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Resumo

O laboratorio clinico deve utilizar metodologias de controlo de qualidade que permitam
identificar, prevenir e corrigir possiveis falhas e assim garantir a exatidao dos seus
resultados. O Controlo de Qualidade laboratorial € de elevada importancia quer através
da aplicacdo de metodologias de Controlo de Qualidade Interno (CQI) para avaliagdo da
precisdo analitica, quer através da participagdo em programas de Avaliacdo Externa da
Qualidade (AEQ) para avaliacdo da exatidao analitica.

As hemoglobinopatias sdo doencas monogénicas com transmissdo de forma
autossémica recessiva, causadas por mutacdes ao nivel dos genes das globinas humanas,
que conduzem a sintese reduzida da hemoglobina (talassémias) ou a formacdo de
hemoglobinas estruturalmente anomalas (variantes).

O estudo apresentado incidiu sobre os resultados do CQI e da participagdo em
programas de AEQ da Unidade de Diagndstico Laboratorial de Referéncia (UDR) do
Instituto Nacional de Salde Doutor Ricardo Jorge, bem como dos ensaios de AEQ
organizados pelo Programa Nacional de Avaliacdo Externa da Qualidade (PNAEQ) ao
nivel do doseamento de Hb A, Hb F e Hb S realizados entre 2011 e 2014.

Ao nivel do CQI, verificou-se uma melhoria da precisdo analitica no doseamento de
amostras controlo de nivel de concentracdo normal para a Hb A,, normal e elevado para
aHbF.

O erro total associado ao doseamento da Hb A, e da Hb F apresenta, de um modo geral,
uma tendéncia decrescente. Relativamente ao doseamento da Hb S o mesmo sé se
verifica para as amostras analisadas no equipamento HA 8160.

Entre 2011 e 2014 foram organizados pelo PNAEQ oito ensaios no ambito das
hemoglobinopatias. Os resultados obtidos indicam que, para as diferentes hemoglobinas
estudadas, existe uma grande variabilidade nos resultados entre os laboratdrios

participantes.

Palavras-chave: Laboratorio; Controlo; Qualidade; Hemoglobinopatias
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Abstract

The clinic laboratory must apply methodologies of quality control that allows the
identification, prevention and correction of possible errors, and thereby assure the
reliability of its results. The laboratory quality control, through implementation of
methodologies of internal quality control (IQC) and participation in external quality
assessment programs (EQA) is therefore of extremely importance.

The hemoglobinopathies are monogenic diseases with autosomal recessive
transmission, caused by genetic mutations in the globin genes. The term
hemoglobinopathies encompass the thalassaemias in which there is a reduced rate of
synthesis of one of the globin chains and the synthesis of a structurally abnormal
hemoglobin.

This study focused on the results of 1QC and participation in AEQ programs from the
reference laboratory unit of the National Health Institute Doutor Ricardo Jorge (INSA),
as well as the AEQ programs organized by National Program of external quality
assessment programs (PNAEQ) regarding the Hb A,, Hb F and Hb S quantification
conducted between 2011 and 2014.

Regarding the IQC, there was an improvement of the analytical accuracy of
quantification of samples with normal level of Hb A, and with normal and high
concentration of Hb F.

The total error resulting from Hb A, and Hb F quantification presents a decreasing
trend. The same situation can also be seen on the Hb S quantification in the equipment
HA 8160.

Between 2011 and 2014 eight trials regarding hemoglobinopathies were organized by
PNAEQ. The results indicate that for the various hemoglobins studied there is a great

variability in results between the different laboratories.

Keywords: Laboratory; Control; Quality; Hemoglobinopathies
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Introducao

1 Introducao

O primeiro capitulo deste trabalho contém as motivagdes para o desenvolvimento do tema
apresentado, os objetivos e uma abordagem teorica sobre os temas Controlo de Qualidade no

Laboratorio Clinico e Hemoglobinopatias.
1.1 Enquadramento

O termo Hemoglobinopatia abrange uma ampla gama de patologias causadas por alterages da
hemoglobina (Hb). S&o doengas monogeénicas com transmissdo de forma autossomica recessiva,
causadas por mutacdes ao nivel dos genes das globinas humanas, que conduzem a sintese
reduzida da hemoglobina (talassémias) ou a formacgédo de hemoglobinas estruturalmente anomalas
(variantes).

Este grupo de patologias teve origem nas regifes tropicais e subtropicais, mas atualmente esta
presente por todo o mundo devido aos fendbmenos de migracdo, apresentando uma prevaléncia de
5,0 a 7,0%. Em Portugal, a percentagem de portadores de hemoglobinopatias na populacdo em
geral varia entre 0,5 e 2,0% (Kohne, 2011; Martins, Olim, Melo, Magalhaes & Rodrigues, 1993).
A elevada prevaléncia destas doencas genéticas justifica a importancia do diagnéstico precoce, da
implementacdo de programas de prevencdo com sensibilizacdo e informacdo sobre a doenca,
rastreio da populacdo e aconselhamento genético para os portadores, bem como a
disponibilizacdo de meios de diagndstico pré-natal para casais em risco.

Atualmente os laboratdrios clinicos dispdem de varias metodologias que permitem efetuar o
rastreio de hemoglobinopatias, tais como as técnicas eletroforéticas ou cromatogréaficas. O
laboratdrio clinico deve implementar regras que permitam obter resultados o mais precisos e
exatos possivel, ou seja, implementar medidas de controlo da qualidade.

O Controlo de Qualidade permite aos laboratérios clinicos assegurar a fidedignidade dos seus
resultados e melhorar os seus niveis de precisdo e exatiddo analitica.

O trabalho apresentado foi efetuado no setor de Hemoglobinopatias da Unidade de Diagndstico
Laboratorial e Referéncia (UDR) do Departamento de Promocdo da Saude e Prevencdo de
Doencas Néo Transmissiveis (DPS) e na Unidade do Programa Nacional de Avaliagdo Externa da
Qualidade (PNAEQ) do Departamento de Epidemiologia (DEP) do Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge (INSA).
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A principal motivacdo para a realizagdo deste trabalho foi a possibilidade de aprofundar os meus
conhecimentos na area do controlo da qualidade em laboratério clinico bem como na area das
hemoglobinopatias associada a oportunidade de poder conhecer o trabalho desenvolvido numa
instituicdo de referéncia e de grande prestigio, tanto a nivel nacional como internacional, como o

Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge.
1.2 Objetivos

O estudo apresentado tem como objetivo analisar os resultados dos pardmetros hematoldgicos

associados ao diagnostico de hemoglobinopatias (quantificacdo das Hb A, Hb F e Hb S) obtidos

entre 2011 e 2014, com vista a implementacdo de acdes de melhoria:

e Na UDR- DPS ao nivel dos resultados do controlo interno de qualidade e da avaliagédo
externa da qualidade

e No PNAEQ ao nivel dos resultados dos laboratorios participantes nos programas avaliacdo

externa da qualidade no &mbito das hemoglobinopatias.

1.3 Caracterizacdo da Organizacgao

1.3.1 Instituto Nacional de Satude Doutor Ricardo Jorge

O Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge foi fundado em 1899, como Instituto Central
de Higiene. Em 1971 foi denominado como Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INSA), terminologia que permanece até a atualidade. O INSA €é um instituto publico integrado
na administracao indireta do Ministério da Saude, dotado de autonomia cientifica, administrativa,
financeira e patrimdnio préprio (Decreto-Lei n.° 27/2012).

A sua missdo consiste “em contribuir para os ganhos em salude publica através de atividades de
investigacdo e desenvolvimento tecnoldgico, atividade laboratorial de referéncia, observagédo da
saude e vigilancia epidemiologica, bem como coordenar a avaliacdo externa da qualidade
laboratorial, difundir a cultura cientifica, fomentar a capacitacao e formacao e ainda assegurar
a prestagdo de servigos diferenciados, nos referidos dominios” (Decreto-Lei n.° 27/2012).

O INSA, como Laboratério do Estado, apresenta uma maior responsabilidade na investigacdo

cientifica e desenvolvimento experimental na &rea das ciéncias da salde: investigacdo
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epidemioldgica, determinantes da salde e a avaliacdo da qualidade dos servigos de saude publica.
Este instituto coopera com o0s servicos de salde nacionais, as universidades e centros de
investigacao nacionais e estrangeiros, os restantes laboratorios do Estado e com outras entidades
com atividades semelhantes.

O INSA esta dividido em trés polos: Sede em Lisboa, Centro de Saude Publica Doutor Gongalves
Ferreira, no Porto, e Centro de Estudos de Vetores e Doengas Infeciosas Doutor Francisco

Cambournac, em Aguas de Moura.

1.3.2 Unidade de Diagnostico Laboratorial e Referéncia (UDR)

O DPS atua nas areas da promocdo da salde, da literacia em salde e da prevencdo de doencas

cronicas.

A UDR esté integrada no DPS e atua nas areas da quimica clinica, hematologia, imunologia e

endocrinologia e tem como objetivo implementar novas metodologias de diagndstico que

permitam uma melhor caracterizacdo analitica de diversas patologias.

No ambito das hemoglobinopatias, a UDR atua ao nivel da:

e Realizacdo de rastreios: identificacdo de portadores, em colaboracdo com laboratérios de
salde puablica com vista a prevencdo do aparecimento de formas graves de
hemoglobinopatias

e Detecdo de casais em risco

e Confirmacao de diagnéstico

e Participacdo em programas de Avaliacdo Externa da Qualidade (UK-NEQAS e PNAEQ)

e Colaboracdo em projetos de investigacao

e Formacéo e ensino.

1.3.3 Unidade do Programa Nacional de Avaliacdo Externa da Qualidade (PNAEQ)

Em Portugal, o PNAEQ ¢, desde 1978, a entidade nacional organizadora de programas de
Avaliacdo Externa da Qualidade (AEQ) em laboratdrios clinicos. Os principais objetivos desta
unidade séo:

e Promocdo, organizacdo e coordenacdo dos programas de AEQ nas diferentes Aareas

laboratoriais
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e Contribuir para a formacdo dos participantes, promovendo a melhoria do desempenho
laboratorial, aumentando o nivel da qualidade, beneficiando diretamente o doente e o publico
em geral e promovendo prospectivamente boas praticas e politicas adequadas de saude publica

e Divulgar a informacéo, e os indicadores gerados nos relatorios de avaliacdo, as entidades
envolvidas em todo o processo e aos decisores em salde

e Comparar o estado da arte a nivel nacional

e Aumentar o nivel técnico nas diferentes areas (ex: Imunologia, Virologia, Biologia Molecular,

Parasitologia, etc.), enviando bibliografia e dados explicativos.

1.3.3.1 Organizacao do PNAEQ

O PNAEQ constitui uma das unidades do DEP do INSA. Esta unidade engloba uma equipa
multidisciplinar, que colabora e participa em diferentes grupos de trabalho nacionais e
internacionais recolhendo toda a informacéo relevante, de modo a promover a melhoria dos
servicos prestados e a garantir a auséncia de conflito de interesses. As atividades do PNAEQ séo
desenvolvidas na sede do INSA e nos seus dois polos.

O PNAEQ promove programas de AEQ nas areas da: Clinica, Genética, “Point-of-Care Testing”,
Microbiologia de Aguas, Microbiologia de Alimentos e Microbiologia do Ar e Anatomia
Patologica.

Na implementacdo dos diferentes programas de AEQ, o PNAEQ segue a metodologia de
organizacdo em grupos de trabalho indicada na norma ISO/IEC 17043:2010 Conformity
assessement - General requirements for proficiency testing. Os grupos de trabalho nacionais séo
propostos pelo DEP/PNAEQ e nomeados pelo Conselho Diretivo do INSA. A coordenagédo
destes grupos é da responsabilidade do PNAEQ. Os grupos de trabalho desempenham um papel
importante na selecdo das amostras a incluir nos diferentes ensaios e participam na avaliacdo dos
resultados através da partilha dos conhecimentos técnico-cientificos.

A semelhanca dos grupos de trabalho, colaboram com o PNAEQ, grupos de peritos, formados
por elementos de reconhecida idoneidade, convidados pelo PNAEQ, que executam funcdes

semelhantes as desenvolvidas nos grupos de trabalho.
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O PNAEQ ¢é membro da European Quality Association of Laboratory Medicine (EQALM) e
coopera com outros organizadores de programas de AEQ Internacionais, como por exemplo a
Labquality.

1.3.3.2 Funcionamento Geral de participacdo no PNAEQ

Apbs a divulgacdo dos ensaios de AEQ organizados pelo PNAEQ, os laboratorios clinicos podem
efetuar a sua inscricao de acordo com os prazos estipulados.

A participagdo em programas do PNAEQ ¢ voluntéria e confidencial. A confidencialidade é
assegurada pela atribuicdo de um namero, que apenas o laboratério participante e o responsavel
pela organizacdo do programa tem conhecimento.

O envio dos ensaios € processado segundo as caracteristicas de cada programa e inclui a entrega
de documentos inerentes a sua realizacéo.

O tipo de amostra enviado nos ensaios de AEQ promovidos pelo PNAEQ depende do parametro
em estudo. Apés a rececdo das amostras, os laboratorios clinicos devem cumprir o protocolo
fornecido pelo PNAEQ para a reconstitui¢cdo das amostras e proceder a sua analise de acordo com
a rotina laboratorial.

Os laboratérios participantes devem enviar 0s seus resultados para o PNAEQ que,
posteriormente, realizara a sua avaliacao.

O PNAEQ é responsavel pela elaboracdo de relatérios de avaliacdo do desempenho dos
laboratorios participantes nos programas de AEQ. Sempre que seja pertinente e aplicavel, serdo
indicadas recomendacBes e comentérios dos diferentes grupos de trabalho permitindo aos
laboratorios a apreciacdo do seu desempenho, a comparagd0 cOm 0S Seus pares e a

implementacao, se necessario, de acdes preventivas e corretivas (Figura 1).
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Figura 1: Fases dos programas de AEQ promovidos pelo PNAEQ
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1.3.3.3 Programa de AEQ em Hemoglobinopatias - PNAEQ

O programa de AEQ no ambito das hemoglobinopatias desenvolvido pelo PNAEQ tem como
objetivo a pesquisa, identificacdo e quantificacdo das hemoglobinas A,, F e variantes e
interpretacdo dos casos clinicos.

O PNAEQ organiza dois ensaios anuais nos quais sdo avaliadas uma ou duas amostras para
analise e um caso clinico para interpretacdo. O grupo de laboratérios peritos que colabora com
PNAEQ ¢ formado por elementos do Servico de Patologia Clinica de dois hospitais nacionais e
do laboratério da UDR do DPS- INSA.

1.4 Caraterizacdo do Laboratdrio Clinico

1.4.1 Laboratdrio Clinico e termos laboratoriais

De acordo com o despacho n°® 8835/2001 (22 série) do diario da Republica N° 98 de 27 de Abril de
2001, o laboratdrio clinico é definido como a estrutura onde, sob a responsabilidade de um diretor
técnico, sdo realizados exames laboratoriais (Ministério da Saude, 2001).

Os principais deveres de um laboratorio clinico sdo garantir a qualidade dos resultados
laboratoriais, melhorar a qualidade dos servigos prestados, assegurando a garantia da qualidade

nas fases pré e pds analitica, maximizar o impacto dos resultados dos testes laboratoriais nos
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cuidados prestados ao doente e associar, sempre que possivel, o laboratério clinico a projetos de
investigacdo (Plebani, 2002; Sciacovelli, Secchiero, Zardo, Zaninotto & Plebani, 2006).

Em Portugal, o Decreto-Lei n.° 217/99, de 6 de Outubro de 1999, alterado pelo Decreto-Lei n.°
164/2013, de 6 de Dezembro de 2013, estabelece que “o0 funcionamento de qualquer laboratério
depende da obtencdo de uma licencga, a conceder por despacho do Ministro da Saude, que fixa as
valéncias que o seu titular fica autorizado a desenvolver, os respetivos postos de colheita, bem
como os laboratdrios com os quais tenha sido celebrado contrato de colaboracéo”.

O artigo 10° da Portaria n.° 166/2014 de 21 de Agosto indica que os laboratérios podem receber
autorizacdo para desenvolver no minimo quatro das seguintes valéncias: Bioguimica;
Microbiologia; Hematologia; Imunologia e ou Serologia; Endocrinologia laboratorial e estudo
funcional dos metabolismos, 6rgaos e sistemas; Monitorizacdo de farmacos e toxicologia clinica;
Patologia molecular (excluindo genética humana).

No manual de boas préticas clinicas, publicado pelo Ministério da Salde no despacho n.°
8835/2001, no Diario da Republica n.° 98, 2% série, de 27 de Abril, estdo descritas as definicdes
dos diversos termos laboratoriais. De seguida sdo apresentadas as definicdes consideradas de
maior relevancia para este estudo:

Avaliagdo externa da qualidade (AEQ) — anteriormente conhecida como controlo externo da
qualidade (CEQ), corresponde a avaliagdo, por um organismo exterior, da qualidade dos
resultados fornecidos pelo laboratério.

Controlo da qualidade interno (CQI) — conjunto de procedimentos postos em pratica num
laboratdério com vista a permitir um controlo da qualidade dos resultados das anélises, a medida
que as mesmas sdo executadas.

Exames laboratoriais — exames que contribuem para o diagnostico, tratamento, monitorizacdo
ou prevencdo de doencas humanas ou qualquer modificacdo do estado de equilibrio fisiolégico.
Garantia da qualidade — conjunto de acfes pré-estabelecidas e sistematicas necessarias para se
obter a garantia de que um produto ou servico satisfaz determinadas exigéncias da qualidade. No
ambito dos exames laboratoriais, a garantia da qualidade abrange obrigatoriamente as fases pré-
analitica, analitica e p6s-analitica e inclui também procedimentos de controlo, tais como o CQl e
a AEQ.

Procedimentos — instrugdes escritas, proprias de cada laboratorio, descrevendo as operacdes a

efetuar, as precaucdes a tomar e as medidas a aplicar no laboratdrio.
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Qualidade — aptiddo de um produto ou servigo para satisfazer as necessidades expressas ou
implicitas do utilizador.

Sistema analitico — conjunto dos meios analiticos constituido por um método, um aparelho ou
conjunto de aparelhos, um ou varios reagentes e materiais, uma ou varias amostras de calibracéo,
uma ou varias amostras de controlo, que permite realizar a determinacdo de um constituinte
segundo um procedimento previamente definido.

Sistema da qualidade — estrutura organizacional, responsabilidades, procedimentos, processos e

recursos para implementacéo da qualidade.

1.4.2 Fases do processo laboratorial

O processo laboratorial pode ser dividido em trés fases:

1. Fase pré-analitica

A norma, “International Organization for Standardization” (ISO) 15189 de 2012: Laboratorios
clinicos — requisitos particulares para a qualidade e competéncia, define que a fase pré-analitica
engloba os procedimentos iniciais do processo laboratorial, por ordem cronoldgica, desde a
requisicdo dos exames laboratoriais, preparacdo e identificagdo do doente, colheita da(s)
amostra(s) ao transporte para e dentro do laboratério (ISO 15189, 2012; Plebani, Sciacovelli,
Aita, & Chiozza, 2014).

Na fase pré-analitica, os laboratdrios devem ter estabelecidos critérios de aceitacdo e rejeicao
aplicados a colheita e ao transporte das amostras. O método de identificacdo das amostras deve
ser claro e simples. O procedimento de colheita das amostras, o recipiente escolhido, a
temperatura/duracéo/seguranca do transporte e da rececao das amostras no laboratorio devem ser

monitorizados (Hawkins, 2012).

2. Fase analitica
A norma ISO 15189 de 2012: Laboratdrios clinicos — requisitos particulares para a qualidade e
competéncia, define a fase analitica como o conjunto de procedimentos que permitem determinar
um valor ou analisar as caracteristicas de uma amostra. Esta fase corresponde assim, a etapa de
realizacdo do exame laboratorial e pode ser monitorizada pelo CQI e pela participacdo em
programas de AEQ.
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Ambos sdo ferramentas utilizadas na préatica laboratorial para garantir que a execucao dos testes
cumpre 0s requisitos para a qualidade (ISO 15189, 2012; Plebani, et al., 2014; Vieira, Shitara,
Mendes & Sumita, 2011).

3. Fase pos-analitica
A fase pobs-analitica abrange o0s processos que se seguem aos exames laboratoriais,
nomeadamente a revisdo dos resultados, retencdo e armazenamento do material clinico,
eliminacdo de amostras (e descartaveis), formatacdo, emissdo, transmissdo dos resultados aos
clinicos e arquivo dos resultados dos exames. Esta fase inclui ainda os processos de validag&o,
interpretacdo dos resultados e decisdes clinicas perante o resultado reportado (Vieira, Shitara,
Mendes & Sumita, 2011; ISO 15189, 2012).

1.5 Controlo de Qualidade no Laboratorio Clinico

1.5.1 Qualidade no laboratdério clinico

Nos laboratdrios clinicos, a melhoria da qualidade do produto (resultado dos exames) e 0 seu
controlo resultam do aumento das exigéncias dos clientes e da necessidade de afirmacdo dos
laboratérios no mercado empresarial. E da responsabilidade do laboratério clinico assegurar que
0s seus resultados reflitam, de forma fidedigna e consistente, o estado clinico dos seus utentes, e
que a sua determinacdo néo sofreu qualquer interferéncia (Chaves, 2013; Plebani, 2002).

O progresso tecnolégico na area laboratorial permitiu, além de outros fatores, aumentar a
diversidade de amostras avaliadas pelos métodos laboratoriais, contribuindo assim para o
aumento da importancia do laboratério clinico na decisdo médica e na selegdo do tratamento
(Vieiraet al., 2011).

A melhoria continua dos processos envolvidos deve representar o foco principal de qualquer
laboratério. Para tal, deve aplicar metodologias de controlo, nomeadamente programas de
controlo de qualidade, que permitam identificar, prever e corrigir possiveis falhas e, assim,
minimizar as suas consequéncias e repeticdo. A sistematizacdo das atividades envolvidas em
todas as etapas dos processos laboratoriais permite alcangar a garantia da qualidade. A gestéo da

qualidade, por sua vez, abrange as agOes utilizadas para produzir, dirigir e controlar essa
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qualidade, incluindo a determinacdo de uma politica e de objetivos da qualidade, através da
utilizacdo de indicadores e implementacdo de metas (Chaves, 2013; Plebani, 2002).

A Norma ISO 15189:2012 estabelece os requisitos que um laboratério deve cumprir para que a
sua competéncia na realizacdo de ensaios seja reconhecida. Esta norma de acreditacdo demonstra,
objetiva e independentemente, o compromisso de um laboratério com a qualidade e com a
competéncia técnica. Ao seguir esta norma o laboratorio assegura que 0s seus resultados sdo

fidedignos e que contribuem de forma mais correta para o diagnaostico clinico.

