mg/dL)
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Figure 3: Scatter plot of serum triglycerides vs. capillary blood triglycerides (mg/dL)
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Figure 5: Bland-Altman plot of serum and capillary cholesterol measurements
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