1.5.1.1 Erros nos laboratdrios clinicos

O papel do laboratdrio nos cuidados prestados aos doentes é fundamental e estima-se que 0s
resultados laboratoriais influenciam cerca de 60 a 70% das decisGes clinicas. Devido a este
elevado nivel de influéncia, a qualidade dos testes laboratoriais € extremamente importante.
Consequentemente, as andlises laboratoriais executadas de forma incorreta poderdo constituir
uma importante fonte de erro, o que pode afetar a seguranca do doente (Rin, 2009; Hawkins,
2012; Plebani, 2006).

De acordo com a norma 1SO 22367:2008 “Medical laboratories - Reduction of error through risk
management and continual improvement”, o erro laboratorial ¢ definido como a utilizagdo de
uma estratégia incorreta para atingir um objetivo. A realizacdo de uma revisdo das nao
conformidades e dos erros laboratoriais em intervalos regulares, bem como dos efeitos das agdes
preventivas e corretivas, ira permitir a melhoria da qualidade dos servigcos prestados pelos
laboratdrios clinicos. Esta norma define como agbes preventivas aquelas que se destinam a evitar
0 aparecimento de uma ndo conformidade ou que promovam a melhoria continua e agdes
corretivas as que se sucedem apdés a identificacdo de uma ndo conformidade ou de um erro. As
acOes corretivas devem conduzir a diminuicdo da frequéncia da ndo conformidade ou evitar o
desenvolvimento de uma ndo conformidade associada (Plebani, 2006; 1SO 22367, 2008;
Hawkins, 2012; Plebani, 2014).

Os erros laboratoriais podem ser classificados de acordo com: fase do ciclo analitico; local onde o
erro teve origem: intra ou extra laboratorio; responsabilidade sob o erro; possibilidade de serem
evitados e impacto nos cuidados prestados ao doente. Esta classificacdo permite aos laboratorios

clinicos reconhecer as causas dos erros, identificar os processos com elevado risco de ocorréncia
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de erro, estimar, avaliar e controlar o risco associado aos cuidados prestados aos doentes bem
como monitorizar a eficacia dos programas de controlo de qualidade (Plebani, 2006).

Os erros laboratoriais podem ocorrer em qualquer fase do ciclo do laboratério, no entanto, a
percentagem de erros associados as duas fases extra-analiticas é 4 a 5 vezes superior a registada

na fase analitica (Tabela 1).

Tabela 1: Tipos e percentagem de erros nas trés fases do processo analitico laboratorial (Rin, 2009; Hawkins, 2012)

Fase do processo . Percentagem
" Tipo de erro

analitico de erro (%)
Requisigdo de um teste inadequado
Identificaclo incorreta do doente
Recipiente incorreto

, L Identificacdo incorreta do recipiente

Pré-analitica ¢ P 46 - 68,2

Colheita e transporte incorretos da amostra
Volume de amostra insuficiente
Erro na rotulagem
Contaminac&o bioldgica
Funcionamento incorreto do equipamento
Analitica Interferéncias (endégenas ou exdgenas) 7-13
Falha ndo detetada no controlo da qualidade
Validacéo incorreta dos resultados
Introducéo incorreta dos resultados
Erro no relatorio clinico
Demora na disponibilizacdo dos resultados ao clinico responsével

Pés-analitica 18,5 — 47

Os erros analiticos também podem ser classificados como:

e Erro aleatério: o erro ocorre de forma imprevisivel e, portanto, ndo é passivel de ser evitado.
Estes erros sucedem, principalmente, nas fases de manipulagéo e processamento das amostras
e resultam na diminuicdo da precisao analitica (Oliveira & Mendes 2010; VIM, 2008).

e Erro sistematico: erro que ocorre de forma regular e constante, resultando na perda da exatidao
(Oliveira & Mendes 2010; VIM, 2008).

1.5.2 Controlo da Qualidade Interno
Em 1981, a Organizagdo Mundial de Saude definiu como CQI “o conjunto de procedimentos
utilizados na avaliagdo continua do trabalho desenvolvido no laboratorio e dos seus resultados”.

Assim, o CQI consiste no conjunto de procedimentos aplicados com regularidade na

monitorizacdo do desempenho dos métodos analiticos, detecdo de possiveis erros, devido ao mau
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funcionamento do sistema, condi¢cbes ambientais adversas ou mau desempenho do operador, e

correcdo de problemas antes da entrega dos resultados ao doente ou ao médico (Pang, 2009).

1.5.2.1 Evolugao Historica do CQI

O conceito de CQI do processo analitico foi introduzido na quimica clinica atraves dos gréficos
de Levey-Jennings com base nas teorias de Shewhart para o controlo de qualidade dos produtos
industriais. Em 1977 Westgard e colegas constataram que 5% dos resultados analiticos eram
rejeitados sem razdo fundamentada. Foram assim estudadas vérias regras de controlo com recurso
a aplicacbes informaticas, atualmente conhecidas como regras de Westgard (Westgard, et al.,
1981).

1.5.2.2 Procedimento de CQI

As etapas essenciais na construcdo de um procedimento de CQI sdo as seguintes:

1. Previsdo do desempenho do CQI: a abordagem basica do CQI envolve a analise do material
de controlo em simultdneo com as amostras dos doentes. O laboratdrio deve estabelecer a
frequéncia, o tipo e nimero de testes de controlo de qualidade para monitorizar todo o
processo analitico.

2. Selecdo de um procedimento de CQI apropriado: procedimento que apresenta uma
probabilidade de 90% de detetar erros clinicamente importantes e um méaximo de 5% de
falsas rejeicdes.

3. Implementacdo de um programa de CQI: programa que cumpra 0s critérios estatisticos,
regras de controlo ou que o nimero de determinacGes do controlo realizadas esteja em

concordancia com o nivel de qualidade exigido (Pang, 2009).

Na elaboracdo de um sistema de controlo de qualidade é importante ter em consideragdo 0s
seguintes aspetos: procedimentos escritos; garantia da responsabilidade de monitorizagdo e
revisdo de resultados; formacdo do pessoal; qualidade, nimero e tipo dos materiais de controlo;
recolha de dados; valores alvo estabelecidos; cartas de Levey-Jennings estabelecidas; graficos
com os resultados dos controlos determinados nos ensaios de rotina; acdes corretivas

estabelecidas; documentacdo atualizada dos programas de controlo; tipo e frequéncia dos erros;
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namero de repeti¢des dos testes de controlo e probabilidade de detetar erros e falsos negativos
(Pang, 2009; Petersen et al., 1996).

Né&o é possivel estabelecer um sistema de controlo comum para todos os métodos analiticos, cada
método devera ter o seu préprio sistema de CQI (Petersen et al., 1996).

Nos procedimentos de CQI deverdo ser utilizados, pelo menos, dois niveis de concentracdo de
amostra controlo. Um devera representar a concentra¢do do analito em condigdes fisioldgicas e 0
outro em condicdes patoldgicas (Fuentes-Arderiu, et al., 2007; Petersen et al., 1996.

Uma vez que cada lote de amostra controlo contém valores diferentes do analito em estudo, é
necessario elaborar uma nova carta controlo sempre que se inicia um novo lote. A reconstituicéo
das amostras devera ser realizada de acordo com as indicacBes do fabricante. Na fase da
aliquotagem a amostra € distribuida por aliquotas de concentracdes idénticas. Cada determinacéo
da amostra corresponde a um ponto na carta de controlo. Os intervalos de CQI sdo determinados
através dos valores da média e de desvio padrdo obtidos nas primeiras 20 determinacGes
realizadas em datas diferentes com base na exigéncia de qualidade do ensaio (Westgard, et al.,
1981).

Através da andlise da carta de controlo é possivel verificar se alguma das regras foi violada e
identificar o tipo de erro (aleatorio ou sistematico). A origem da ndo conformidade deve ser
determinada e corrigida de imediato (Westgard et al., 1981).

1.5.2.3 Caracteristicas das amostras de controlo de CQI

As principais caracteristicas das amostras de controlo sdo as seguintes:
Semelhanca as amostras de origem humana (sangue, plasma, soro, etc.)
Concentracdo do analito clinicamente representativa

Composicdo da matriz o mais semelhante possivel a amostra de origem humana
Estavel durante um longo periodo de tempo

Baixa variabilidade

O material de controlo deve estar pronto a utilizar

Aplicadas com o minimo de preparacao possivel

G N o g s~ w D e

Manuseamento idéntico as amostras dos doentes (Pang, 2009; Petersen et al., 1996; Vieira et
al., 2011).
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As amostras de controlo sdo de valor conhecido e a sua monitorizacao € obtida através de analise
estatistica, nomeadamente através da média, desvio padrédo e coeficiente de variacdo. Os gréficos
de Levey Jennings e as regras de Westgard sdo as principais ferramentas aplicadas a nivel

mundial na avaliacdo do CQI (Vieira et al., 2011).

1.5.2.4 Regras de Westgard

A maioria dos laboratorios clinicos segue as regras de controlo de qualidade estabelecidas por
Westgard no inicio dos anos 80.

Westgard avaliou a eficiéncia e a adequabilidade das varias regras de controlo de qualidade em
uso e demonstrou que os procedimentos de controlo de qualidade devem nominalmente consistir
em, pelo menos, duas regras de controlo: uma deve ser sensivel ao erro sistematico e a outra ao
erro aleatério. A combinacdo destas regras, tipicamente conhecidas como regras de controlo de
Westgard, € essencial nos sistemas de informacéao de todos os laboratérios clinicos.

Um dos principios fundamentais das regras de Westgard consiste na distribuicdo gaussiana dos
erros. Por este motivo, apenas sdo aplicaveis as determinacdes quantitativas (Westgard, 2013;

http://www.westgard.com/westgard-rules-and-multirules.htm acedido a 5 de outubro de 2014).

A regra de Westgard que ndo foi cumprida permite identificar o tipo de erro analitico que ocorreu
durante o procedimento (Tabela 2).

1.5.2.5 Medidas de desempenho do CQI

A precisdo corresponde a capacidade do método, em determinagdes repetidas numa mesma
amostra, fornecer resultados semelhantes. Este processo permite avaliar a reprodutibilidade dos
resultados e, assim, avaliar o CQI.

O erro gerado pela imprecisdo analitica designa-se por erro aleatorio.

O coeficiente de variagdo (CV) exibe de forma percentual, a imprecisdo do método em
determinacdes distintas, logo deve ser determinado regularmente (Oliveira & Mendes 2010).

A férmula desta medida é a seguinte: Coeficiente de variagéo

CV ==x100

Rl «

S representa o desvio padréo e x a média dos valores.
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Tabela 2: Regras de Westgard para CQI nos laboratérios clinicos.

Regra Descricao do critério de rejeicao Tipo de erro detetado

Regra de controlo utilizada quando os limites de
controlo calculados sdo x = 2s. No procedimento
original de Westgard, esta regra ¢ utilizada como um
alerta, para provocar a analise das outras regras.

1y Erro aleatdrio

Regra de controlo utilizada quando os limites de
controlo calculados séo x + 3 s. A corrida é rejeitada
guando uma Unica medicdo de controlo excede um
dos limites

Erro sistematico

Rejeita-se quando 2 medices de controlo
255 consecutivas excedem o mesmo limite de controlo x + Erro sistematico
2s0ux—2s

Rejeita-se quando 1 medicdo de controlo excede o
Rus limite de controlo x + 2DP e a outra x - 2DP, na Erro aleatério
mesma corrida

Trés pontos consecutivos da amostra de controlo

3 . Erro sistematico
1s ultrapassam +1s do mesmo lado da linha central.
Rejeita-se quando 4 medices de controlo . "
4y . i Erro sistematico
consecutivas excedem o mesmo limite 1s.
Rejeita-se quando 10 medi¢cBes de controlo
10x consecutivas estiverem no mesmo lado em relagdo a Erro sistematico

média

s — desvio padréo

1.5.3 Avaliacdo Externa da Qualidade

De acordo com a norma ISO 17043:2010 “Conformity assessment — General requirements for
proficiency testing”, 0s programas de AEQ consistem na avaliacdo do desempenho de um
laboratério em comparacdo com outros laboratérios. A participacdo em programas de AEQ
permite fornecer aos laboratorios participantes e autoridades da saude uma estimativa sobre o
grau de incerteza e constitui um indicador eficaz sobre a participacao do laboratdrio em processos
de acreditacéo e certificacdo (ISO 17043, 2010).

As principais vantagens da participacdo em programas de AEQ séo:

e Obtencgéo de uma viséo sobre o seu desempenho

e Melhoria dos padrdes locais ou nacionais

e Estimulo para a melhoria continua

e Avaliacdo da eficicia dos procedimentos de CQI

e Demonstracdo de um compromisso com a qualidade

e Avaliagio de desempenho dos métodos
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1.5.3.1 Evolucdo histérica dos Programas de Avaliagdo Externa da Qualidade

A origem dos programas de AEQ, remonta ao estudo pioneiro de Belk e Sunderman de 1947
(Ceriotti, 2014). Nesta altura, a AEQ era apenas utilizada para identificar os métodos com fraco
desempenho. A AEQ evoluiu de exercicios esporadicos para a avaliacdo de um ndmero restrito
de analitos para uma prética regular. No final dos anos 60, a AEQ j& constituia uma ferramenta
muito Util para a identificacdo de erros. Os programas de AEQ deram destaque a baixa inexatidao
dos métodos manuais. Nos anos 70, AEQ tornou-se uma pratica mais regular e a introducao dos
métodos automatizados contribuiu para 0 aumento da precisdo dos métodos analiticos (Ceriotti,
2014; Libeer, 2001).

Em 1978 foi publicado pela “International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine” um conjunto de recomendacGes provisorias para a AEQ e a descricdo dos seus
objetivos. Este documento define os programas de AEQ como instrumentos necessarios para a
definigdo do estado da arte do laboratdrio.

A norma europeia 14136 de 2004: Utilizacdo de programas de AEQ na avalia¢do do desempenho
dos procedimentos de diagnostico in vitro, veio estabelecer os métodos de vigilancia dos
programas de AEQ e disponibilizar alguns conceitos basicos. A norma 17043 “Conformity
assessment — General requirements for proficiency testing” de 2010, por sua vez, especifica 0s
requisitos gerais para o desenvolvimento de um programa de AEQ (Ceriotti, 2014; 1SO 17043,
2010).

1.5.3.2 Objetivos dos programas de AEQ

Os programas de AEQ tém como objetivos:

1. Avaliacdo do desempenho dos participantes

Os critérios de avaliacdo dos resultados laboratoriais num programa de AEQ sdo extremamente
importantes: Se forem pouco rigorosos, laboratérios com baixo desempenho ndo serdo
identificados, se, no entanto, forem demasiado rigorosos, os laboratorios com bom desempenho
serdo falsamente rejeitados (Sciacovelli, et al, 2004).

Esta avaliacdo decorre em todos os programas de AEQ (Libeer, 2001).

A obtencédo de resultados aceitaveis num programa de AEQ indica que o laboratorio apresenta
capacidade para produzir resultados fidedignos e s@o uma forte evidéncia que os procedimentos
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analiticos estdo sob controlo, que o trabalho dos técnicos é adequado e que as regras de CQI
foram cumpridas. Esta informacdo tranquiliza os profissionais do laboratdrio e representa uma
evidéncia da conformidade e comparabilidade dos resultados entre laboratorios.

No entanto, um mau desempenho num programa de AEQ pode ser consequéncia da méa qualidade
das amostras controlo, falha do método analitico ou ainda devido a erro dos participantes. Com
excecdo da primeira possibilidade, o laboratério e responsavel pela identificacdo da causa do erro
e pela implementacédo de acbes corretivas e preventivas. O insucesso dos participantes conduz a
reavaliacdo e modificacdo dos procedimentos e métodos aplicados no laboratorio, e
eventualmente @ melhoria da formacdo e competéncia dos profissionais (Plebani, 2005).

O numero de laboratdrios identificados com fraco desempenho nos programas de AEQ depende
dos critérios estabelecidos, mas pode sofrer influéncias do tratamento estatistico aplicado
(Sciacovelli et al, 2004).

A avaliacdo do desempenho do laboratério também engloba a avaliacdo dos seus profissionais,
nomeadamente a sua capacidade de interpretacdo de resultados, sugestbes para o diagnostico e

para estudos laboratoriais posteriores (Libeer, 2001).

2. Avaliacdo do desempenho dos métodos

Através da comparacdo dos resultados de diferentes utilizadores do mesmo método, é possivel
avaliar o desempenho inerente a0 método. Este tipo de avaliacdo implica a participacdo de um
namero significativo de utilizadores do método em estudo (Libeer, 2001).

3. Formagéo e aconselhamento

A participacdo em programas de AEQ ndo garante por si s06 uma melhoria da qualidade dos
resultados laboratoriais. Os profissionais do laboratério tém o dever de analisar os relatorios da
AEQ, discutir os resultados obtidos, e determinar as possiveis aces que deverdo ser tomadas
para melhorar o desempenho do laboratério. A informacdo disponibilizada pela AEQ apenas é
eficaz se o laboratério realizar as acGes apropriadas para garantir a melhoria do seu trabalho
(Sciacovelli et al, 2006).

1.5.3.3 Etapas da AEQ

Cabe aos laboratorios a selecdo dos programas de AEQ em que pretendem participar. Apés a

inscricdo dos laboratorios nos programas de AEQ, a entidade organizadora é responsavel pela
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preparacdo e envio das amostras de controlo para os laboratorios participantes. Sempre que se
justifique, devera ser enviada informac&o clinica pertinente para o estudo em causa juntamente
com a amostra. Os laboratdrios participantes devem aplicar as amostras de controlo o0 mesmo
procedimento aplicado as amostras dos doentes. De seguida, os resultados das amostras sdo
enviados a entidade organizadora do programa de AEQ que, por sua vez, ira realizar o tratamento
estatistico dos resultados bem como a sua analise e interpretacdo. Posteriormente, enviara um

relatorio de avaliacdo dos resultados a cada laboratdrio participante.

1.5.3.4 Caracteristicas das amostras de controlo da AEQ

O organismo responsavel pela organizacdo do programa de AEQ deve estar apto a demonstrar a
qualidade dos materiais utilizados. Estes devem apresentar homogeneidade, estabilidade (para
garantir que ndo sofrem alteracGes significativas durante o processo em estudo) e estar em
conformidade com as normas de seguranca. As amostras controlo devem ser avaliadas da forma
mais semelhante possivel ao processo aplicado nas amostras dos doentes (Sciacovelli et al, 2004).
De acordo com a norma ISO 17043:2010 “Conformity assessment — General requirements for
proficiency testing”, 0S participantes deverdo receber informagGes sobre: 0 manuseamento e a
determinacdo das amostras de controlo; os fatores que possam influenciar o ensaio ou a
calibracdo dos parametros (condi¢gdes de armazenamento e transporte da amostra, intervalo de
tempo até a medicdo da amostra); o procedimento detalhado sobre a reconstituicdo da amostra,
preparacdo e respetivo acondicionamento; as instrucdes sobre o tratamento da amostra apds a sua
reconstituicdo, incluindo requisitos de seguranca; as condi¢fes ambientais especificas para a
realizacdo dos ensaios; as instrucbes especificas e detalhadas sobre a forma de registo e

comunicacdo dos resultados.

1.5.3.5 Valor Alvo

A norma 17043:2010 “Conformity assessment — General requirements for proficiency testing”
especifica os requisitos gerais, a nivel técnico e de gestdo, para a competéncia das entidades
organizadoras de programas de AEQ.

Esta norma define como valor alvo o valor atribuido a um parametro especifico do ensaio de

AEQ. O método de determinacgdo deste valor é da responsabilidade da entidade organizadora do
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programa de AEQ. Este procedimento deve ter em conta a rastreabilidade e a incerteza de

medicao exigida para demonstrar que o programa de AEQ esté apto para a sua finalidade.

O valor pode ser determinado com recurso a (ISO 13528: 2005; ISO 17043, 2010):

e Valores conhecidos — resultados determinados através da analise de um item especifico de um
teste de AEQ

o Valores de referéncia certificados: determinados através de testes definitivos

e Valores de referéncia: determinado através da comparacgdo por outro instrumento de medicao
rastreavel, através de padrdes nacionais ou internacionais.

e Valores de consenso determinados a partir de resultados de grupos de peritos: os laboratorios
peritos, que em algumas situacbes podem ser laboratorios de referéncia, efetuam a
determinacdo do valor alvo da amostra de controlo através da utilizacdo de equipamentos ou
métodos especificos, reconhecidos por serem altamente precisos e comparaveis aos métodos
usualmente utilizados em laboratério clinico;

e Valores de consenso determinados pelos resultados de participantes através da aplicacdo dos
métodos estatisticos descritos na norma I1SO 13528: 2005 “Statistical methods for use in
proficiency testing by interlaboratory comparisons” € tendo em consideragdo os efeitos dos

outliers.

1.5.3.6 Caracteristicas dos relatdrios de avaliacao

A entidade organizadora dos programas de AEQ elabora os relatorios a partir dos resultados
obtidos pelos laboratérios participantes. Os relatorios devem ser claros e de facil compreensao,
incluir os resultados de todos os participantes juntamente com a indicacdo do desempenho de
cada laboratério. A informacdo presente nestes relatérios permite a cada laboratério ter
conhecimento desse seu desempenho e compara-lo com os restantes participantes.

Os relatérios de avaliacdo, entre outras caracteristicas devem apresentar: resultados dos
participantes; namero de participantes; indicacdo dos procedimentos utilizados para o tratamento
estatistico dos resultados, tratamento de outliers e avaliacdo do desempenho dos resultados;
esquemas e representacdes graficas dos dados estatisticos; interpretacdo dos dados estatisticos;
informac&o sobre o tipo de amostra de controlo e detalhes sobre a rastreabilidade metroldgica e a
incerteza de medicéo do valor alvo da amostra; comentarios sob o desempenho dos participantes

por parte da organizacao e do grupo de peritos; avaliacdo do desempenho do laboratdrio.
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1.5.3.7 Analise estatistica

Uma analise estatistica adequada permite, para a mesma amostra controlo, comparar resultados
de diferentes laboratorios clinicos. Assim, qualquer diferenca nos resultados obtidos nos
diferentes laboratdrios ndo devera conduzir a interpretacdes diferentes na determinacdo do
diagndstico clinico (Sciacovelli et al, 2004).

A entidade responsavel pelo programa de AEQ deve registar e analisar os resultados obtidos
pelos diferentes laboratorios participantes, através da aplicacdo de métodos estatisticos
apropriados. Os procedimentos devem ser definidos e implementados para verificar a validade
dos dados introduzidos, transferéncia de dados, analise estatistica e relatorios.

Para uma correta analise estatistica dos resultados é necessario ter em conta 0 numero de
resultados, a identificacdo do método, classificacdo dos dados (todos os resultados,
independentemente do método, resultados de acordo com a relacdo método/equipamento),
procedimentos utilizados na identificacdo dos outliers e na determinacdo do valor alvo
(Sciacovelli et al, 2004).

A andlise estatistica deve fornecer estimativas fidedignas do valor alvo e da variabilidade inter-
laboratorio. A informacdo resultante dos programas de AEQ pode diferir dependendo dos
critérios aplicados no tratamento de resultados e diferentes técnicas podem ser aplicadas de
acordo com os objetivos pretendidos.

Frequentemente, nos programas de AEQ, o valor alvo corresponde a um valor de consenso, ou
seja a média dos resultados dos laboratérios participantes. Quando o valor alvo é determinado de
acordo com o método aplicado pode ser influenciado pelo sistema de diagndstico predominante.
Neste caso, 0 mais apropriado seria aplicar um valor de consenso associado a cada sistema de
diagnostico (Sciacovelli et al, 2004).

A norma ISO 13528 de 2005 “Statistical methods for use in proficiency testing by
interlaboratory comparisons” estabelece 0s procedimentos estatisticos a aplicar na analise

resultados dos programas de AEQ.
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1.5.3.8 Medidas de desempenho laboratorial

Os resultados de um programa de AEQ devem refletir o desempenho de um laboratorio
comparativamente a outros laboratorios. O objetivo consiste em medir o desvio entre o resultado
do laboratério participante e o valor alvo, de modo a permitir a avaliacdo dos desempenhos.

A inexatiddo analitica avalia o desempenho analitico do laboratério comparativamente a outros
laboratdrios ou padrbes de referéncia. Esta é avaliada através da determinacéo do bias (ou erro

sistematico ou viés) ou o Standard Deviation Index (indice de Desvio).

Bias laboratorial

O Bias corresponde a diferenca entre o valor obtido pelo laboratorio na avaliacdo da amostra do
programa de AEQ e o valor alvo atribuido ao parametro (ISO 17043, 2010; Oliveira & Mendes,
2010).

Bias =x—X
Onde x corresponde ao valor obtido pelo laboratorio participante e X ao valor alvo.
O Bias também pode ser apresentado sob a forma de percentagem de acordo com a seguinte
equacao:

x—X

Biasy, = 100 X

indice de desvio ou Z-score

O Z-score, também designado pelos organizadores de AEQ por indice de desvio (ID), é calculado

de acordo com a equagéo:

Z-score[/lID = ———
S grupo

Onde x corresponde ao valor obtido pelo laboratério participante e X ao valor alvo.

O valor obtido é aplicado como indicador de desempenho do laboratério participante no
programa de AEQ comparativamente aos outros laboratorios, o valor alvo é o valor atribuido a
um determinado parametro pela entidade responsavel pelo ensaio de AEQ e o desvio padrdo do
grupo corresponde ao desvio padrdo proveniente dos resultados de todos os laboratérios
participantes. O indice de desvio é utilizado preferencialmente na monitorizagdo dos

procedimentos de AEQ. Este indicador associa o desvio apresentado pelo laboratorio ao valor de
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referéncia. Fornece o nimero de desvios que afasta o resultado do laboratério da média obtida
pelos restantes laboratérios (1SO 17043, 2010; Oliveira & Mendes, 2010).
O desempenho laboratorial pode ser classificado de acordo com o valor do indice de desvio,

como esta representado na tabela 3:

Tabela 3: Classificacdo do desempenho do laboratorio participante
em programa de AEQ através do valor do z-score (1SO 17043, 2010).

Intervalo z-score Desempenho

|z-score| < 2,0 Satisfatorio

2,0 <|z-score| < 3,0 Questionavel (sinal de aviso)

|z-score| > 3,0 Insatisfatorio (sinal de agéo)

De acordo com a norma 17043 de 2010, quando um participante obtém um resultado que origina
um valor de z-score superior ou igual ao médulo de 3,0 o resultado sera considerado como um
"sinal de a¢ao". Valores dentro do intervalo 2,0 a 3,0 sdo indicativos de “sinal de aviso”. Para um
"sinal de acdo" num s6 ensaio ou dois "sinais de aviso" em ensaios sucessivos, a ISO 13528:2005
considera como evidéncia de que uma anomalia ocorreu e requer investigacdo sobre as causas do
problema (1ISO 13528, 2005; ISO 17043, 2010).

1.5.4 Erro total analitico

O erro total analitico corresponde a associacao entre o erro aleatdrio e o erro sistematico, ou seja,
entre 0 CQI e a AEQ. A forma mais comum de determinar o erro total corresponde a soma do
erro sistematico com o erro aleatorio (Oliveira & Mendes, 2010):
ET =ES+z.EA
Onde:
ET = Erro total
ES = Erro sistematico (Bias)
EA = Erro aleatério (coeficiente de variagdo determinado através do CQI)
z = Fator relativo ao nivel de confianga desejado (z= 1,65 para 90%; z= 1,96 para 95%)
As especificagdes da qualidade para o erro total de um ensaio definem a variagdo maxima
aceitdvel num determinado resultado laboratorial, obtida através dos efeitos combinados dos erros

aleatdrios e sistematicos.
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1.6 Hemoglobinopatias

1.6.1 Estrutura e funcdes da hemoglobina

A hemoglobina (Hb) encontra-se presente nos globulos vermelhos e € responsavel pelo transporte

do oxigénio para os tecidos e pelo transporte do dioxido de carbono (cerca de 10%) dos tecidos

para os pulmaes.

A Hb é uma proteina tetramérica constituida por quatro cadeias polipeptidicas ligadas a um grupo

heme, sendo duas cadeias tipo alfa (a) e duas do tipo ndo o. Esta molécula apresenta um peso

molecular de 64 — 64,5 kDa (Bain, 2006; Rappaport, Velasquez & Williams, 2004; Sarnaik,

2005).

A estrutura da Hb é altamente complexa e pode ser classificada em quatro niveis (Bain, 2006):

1. Estrutura primaria: sequéncia de aminoacidos na cadeia polipeptidica

2. Estrutura secundéria: formacéo de estruturas em hélice

3. Estrutura terciaria: arranjo tridimensional da estrutura secundaria numa cadeia polipeptidica
(Figura2 A)

4. Estrutura quaternaria: relacdo entre as quatro cadeias globinicas (Figura 2 B)

A) Estrutura tercidna da
cadeia 6

B) Estrutura Quaterndna
da hemogiobina A

Figura 2: Representacdo da estrutura terciaria da cadeia B-globinica (A) e da estrutura quaternaria da Hb A (B)
(Adaptado de Bain, 2006).

O grupo heme é essencial para o transporte das moléculas de oxigénio, enquanto que as cadeias
de globina protegem o grupo heme da oxidacgdo. A estrutura da Hb cria um ambiente de radicais
hidrofobicos que protegem o ferro do grupo heme, da agua e assim da oxidacdo. Os radicais
externos s@o hidrofilicos e conferem solubilidade a molécula. Na Hb o ferro apresenta-se
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normalmente na sua forma ferrosa (Fe 2*). O grupo heme pode estar ligado ao oxigénio de forma
reversivel, o que permite a Hb desempenhar a sua funcédo de transporte (Bain, 2006).

A nivel genético, a cadeia a ¢ codificada em duplicado no cromossoma 16 e as cadeias nao alfa
sdo codificadas no cromossoma 11 (Figura 3). Assim, uma célula dipléide apresenta quatro genes
que codificam as cadeias alfa e dois a cadeia beta. As cadeias alfa e beta sdo formadas,
respetivamente, por 141 e 146 aminoacidos (Clarke et al, 2000; Harteveld, 2014; Rappaport,
2004).

Tipo de Hb m w . . & &

Gower 1 Portland Gower2 HbF HbA: HbA

Fase do desenvolvimento Embriondria Fetal Adulta

C a2 01 g GrAr 5 B

Cromossomas ]_6p : o_NonEm mom 0o ] HP

@ Figido p— 2 Medilaéssea

50

globinica

sintetizada

[
w

% de cadeia

6 18 30 | 6 18 30 42Semanas
Nascimento

Figura 3: Esquematizagdo dos diferentes tipos de hemoglobina durante as diferentes fases do desenvolvimento
humano (Adaptado de Harteveld, 2014).

1.6.2 Sintese da hemoglobina durante o desenvolvimento

No Homem existem seis espécies distintas de Hb, trés estdo presentes na fase embrionaria
(Gower 1, Gower 2 e Portland) e as restantes sdo expressas durante a fase fetal e na vida adulta:
Hb A, Hb A, e Hb F (Tabela 4) (Rappaport, 2004).

O padréo de sintese de Hb durante as fases embrionaria, fetal e adulta do desenvolvimento do ser
humano esta representado na Figura 3.

Os genes ( e € apenas estdo ativos durante a fase embrionaria, com producdo de Hb Gower-1,
Gower-2 e Portland. A Hb Gower 1 ({»/e2) e a Hb Portland ({/y,) sdo as Unicas que nao
dependem da sintese da a-globina (Rappaport, 2004; Clarke & Higgins, 2000; Harteveld, 2014).
Os genes a sdo expressos durante a vida fetal e adulta e séo responsaveis pela producao de Hb F,
Hb A e Hb A,. O padrdo de sintese da Hb durante o desenvolvimento explica como 0s gendétipos

elevados que envolvem os quatro genes o se manifestam logo na fase pré e pds-natal, enquanto
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que o0s genes f3-globina apenas se manifestam na fase pds-natal. Assim, o quadro clinico da
anemia das células falciformes e das 3-talassémias apenas se torna evidente no segundo trimestre
de vida, fase em que a Hb A deveria substituir a Hb F (Harteveld, 2014; Ryan et al., 2010).

Tabela 4: Expressao genética da Hb ao longo do desenvolvimento humano (Rappaport, 2004).

Fase de desenvolvimento Hemoglobina Cadeias globinicas

Gower 1 X

Embrionaria Portland Gy
Gower 2 oy €

Hb F Y2

Fetal Hb Az (1282

Hb A (lzﬁz

Adulta Hb A, 0120
Hb F Y2

Na fase fetal existe o predominio da Hb fetal (Hb F), constituida por duas cadeias alfa e duas
cadeias gama (apy2). A Hb fetal representa 90 a 95% do total de Hb presente entre as 34 e 36
semanas de gestacdo. A percentagem Hb A (ay/3;) no feto € de 4 a 13 %. A Hb F apresenta
maior afinidade pelo oxigénio do que Hb A, o que permite o transporte do oxigénio para 0s
tecidos periféricos no meio fetal. No terceiro trimestre, 0s genes responsaveis pela sintese das
globinas 13 e & tornam-se ativos o que resulta no aumento da Hb A e da Hb A, (a2/32) (Rappaport,
2004). No final da gravidez, a Hb F representa 53 a 95% da Hb e a Hb A pode atingir os 20 a
30%. Devido a longa durabilidade dos glébulos vermelhos circulantes, a Hb F é lentamente
substituida pela Hb A. A percentagem de Hb F comeca a diminuir ap6s as duas primeiras
semanas de vida, cerca de 3% por semana e corresponde a cerca de 2 a 3% do total da Hb aos seis
meses de idade. Aos trés meses de idade a Hb A j& é a Hb predominante. A Hb A, é produzida
em peqguenas quantidades apds o parto e aos seis meses de idade atinge valores correspondentes a
fase adulta. Assim as patologias associadas a sintese da f3-globina apenas se manifestam
clinicamente depois dos seis meses de idade Na fase adulta, os valores normais de Hb A séo cerca
de 96 % e de Hb A, variam entre 1 e 3 % (Rappaport, 2004; Ryan et al., 2010;Sarnaik, 2005).

1.6.3 Classificagéo das hemoglobinopatias
As hemoglobinopatias podem ser classificadas como:

» Talassémias - desequilibrio na sintese das cadeias globinicas, devido a auséncia ou diminuicdo

da sintese de uma ou mais cadeias globinicas
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» Variantes da Hb - hemoglobinas estruturalmente andmalas

Apesar de ser menos frequente, ambos os fenotipos podem estar associados (presenca
concomitante de variante estrutural e de reducdo de sintese) (Sonati & Costa, 2008; Kohne, 2011;
Weatherall & Clegg, 2001).

As variantes estruturais da Hb resultam da substituicdo de um aminoacido numa das cadeias
globinicas. Na maioria dos casos sdo inocuas do ponto visto clinico, mas se afetarem a
estabilidade ou a funcdo da molécula de Hb irdo provocar patologias. As talassémias sdo
classificadas consoante a cadeia da Hb que é insuficientemente sintetizada (Kohne, 2011)

1.6.3.1 Talassémias

A suspeita de talassémia surge apdés a analise do resultado do hemograma
(microcitose/hipocromia). Os portadores heterozigoticos de talassémia, apresentam anemia
ligeira, microcitica e hipocromica. As formas homozig6ticas estdo associadas a anemia

hemolitica hipocromica (Kohne, 2011).

1.6.3.1.1 o-Talassémias

Os individuos com a-talassémia podem apresentar anemia, VGM e/fou HGM reduzidos
associados a um nivel de Hb A, normal ou ligeiramente diminuido. O fenétipo clinico destas
patologias pode variar de assintomatico a anemia hemolitica letal (Kohne, 2011; Galanello &
Cao, 2011; Harteveld Et Higgs, 2010).

O individuo normal possui quatro genes alfa, dois em cada um dos cromossomas 16 (o1 e ay),
sendo um cromossoma de origem materna e outro de origem paterna, e 0 Seu genotipo é
representado por ao/oo. Os genes a3 e o, S0 homologos e codificam proteinas idénticas. Apesar
dessa homologia, o gene o, apresenta uma expressao duas a trés vezes superior ao gene o4, 0 que
constitui uma condigdo determinante para o estabelecimento do perfil dos portadores, pois a
alteracdo do gene ayp tem consequéncias mais graves ao nivel do quadro clinico. Assim, a
caracterizagdo da a-talassémia esta relacionada com trés fatores: o nimero de genes afetados, o
grau de decréscimo na expressao do gene e a contribuicdo dos genes a; € ay na sintese da globina-
a. A nivel molecular, resultam de dele¢Bes parciais ou totais ou mais raramente de mutacfes. Na

presenca de uma mutacdo que impede a expressdo total do cromossoma trata-se de uma o’-
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talassémia, se a expressdo do cromossoma apenas se encontrar reduzida a patologia associada
designa-se de o' -talassémia (Kohne, 2011; Harteveld & Higgs, 2010).

O nivel de Hb A, varia de forma proporcional a diminui¢do da sintese de cadeias a-globina. Nas
formas moderadas de a-talassémia, os valores de Hb A, sdo proximos dos valores normais. No
entanto, nas formas graves, a diminui¢ao acentuada da produgdo de a-globina esta associada a
uma reducao significativa dos niveis de Hb A, (Steinberg & Adams, 1991).

As a-talassémias podem ser classificadas como:

1. o-Talassémia silenciosa (-o/owor)
Neste tipo de a-talassémia, apenas um gene foi afetado e os portadores apresentam caracteristicas

hematoldgicas normais ou discreta microcitose/hipocromia (Galanello & Cao, 2011).

2. Trago a-talassémico (-a/-o)) ou (--/owt)

Os individuos com trago a-talassémico podem apresentar heterozigotia do tipo o’-talassémia (--
/o) ou homozigotia do tipo o' -talassémia (-a/-a). O quadro clinico caracteriza-se pela presenca
de anemia moderada microcitica e hipocromica (Galanello & Cao, 2011; Harteveld & Higgs,
2010).

3. Doenca de Hb H (--/-a)

A delegdo de trés genes o tem como consequéncia o excesso de producdo de cadeias P, que
formam tetrameros B4 (Hb H). A instabilidade da Hb H e a sua facilidade em precipitar dentro
dos glébulos vermelhos, que por sua vez sdo prematuramente destruidos pelo bacgo, levam ao
aparecimento de hemolise moderada a severa. A doenga de Hb H ou a-talassémia intermedia,
estd associada a anemia microcitica, hemolise, ictericia e esplenomegalia (Galanello & Cao,
2011).

4. Sindrome de hidropsia fetal (- -/- -)

A subprodugdo das cadeias a-globina conduz ao excesso de cadeias Y-globinicas, originando
tetrameros Y4, designados de Hb de Bart. A sindrome de hidropsia fetal de Hb de Bart é a forma
mais severa de a-talassémia, pois nenhum dos quatro genes se encontra ativo (- -/- -). O feto
afetado ¢ incapaz de produzir qualquer cadeia a-globina que permita a sintese de Hb F ou Hb A.

O quadro clinico engloba hepatoesplenomegalia acentuada, insuficiéncia cardiaca, malformacdes
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ao nivel do esqueleto e anemia severa. Esta patologia ndo é compativel com a vida (Galanello &
Cao, 2011).

Esta classificacdo encontra-se esquematicamente representada na Figura 4.

Cromossoma 16

¢ a2 ol
...... —m oo -y - -
o mm ;
Normal — mm 4 genes o ativos
- Talassémia silenciosa 1 3 genes o ativos

. . + __—_ =1
i Homoescu 1 2 genes o ativos
Trago de a-Talassémia —= ==
Heterozigotia o® 1 =i
- :
Doenga de Hb H — 1 1 genesaativo
pI=1 = v
Hidropsia Fetalis —/ — 0 genes a ativos

Figura 4: Representagdo do cromossoma 16 ¢ classificagdo das a- talassémia e respetivo fendtipo (Adaptado de
Harteveld & Higgs, 2010).

1.6.3.1.2 pB-talassémias

As B-talassémia resultam de mutagBes nos genes da B globina que levam a redugdo ou auséncia
de sintese das cadeias B globina da Hb. Para além da anemia microcitica hipocromica, diferentes
quadros clinicos podem estar presentes, devido a combinacdo dos alelos B° (auséncia de
expressao) e B* (reducdo de expressdo) (Kohne, 2011; Sonati & Costa, 2008).
Um nivel elevado de Hb A, associado a microcitose constitui um forte indicador de presenca de
B-talassémia (heterozigotia). No entanto, a Hb A, pode apresentar valores normais se a -
talassémia coexistir com a 6 ou a-talassemia, pois estas levam a diminui¢do do valor de Hb A..
No caso da B-talassémia homozigdtica, a determinacéo de Hb A, ndo é clinicamente significativa
(Steinberg & Adams, 1991).
Estudos epidemioldgicos em doentes com B-talassémia, revelaram que niveis elevados de Hb F
retardam o aparecimento das manifestacdes clinicas desta patologia (Bauer et al., 2012).
Clinicamente, as -talassémias podem ser classificadas como:
e Major ou anemia de Cooley: forma homozigética p°8° ou dupla heterozigotica B°B*. Os
individuos apresentam uma anemia grave e sdo dependentes de transfusGes sanguineas

regulares
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e Intermedia: homozigotia B*B* ou dupla heterozigotia p°B*, abrange os fenétipos clinicos
intermédios entre o traco talassémico e a talassémia major (Sonati & Costa, 2008)

e Minor ou traco talassémico pB: heterozigotia das formas B° ou p*

Na talassémia major, os doentes sofrem as consequéncias diretas da anemia, nomeadamente

caquexia, fadiga e insuficiéncia cardiaca congestiva, e apresentam os efeitos da expansdo da

eritropoiese extramedular resultante da anemia, como anomalias 0sseas, esplenomegalia e atraso

no crescimento. A hemolise intensa leva a litiase, formacdo de ulceras na perna e hipertensao

pulmonar. Os doentes com B-talassémia major sdo dependentes de transfusdes desde os primeiros

meses de vida (Kohne, 2011; Sonati & Costa, 2008).

A talassémia B intermedia abrange um vasto leque de fenétipos clinicos associados a uma anemia

hemolitica de menor gravidade, com niveis de Hb total de 7 a 9 g/dL, para a qual a terapia

transfusional cronica ndo é normalmente necessaria. As complicacdes tromboticas sdo mais

frequentes nestes doentes do que nos doentes com talassémia major (Kohne, 2011).

A talassémia minor é uma condicdo geralmente assintomatica, associada a anomalias da

morfologia eritrocitaria, mas com uma anemia hipocromica e microcitica ligeira (Kohne, 2011;

Sonati & Costa, 2008).

1.6.3.2 Variantes da hemoglobina

As Hb variantes resultam de alteracdes na sequéncia de aminoacidos das cadeias alfa, beta, delta

ou gama da Hb.

Estas patologias podem ser classificadas como (Kohne, 2011):

1. Variantes com tendéncia a polimerizar e com formac&o de células falciformes

2. Variantes com sintese anormal de Hb

3. Variantes com tendéncia a precipitar e presenca de hemélise (hemoglobinas instaveis)

4. Variantes com afinidade para o oxigénio alterada - policitémia congénita (aumento da
afinidade para 0 O,) ou cianose (diminuigéo da afinidade para o O,)

As principais formas variantes de Hb sdo: Hb S, Hb C e Hb E. No ambito deste trabalho apenas

sera abordada a Hb S, devido a sua maior relevancia a nivel clinico (Kohne, 2011).
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Hemoglobina S

As sindromes drepanociticas resultam da presenga de uma mutagdo pontual na cadeia B-globina
da molécula de Hb (substituicdo do acido glutamico pela valina na posicao 6) o que origina a Hb
S.

A Hb S polimeriza em condicGes de baixa concentracdo de oxigénio (stress, hipoxia ou acidose),
dando origem a globulos vermelhos em forma de foice e, consequentemente, com menor tempo
de vida (de 120 dias para 10 a 20 dias) (Manwani & Frenette, 2013; Steinberg, 2008; Kanter &
Kruse-Jarres, 2013).

Os individuos que herdam as duas copias da mutacdo responsavel pela Hb S sdo homozigoticos
paraa Hb S (Hb SS) e apresentam uma sintomatologia grave (Kanter & Kruse-Jarres, 2013).
Durante a vida fetal e logo ap6s o nascimento, a baixa expressdo do fendtipo Hb SS deve-se ao
facto da producdo de Hb F ser suficiente para atenuar os efeitos da polimerizagio da Hb. A
medida que os globulos vermelhos sdo libertados pela medula dssea, ocorre 0 aumento dos niveis
de Hb S e a diminuicdo dos niveis de Hb F. Por consequéncia, os recém-nascidos apenas irdo
apresentar sintomatologia clinica apds os primeiros seis meses de vida, altura em que os niveis de
Hb F atingem valores correspondentes aos da fase adulta (Lervolino et al., 2010).

As manifestacdes clinicas das sindromes drepanociticas resultam de dois processos, anemia
severa e vaso-oclusdo. O quadro anémico deve-se ao menor tempo de vida dos glébulos
vermelhos. A vaso-oclusdo, por sua vez, € um processo mais complexo. O efeito intravascular da
alteracdo da estrutura da Hb leva a formacdo de proteinas em hélice, as quais alteram a
permeabilidade da membrana aos ides. A intensidade dos efeitos da vaso oclusdo variam, e
incluem a isquemia tecidular, crises de dor, doenca cerebrovascular, insuficiéncia renal, pulmonar
e cardiaca (Lervolino et al., 2010).

Os doentes sob tratamento apresentam uma esperanca média de vida de 50 a 60 anos (Kohne,
2011).

Os individuos heterozigéticos ou seja os portadores (Hb AS) apresentam o diagndéstico de traco
das células falciformes e ndo exibem sinais clinicos da doenga. Outras sindromes drepanociticas
ocorrem quando as mutagdes responsaveis por outras formas variantes da Hb (Hb C ou Hb E) ou
pela B-talassémia se combinam com a mutacdo responsavel pela Hb S, dando origem aos
gendtipos Hb SC, Hb SE, Hb SB* ¢ Hb SB° (Kanter & Kruse-Jarres, 2013).
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1.6.4 Dados epidemioldgicos das hemoglobinopatias

Aproximadamente 7% da populacdo mundial é portadora de algum tipo de hemoglobinopatia e,
sensivelmente, 300 000 a 400 000 bebés nascem todos os anos com formas severas desta doenca.
Esta patologia é a doenga genética mais comum e constitui um dos principais problemas de salde
a nivel mundial (Kohne, 2011; Weatherall & Clegg, 2001; Giordano, Harteveld & Bakker, 2014;
Williams & Weatherall, 2012).

Este grupo de patologias apresenta uma maior prevaléncia na zona do Mediterraneo e em
algumas zonas da Asia e Africa. A emigracdo da populagio foi um dos principais
impulsionadores da dispersao desta doenca por outras partes do mundo. Assim, torna-se vital que
0s governos e instituicdes de saude de zonas com elevada prevaléncia de hemoglobinopatias
desenvolvam estratégias para o seu controlo (Kohne, 2011).

O impacto destas patologias nos cuidados de salde comegou, recentemente, a ser avaliado em
varias partes do globo. A melhoria das condicdes de higiene, de nutri¢do, e do controlo da infe¢do
contribuiu para a diminuicdo da mortalidade infantil e permitiu que as criancas com formas
severas de hemoglobinopatias sobrevivam o tempo suficiente para a determinacdo do diagndstico

e a realizagdo do tratamento (Weatherall & Clegg, 2001).

1.6.4.1 Distribuicdo Mundial

A anemia das células falciformes est4d amplamente distribuida pela Africa Subsariana, no Médio
Oriente e em algumas partes do subcontinente Indiano, onde a percentagem de portadores varia
entre 5 e 40%.

A Hb E esta amplamente presente na metade oriental do subcontinente indiano, Bangladesh,
Birmania, leste e sudeste asiatico (Williams & Weatherall, 2012; Weatherall & Clegg, 2001).

A talassémia tem uma elevada incidéncia entre a bacia do Mediterraneo e parte do continente
africano, por todo o Médio Oriente, subcontinente indiano, sudeste asiatico e Ilhas do Pacifico.
As formas moderadas de a-talassémia estdo presentes na Africa Subsariana, no Médio Oriente e
subcontinente Indiano. No norte da India e na Papua-Nova Guiné, as formas moderadas de a-
talassémia podem atingir 80% da populacdo. As formas mais severas de talassémia ocorrem com
menor frequéncia, apenas se verificando em elevado numero no sudeste asiatico e em algumas
ilhas do Mediterraneo (Williams & Weatherall, 2012)
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Existem mais de 100 mutagdes diferentes responsaveis pela a-talassémia e mais de 280 pela 13-
talassémia. A maioria dos casos de a-talassémia é devida a dele¢Ges que removem parte e/ou todo
o gene a-globina. Neste largo espectro de mutagdes, algumas sdo muito frequentes e especificas
para algumas populacdes. A especificidade é explicada pela ocorréncia aleatoria de uma mutacéo
em particular e a frequéncia pela vantagem contra a malaria nas regides tropicais e subtropicais
devido a uma mutacgdo especifica. O reaparecimento da malaria em algumas zonas do globo tem
um papel importante na manutencdo destes polimorfismos. Qualquer alteracdo resultante da
variacdo na selecdo ou na dindmica da populacdo sera muito pequena quando comparada com o
efeito da transicdo demografica que varios paises sofreram nos ultimos anos (Harteveld, 2014;
Giordano et al., 2014; Weatherall & Clegg, 2001).

1.6.4.2 A realidade em Portugal

No estudo publicado em 1993 sobre a
prevaléncia de hemoglobinopatias na populagéo
portuguesa foram avaliadas 15 208 amostras
sanguineas de militares do Exeército Portugués
colhidas entre 1983 e 1985. Os resultados
demonstraram uma frequéncia média de
portadores de f3-talassémia de 0,45% e de Hb S

<05% [
05-1%
10-15%

de 0,32%. Este estudo também revelou que os

distritos do sul do Pais apresentavam uma

A

. a . 0
maior prevaléncia destas patologias (1,57% de Figura 5: Prevaléncia de portadores de trago -

3-talassémia em Evora; 1,11% de portadores talassémico (A) e de traco Hb S (B) em Portugal
continental. Adaptado de Martins, 1993.

3-talassémia em Beja) do que na zona norte e

centro (Figura 5). A migragdo de escravos africanos para estas zonas para execucdo de trabalho

nos campos de arroz constitui a justificacdo mais provavel para este facto (Martins et al., 1993).

Em 1986, foi criado o Programa Nacional de Controlo das Hemoglobinopatias.

Com o objetivo de identificar as zonas do pais com maior prevaléncia de hemoglobinopatias e de

rastrear os casais em risco de ter descendéncia gravemente afetada, foi realizado um programa de

rastreio de portadores nos sete distritos de maior prevaléncia do centro e sul do Pais, entre 1987 e

1993. Foram avaliados 22 683 individuos, inclusive 6 688 gravidas. Este rastreio permitiu
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diagnosticar 7 a 8 vezes mais portadores do que um estudo aleatorio. Teve como resultado uma
frequéncia conjunta de portadores de 3-talassemia e de Hb S de 8,9%. O rastreio de gravidas
permitiu suspeitar da existéncia de zonas de alta prevaléncia de portadores de [3-talassémia
(superior a 5%) na bacia do rio Mira e no Barlavento Algarvio (Inez et al 1993).

Em 1996, a Direcdo-Geral da Satde publicou a primeira circular normativa dedicada ao Controlo
das Hemoglobinopatias, a Circular Normativa (n°5/DSMIA). Em 2004 esta circular foi revogada
e substituida pela Circular Normativa n°18/DSMIA.

Em 2011 foi publicado um estudo populacional realizado na Regido Centro, onde foi determinado
que a prevaléncia de hemoglobinopatias nesta regido foi de 2,2% (Ribeiro, 2011).

No caso das formas graves de talassémia, o fendtipo mais frequente em Portugal ¢é a B-Talassémia
intermedia, que apresenta gendtipos heterogéneos associados a diferentes graus de gravidade. Em
geral, estd associada a anemia hipocromica e microcitica moderada (Hb 7-10 g/dL),
esplenomegalia e hemossiderose (Ribeiro, 2011).

Num outro estudo, foi realizada uma pesquisa de mutagdes do gene d-globinico num grupo de 51
cidaddos portugueses portadores de 3-talassémia com microcitose, hipocromia e niveis normais
ou proximos do limite maximo da normalidade de HbA; e num grupo de 15 individuos com
suspeita de alteragdes estruturais da &-globina, com o objetivo de identificar o espectro de
mutacdes da &-globina na populagdo portuguesa. Os resultados deste estudo revelaram que a
mutacdo em heterozigotia B* IVS-1-6T C (HBB:c. 92+6T>C) foi a principal causa para o
fendtipo atipico apresentado pelos portadores de f3-talassémia com microcitose e hipocromia,
mas com niveis de Hb A, normais ou borderline. Verificou-se também que 8 individuos eram
duplamente heterozigdticos para uma mutagdo de 3-talassémia e para a mutagio §° Cd27G T
(Hb A,-Yialousa; HBD:c.82G>T). Um deles também apresentava uma nova mutacdo no gene
que codifica a od-globina, (-80G—A (HBD:c.-130G>A), responsavel pela diminuicdo de
aproximadamente 25% da atividade do promotor nos ensaios de expressdo transitoria. No grupo
de 15 individuos com suspeita de altera¢des estruturais de 6-globina, foi identificada a presenca
de variantes conhecidas da Hb A,: Hb A;” (HBD:c.49G>C), Hb A,-Babinga (HBD:c.410G>A) e
Hb A,-Wrens (HBD:c.295G>A). Foi também identificada uma nova variante, a Hb A,-Fogo [564
(E8)(Gly—Ser); (HBD:c.193G>A)] (Morgado et al., 2007).

De acordo com os dados publicados pelo DPS-INSA sobre a casuistica de hemoglobinopatias
diagnosticadas entre 2010 e 2013 nesta instituicdo, constatou-se que, a maioria dos portadores de

hemoglobinopatias identificados, era do sexo feminino (65%), com idade média de diagndstico
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de 29 anos, o que indica uma maior incidéncia nas mulheres em idade fértil e que os portadores
de 3-talassémia e de Hb S sdo os mais frequentes. Embora a prevaléncia de hemoglobinopatias
seja superior nas regides do Alentejo, Algarve e Lisboa e Vale do Tejo, o diagndstico de casos na
regido Norte do Pais tem vindo a aumentar. Entre 2010 e 2013 foram identificados 9 casais em

risco, 7 para drepanocitose e 2 para [3-talassémia major (Miranda et al., 2013).

1.6.5 Metodos de diagndstico laboratorial de hemoglobinopatias

A selecdo da metodologia e equipamento deve fundamentar-se no volume de trabalho do
laboratorio, do tipo de amostra, facilidade de manuseamento, reprodutibilidade e custos (Ryan et
al., 2010).

1.6.5.1 Colheita da Amostra

A amostra indicada para a detecdo de hemoglobinopatias € o sangue periférico colhido com
anticoagulante. Nos recém-nascidos o sangue do corddo umbilical também pode ser utilizado
COmo amostra.

O sangue com anticoagulante é mais estavel e permite obter bandas mais visiveis e distintas no
gel de eletroforese. As amostras devem ser armazenadas a 4°C e analisadas, preferencialmente,
num prazo de uma semana, devendo estar devidamente identificadas com o nome completo do
doente, data de nascimento e a sua origem étnica. Informacao adicional sobre o histdrico familiar
e clinico do doente também deve ser disponibilizada na altura da colheita da amostra (Bain,
2006).

1.6.5.2 Testes laboratoriais
Quando existe suspeita de hemoglobinopatias devem ser realizados testes de rastreio, como 0

hemograma, a eletroforese/cromatografia ou a focagem isoelétrica. Na presenca de

policromatofilia deve ser efetuada a contagem de reticuldcitos.

46



Introducao

1.6.5.2.1 Métodos Eletroforéticos

A eletroforese é uma técnica aplicada nos laboratérios para analise qualitativa e quantitativa da
Hb. A eletroforese de hemoglobinas consiste na separacdo das mesmas numa membrana acetato
de celulose, num gel de agarose ou de citrato-agar, quando sujeitas a um gradiente elétrico
(Brants, 2011; Bain, 2006).

Eletroforese em gel a pH alcalino ou &cido

A eletroforese da Hb a pH alcalino (pH 8,4 — 8,6), em membrana de acetato de celulose, é um
procedimento simples, rapido e fidedigno. Esta técnica permite a detecdo das Hb A, F,
S/IG/D/Lepore, C/E, H e outras variantes menos comuns. Em meio alcalino, a Hb encontra-se
carregada negativamente e ird mover-se em direcdo ao anodo. Em cada ensaio deve ser aplicada
uma amostra controlo contendo as Hb A, F, S e C. Niveis de Hb F superiores a 2% podem ser
identificados visualmente se a metodologia for executada corretamente (Figura 6). A eletroforese
semiautomatica em gel de agarose é adequada para os laboratérios com baixo a médio volume de
trabalho. No entanto, esta técnica é complexa, a nivel de procedimento, pois requer preparacdo
manual das amostras. De forma a separar algumas variantes de Hb que, normalmente, migram em
conjunto, em condigdes alcalinas, tais comoa Hb C, Hb Ee Hb A, ouaHb S, Hb D e Hb G, a
amostra também devera ser analisada em pH &cido (6,0). Em meio &cido, a carga molecular ira
diferir e os padrdes de migracdo irdo mudar. Assim, a Hb S pode ser distinguida da Hb D, e a Hb
C da Hb E (Brants, 2011).

As variantes de Hb, como a Hb S, podem ser quantificadas através da densitometria apds a

eletroforese/coloracdo (Ryan et al., 2010).

oo ML 5 = 5 B =

AFSC

Figura 6: Eletroforese de Hb em membrana de acetato de celulose a pH 8,3:
aed-HbAeHbS;bec—-HbAeHbH;e—-HbA HbFeHbS;f-HbAeHbF;
AFSC — amostra controlo contendo Hb A, Hb F, Hb S e Hb C. adaptado de Bain,
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Focagem isoelétrica

Na técnica de focagem isoelétrica (FIE) a carga elétrica da proteina depende do pH do meio: a pH
baixo a carga da proteina tende a ser positiva e a pH elevado tende a ser negativa. O pH para o
qual a carga elétrica da proteina é nula, é designado de ponto isoelétrico (PI) (Bain, 2006).

Na FIE, as diferentes Hbs sdo separadas num gel, por exemplo de agarose, de acordo com o seu
Pl. Quando uma amostra € aplicada no gel sob um forte campo elétrico, as moléculas de Hb
migram até atingirem o seu Pl. Neste ponto, as bandas correspondentes as diferentes Hb podem
ser visualizadas através da coloracdo e quantificadas por densitometria. A FIE permite uma boa
separacdo da Hb F da Hb A e deteta variantes presentes em baixa concentracdo, tais como a Hb
H, Hb de Bart e variantes da cadeia delta (Bain, 2006; Brants, 2011; Ryan et al., 2010).
Comparativamente a eletroforese, a FIE apresenta as seguintes vantagens: visualizacdo de
hemoglobinas que ndo sdo separadas por eletroforese e maior nitidez das bandas obtidas (Bain,
2006).

Eletroforese capilar

A eletroforese capilar constitui uma técnica de separacdo baseada na migracdo diferencial das
moléculas submetidas a um campo elétrico, ao longo de um tubo capilar com menos de 50 um de
didmetro. Esta técnica tem como grande vantagem o baixo volume de amostra necessario para a

sua realizacéo (Bain, 2006).

1.6.5.2.2 Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia, do inglés High Performance Liquid Chromatograhy
(HPLC), de troca cationica, € um processo no qual uma mistura de moléculas com carga elétrica
positiva € separada nos seus componentes através da sua adsorcdo a uma fase estacionaria
negativamente carregada, presente numa coluna cromatogréfica, seguida da sua eluicdo através
de uma fase movel. A fase mével é constituida por uma solu¢do com concentragdo crescente de
catibes que atravessam a coluna cromatogréafica, e que competem com as proteinas pela ligacao
aos anides da coluna cromatografica. Assim, as moléculas de Hb séo eluidas da coluna em funcéo

da sua afinidade para a fase estacionaria. As Hbs sdo identificadas de acordo com o seu tempo de
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retencdo e quantificadas pela determinacdo da area do pico presente no cromatograma (Bain,
2006).

As Hbs eluidas da coluna sdo graficamente representadas e automaticamente quantificadas por
espectrofotometria (415 nm) (Bain, 2006).

Comparativamente a técnica de eletroforese de hemoglobinas, a técnica de HPLC apresenta as
seguintes vantagens: é um analisador automatico; usa baixo volume de amostra; permite a
quantificacdo das Hb normais e de variantes em cada amostra; faz identificacdo provisoria de um
maior numero de Hbs variantes. As desvantagens da HPLC sdo o seu elevado custo e
complexidade (Bain, 2006; Brants, 2011; Ryan et al., 2010).

1.6.5.2.3 Teste de solubilidade paraa Hb S

O teste de solubilidade da Hb S deve ser realizado sempre que for identificada a presenca de Hb S
nas técnicas de HPLC ou de eletroforese (Bain, 2006). Este teste baseia-se na insolubilidade
relativa da Hb S quando combinada com ditionito de sédio, um agente redutor. Quando o sangue
total é adicionado ao ditionito de sodio, ocorre a lise dos glébulos vermelhos e a libertagdo da Hb.
Se a Hb S estiver presente, a solucdo ira apresentar turvagéo, resultado positivo (Figura 7).

Uma solucdo transparente indica que as hemoglobinas presentes na amostra sdo solUveis no
agente redutor (resultado negativo). Um resultado negativo ndo indica auséncia de Hb S na
amostra, pois ela pode estar presente numa percentagem muito baixa. Um controlo negativo e um
controlo positivo devem ser sempre realizados
em conjunto com a amostra (Bain, 2006;
National Committee for Clinical Laboratory
Standards 1995).

O resultado do teste de solubilidade, quer seja
positivo, negativo ou duvidoso, deve ser sempre

confirmado com uma técnica alternativa, de

forma a confirmar a presenca de Hb S, detetar
. . Negativo Positi:
resultados falsos negativos devido a erro da : i
o ] ] Figura 7: Teste de solubilidade para a Hb S-
técnica ou devido a uma baixa percentagem de  Negativo e Positivo
. (adaptado de
Hb S (Bain, 2006). Http://quizlet.com/18640173/hematology-lecture-16-
Imu-flash-cards/)
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1.6.5.2.4 Imunoensaios para variantes de hemoglobina

Atualmente, existem Kits comerciais para a detecdo de Hb S, C, E e A. S&o técnicas muito Uteis
quando aplicadas corretamente e permitem detetar niveis inferiores a 10% de Hbs variantes
(Bain, 2006).

1.6.5.2.5 Detecdo de corpos de inclusdo Hb H

Os corpos de inclusdo de Hb H sdo precipitados intracelulares de tetrdmeros de 34 presentes nos
globulos vermelhos. Sdo observaveis em condi¢Ges onde existe um excesso de cadeias de 13-
globina, normalmente associado a deficiéncia de sintese de cadeias de a-globina.

A detecdo de corpos de Hb H é util na confirmacdo do diagndstico da doenca de Hb H, na qual
inclusdes tipo “bolas de golf” sdo observadas em 5% dos globulos vermelhos, apds coloragdo

supravital (Ryan et al., 2010).

1.6.5.2.6 Dete¢do de hemoglobinas instaveis
As hemoglobinas instaveis podem ser detetadas usando o calor ou o isopropanol. Estes testes
devem ser executados em paralelo com um controlo positivo (presenca de um precipitado) e um
controlo negativo (Bain, 2006). Quando a Hb se encontra em meio de isopropanol as ligagdes
entre o grupo heme e as cadeias globina da Hb estdo enfraquecidas, logo a estabilidade da Hb é
alterada. Assim, se estivermos na presenca de uma variante da Hb, a destabilizacdo estrutural
causada pelo isopropanol pode ser suficiente para
permitir a entrada de &gua no grupo heme,
provocando a precipitacdo da molécula de Hb. A
Hb normal ndo precipita na presenca de

isopropanol (Figura 8) (Bain, 2006).

Figura 8: Teste do isopropanol para um Hb instavel
(Bain, 2006).
A — Controlo negativo; B — Controlo positivo
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2 Material e Métodos

2.1 Ensaios de controlo de qualidade interno e de avaliacdo externa em
Hemoglobinopatias — UDR/DPS: 2011 — 2014

No ambito do diagnéstico de hemoglobinopatias, o laboratério da UDR-DPS aplica
regularmente amostras de CQI e participa em ensaios de AEQ promovidos pelo PNAEQ e
pelo UK-NEQAS.

Foram estudadas amostras controlo de concentracdo normal (nivel de controlo 1) e elevada
(nivel de controlo 1) para as hemoglobinas A, e F. As amostras controlo com concentracao
elevada de Hb A, e Hb F contém Hb S e foram por este motivo utilizadas para a determinacao
daHb S.

Nos ensaios de CQI foram utilizadas amostras liofilizadas preparadas a partir de sangue
humano fornecidas por casas comerciais. Nos ensaios de AEQ foram utilizadas amostras de
sangue total e amostras liofilizadas, fornecidas pela instituicdo organizadora do ensaio.

A metodologia utilizada para a anélise das amostras controlo foi a cromatografia por HPLC e
0s equipamentos avaliados neste estudo foram o Arkray HA-8160 (Menarini) e o Variant 1l-
Beta-tal short program (BioRad).

A analise estatistica dos resultados do CQI obtidos entre 2011 e 2014 englobou a
determinacdo da média de concentracdo de Hb, do desvio padrdo (s) e do coeficiente de
variacdo (CV), para todos 0s equipamentos e por equipamento, bem como por nivel de
controlo.

O CV foi calculado para cada lote e para cada ano em estudo. O CV anual corresponde a
média dos CV dos lotes aplicados no ano em avaliagao.

Para finalizar foi realizada uma analise comparativa dos resultados obtidos para cada lote
analisado no equipamento Variant Il com os valores fornecidos pelos fabricantes.

A anélise de resultados dos programas de AEQ envolveu a determinacdo do erro sistematico
(Bias), indice de desvio (ID) e erro total (ET).

O Bias foi calculado pela diferenca entre o valor obtido pelo laboratorio e o valor alvo (média
de consenso obtida para o método/equipamento) a dividir pelo valor alvo e expresso em

percentagem:
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x—X

Biasy, = 100 X

Onde x corresponde ao valor obtido pelo laboratorio participante e X ao valor alvo.
O ID é utilizado como indicador de desempenho do laboratorio participante
comparativamente aos outros laboratdrios, é fornecido pelo organizador do programa e
calculado pela férmula:

=%
s grupo
O ET corresponde a associagdo entre o erro aleatdrio (CV) e o erro sistematico (Bias), ou seja
entre 0 CQIl e a AEQ, e foi calculado pela formula:

ET =ES+z.EA

ET = Erro total
ES = Erro sistematico (Bias)
EA = Erro aleatério (CV determinado através do CQI)

z = Fator relativo ao nivel de confian¢a desejado (z= 1,65 para 90%)

2.2 Ensaios de AEQ enviados pelo PNAEQ no ambito das hemoglobinopatias: 2011-
2014

Entre 2011 e 2014, o PNAEQ organizou oito ensaios no ambito das hemoglobinopatias com
uma ou duas amostras para identificacdo e quantificacdo das fracdes de Hb (Hb A,, Hb F e Hb
S), interpretacdo clinica, e um caso de estudo para interpretacdo dos resultados.

O estudo apresentado apenas incide sob a analise quantitativa dos resultados obtidos.

Os ensaios incluiram a utilizacdo de amostras liofilizadas comerciais e amostras de sangue
total fornecidas pelos laboratérios peritos do grupo de trabalho. O nimero de laboratorios
participantes variou entre 21 e 25 laboratorios (Tabela 5).

As amostras enviadas aos laboratérios participantes podem apresentar niveis de concentracdo
das diferentes Hb dentro dos limites considerados normais ou valores elevados. Na Tabela 6
estad representado o numero de ensaios de AEQ em que foram analisadas amostras de Hb A,,
F e S por nivel de controlo.
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Tabela 5: Caracterizagdo dos ensaios de AEQ realizados entre 2011 e 2014 no &mbito das hemoglobinopatias

A N. Ne Tipo de amostra Caso | N° Laboratdrios
no . o .
Ensaio | Amostras | | jofilizada Sangue total clinico Participantes
1° 1 v v 22
2011 20 1 % 7 >
1° 1 v v 23
2012 2 > vz v % 3
1° 2 v v 21
2013 20 > 7 7 ~ 3
1° 2 v v v 25
2014 20 5 7 7 ~ 25

Tabela 6: Representacdo do nimero de ensaios de AEQ em que foram analisadas amostras de Hb A,
F e S, por nivel de controlo

NUmero de ensaios
Nivel de controlo
Normal Elevado

Hb A, 5 3
Hb F 6 7
Hb S 4

: Hb - Hemoglobina
A equipa do PNAEQ é responsavel pela aliquotagem, rotulagem e armazenamento das
amostras para posterior envio para os laboratérios participantes.
As amostras enviadas sdo analisadas pelos laborat6rios participantes e pelos laboratérios
peritos.
Os laboratdrios peritos analisam cinco vezes a mesma amostra, com a metodologia de rotina
no seu laboratdrio, para determinag&o do valor alvo (valor médio).
Cada laboratério preenche o formulério de resposta nas unidades de medida solicitadas no
protocolo e envia o0s seus resultados para 0 PNAEQ.
Apols a rececdo dos resultados dos laboratérios participantes, estes sdo introduzidos na
aplicacdo do PNAEQ, o “AEQ genio”. Esta aplicagdo efetua o tratamento estatistico dos
resultados com determinacdo do nimero de amostras estudadas, da média, da mediana, do
desvio padrdo, do coeficiente de variacdo, do valor minimo e do valor maximo segundo a
hierarquia: todas as metodologias, metodologia e equipamento.
Neste trabalho serdo apresentados os valores da média, do coeficiente de variagdo, do valor

minimo e do valor maximo para todas as metodologias e por metodologia.
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3 Resultados e Discussao

3.1 Controlo de Qualidade Interno em Hemoglobinopatias

O CQI foi avaliado através da andlise do grau de imprecisdo analitica ou seja através do
célculo do coeficiente de varia¢do dos resultados obtidos entre 2011 e 2014, para os diferentes
tipos de hemoglobinas (A, F e S). Tanto para o nivel de concentracdo normal (I) como

elevado (I1) foi realizada a determinacéo do CV por lote e por ano.

3.1.1 Avaliacéo da quantificacdo da Hb A;

3.1.1.1 Analise de resultados dos equipamentos HA 8160 e Variant 11

Relativamente a quantificacdo da Hb A,, entre 2011 e 2014, no nivel de controlo I, o valor
médio de Hb A,, por lote, oscilou entre 2,7 e 3,2 % (média de 3,0%) e o CV entre 5,3 € 9,8%
(média de 7,2%). No nivel de controlo Il, o valor médio de Hb A; oscilou entre 5,6 e 6,5%
(média de 5,9%) e o CV entre 2,7 e 8,7% (média de 4,6%) (Tabela 7).

O ntmero de amostras de controlo do nivel | avaliadas por ano variou de 154 a 223 amostras
(média de 177 amostras) e o valor de CV entre 5,9 e 8,5% (média de 7,7%). O nimero de
amostras de controlo do nivel Il avaliadas por ano variou de 118 a 205 amostras (média de
153 amostras) e o valor de CV entre 3,6 e 7,3% (média de 4,5%) (Tabela 7). No nivel de
controlo I, o valor de CV apresenta uma tendéncia decrescente, enquanto que no nivel de
controlo 1l uma tendéncia crescente, mantendo-se, no entanto, com valores inferiores ou
iguais a 8,5% (Figura 9).

O CV anual corresponde a média dos CVs dos lotes aplicados durante 0 mesmo ano. A média
anual do CV das amostras de controlo de nivel 1 (7,7%) foi superior a média calculada por
lote (7,2%), logo pode inferir-se que a variabilidade dos lotes parece ter contribuido para o
aumento do CV.

A média de CV do nivel de controlo | (7,2%), por lote, foi cerca duas vezes superior a obtida
no nivel de controlo 11 (4,6%). Tal deve-se ao facto da concentracdo de Hb A, do nivel de
controlo | corresponder, aproximadamente, a metade da concentracdo de Hb A, do nivel de

controlo II.
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Tabela 7: Analise estatistica dos resultados obtidos entre 2011 e 2014, por lote e ano, nos equipamentos de
HPLC HA 8160 e Variant |1, na determinacdo da Hb A, em amostras de controlo de nivel | e Il

Equipamentos HPLC (HA 8160; Variant 1) - Quantificacdo da Hb A, (%0)
Lote Ano

Nivel de Controlo Ano .
Lote Media (%) s CV (%) N°Amostras CV (%)

2011 34321 2,7 02 80 172 8,0

2012 34351 3,0 03 85 157 8,5
34351 2,9 02 61

2013 34361 3,0 02 6,3 223 59

34381 2,9 02 53
34381 3,0 02 6,6

2014 34401 3,2 03 98 154 8.2

2011-2014 Média 3,0 02 72 177 7,7

2011 34322 5,6 02 37 131 3,7

2012 34352 5,9 02 36 156 3,6
34352 5,7 02 27

2013 34362 5,7 02 28 205 3,4

34382 9,9 03 47
2014 34382 6,0 03 58 118 73
34402 6,5 06 87 '

2011-2014 Meédia 5,9 0,3 4,6 153 4,5
s — desvio padréo; CV — Coeficiente de variacdo

CV (%) - Quantificagéo Hb A, 2011-2014
Equipamentos HA 8160 e Variant 11
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Figura 9: Andlise dos CV dos resultados das amostras de controlo de Hb A,, por ano e nivel de controlo, obtidos
nos equipamentos HA 8160 e Variant I1.

No sentido de compreender a contribui¢do de cada um dos equipamentos para estes resultados

efetuou-se a avaliacdo de resultados por equipamento.
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3.1.1.2 Analise de resultados por equipamento de HPLC

3.1.1.2.1 Equipamento HA 8160

No equipamento de HPLC HA 8160, na avaliacdo por lote, no nivel de controlo I, o valor
médio de Hb A, por lote oscilou entre 2,9 e 3,4% (média de 3,1%) e o CV entre 1,6 e 3,8%
(média de 2,5%). No nivel de controlo Il, o valor médio de Hb A; oscilou entre 5,6 e 6,9%
(média de 6,1%) e o0 CV entre 1,2 e 4,4% (média de 2,5%) (Tabela 8 e Figura 10).

A média anual do CV das amostras do controlo de nivel 1 (2,4%) foi ligeiramente inferior a
média de CV das amostras controlo de nivel 1l (2,7%) (Tabela 8).

Tabela 8: Analise estatistica dos resultados das amostras de controlo de Hb A, de nivel I e nivel I,
obtidos no equipamento HA 8160, por lote e ano, entre 2011 e 2014.

Equipamento HPLC (HA 8160) - Quantificacdo da Hb A, (%)

Lote Ano
Nivel de Controlo Ano Lote L
Média (%) s CV (%) N°Amostras CV (%)
2011 34321 2,9 0,1 19 117 19
2012 34351 3,3 01 3,6 83 3,6
34351 3,1 01 16
2013 34361 3,1 01 20 119 1,8

34381 3,0 01 27
34381 3,2 01 19

2014 68 2.3
34401 3,4 0,1 38

2011-2014 Média 3,1 0,1 25 97 2,4

2011 34322 5,6 0,1 23 88 2,3

2012 34352 6,0 02 3,3 79 3,3
34352 5,9 01 172

2013 34362 5,8 01 14 106 2,7

34382 6,1 03 44
34382 6,6 02 27

2014 47 2,3
34402 6,9 0,1 20

2011-2014 Média 6,1 02 25 80 2,7

s — desvio padréo; CV — Coeficiente de variacdo

No equipamento de HPLC HA 8160, verificou-se, para ambos o0s niveis de controlo, uma
tendéncia decrescente do valor de CV entre 2011 e 2014, obtendo-se no ano de 2014, em

ambos os niveis de controlo, um CV de 2,3% (Figura 10).

56



Resultados e Discussao

CV (%) - Quantificagéo Hb A, 2011-2014
Equipamento HA 8160
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Figura 10: Anélise dos CV dos resultados das amostras de controlo de Hb A,, por ano e nivel de controlo, no
equipamento HA 8160.

3.1.1.2.2 Equipamento Variant Il

No equipamento de HPLC Variant 1l, na avaliacdo por lote, no nivel de controlo I, o valor
médio de Hb A,, por lote, oscilou entre 2,4 e 2,8% (média de 2,7%) e 0 CV entre 1,9 ¢ 4,9%
(média de 3,3%). No nivel de controlo Il, o valor médio de Hb A, oscilou entre 5,4 e 5,8%
(média de 5,7%) e 0 CV entre 1,5 e 4,0% (média de 2,7%) (Tabela 9 e Figura 11).

A média anual do CV das amostras do controlo de nivel | (3,5%) foi ligeiramente superior a
média de CV das amostras controlo de nivel 1l (3,1%) (Tabela 9).

Tabela 9: Analise estatistica dos resultados das amostras de controlo de Hb A, de nivel I e nivel Il obtidos no
equipamento Variant Il por lote e ano, entre 2011 e 2014.

Equipamento HPLC (Variant Il) - Quantifica¢do da Hb A, (%)

Nivel de Ao Lote Lote Ano
Controlo Média (%0) S CV (%) N° Amostras  CV (%)
2011 34321 2,4 0,1 3,6 55 3,6
2012 34351 2,8 0,1 4,9 74 4,9
34351 2,7 0,1 1,9
2013 34361 2,8 0,1 3,4 104 1,9
I 34381 2,7 0,1 2,2
34381 2,8 0,1 3,3
2014 34401 2,8 0,1 3,7 67 35
2011-2014 Meédia 2,7 0,1 3,3 75 3,5
2011 34322 5,4 0,2 4,0 43 4,0
2012 34352 5,8 0,2 3,3 77 3,3
34352 5,6 0,1 1,5
2013 34362 5,6 0,2 2,9 98 2,6
I 34382 5.7 0.1 24
34382 5,8 0,1 2,3
2014 34402 5,8 0,1 2,5 7 2.4
2011-2014 Média 57 0,2 2,7 73 31

s — desvio padrédo; CV — Coeficiente de variacdo
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No equipamento de HPLC Variant 1l, verificou-se, para os dois niveis de controlo, uma
tendéncia decrescente do valor de CV, o que indica uma melhoria de desempenho deste

equipamento ao nivel da imprecisdo analitica (Figura 11).

CV (%) - Quantificagdo Hb A, 2011-2014
Equipamento Variant 11
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- Nivel de Controlo | - Njvel de Controlo Il

Figura 11: Anélise dos CV dos resultados das amostras de controlo de Hb A,, por ano e nivel de controlo, no
equipamento Variant II.

Uma vez que o intervalo de concentracdo de Hb A, fornecido pelos fabricantes dos lotes é
bastante amplo, é importante que o laboratério estabeleca o seu proprio intervalo para cada
lote, de acordo com as suas condicOes de trabalho, e construa as suas proprias cartas de
controlo, de forma a garantir a precisdo e reprodutibilidade dos resultados.

Assim, foi realizado, para o equipamento Variant Il, um estudo da inexatiddo analitica intra-
laboratdrio, utilizando como valor alvo, para cada lote, os valores fornecidos pelo fabricante
do controlo para este equipamento (Tabela 10).

N&o se verificaram, para os dois niveis de concentracdo, diferencas significativas entre as
médias dos resultados laboratoriais obtidos e os valores fornecidos pelos fabricantes. O valor
de Bias variou entre -4,0% e 5,5% (Tabela 10, Figura 12).

Como se pode verificar na Figura 12, os resultados obtidos encontram-se dentro dos
intervalos estabelecidos pelos fabricantes dos lotes.
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Tabela 10: Analise comparativa dos resultados laboratoriais obtidos nas amostras de controlo para a Hb A, com
os valores fornecidos pelo fabricante para os diferentes lotes, no equipamento Variant I1.

Resultados laboratoriais Valorefs for_nemdos pelo | Diferenca Bias (%)
Nivel de _ abricante resultados
Controlo Lote Média Valor Alvo _
(%) s |a-2s|a+2s (%) b-2s [b+2s % 100
a b a-b b
34321 2,4 01| 22 2,6 2,5 20 | 3,0 -0,1 -4,0
34351 2,8 01] 25 3,1 2,9 23 | 34 -0,1 -3,4
| 34361 2,8 01| 26 3,0 2,8 22 | 34 0,0 0,0
34381 2,8 01] 26 3,0 2,7 22 | 3,2 0,1 3,7
34401 2,8 01] 26 3,0 2,8 22 | 33 0,0 0,0
34322 54 02] 50 5,8 53 42 | 6,4 0,1 1,9
34352 57 02] 53 6,1 5,6 45 | 6,7 0,1 1,8
1 34362 5,6 01| 53 59 5,4 43 | 6,5 0,2 3,7
34382 5,8 01| 55 6,1 5,5 44 | 6,6 0,3 5,5
34402 5,8 02| 55 6,1 5,6 45 | 6,7 0,2 3,6

s- desvio padrdo; a — média; b — valor alvo

Hb A, (%)
IS ()] » ~

== Valor Alvo (%) —@= Valor Alvo -2s

Avaliagéo dos valores de Hb A, por lote
Amostras controlo de nivel |
Equipamento Variant 11

e ———

—

—® @ o
34321 34351 34361 34381 34401
Lote
A
Avaliagdo dos valores de Hb A, por lote
Amostras controlo de nivel 11
Equipamento Variant 11
% —— —— —®
.% — = F . |
34322 34352 34362 34382 34402
Lote
Média (%) =@— Média - 2s == Média + 2s

B

—=@— \/alor Alvo +2s

Figura 12: Valor médio dos resultados de Hb A,, por lote, de amostras de controlo de nivel 1 (A) e Il (B)
analisadas no equipamento Variant 11, entre 2011 e 2014, em relag8o ao valor alvo fornecido pelo fabricante e ao
valor alvo + 2s. s- desvio padrao
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Pela andlise comparativa dos resultados obtidos entre 2011 e 2014 nos equipamentos de

HPLC HA 8160 e Variant Il, para ambos os niveis de controlo, verificou-se que:

e O numero médio de amostras avaliadas no equipamento HA 8160 (nivel I: 97; nivel 1I: 85)

foi superior ao determinado no equipamento Variant Il (nivel I: 75; nivel I1: 73).

e A concentracdo média de Hb A, foi superior no equipamento HA 8160 (nivel | = 3,1%j;

nivel 11 =5,9%), comparativamente aos valores obtidos no Variant 11 (nivel | = 2,7 %; nivel
I1 =5,7 %) (Tabela 11).

e Em ambos os equipamentos o0 CV médio apresentou valores inferiores a 5,0 % (Tabela 11,

Figura 13)

Tabela 11: Andlise comparativa dos valores de coeficiente de variacdo correspondentes a quantificacdo da Hb A,

entre 2011 e 2014, nos equipamentos de HPLC HA 8160 e Variant Il.

Hb A< 3,5% Hb A, >3.5% Média CV%
Variant Il HA8160 Variant Il HA-8160
Ano Média Média Média Média Variant | HA-
N HDA, SN | HDA, [SYIN] HoA, [SF] N [HbA [SY] 1 [8160
@ |7 (%) ° (%) ° @) |7

2011 66 24 |36]117] 29 [19]43] 54 |40 88| 66 |23| 38 2,1

2012 741 28 [49[83| 33 [36]77] 58 [33] 79| 60 [33] 41 | 35

2013 |104] 2,8 [28f119] 31 2498 57 [23]106| 55 [23] 26 2.4

2014 67 28 [35]68] 32 [29]72] 58 [24] 67| 68 [23] 30 | 26
Média

20112014 | 78 27 |37|97| 31 |27|73] 57 (30| 8 | 59 [26]| 34 | 26

N — nimero de amostras; CV — coeficiente de variacdo

A tendéncia decrescente do valor de CV, no periodo de tempo em analise,

melhoria ao nivel da precisao analitica no equipamento Variant Il (Figura 13).

45
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3,5

=30

25
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©15
1,0
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0,0

CV 2011-2014
Equipamentos HA 8160 e Variant 11

41

24 26 26 3,0

mm HA-8160

38 3,5
1 i

2011 2012

Variant |1

2013 2014

Ano

—HA-8160

Variant 11

¢ indicativo de

Figura 13: Analise comparativa dos valores de coeficiente de variacdo (CV) correspondentes & quantificacdo da

Hb A,, entre 2011 e 2014, nos equipamentos de HPLC HA 8160 e Variant IlI.
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3.1.2 Avaliacéo da quantificacdo da Hb F

3.1.2.1 Analise de resultados dos equipamentos HA 8160 e Variant 11

Relativamente a quantificacdo da Hb F, entre 2011 e 2014, no nivel de controlo I, o valor
médio de Hb F, por lote oscilou entre 1,7 e 2,0 % (média de 1,9%) e o CV entre 4,1 e 5,9%
(média de 4,9%). No nivel de controlo Il, o valor médio de Hb F oscilou entre 8,8 e 9,4%
(média de 9,2%) e o CV entre 4,4 e 6,6% (média de 5,4) (Tabela 12).

O numero de amostras de controlo do nivel I, avaliadas por ano, variou de 150 a 204 amostras
(média de 176 amostras) e o valor de CV entre 4,6 e 5,9 % (média de 5,1%). O nimero de
amostras de controlo do nivel Il, avaliadas por ano, variou de 122 a 178 amostras (média de
146 amostras) e o valor de CV entre 4,8 e 6,6% (média de 5,4%) (Tabela 12).

A média de CV, por lote e por ano, do nivel de controlo I, respetivamente, 4,9 e 5,1%, foi

inferior a obtida para o nivel de controlo Il, nomeadamente, 5,4 e 5,7%.

Tabela 12: Andlise estatistica dos resultados obtidos entre 2011 e 2014, por lote e ano, nos equipamentos de

HPLC HA 8160 e Variant |1, para determinacdo da Hb F em amostras de controlo de niveis | e Il

Equipamentos HPL.C (HA 8160; Variant I1) - Quantificacdo da Hb F (%)

Lote Ano
Nivel de Controlo Ano —
Lote Meédia(%) s CV (%) N°Amostras CV (%)
2011 34321 1,7 0,1 59 173 59
2012 34351 1,9 0,1 5,0 166 50
34361 1,9 01 48
2013 204 47
| 34381 1,9 01 46
34381 2,0 0,1 5,2
2014 150 4.6
34401 1,8 0,1 4,1
2011-2014 Média 1,9 01 49 176 51
2011 34322 9,3 0,6 6,6 126 6,6
2012 34352 9,4 0,6 6,4 159 6,4
34362 8,9 04 49
2013 178 50
1l 34382 9,3 0,5 51
34382 94 0,5 51
2014 122 4.8
34402 8,8 04 44
2011-2014 Média 9,2 0,5 54 146 57

s — desvio padrédo; CV — Coeficiente de variacdo
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No periodo analisado, observou-se uma tendéncia decrescente dos valores anuais de CV para
os dois niveis de controlo, o que reflete uma melhoria da precisdo analitica (Figura 14)

CV (%) - Quantificacdo Hb F 2011-2014
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— Njvel de Controlo | - Nfvel de Controlo Il

Figura 14: Andlise dos CV dos resultados das amostras de controlo de Hb F, por ano e nivel de controlo, obtidos
nos equipamentos HA 8160 e Variant 11.

No sentido de compreender a contribuicdo de cada um dos equipamentos, para estes

resultados, efetuou-se a avaliacdo de resultados por equipamento.

3.1.2.2 Analise de resultados por equipamento de HPLC

3.1.2.2.1 Equipamento HA 8160

No equipamento de HPLC HA 8160, na avaliacdo por lote, no nivel de controlo I, o valor
médio de Hb F, por lote, oscilou entre 1,6 e 1,9% (média de 1,8%) e o CV entre 2,5 e 4,0%
(média de 3,0%). No nivel de controlo Il, o valor médio de Hb F oscilou entre 8,5 e 9,0%
(média de 8,8%) e 0 CV entre 1,1 e 4,7% (média de 2,2%).

A média anual do CV das amostras do controlo de nivel I (2,9%) foi superior a média de CV

das amostras controlo de nivel 1l (2,4%) (Tabela 13).
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Tabela 13: Anélise estatistica dos resultados das amostras de controlo de Hb F de nivel | e nivel 11, obtidos no
equipamento HA 8160, por lote e ano, entre 2011 e 2014.

Equipamento HPLC (HA 8160) - Quantificagdo da Hb F (%0)

Lote Ano
Nivel de Controlo Ano Lote L
Média (%) s CV (%) N° Amostras CV (%)

2011 34321 1,6 0,1 3,0 117 3,0
2012 34351 1,9 0,1 2,8 84 2,8
2013 34361 1,9 0,1 3,0 110 27

| 34381 1,9 0,1 2,5
2014 34381 1,9 0,1 2,5 87 33

34401 1,8 0,1 4,0
2011-2014 Meédia 1,8 0,1 3,0 100 2,9
2011 34322 9,0 0,4 4,7 84 4,7
2012 34352 8,8 0,1 1,4 78 1,4

34362 8,6 0,1 1,1
2013 94 2,0

1 34382 8,9 0,3 2,9
34382 8,7 0,1 14

2014 50 1,5
34402 8,5 0,1 1,6

2011-2014 Média 8,8 0,2 2,2 77 2,4

s — desvio padrdo; CV — Coeficiente de variacao

No equipamento de HPLC HA 8160, verificou-se para o nivel de controlo I uma ligeira
tendéncia crescente do valor de CV, atingindo o valor maximo de 3,3% em 2014. No nivel de
controlo 11 verificou-se uma tendéncia decrescente do valor de CV, obtendo-se em 2014 o
valor de 1,5% (Figura 15).

CV (%) - Quantificagcdo Hb F 2011-2014
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50 - a7
4,0 -
3,0 2,8 2,7 33
;\5‘ 3,0 -
3 2,0 -
1,0 -
0,0 B T 1
2011 2012 2013 2014
Ano
== Nivel de Controlo | Nivel de Controlo Il
- Nivel de Controlo | - Nfvel de Controlo Il

Figura 15: Andlise dos CV dos resultados das amostras de controlo de Hb F_por ano e nivel de controlo, no
equipamento HA 8160.
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3.1.2.2.2 Equipamento Variant Il

No equipamento de HPLC Variant Il, na avaliacdo por lote, no nivel de controlo I, o valor
médio de Hb F oscilou entre 1,8 e 2,1% (média de 1,9%) e o CV entre 2,6 e 4,9% (média de
3,7%). No nivel de controlo 1, o valor médio de Hb F oscilou entre 9,3 e 10,0% (média de
9,7%) e 0 CV entre 1,3 e 3,1% (média de 2,5%).

A média anual do CV das amostras do controlo de nivel 1 (3,8%) foi superior a média de CV
das amostras controlo de nivel Il (2,5%) (Tabela 14).

Tabela 14: Analise estatistica dos resultados das amostras de controlo de Hb F de nivel | e nivel I, obtidos no
equipamento Variant I1, por lote e ano, entre 2011 e 2014.

Equipamento HPLC (Variant I1) - Quantificacdo da Hb F (%)

. Lote Ano
Nivel de
Ano Lote Média
Controlo (%) CV (%) N° Amostras CV (%)

2011 34321 1,8 0,1 4,5 56 4,5

2012 34351 2,1 0,1 39 82 3,9
34361 1,9 0,1 4,9

I 2013 34381 2,1 0,1 2,7 %4 38
34381 2,1 0,1 2,6

2014 1

0 34401 1,8 0,1 3,5 63 3

2011-2014 Media 1,9 0,1 3,7 74 3,8

2011 34322 10,0 0,3 2,6 42 2,6

2012 34352 9,9 0,3 2,8 81 2,8
34362 9,4 0,2 2,3

2013 84 2,7
I 34382 9,7 0,3 31
34382 9,7 0,3 2,6

2014 72 2,0
34402 9,3 0,1 1,3

2011-2014 Média 9,7 0,3 2,5 70 2,5

s — desvio padrdo; CV — Coeficiente de variacdo

No equipamento de HPLC Variant Il verificou-se uma diminuicdo do valor de CV entre 2011
e 2014, o que indica uma melhoria de desempenho deste equipamento ao nivel da precisdo

analitica nos dois niveis de controlo (Figura 16).
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CV (%) - Quantificacdo Hb F 2011-2014
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Figura 16: Andlise dos CV dos resultados das amostras de controlo de Hb F, por ano e nivel de controlo, no
equipamento Variant I1.

Foi realizado, para o equipamento Variant Il, um estudo da inexatiddo analitica intra-
laboratorial, utilizando como valor alvo, para cada lote, os valores fornecidos pelo fabricante
do controlo para este equipamento.

Tabela 15: Analise comparativa dos resultados laboratoriais obtidos nas amostras de controlo para a Hb F, com
os valores fornecidos pelo fabricante, para os diferentes lotes, no equipamento Variant 11

Resultados laboratoriais Valorefs for.neC|dos pelo | Diferenca Bias (%)
i abricante resultados
CN(;\rg(:lrc?I% Lote | Média Valor Alvo
(%) | s |a2s|at2s (%) b-2s | b+2s a-b a-b
x 100
a b b
34321 1,8 |01 16 | 20 1,8 141 2.2 0,0 0,00
34351 2,1 |01 19| 23 2,1 1,7 25 0,0 0,00
| 34361 1,9 |01 1,7 | 21 2,0 16| 24 -0,1 -0,05
34381 2,1 |01 19| 23 2,1 1,7 25 0,0 0,00
34401 18 |01 16 | 20 18 14| 21 0,0 -0,02
34322 | 10,0 |0,3| 9,4 | 10,6 9,7 78 | 11,6 0,3 0,03
34352 99 (03] 93 | 105 9,6 7,7 | 115 0,3 0,03
| 34362 | 94 |02 90 | 98 9,3 74| 11,2 0,1 0,01
34382 9,7 103| 91 | 10,3 9,6 7,71 115 0,1 0,01
34402 93 |01 91| 95 9,8 79| 11,8 -0,5 -0,05

s- desvio padrdo; a — média; b — valor alvo

N&o se verificaram, para os dois niveis de concentracdo, diferencas significativas entre as
médias dos resultados laboratoriais obtidos e os valores fornecidos pelos fabricantes. O valor
de Bias variou entre -0,05% e 0,03% (Tabela 15, Figura 17).

Como se pode verificar na Figura 17, os resultados obtidos encontram-se dentro dos

intervalos estabelecidos pelos fabricantes dos lotes.
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Avaliacéo dos valores de Hb F por lote
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Figura 17: Valor médio dos resultados de Hb F, por lote, de amostras de controlo | (A) e 1l (B), analisadas no
equipamento Variant Il, entre 2010 e 2014, em relagdo ao valor alvo fornecido pelo fabricante e ao valor alvo +
2s. s — desvio padrdo

Pela analise comparativa dos resultados obtidos entre 2011 e 2014 nos equipamentos de
HPLC HA 8160 e Variant Il, verificou-se que

e O nimero médio de amostras avaliadas no equipamento HA 8160 (nivel I: 100; nivel 1I:
77) foi superior ao determinado no equipamento Variant Il (nivel I: 74; nivel II: 70)
(Tabela 16).

e No nivel de controlo I, a concentracdo media de Hb F obtida no equipamento HA 8160
(1,8%) foi ligeiramente inferior a determinada no equipamento Variant 11 (2,0%). No nivel
de controlo 11, a concentracdo média de Hb F, obtida no equipamento HA 8160 (8,8%), foi

inferior a determinada no equipamento Variant 11 (9,8%) (Tabela 16).
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Tabela 16: Andlise comparativa dos valores de coeficiente de variagdo correspondentes a quantificacéo da Hb F,
entre 2011 e 2014, nos equipamentos de HPLC HA 8160 e Variant Il.

Hb F< 2,0% Hb F >2,0% Média CV%
Variant |1 HA8160 Variant |1 HA-8160
Ano Média Média Média Média Variant | HA-
N| HbF (((:,/V) N | Hb F (CO:/\/) N | HbF (%/V) N|HbF (CO:/\/) 11 8160
%) |*7 (%) |7 %) |7 %) |7
2011 56| 1,8 |45 (117| 16 | 3,0 (42| 100 | 2,6 |84 | 9,0 | 4,7 3,6 3,9
2012 82| 21 |39 84 19 (28 (81| 99 | 28|78 88 |14 34 2,1
2013 94| 20 |38 |110| 19 |[2,7|84| 96 | 2,7(94| 88 |20 3,3 2,4
2014 63| 2,0 |31 87 19 [33(72| 96 | 20(|50| 86 | 15 2,6 2,4
Média

2011-2014 74| 20 |38|100| 18 [301|70| 98 | 25|77| 88 |24 3,2 2,7

N — Numero de amostras; CV — Coeficiente de variacdo; Hb - hemoglobina

e De uma forma global, ambos os equipamentos apresentam uma tendéncia decrescente do

valor de CV o que indica uma melhoria de desempenho ao nivel da precisdo analitica
(Figura 18).

6,0
5,0
4,0
3,0
3 2,0

1,0

0,0

3,9

CV 2011-2014

Equipamentos HA 8160 e Variant 11

3,6 3,4 2,4 3,3
— 21 24 26
2011 2012 2013 2014
s HA 8160 Ano Variant 11
— HA 8160 = \/ariant ||

Figura 18: Andlise comparativa dos valores de coeficiente de variagdo (CV) correspondentes a quantificacdo da
Hb F, entre 2011 e 2014, nos equipamentos de HPLC HA 8160 e Variant I1.

3.1.3 Avaliacéo da quantificacdo da Hb S

3.1.3.1 Analise de resultados dos equipamentos HA 8160 e Variant Il

Entre 2011 e 2014, o valor médio de Hb S, por lote, oscilou entre 27,8 e 29,6% (média de
28,5%) e 0 CV entre 1,6 e 3,9% (média de 2,3%) (Tabela 17).
O numero de amostras avaliadas, por ano, variou de 119 a 215 amostras (média de 156
amostras) e o valor de CV entre 1,6 e 2,6% (média de 2,2%) (Tabela 17 e Figura 19).
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A média anual do CV das amostras de controlo (2,2%) foi semelhante a média calculada por

lote (2,3%), logo pode-se inferir que a variabilidade dos lotes ndo contribuiu para o aumento

do CV (Tabela 17).

Tabela 17: Andlise estatistica dos resultados obtidos na determinagédo da Hb S em amostras de controlo, entre
2011 e 2014, por lote e ano, nos equipamentos de HPLC HA 8160 e Variant II.

Equipamento HPLC (HA 8160; Variant II) - Quantificacdo da Hb S (%)

Lote Ano

Ano
Lote Média(%) s CV (%) N°Amostras CV (%)
2011 34322 27,8 0,5 1,6 130 1,6
2012 34352 28,8 0,7 2,6 161 2,6
34352 28,6 0,5 1,8
2013 34362 28,4 0,6 2,2 215 2,6
34382 28,1 1,1 3,9
34382 28,1 0,6 2,0
2014 34402 29,6 0,5 1,8 119 19
2011-2014 Média 28,5 0,6 2,3 156 2,2

s — desvio padrdo; CV — Coeficiente de variacdo

Os valores de CV obtidos do doseamento da Hb S apresentaram uma tendéncia crescente

entre 2011 e 2013 e uma diminuicdo em 2014, no entanto, os valores mantém-se inferiores a

3,0% (Figura 19).

CV (%)

CV (%) - Quantificagdo Hb S 2011-2014
Equipamentos HA 8160 e Variant 11
3,0 - 2,6 2,6
2,5 4 1,9
2,0 4
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1,5 -
1,0 -
0,5 -
0,0 T T T 1
2011 2012 2013 2014
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Figura 19: Andlise dos CV dos resultados das amostras de controlo de Hb S, por ano, obtidos nos equipamentos
HA 8160 e Variant II.
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3.1.3.2 Analise de resultados por equipamento de HPLC

3.1.3.2.1 Equipamento HA 8160

No equipamento de HPLC HA 8160, o valor médio de Hb S, por lote, oscilou entre 27,7 e
29,7% (média de 28,6%) e o CV entre 0,9 e 2,0% (média de 1,5%) (Tabela 18).

Tabela 18: Andlise estatistica dos resultados obtidos na determinacdo da Hb S em amostras de controlo, entre
2011 e 2014, por lote e ano, no equipamento de HPLC HA 8160.

Equipamento HPLC (HA 8160) - Quantificacao da Hb S (%)
Lote Ano

Ano Lote .
Média (%) s CV (%) N° Amostras  CV (%)
2011 34322 21,7 0,4 1,6 88 1,6
2012 34352 28,9 0,5 1,6 79 1,6
34352 28,8 0,3 0,9
2013 34362 28,2 0,3 1,2 111 11
34382 27,9 0,4 1,3
2014 34382 28,8 0,5 1,6 48 18
34402 29,7 0,6 2,0
2011-2014  Média 28,6 0,4 1,5 81 15

No doseamento da Hb S o valor de CV apresentou, no periodo em estudo, oscilacdes ligeiras,

mantendo-se inferior a 2,0% (Figura 20).

CV (%) - Quantificacdo Hb S 2011-2014

40 - Equipamento HA 8160
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Figura 20: Andlise dos CV dos resultados das amostras de controlo de Hb S, por ano, obtidos no equipamento
HA 8160.
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3.1.3.2.2 Equipamento Variant Il
No equipamento de HPLC Variant 1l, o valor médio de Hb S por lote, oscilou entre 27,9 e
29,5% (média de 28,5%) e 0 CV entre 1,1 e 5,3% (média de 2,5%) (Tabela 19).

Tabela 19: Andlise estatistica dos resultados obtidos na determinagdo da Hb S em amostras de controlo, entre
2011 e 2014, por lote e ano, no equipamento de HPLC Variant I1.

Equipamento HPLC (Variant I1) - Quantificacdo da Hb S (%)

Lote Ano
Ano Lote
Média (%) s CV (%) N°Amostras CV (%)
2011 34322 28,1 0,3 1,1 42 11
2012 34352 28,8 0,9 3,3 82 3,3
34352 28,4 0,6 2,2
2013 34362 28,6 0,8 29 104 3,5

34382 28,3 15 53

34382 27,9 04 13
2014 34402 29,5 04 14 & L3
2011-2014 Média 28,5 07 25 75 2,3

s — desvio padrdo; CV — Coeficiente de variacao

No equipamento estudado, o valor de CV sofre um aumento entre 2011 e 2012 e decréscimo

significativo em 2014, atingido o valor de 1,3% (Figura 21).

CV (%) - Quantificacdo Hb S 2011-2014
Equipamento Variant 11

4,0 - 33 3,5
3,0 -
S
5’; 2,0 -
%) 1,1 13
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0,0 T T T 1
2011 2012 2013 2014
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Figura 21: Anélise dos CV dos resultados das amostras de controlo de Hb S por ano, obtidos no equipamento
Variant I1.
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Através da analise comparativa dos CV obtidos nos equipamentos de HPLC HA 8160 e

Variant 11, verificou-se que para o doseamento da Hb S:

e O nimero médio de amostras avaliadas por ano no equipamento HA 8160 (81) foi superior
ao numero de amostras avaliadas no equipamento Variant Il (75) (Tabela 20).

e A concentragdo média de Hb S no equipamento HA 8160 (28,5%) foi semelhante a
determinada no Variant 11 (28,4%).

e O valor médio de CV obtido no equipamento HA 8160, por lote e por ano, foi inferior ao
determinado no equipamento Variant II.

e Ambos 0s equipamentos apresentaram, para o0 doseamento da Hb S, uma tendéncia
crescente do valor de CV, no entanto, entre 2011 e 2013 foram inferiores a 2,0% e em
2014 inferiores a 3,0% (Tabela 20 e Figura 22).

Tabela 20: Andlise comparativa dos valores de coeficiente de variacdo correspondentes a quantificacdo da Hb S
entre 2011 e 2014, nos equipamentos HA 8160 e Variant Il.

Hb S
Ano Variant 11 HA 8160
N [MédiaHb S (%) | CV (%) | N [MédiaHb S (%) | CV (%)
2011 | 42 28,1 1,1 84 27,7 1,6
2012 | 82 28,8 3,3 79 28,9 1,6
2013 | 104 28,3 35 [111 28,2 1,1
2014 | 71 28,4 1,3 48 29,3 1,8
Média| 75 28,4 2,3 81 28,5 1,5
N — nimero de amostras; CV — coeficiente de variagdo
CV 2011-2014
Equipamentos HA 8160 e Variant 11

4,0 - 35

35 - 3,3

3,0 -
$ 25 -
E>/ 2,0 .y 16 1,6 1’1 1]3 1’8
(@] 1,5 T 111

1,0 -

n

0,0 . . :

2011 2012 2013 2014
Ano
Variant || s HA 8160 ——Variant |l ——HA 8160

Figura 22: Andlise comparativa dos valores de coeficiente de variagdo (CV) correspondentes a quantificacdo da
Hb S, entre 2011 e 2014, nos equipamentos HA 8160 e Variant II.
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3.2 Avaliacéo Externa da Qualidade em Hemoglobinopatias

Tal como foi referido na parte introdutoria deste trabalho, a inexatiddo analitica avalia o
desempenho analitico do laboratério comparativamente a outros laboratérios ou padrdes de
referéncia. O grau de inexatiddo analitica € avaliado através da determinacdo do erro
sistematico (Bias) e do indice de desvio (ID). Neste sentido, a participacdo do laboratério da
UDR em programas de AEQ, promovidos pelo PNAEQ e UK-NEQAS, foi avaliada através
da analise dos valores de Bias e de ID, determinados entre 2011 e 2014, relativos a
quantificacdo das Hb A, e Hb S utilizando a metodologia de HPLC (equipamentos HA 8160 e
Variant Il). Relativamente a Hb F apenas foi analisado o Bias, uma vez que o ID nao foi

disponibilizado nos relatorios de desempenho dos programas de AEQ.

3.2.1 Avaliacdo da inexatiddo analitica da quantificacdo da hemoglobina A, por
equipamento de HPLC (HA 8160 e Variant 1)

3.2.1.1 Bias e indice de Desvio

Na Tabela 21 estdo indicados os valores de Bias resultantes da participacédo do laboratério da
UDR em programas de AEQ, para o doseamento da Hb A,, promovidos pelo PNAEQ e UK-
NEQAS entre 2011 e 2014.

O valor médio de Bias, para a quantificacdo de Hb A, com concentracdo < a 3,5%, no
equipamento de HPLC HA 8160 variou de -2,1 a 5,5%, e para o equipamento Variant Il de —
1,3 a 3,1%. Nas amostras com concentra¢do > a 3,5%, o valor de médio de Bias variou de —
8,2 a 1,2% para o equipamento de HPLC HA 8160, e de -2,7 a 0,3% para o0 equipamento
Variant Il (Tabela 21).

Na Tabela 22 estdo presentes os valores anuais de Bias para cada equipamento,

independentemente do nivel de controlo.
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Tabela 21: Valor médio de Bias, em cada equipamento, por concentracdo de Hb A, e por ano.

Coé‘;elj‘érz‘z?ao N.° Ensaios AEQ Média Bias HA 8160 (%) | Média Bias Variant Il (%)
Ano PNAEQ PNAEQ
Amostras de UK- UK- UK-
Controlo PNAEQ | \Eqas | Total | PNAEQ | \Enas NeELéQKA_S PNAEQ | NEQAS NeEL(J;A:S
2011 1 7 8 07 37 3.3 10,7 0,0 1,3
2012 1 10 11 1,0 6,1 55 2.3 33 2.8
<3,5% 2013 2 8 10 8,0 20,6 2.1 6,2 55 3.1
2014 1 7 8 03 57 51 3,6 05 0,2
Média | 1 8 9 2.0 37 3,0 57 2.3 12
2011 1 1 2 9,1 0,0 4.6 2.3 2.9 0.3
2012 1 1 2.4 2.4 0,0 0,0
> 3,5% 2013 1 2 3 126 | 6.1 8,2 3,4 2.4 2.7
2014 1 2 3 12 12 2,0 3,8 2.4
Média| 1 2 2 109 | -18 35 2,6 0,8 12

PNAEQ — Programa Nacional de Avaliacéo Externa da Qualidade; UK-NEQAS - United Kingdom National
External Quality Assessment Service

Tabela 22: VValor médio de Bias em cada equipamento, por ano.

Ano Meédia Bias Equipamento (%0)
HA 8160 Variant 11
2011 1,8 -1,0
2012 4,8 2,6
2013 2,5 1,8
2014 4,3 -0,3
Média 2011-2014 3.4 0,8

O Bias retrata a proximidade do valor obtido pelo laboratério e o valor alvo: quanto menor for
0 seu valor, mais proximo do valor alvo se encontra o valor obtido pelo laboratorio.

No ano de 2011, o equipamento Variant Il apresenta um valor de Bias negativo, ou seja, 0
valor de Hb A, determinado pelo laboratério foi inferior ao valor alvo. O equipamento HA
8160 apresenta um Bias positivo, o que significa que o valor de Hb A, determinado neste
equipamento foi superior ao valor alvo. No ano de 2012 foram obtidos valores positivos em
ambos 0s equipamentos, tendo o equipamento Variant Il apresentado o menor valor. Em 2013
e em 2014, os valores de Bias indicam que o valor médio de Hb A, obtido no equipamento
HA 8160 foi superior ao valor alvo. No equipamento Variant I, aquele valor foi superior no
ano de 2013 e inferior no ano de 2014. Uma vez que o equipamento Variant Il apresenta
valores de Bias mais proximos do valor nulo do que o equipamento HA 8160, tal sugere que

este equipamento sera mais indicado para o doseamento da Hb A, (Figura 23).
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Evolugdo Bias 2011-2014
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Figura 23: Representacdo da evolucdo do valor de Bias obtido na quantificacdo da Hb A,, por equipamento e
entidade responsével, por programas de AEQ.

Relativamente a avaliacdo dos ID, de acordo com a classificacdo apresentada anteriormente
(tabela 3) e com os resultados apresentados na Tabela 23, a classificacdo do laboratério foi

considerada como satisfatéria em todos 0s ensaios.

Tabela 23: Valores de indice de desvio entre 2011 e 2014 obtidos na quantificagdo da Hb A, no equipamento HA

8160.
Concentracéo de Hb A, o
Ano <3,5% >3,5% Media 1D
PNAEQ | UK-NEQAS | PNAEQ | UK-NEQAS | PNAEQ | UK-NEQAS
2011 0,3 -0,6 0,2
2012 -0,2 0,8 0,3 -0,2 0,7
2013 -0,9 0,1 -0,9 -1,1 -0,9 -0,3
2014 -0,3 0,2 -0,5 -0,4 -0,4 0,2

ID — indice de desvio; PNAEQ — Programa Nacional de Avaliacdo Externa da Qualidade; UK-NEQAS - United
Kingdom National External Quality Assessment Service.
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Figura 24: indice de desvio, entre 2011 e 2014, na quantificagio da Hb A, no equipamento HA 8160.
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3.2.2 Erro total da quantificagdo da Hb A,

O erro total foi determinado para os dois equipamentos, por nivel de concentracdo de amostra

de Hb A, e ano em estudo.

Para niveis de concentracdo de Hb A, < 3,5 %, o valor de ET correspondente ao equipamento

Variant Il variou de 6,0 a 10,9%, enquanto que no equipamento HA 8160 de 6,1 a 11,4%.

Para niveis de concentragdo de Hb A,> 3,5%,0 valor de ET no equipamento Variant II oscilou

entre 5,4 e 6,9% e no equipamento HA 8160 de 5,0 a 12,0% (Tabela 24).

Tabela 24: Erro total para a quantificagcdo de amostras de controlo de Hb A, por equipamento, entre 2011 e 2014,

Hb A, <3,5% Hb A, >3,5% Média anual
Ano Variant 11 HA-8160 Variant 11 HA-8160 Variant 11 HA-8160
|Bias| (CO/?); ET | [Bias| % ET | Bias| ((;;A)V) ET | |Bias| (C;;A)V) ET | Bias| (C%V) ET | |Bias| (% ET
2011] 13 |36 72| 33 | 19 | 64| 03 |40(69] 46 | 23 | 84| 1,0 |38|73| 18 | 21 | 53
2012| 28 |49 |109] 55 | 36 |114] 00 |33 54| 24 | 33 | 7.8 | 2.6 |41|94| 48 | 35 |105
2013 31 |28 77| 21 | 24 | 61| 27 |2365] 82 | 23 |120| 1,8 |26]60| 25 | 2.4 | 6.4
2014| 02 | 35|60 51 | 29 | 99| 24 |24]64] 1.2 | 23 | 50| 03 |3052| 43 | 26 | 86

CV — Coeficiente de variacdo; ET — erro total

Como se pode verificar na Figura 25-A, para niveis de concentracdo de Hb A, < 3,5 %, 0

valor de ET apresenta uma tendéncia crescente para o equipamento HA 8160 e decrescente

para 0 equipamento Variant Il. Ambos 0s equipamentos apresentam uma tendéncia

decrescente do valor de ET para niveis de concentracdo de Hb A, > 3,5%, (Figura 25-B).

ET 2011 - 2014 ET 2011 - 2014
) Nivel de controlo <3,5% 15,0 - Nivel de controlo > 3,5%
15,0 ! 12.0

11,4 10 9 0.9
~10.0 6,17 7 10,0 4 84 7,8 65
(=] ’ 3 4
© 6,9 54 50 6,

. j I N I
0.0 - I 0,0 - :

ET (%)

2011 2012 2013 2014 2011 2012 Ano 2013 2014
m— HA-8160 ANO e Variant 11 m— HA-8160 Variant 11
— HA-8160 Variant 11 — HA-8160 Variant 11

A B

Figura 25: Erro total na determinacdo de amostras de controlo de Hb A, com concentracdo Hb A, <3,5% (A) e
concentragdo Hb A; >3,5% (B) entre 2011 ¢ 2014, nos equipamentos Variant IT e HA 8160.
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De acordo com a bibliografia consultada, foi estabelecido, como valor limite de ET o valor de
9,0% (Mosca et al., 2013).

A média anual do ET, para ambos os equipamentos, atingiu em 2012 valores superiores a
9,0%. Entre 2012 e 2014, o valor de ET, associado ao equipamento Variant Il apresenta, uma
diminuicdo constante, atingindo o valor minimo de 5,2% em 2014. O equipamento HA 8160
apresenta uma diminuic¢do do valor de ET em 2013 e uma nova subida em 2014, no entanto,
ndo atinge o valor de 9,0%. Como se pode verificar pela Figura 26, apenas o equipamento

Variant 11 apresenta uma tendéncia decrescente do valor de ET no periodo em analise.

Erro Total Hb A,

2011 - 2014
12,0 - 10,5
' 9.4

10,0 - 73 . 64 8,6
S 8,0 - :
S 60 - 53 6.0 5,2
40 -

2,0 -
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Ano
mmm HA-8160 Variant || ==——HA 8160 Variant 11

Figura 26: Erro total na determinacdo de amostras de controlo de Hb A, nos equipamentos Variant |1 e HA 8160,
entre 2011 e 2014.

3.2.3 Avaliacdo da inexatiddo analitica da quantificacdo da hemoglobina F por
metodologia de HPLC (HA 8160 e Variant 1)

3.2.3.1 Bias

Na Tabela 25 estdo indicados os valores de Bias resultantes da participacdo do laboratério em
programas de AEQ promovidos pelo PNAEQ e UK-NEQAS entre 2011 e 2014.

No equipamento de HPLC HA 8160, o valor médio de Bias para a quantificacdo de Hb F com
concentragdo < a 2,0% variou de -25,8 a 3,8 % e para 0 equipamento Variant Il o valor médio
de Bias variou de —17,0 a 0,9%. Nas amostras com concentragdo > a 2,0% para 0
equipamento de HPLC HA 8160, o valor de Bias variou de -9,2 a -3,4% e para o equipamento

Variant Il o valor de Bias variou de -2,8 a 2,1% (Tabela 25).
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Tabela 25: Valor médio de Bias em cada equipamento por concentracdo de Hb F e por ano.

Coggeﬂg?:‘?ao N.° Ensaios AEQ Média Bias HA 8160 (%) | Média Bias Variant I1 (%)
Amostras de Ano UK- UK- PNAEQ UK- PNAEQ
Controlo PNAEQ | nEQas | Total | PNAEQ | \Eoas NEE%*Z'S PNAEQ | NEoas NeEngS
2011 1 12 13 0,5 4,0 3,8 2,9 37 -3,2

2012 1 6 7 265 | 206 | -21,1 | 571 23 6,8

<2,0% 2013 2 6 8 183 | 27,8 | -258 | -258 | -184 | -17,0
2014 2 6 8 282 | -107 | 68 6,8 0,2 0,9

Média| 2 8 9 40 | -138 | -125 | -217 6,2 -6,5

2011 1 3 4 71 4.8 5,4 5,4 4.5 1,6

2012 2 5 7 13 97 78 78 16 28

>2,0% 2013 3 3 9,2 9,2 9,2 0,6 0,6
2014 1 4 5 18,3 34 3.4 1,0 0,0 2.1

Média| 1 4 5 33 6,8 -6,5 5.4 0,9 04

PNAEQ — Programa Nacional de Avaliagdo Externa da Qualidade; UK-NEQAS - United Kingdom National
External Quality Assessment Service

Em 2011, o valor de Bias foi positivo para o equipamento HA 8160 e negativo para o Variant

I1, ou seja, o valor médio de Hb F determinado no primeiro equipamento foi superior ao valor

alvo e inferior para o segundo equipamento. Entre 2012 e 2013, ambos 0s equipamentos

apresentam valores de Bias negativos. No ano 2014 apenas se verificou esta situacdo para o

equipamento HA 8160. Uma vez que o equipamento Variant Il apresenta valores de Bias mais

préximos do valor nulo do que o equipamento HA 8160, tal sugere que este equipamento sera

mais indicado para o doseamento da Hb F (Tabelas 25 e 26, Figura 27).

Tabela 26: Valor médio de Bias em cada
equipamento, por ano.

Meédia Bias Equipamento (%)
Ano
HA 8160 Variant 11
2011 1,6 -2,1
2012 -15,4 -2,1
2013 -23,5 -14.6
2014 -4,2 1,2
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Figura 27: Representacdo da evolugdo do valor de Bias obtidos na
quantificacdo da Hb F, por equipamento e entidade responsavel
por programas de AEQ.
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3.2.4 Erro total da quantificacdo da Hb F

O erro total foi determinado para os dois equipamentos, por nivel de concentracdo de amostra
de Hb F e ano em estudo (Tabela 27).

Para niveis de concentracdo de Hb F < 2,0%, o valor de ET correspondente ao equipamento

Variant Il variou de 6,0 a 23,3%, enquanto que no equipamento HA 8160 variou de 8,8 a

30,3%. Para niveis de concentra¢do de Hb F > 2,0%,0 valor de ET no equipamento Variant 11
oscilou entre 5,1 e 7,4% e no equipamento HA 8160 de 5,9 a 13,2% (Tabela 27).

Tabela 27: Erro total para a quantificacdo de amostras de controlo de Hb F, por equipamento, entre 2011 e 2014.

Hb F <2,0% Hb F >2,0% Meédia anual

Ano Variant 11 HA-8160 Variant 11 HA-8160 Variant 11 HA-8160

. cv . cVv . cVv . cv . cVv . cv

|Bias| (%) ET ||Bias| (%) ET ||Bias| (%) ET | |Bias| %) ET ||Bias| (%) ET ||Bias| %) ET
2011 3,2 (45|106| 3,8 |30|88 | 16 [26|59| 54 |4,7(132| 2,1 |36|80| 16 | 39| 8,0
2012| 6,8 |3,9(132|21,1|28|257| 28 |28|74| 78 |14|10,1| 21 |34| 76| 154 | 2,1|189
2013| 17,0 | 3,8 23,3| 25,8 |2,7|30,3| 0,6 | 2,7 (51| 9,2 |2,0|125| 14,6 | 3,3|20,0| 235 | 2,4|27,4
2014 09 (31|60 | 68 |33|122| 21 (20|54| 34 |15(59| 1,2 | 26|54 | 42 | 24|82

Como se pode verificar na Figura 28-A, para niveis de concentracdo de Hb F <2,0%, o valor

CV — coeficiente de variagdo; ET — Erro total

de ET apresentou uma tendéncia crescente para o equipamento HA 8160 e decrescente para o

equipamento Variant 1l. Ambos os equipamentos apresentam uma tendéncia decrescente do
valor de ET para niveis de concentracdo de Hb F > 2,0%, (Figura 28-B).
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concentragdo Hb F >2,0% (B), entre 2011 e 2014.
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As médias anuais do ET apresentam valores superiores a 9,0% em 2012 para o0 equipamento
HA 8160 e em 2013 para ambos 0s equipamentos.

Em 2014 obteve-se o menor valor de ET para o equipamento Variant 11 (5,4%).

Em ambos os equipamentos se verificou uma tendéncia crescente do valor de ET, sendo mais

significativa no equipamento HA 8160 (Figura 29).

Erro total Hb F

30,0 - 2011-2014 274
25,0 - 18.9 20,0
% 20,0 - '
o
=~ 15,0 -
= 7,6 8.2
L i 8,0 80 d
10,0 5.4
i |
0,0 B T T T
2011 2012 2013 2014
Ano
mmm HA-8160 Variant ||  ==———HA 8160 = Variant Il

Figura 29: Erro total na determinacdo de amostras de controlo de Hb F nos equipamentos Variant 11 e HA 8160,
entre 2011 e 2014.

3.25 Avaliacdo da inexatiddo analitica da quantificacdo da hemoglobina S por
equipamento de HPLC (HA 8160 e Variant 1)

3.2.5.1 Bias e indice de Desvio

Na Tabela 28 estdo indicados os valores de Bias resultantes da participacdo do laboratério em
programas de AEQ promovidos pelo PNAEQ e UK-NEQAS, entre 2011 e 2014, paraa Hb S.
No equipamento de HPLC HA 8160, o valor médio de Bias variou de -11,7 a -0,4 % e para o
equipamento Variant 1l o valor médio de Bias variou de -2,1 a -0,6%.

Entre 2011 e 2014, ambos os equipamentos apresentam valores de Bias negativos, ou seja, 0
valor de Hb S determinado pelo laboratério foi inferior ao valor alvo. Uma vez que o
equipamento Variant Il apresenta valores de Bias mais proximos do valor nulo do que o
equipamento HA 8160, pode-se inferir que este equipamento serd mais indicado para o
doseamento da Hb A, (Figura 30).
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Tabela 28: Valor médio de Bias em cada equipamento por ano na determinagao de Hb S.

N.° Ensaios AEQ Meédia Bias HA 8160 (%0) Meédia Bias Variant 11 (%)
PNAEQe PNAEQe
Ano UK- UK- UK-
PNAEQ Total | PNAEQ UK- | PNAEQ UK-
NEQAS NEQAS NEQAS NEQAS NEQAS
2011 - 6 6 - -11,7 -11,7 - -1,3 -1,3
2012 1 5 6 12 2,5 -1,8 0,6 -0,6 -0,6
2013 1 5 6 2,2 -0,8 -0,4 -1,1 -1,5 -1,4
2014 1 4 5 -3,0 -4,2 -4,0 -1,7 -2,3 2,1
Meédia 1 5 6 0,1 -4,8 -4,5 -0,7 -1,4 -1,4

PNAEQ - Programa Nacional de Avaliacdo Externa da Qualidade; UK-NEQAS - United Kingdom National
External Quality Assessment Service.

Evolucéo Bias 2011-2014

0,0 T T T T T 1
-2,0 - - -0,6 04
_1’3 _1 8 '

o 40 1 ' 14 21
c _ 4 ! -4,0
o 6,0

-8,0 -

-10,0 -

120 ) AT

2011 2012 2013 2014
Ano
= HA 8160 Variant I

Figura 30: Representagéo da evolucdo dos valores de Bias obtidos na quantificacdo da Hb S, por equipamento e
entidade responsavel por programas de AEQ.

De acordo com a classificacdo apresentada anteriormente (Tabela 3) e com os resultados
apresentados na Tabela 29, a classificacdo do laboratério foi considerada como questionavel

no ensaio de 2011 e como satisfatéria nos restantes ensaios.

indice de Desvio 2011-2014

Tabela 29: Valores de ID entre 2011 e 2014 PNAEQ UK-NEQAS

obtidos na quantificagdo da Hb S no 2,0

equipamento HA 8160. 00 0,3 00 00 g1 0,1
indice de Desvio HA 8160 S
Ano a
PNAEQ | UK-NEQAS Q2 20
2011 i 2,9 40
2012 0,3 0,0 2011 20
12 2013
2013 ] 01 2014
PNAEQ m UK-NEQAS
2014 -1,0 0,1

ID — indice de desvio; PNAEQ - Programa
Nacional de Avaliagdo Externa da Qualidade;
UK-NEQAS - United Kingdom National
External Quality Assessment Service.

Figura 31: indice de desvio entre 2011 e 2014, na quantificacio
da Hb S, no equipamento HA 8160.
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3.2.6 Erro total da quantificacdo da Hb S

O ET associado a quantificacdo de Hb S, em amostras controlo, foi determinado para os dois
equipamentos no periodo em estudo. O valor de ET, correspondente ao equipamento Variant
Il, variou de 3,1 a 7,2%, enquanto que no equipamento HA 8160 variou de 2,2 a 14,3%
(Tabela 30).

Tabela 30: Erro total para a quantificacdo de amostras de controlo de Hb S, por equipamento, entre 2011 e 2014.

Equipamento
Ano HA 8160 Variant Il
[Bias| | CV (%) | ET (%) | |Bias| | CV (%) | ET (%)
2011 | 11,7 1,6 14,3 1,3 11 3,1
2012 | 1.8 1,6 4.4 0,6 3,3 6,0
2013 | 04 11 2,2 1,4 3,5 7,2
2014 | 4,0 1,8 7,0 2,1 1,3 4,2

CV — coeficiente de variagdo; ET — erro total.

A média anual do ET, obtida para o0 HA 8160, atingiu em 2012 valores superiores a 9,0%.
Entre 2012 e 2014 variou de 2,2 a 7,0%. As médias anuais do ET para o Variant I,
apresentam um aumento continuo entre 2011 e 2013 e um decréscimo em 2014.

Como se pode verificar pela Figura 32, apenas o equipamento HA 8160 apresenta uma
tendéncia decrescente do valor de ET, no periodo em andlise (Figura 32).

Erro total Hb S

16,0 - 14,3 2011-2014
14,0 -
12,0 -
10,0 -
8,0 -
6,0
4,0 -
2,0 -
0,0 -

%

ET(

3.1 4,4
2,2

2011 2012 2013 2014

== HA 8160 Ano Variant 11
—HA 8160 = \/ariant Il
Figura 32: Erro total na determinacdo de amostras de controlo de Hb S, entre 2011 e 2014.
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3.3 PNAEQ - Avaliacao dos resultados no programa de Avaliacéo Externa
da Qualidade em Hemoglobinopatias 2011 — 2014

3.3.1 Avaliacéo da participacdo ativa dos laboratorios e da qualidade das amostras no
ambito do PNAEQ

Entre 2011 e 2014 foram organizados e disponibilizados pelo PNAEQ oito ensaios no ambito
das hemoglobinopatias. O numero de laboratorios participantes oscilou entre 21 e 25

laboratorios, com uma participacdo ativa a variar de 86 a 96% (Tabela 31 e Figura 33).

Tabela 31: Numero de laboratérios participantes nos ensaios promovidos pelo PNAEQ no dmbito das
hemoglobinopatias, entre 2011 e 2014.

. N° Laboratorios | % Participacéo
Ano Ensaio - .
Participantes Ativa
1° 22 91
2011 5 22 95
1° 23 91
2012 2° 23 96
1° 21 86
2013 5 23 %6
1° 25 96
2014 5 25 96

Participacgdo ativa dos laboratoérios nos ensaios de
hemoglobinopatias PNAEQ

2011 - 2014

100 -
ggg 5 5 5 4 y 4 4 4
2 90 -
S 85 -
ju I i 0
O\o 75_

p | o || » | 1| » | 1| o

2011 | 2012 | 2013 | 2014 |

Ano - N.° Ensaio de AEQ
% Laboratdrios que ndo enviaram resultados ™ % Laboratorios que enviaram resultados

Figura 33: Percentagem de laboratorios que enviaram resultados no programa de hemoglobinopatias, entre 2011
e 2014.
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As amostras enviadas nestes ensaios foram amostras liofilizadas (comerciais) ou de sangue
total (disponibilizadas pelos laboratorios do grupo de peritos). A qualidade da amostra é um
fator muito importante nos ensaios de AEQ que deve ser avaliada. Se a qualidade da amostra
for considerada insatisfatoria os laboratorios ndo irdo obter resultados exactos. Os critérios
aplicados pelos laboratérios participantes na avaliacdo da qualidade da amostra sdo, entre
outros, a quantidade de amostra disponibilizada, a facilidade na sua reconstituicdo e a sua
estabilidade. A percentagem de laboratdrios que considerou a amostra como satisfatoria nos
diferentes ensaios variou de 72,0% a 85,8% (Figura 34).

Qualidade da amostra nos ensaios AEQ-PNAEQ em Hemoglobinopatias

2011-2014
100,0 1 142 148 148 148
N 192 142 255 185 M8 0, 969 gy == o 259 259
< 80,0 : : 28,0 : :
3 60,0 -
1
O
© 40,0
1
o
S 20,0 -
-
0,0 -
A
Amostra
Loist|st|L |st| st L |st| st | L st
pole e o | | x| | »
2011 | 2012 2013 | 2014 |
Tipo de Amostra - N.° Ensaio - Ano
m Amostra satisfatdria Amostra insatisfatoria Sem resposta

Figura 34: Avaliacdo das respostas respeitantes a qualidade das amostras enviadas para os laboratorios
participantes no programa de hemoglobinopatias (PNAEQ), no periodo em estudo.
L — amostra liofilizada; ST — amostra de sangue total

3.3.2 Resultados da avaliacdo do desempenho analitico dos laboratérios participantes no
programa de hemoglobinopatias (PNAEQ) 2011- 2014

Ap0s a rececdo dos resultados dos laboratorios participantes nos ensaios de AEQ, procede-se
a introducéo dos resultados e aos dados relacionados, nomeadamente métodos, equipamentos,
reagentes utilizados. O PNAEQ utiliza um software especifico, “AEQ genio” que serve para
compilagdo de toda a informacdo e posterior tratamento estatistico: determina¢do do namero

de amostras estudadas, da média, da mediana, do desvio padrdo, do coeficiente de variacao,
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do valor minimo e do valor méximo segundo a hierarquia: todas as metodologias,
metodologia e equipamento. De seguida, serdo apresentados os valores da média, do
coeficiente de variacdo, do valor minimo e do valor maximo para todas as metodologias e por

metodologia.

3.3.2.1 Avaliacdo da precisao inter-laboratorial e da inexatidao analitica

Com o objetivo de avaliar a reprodutibilidade dos resultados dos laboratorios participantes, foi

determinado o valor de CV dos resultados.

3.3.2.1.1 Quantificacdo da hemoglobina A,

Entre 2011 e 2014, foram realizados cinco ensaios para avaliacdo de amostras de controlo de
Hb A, dentro do nivel normal de concentracdo e trés ensaios para avaliagdo de amostras
controlo de nivel elevado de Hb A,. Adotou-se para a Hb A; o valor cutoff de 3,5% para
diferenciar as amostras normais (concentracdo de Hb A, inferior a 3,5%) de amostras de nivel

elevado (concentracdo de Hb A, superior ou igual a 3,5%).

e Hb A; inferior a 3,5% (nivel normal)

Na Tabela 32 e na Tabela 33 estdo representados, respetivamente, os resultados dos
laboratérios peritos (metodologia de HPLC) e dos laboratorios participantes nos ensaios
correspondentes a quantificacdo de amostras controlo de Hb A, de concentracdo normal.

O valor alvo de Hb A, para cada ensaio, corresponde a média da concentracdo de Hb A,
determinada pelos laboratdrios peritos. Nos ensaios avaliados, o valor alvo variou entre 2,6 e
3,0% e 0 CV entre 4,6 e 8,5% (Tabela 32).

Entre 2011 e 2014, o valor médio de Hb A, variou entre 2,6 e 3,2% e o valor de CV entre 9,6
e 16,1%, em todas as metodologias, e o valor médio de Hb A, variou entre 2,6 e 3,2% e 0
valor de CV entre 6,5 e 14,5%, pela metodologia de HPLC (Tabela 33).

Nos resultados obtidos pelos laboratorios peritos ndo se verificaram valores superiores a 3,5%
(Min=2,4%; Max=3,4%). No caso dos participantes, pela metodologia de HPLC, observaram-

se valores >3,5% em quatro ensaios (Min=2,1; Max=4,5), o que poderia ocasionar a incorreta
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identificacdo da amostra. Conforme esperado, os CV obtidos pelos laboratérios peritos foram,
de uma forma geral, inferiores aos CV obtidos pelos laboratérios participantes (Tabela 32 e
Tabela 33).

Tabela 32: Estatistica dos resultados da

a4 9s. . Tabela 33: Tratamento estatistico dos laboratdrios participantes
quantificagdo da Hb A, obtidos pelos

para as diferentes metodologias utilizadas na avaliacdo de

laboratorios peritos em equipamentos de amostras de controlo de Hb A, (nivel normal).
HPLC de diferentes modelos e
fabricantes, em amostras de nivel normal Ano 2011 2012 2013 2014
Ensaio 12 20 1@ 20 2°
Ano 20122013 | 2013 | 2014 Tipo de amostra L L ST L ST
N°Bnsalo | 20 | 1° | 20 | 20 N 22 24 | 21| 21| 25
Tipo de
Arﬁostra LSt L st ; Meédia | 27 | 32 | 26 | 31| 30
Todos os
N 36 20 o5 20 métodos CV% 9,6 14,2 10,5 | 16,1 10,2
Alvo | 30 | 26 | 29 | 30 Min 1,7 2,5 2,1 2,3 2,5
HPLC |CVvo% | 80 | 46 | 85 | 8,2 Max | 32 | 40 | 45 | 40 | 36
Min | 24 | 24 | 25 | 2,7 N 15 16 15 15 19
Max | 34 | 28 | 33 | 34 Média 2,7 3,2 2,6 3,2 3,1
HPLC CV% 6,5 12,0 11,6 | 145 8,8
L — Liofilizada, ST — Sangue Total; N: Min 24 26 |21 ) 23| 27
Namero de determinacBes; Min — valor Max 2,9 3,9 45 | 39 3,6
minimo; Mé&x — valor maximo; CV - N 1 1 > 3 >
coeficiente de variagdo; Alvo — média dos Eletroforese —
resultados dos laboratdrios peritos. capilar Média | 31 2,7 2,6 | 26 2,6
CV% - - - 1,8 -
Cromatografia| N 1 1 1 -
microcoluna | Média 2.3 4,0 2.3 -
N 2 3 2 1 3
Eletroforese “ucia | 21 | 28 | 36 | 27 | 23
densitometria
CV% - 12,7 - - -

L — liofilizada; ST — sangue total; N — nUmero de laboratérios
participantes; Min — valor minimo; Méax — valor maximo; CV -
coeficiente de variagéo.

e Hb A, superior ou igual a 3,5% (Nivel elevado)

Na Tabela 34 e na Tabela 35 estdo representados, respetivamente, os resultados dos
laboratdrios peritos (metodologia de HPLC) e dos laboratérios participantes correspondentes
aos ensaios de avaliagcdo de amostras de controlo Hb A; de concentracéo elevada.

O valor alvo de Hb A, variou entre 4,8 € 5,2% e 0 CV entre 7,7 e 11,6% (Tabela 34).
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Na avaliacdo dos resultados dos laboratorios participantes, o valor médio de Hb A, variou
entre 4,7 € 5,2% e o valor de CV entre 6,3 e 11,4%, em todas as metodologias e o valor médio
de Hb A; variou entre 4,7 e 5,2% e o valor de CV entre 5,7 e 10,2% por HPLC (Tabela 35).

Tabela 34: Estatistica dos resultados da - -

quantificacio da Hb A, obtidos pelos Tabela 35: Tratamento estatistico dos laboratorios
laboratérios peritos em equipamentos de pa_r'glmpantes para  as diferentes  metodologias
HPLC. de diferentes modelos e utilizadas na avaliagdo de amostras de controlo de

fabricantes, em amostras de nivel Hb A, (nivel elevado).

elevado.
Ano 2011 2013 | 2014
Ano 2013|2014 Ensaio 10 20 10
Ensaio 20 1° Tipo de amostra L ST ST
Tipo de amostra ST N 23 23 26
Média 4.7 4.7 52
N S Todosos "o 63" [ 114 | o8
Alvo | 48 | 52 métodos ° ’ : ‘
Mi 3,9 3,8 4.2
HPLC | CV% | 116 7,7 |’n
Max 5.2 6,0 6,1
Min 41 | 4,8
- 58 | 58 N 17 17 21
Max | >8 | > Média| 47 | 48 | 52

HPLC CV% 5,7 10,2 9,1
Min 3,9 3,9 4,4

L — Liofilizada, ST — Sangue Total; N:
NUmero de determinagdes; Min — valor

minimo; Max — valor maximo; CV — Max | 52 5,7 6,1
coeficiente de variagdo; Alvo — média N . 3 4
dos resultados dos laboratorios peritos.
p Eletro_forese Media i 46 55
capilar
CV% - 3,7 -
Cromatografia| N 1 - -

microcoluna | Média| 4,5 - :

Eletroforese/ N 2,0 2,0 2
densitometria | Média| 4,7 5,3 5,5

L — liofilizada; ST — sangue total; N — nimero de
laboratérios participantes; Min — valor minimo; Méx —
valor maximo; CV — coeficiente de variagdo.

Nos resultados obtidos pelos laboratérios peritos ndo se verificaram valores inferiores a 3,5 %
(Min=4,1%; Méax=5,8%). No caso dos participantes, ndo se observaram valores inferiores a
3,5 %, mas obtiveram-se valores inferiores a 4,0% em dois ensaios (Min=3,8; Méax=6,1), o
que poderia suscitar algumas davidas no diagnostico nos laboratorios participantes. Os CV
obtidos pelos laboratorios peritos foram similares aos CV obtidos pelos laboratorios

participantes.
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O numero de laboratérios que utilizou as técnicas de eletroforese capilar, cromatografia
microcoluna ou eletroforese densitometria é bastante inferior comparativamente ao nimero de
laboratdrios que recorreu a técnica de HPLC.

Os resultados dos ensaios onde foram analisadas amostras controlo de nivel normal de Hb A,
apresentam, tanto para todas as metodologias, como para a metodologia de HPLC, valores de
CV superiores aos obtidos nos ensaios de quantificacdo de amostras controlo de nivel elevado
de Hb A,. No periodo em estudo, observou-se uma tendéncia crescente no valor de CV,
embora no ano de 2014 se verifiqgue uma diminui¢do, com valores de CV a oscilar de 8,8 a
10,2 % (Figura 35).

CV (%) Hb A,

2011- 2014
18,0 16,1
16,0 14,2 4,5
e 10,5116 | Fi¥
o - -
S 10,0 8,8
> 8,0
© 60
4,0
2,0
0,0
1° | 2° | 1° 2° | 1° 2° |
2011 | 2012 | 2013 | 2014 |
Ano
mmmm Normal - Todas as metodologias mmmm Normal - Metodologia HPLC
Elevado - Todas as metodologias Elevado - Metodologia HPLC
Normal - Todas as metodologias Normal - Metodologia HPLC
—Elevado - Todas as metodologias —FElevado - Metodologia HPLC

Figura 35: Coeficientes de variacdo determinados nos ensaios de AEQ para amostras controlo de Hb A..

De acordo com os resultados de um trabalho internacional, que incidiu sobre a determinacéo
da Hb A, em diferentes equipamentos de HPLC (do mesmo fabricante), o valor de CV dos
laboratdrios participantes oscilou entre 6,0 e 8,0 % (Paleari et al. 2007). Os valores obtidos no
presente estudo foram superiores, logo € necessario aplicar medidas de melhoria continua de

forma a diminuir o grau de imprecisdo analitica.
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e Avaliacdo da inexatiddo analitica

A inexatiddo analitica tem como objetivo avaliar, de forma global, o desempenho do
laboratorio comparativamente a outros laboratérios.

Uma concentracdo de Hb A; igual a 3,5% foi considerada como valor limite para diferenciar o
nivel normal do nivel elevado. Nos ensaios correspondentes ao nivel normal de Hb A,, apenas
0 ensaio realizado em 2011 apresenta resultados satisfatorios, ou seja, 0 Unico ensaio cujo
valor méaximo de Hb A, obtido pelos participantes, foi inferior a 3,5%. Nos restantes ensaios,
a obtencdo de valores superiores a 3,5% poderia ter conduzido a um resultado duvidoso ou a
um diagnostico incorreto de portador de pB-talassémia.

Nos ensaios realizados para o doseamento de Hb A, em amostras com concentragéo elevada,
ndo foram obtidos valores inferiores ou iguais ao valor limite (Tabela 36 e Figura 36).

Tabela 36: Analise da inexatiddo analitica na quantificacdo da Hb A,.

Nivel de Controlo Normal Elevado
Ano 2011 2012 | 2013 2013 2014 2011 2013 2014

Tipo de Amostra L L ST L ST L ST ST

N 22 24 21 21 25 23 23 26

Média 2,7 3,2 2,6 3,1 3,0 4,7 4,7 5,2

Min 1,7 2,5 2,1 2,3 2,5 3,9 3,8 4.4

Todos 0s métodos Max 3,2 40 45 40 3,6 5,2 6,0 6,1
Média +2S | 2,2-3,212,3-4,1(2,0-3,1]2,1-4,1]|2,4-3.6|4,1-53|3,7-58|3,2-6,2

CV% 9,6 14,2 10,5 16,1 10,2 6,3 11,4 9,8

R. insat. (%) 0,0 22,7 4,8 28,6 12,0 0,0 0,0 0,0

N 15 16 15 15 19 17 17 21

Média 2,7 3,2 2,6 3,2 3,1 47 4.8 5,2

Min 2,4 2,6 2,1 2,3 2,7 3,9 3,9 4,4

HPLC Max 2,9 3,9 4,5 3,9 3,6 52 5,7 6,1
Média +2S |2,3-3,0|2,5-4,0(2,0-3,2]|2,3-4,1|2,6-3,6(4,2-52|38 57|4,2-6,2

CV% 6,5 12,0 11,6 14,5 8,8 57 10,2 9,1

R. insat. (%) 0,0 14,3 6,7 33,3 15,8 0,0 0,0 0,0

L — liofilizada; ST — sangue total; N — nimero de laboratérios; CV — coeficiente de variagdo; R. Insat. —
Resultados insatisfatorios

Apenas foram obtidos resultados insatisfatorios nos ensaios com amostras de controlo normal.
O valor méaximo de resultados insatisfatorios (22,7%) esta associado ao valor de Hb A,

(3,2%) mais proximo do valor de cutoff (3,5%), bem como ao maior valor de CV (14,2%).

88



Resultados e Discussao

Estes resultados indicam que quanto mais proximo o valor de Hb A; estiver do valor de cutoff

maior é o grau de inexatiddo e de resultados insatisfatorios.

25,0 - Avaliacdo da inexatiddo analitica
20,0 A
15,0 -
10,0 -

5,0 A
O’O-TM MH| TM|MH|TM | MH|TM |[MH | TM |MH | TM | MH | TM | MH

%

Normal Elevado Normal Normal Elevado Normal Elevado
2011 2012 2013 2014
Média Hb A2 27|27 |47 |47(132(32|29|29|47|48 3031|5252
m Média CV (%) 96 |65|63|57|142|12,0|13,3|13,1|11,4(10,2(10,2| 88 | 9,1 | 9,1
m Média R. Insat. (%)| 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 22,7|14,3|16,7|20,0| 0,0 | 0,0 |12,0(15,8| 0,0 | 0,0
Ano

Figura 36: Representa¢do do nivel de inexatiddo analitica entre 2011 e 2014.
TM- Todos os métodos; MH- Método de HPLC; R. Isant. - Resultados insatisfatorios.

3.3.2.2 Quantificacdo da hemoglobina F

Entre 2011 e 2014, foram realizados seis ensaios para avaliacdo de amostras de controlo de
Hb F dentro do nivel normal de concentragdo (Hb F <1,0%) e trés ensaios para avaliacdo de

amostras controlo de nivel elevado (Hb F >1,0%)).

e Hb Finferior a 1,0% (Nivel normal)

Na Tabela 37 e na Tabela 38 estdo representados, respetivamente, os resultados dos
laboratorios peritos (metodologia de HPLC) e os resultados dos laboratérios participantes.

Os resultados obtidos pelos laboratdrios peritos e pelo grupo de laboratérios participantes,
apresentam uma grande variabilidade com valores de CV a variarem, respetivamente, de 0,0 a
118,6% e de 24,0 a 100,0%. Estes valores devem-se, essencialmente, a baixa concentracéo de

Hb F presente nas amostras de controlo.
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Tabela 37: Estatistica dos resultados da
quantificacgdo da Hb F obtidos pelos
laboratérios peritos em equipamentos de HPLC
de diferentes modelos e fabricantes, em
amostras de nivel normal.

Tabela 38: Tratamento
participantes para as diferentes metodologias utilizadas na
avaliacdo de amostras de controlo de Hb F (nivel normal).

estatistico

dos

laboratérios

Ano 2012 2013 2014 Ano 2012 2013 2014
Ensaio | 10 | 10 [19] 20 | 1° | 4 N.° Ensaio ||| r] e
Tipo de or Tipo de Amostra ST
Amostra N 20,0 {18,0]18,0(22,0|21,0| 19,0
N 18 | 15|10 20 | 20 | 20 Média| 0,3 | 04 | 0,2 | 06 | 0,4 | 0,3
o | 00 | 03]01]07]04]02 Todos os
o Alvo | 0, el it AR h TRl e métodos | CV% | 100,0 | 42,0 | 90,0 | 35,0 | 58,3 | 156,2
d CV% |118,6(24,0/0,0(19,3|68,7|24,8 Min 0,0 020000011 0,0
T Min | 0,0 | 021]01]| 050002 Max 0,8 09108(09]09 | 20
Max | 01 |04 l01]009|07] 04 N 18,0 {17,0|17,0({18,0|19,0| 16,0
Média| 0,2 04 (02|06|04]| 01
ST- Sangue Total; N: Namero de HPLC CV% | 100,0 | 37,0 | 71,0 | 24,0| 55,5 | 58,1
determinagdes; Min — valor minimo; Méax — Min | 00 |02 |00 |04]| 01| 00
valor méximo; CV - coeficiente de variagdo Max | 06 |08 |05]09]|08] 04
Alvo- média dos resultados dos laboratorios
peritos. Eletrof N - - - |80 - -
etroforese oo T i " o3| - i
capilar
CV% - - - |720] - -
Desnaturagdo | N 10 | 10|10 - -
alcalina | Média| 3,7 | 1,5 | 1,9 - -
Eletroforese | N - - - 110110 20
densitometria | pmédia . . R 0909 | 11

L — liofilizada; ST — sangue total; N — nimero de laboratérios
participantes; Min — valor minimo; Max — valor maximo; CV —

coeficiente de variag&o.

e Hb F superior a 1% (Nivel elevado)

Na Tabela 39 e na Tabela 40 estdo representados os resultados dos laboratorios peritos para a

metodologia de HPLC e dos laboratorios participantes, respetivamente, correspondentes aos

ensaios de avaliagdo de amostras controlo de Hb F de concentracéo elevada.
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O valor alvo variou entre 1,9 e 5,1% e o CV entre 7,3 e 12,6%. O valor médio dos resultados

enviados pelos participantes, para a metodologia de HPLC variou entre 1,1 e 49% e o CV

entre 7,6 e 10,4% (Tabelas 39 e 40).

Tabela 40: Estatistica dos resultados da
quantificacdo da Hb F obtidos pelos
laboratérios peritos em equipamentos de
HPLC de diferentes modelos e fabricantes,
em amostras de nivel elevado.

Tabela 39: Tratamento estatistico dos laboratorios

para as
diferentes metodologias utilizadas na avaliacdo de amostras de
controlo de Hb F (nivel elevado).

Ano 2012 | 2013 2014 Ano 2011 2012 2013 2014
Ensaio 20 | 20 2° 10 | 20 Ensaio 100 20| 20 2° 20 1° 20
Tipo de - Tipo de Amostra L ST
Amostra N 19 [22 | 21 | 17 | 20 | 24 | 24
N | 24|10 25 | 29 |20 Média | 1,7 4,7 | 1,8 | 45 | 18 | 1,1 | 19
Todos 0s o
o Avo [19[51] 21 | 12 [22 métodos CV,/o 79|87 [245(239 243267193
i CV% [105|7,8| 95 |12,6 (7.3 Min 15,3807 |06 |06 03] 09
T Min [ 1647 19 | 10 |20 Max [20[53|25 |56 |25 |21]|25
Média | 1,8 149 20 | 48 | 20 | 1,1 | 2,1
ST- Sangue Total; N: Namero de HPLC CVv% | 7699104 |10,2| 90 | 96 | 10,1
determinagdes; Min — valor minimo; Min |15(42|17 |41 |18 |09 | 18
Méax — valor méximo; CV — coeficiente Max |20|58| 25|56 | 25| 13| 25
de variagdo Alvo- média dos
L . N - - 1 1 3 2 2
resultados dos laboratorios peritos. Eletroforese
capilar Média | - - 11139109 |17 13
CV% - - - - 1267 - -
Desnaturagdo| N 11111 1 - -
alcalina Média | 1,6 | 42| 0,3 | 14,2 - -
Eletroforese N -2 111112
densitometria | Média 44108 (06 |33[03]12

L — liofilizada;

ST - sangue total; N — nimero de laboratérios
participantes; Min — valor minimo; Max — valor maximo; CV —
coeficiente de variag&o.

Tal como era esperado, os valores de CV do controlo elevado séo, na generalidade,

significativamente inferiores aos obtidos para o nivel de controlo normal. No nivel de

controlo normal verifica-se uma tendéncia decrescente do CV para a metodologia de HPLC.

No nivel de controlo elevado verifica-se, para todas as metodologias, bem como para a

técnica de HPLC, uma tendéncia decrescente do valor de CV no periodo em estudo (Figura

37).
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. CV(%)-HbF CV (%) -HbF
Nivel de Controlo Normal156 ) Nivel de Controlo Elevado
160,0 '
100,0
120.0 1100,0
S
>
O

| 2011 |2012|2013| 2014 |

2012 | 2013 | 2014

Ano
Ano mmm Todas as metodologias Metodologia HPLC
- Todas as metodologias = Metodologia HPLC
A B

Figura 37: Coeficientes de variagao obtidos nos ensaios de AEQ para amostras com concentragédo de Hb F
normal (A) e elevado (B): os valores indicados no 1° ensaio de 2013 (Figura A) e 2° ensaio de 2012 (Figura B)
correspondem a média dos resultados obtidos nas diferentes amostras analisadas em cada ensaio.

3.3.2.3 Quantificacdo da hemoglobina S

Nas Tabelas 41 e 42 estdo, respetivamente, representados os resultados dos laboratérios
peritos para a metodologia de HPLC e dos laboratorios participantes, correspondentes aos
ensaios de avaliacdo de amostras de controlo de Hb S. O valor alvo de Hb S variou de 34,9 a
37,9e0CV de 1,3 a4,3%. O valor médio de Hb S, enviado pelos participantes, para todas as
metodologias, variou de 34,9 a 37,8% e o valor de CV de 3,0 a 5,5% (Tabelas 41 e 42).

Entre 2011 e 2014, o valor de CV correspondente ao doseamento de Hb S pela metodologia
de HPLC, apresenta uma tendéncia decrescente, logo houve uma melhoria da preciséo (Figura
38).
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Tabela 42: Estatistica dos resultados da
quantificacdo da Hb S obtidos pelos laboratdrios
peritos em equipamentos de HPLC de diferentes
modelos e fabricantes.

Ano 2012 | 2013 2014
Ensaio 1° 1° 1° 20
Tipo de amostra ST

N 27 22 20 20

Alvo | 37,8 | 379 | 349 | 37,3

HLPC | CV% | 16 13 | 43 | 28
Min | 36,8 | 36,6 | 319 | 36

Max | 389 | 384 | 36,4 | 389

ST — Sangue Total; N: Namero de determinac¢@es; Min
— valor minimo; Max - valor maximo; CV -
coeficiente de variacdo; Alvo - média dos resultados
dos laboratérios peritos.

Tabela 41: Tratamento estatistico dos laboratdrios
para as diferentes metodologias utilizadas na
avaliacdo de amostras de controlo de Hb S.

Ano 2012 (2013| 2014
Ensaio 1° 10 | 10 | 20
Tipo de amostra ST

N |230(17,0(23,0/22,0
Alvo | 36,6 | 37,1 |34,9|37,8

rTnOéOt'gzgss CV%]| 55 | 48 | 33| 3,0
Min | 31,8 | 32,9 |32,7|36,0
Max | 40,0 | 40,0 | 36,4 39,6
N |15,0 |12,0|16,0|15,0
Alvo | 37,8 |36,3|35,0(37,5

HPLC CV%| 59 | 57 [ 3428
Min | 31,8 | 32,7 |32,7|36,0
Méax | 38,5|39,1|36,4|39,5

Eletroforese | N | 20 | 2,0 | 20 | 2,0
capilar Alvo | 39,6 | 39,6 | 36,3|38,3
N |20 10 30]40
dilrfstll;(c))];?]gt}i?a Alvo | 37,1 |37,0(34,3/38,2
CV%)| - - 1534

ST - sangue total; N — nimero de laboratérios
participantes; Min — valor minimo; Méax — valor
maximo; CV - coeficiente de variacao

CV (%) -HbS

5,7

8,0
5,9

60 | °° 4.8
§§ 4,0
5 2,0
<
2 0,0
= 10

2012 |

mmm Todas as metodologias
—Todas as metodologias

2013 |

2014 ‘

A9 Metodologia HPLC
Metodologia HPLC

Figura 37: Coeficientes de variacdo obtidos nos ensaios de AEQ para amostras com concentracdo de Hb S,
usando todas as metodologias e metodologia de HPLC.
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4 Conclusoes

O Controlo de Qualidade Laboratorial através do Controlo de Qualidade Interno (CQI) e
da participacdo em programas de Avaliacdo Externa da Qualidade (AEQ), permite
avaliar e melhorar, respetivamente, os niveis de precisdo e exatidao analitica e, assim,
assegurar a fidedignidade dos resultados do laboratério clinico.

O estudo apresentado teve como objetivo analisar os resultados, obtidos entre 2011 e
2014, dos parametros hematologicos associados ao diagnostico de hemoglobinopatias
(quantificacdo das Hb A,, Hb F e Hb S), ao nivel do controlo interno de qualidade e da
participacdo em ensaios de avaliacdo externa da qualidade pela Unidade de Referéncia
do Departamento de Promocdo para a Saude e Prevencdo de Doencas N&o
Transmissiveis (UDR-DPS) do INSA, bem como ao nivel dos programas de avaliacédo
externa organizados pelo Programa Nacional de Avaliagdo Externa da Qualidade.

A avaliacdo da qualidade do doseamento da Hb A,, F e S torna-se dificil uma vez que,
atualmente, ndo existem valores de referéncia para o grau de imprecisdo (coeficiente de
variacdo) e de exatidao (Bias) (Mosca et al, 2013).

A avaliacdo do CQI foi realizada com recurso a andlise estatistica dos resultados das
amostras controlo de Hb A,, Hb F e Hb S avaliadas entre 2011 e 2014 na UDR pela
metodologia de HPLC (Equipamentos Variant 11 e HA 8160).

A participacdo da UDR-DPS em programas de AEQ também foi avaliada através da
analise estatistica dos resultados do Bias, indice de desvio e erro total.

A quantificacdo da Hb A, é fundamental para o diagnéstico de portadores de pB-
talassémia, que se caracteriza pela presenca de diminuicdo de VGM e HGM e niveis
elevados de Hb A, No entanto, a existéncia de portadores atipicos de -talassémia com
niveis de Hb A, proximos do limite considerado normal, dificulta o diagndstico.

Entre 2011 e 2014, o valor anual de CV variou de 59 a 8,5% para niveis de
concentra¢do normal de Hb A, e de 3,4 a 7,3% para niveis de concentracdo elevada.
Esta diferenca de valores de CV entre os dois niveis de concentracdo deve-se ao facto
da concentragdo de Hb A, do nivel de controlo normal corresponder aproximadamente a
metade da concentracdo de Hb A, do nivel de controlo elevado.

Apesar dos valores elevados de CV, verifica-se uma tendéncia decrescente do valor de
CV nas amostras controlo com concentra¢do normal de Hb A,. No entanto, para o nivel

patologico verifica-se a situacdo inversa. Estes resultados indicam uma melhoria ao
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nivel da precisdo analitica no doseamento de amostras controlo de concentragdo normal.
Nas amostras de concentracdo elevada verifica-se a situa¢do contraria, o0 que pode
condicionar o diagnostico de B-talassémia.

O Bias retrata a proximidade entre o resultado obtido pelo laboratério e o valor alvo,
quanto menor for o Bias, mais proximo o valor determinado pelo laboratério se
encontra do valor alvo. De acordo com os resultados obtidos no periodo em anélise, o
equipamento Variant Il apresentou um valor médio de Bias inferior ao equipamento HA
8160. Assim, para o doseamento da Hb A,, 0 equipamento com maior nivel de exatiddo
foi o Variant 1.

Relativamente a analise do indice de desvio, em todos os ensaios de AEQ em que a
UDR participou a classificacdo do laboratdrio foi sempre considerada como satisfatoria.
De acordo com a bibliografia consultada, o valor de erro total estabelecido por um
grupo de peritos pode atingir valores superiores a 9,0% (Mosca et al, 2013). No ano de
2014 o laboratério da UDR, estabeleceu como objetivo a obtencdo de valores de erro
total inferiores a 9,0% para ambos os niveis de concentragdo. Assim no ano de 2014,
para ambos 0s equipamentos, foi atingida a meta instituida. Estes resultados indicam um
bom desempenho do laboratério no doseamento da Hb A,. No entanto, mantem-se a
necessidade de promover uma melhoria continua no desempenho laboratorial na
quantificacdo da Hb A,.

O doseamento da Hb F ¢ importante no diagnostico de dp-talassemia, persisténcia
hereditaria da Hb F e no diagnostico e monitorizacdo de doentes com anemia das células
falciformes.

Entre 2011 e 2014, o valor anual de CV variou de 4,6 a 59% para niveis de
concentracdo normal de Hb F (< 2,0%) e de 4,8 a 6,6% para niveis de concentracdo
elevada (> 2,0%).

Em ambos os niveis de concentracao se verifica uma tendéncia decrescente do valor de
CV, ou seja, verifica-se uma diminuicdo da imprecisdo analitica no doseamento da Hb
F.

Relativamente a analise do Bias, o equipamento Variant 1l apresentou no periodo em
analise, um valor médio de Bias inferior ao equipamento HA 8160. Assim, de acordo
com os resultados obtidos, para o doseamento da Hb F, o equipamento com maior nivel
de exatiddo foi o Variant I1.

Uma vez que néo existem valores de ET estabelecidos para o doseamento da Hb F, nem

foi encontrada bibliografia com esta informacéo, foi considerado como valor limite para
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0 erro total o mesmo aplicado para a Hb A; (9,0%). Assim no ano de 2014, para ambos
0s equipamentos, foi atingida a meta estabelecida. Estes resultados indicam um bom
desempenho do laboratério no doseamento da Hb F.

A quantificacdo correta da Hb S é muito importante para distinguir os portadores de
traco falciforme de outras patologias caraterizadas pela presenca de Hb S.

Entre 2011 e 2014, para o doseamento da Hb S o valor anual de CV variou de 1,6 a
2,6%.

Relativamente a analise do Bias, o equipamento Variant 1l apresentou no periodo em
analise, um valor médio de Bias inferior ao equipamento HA 8160. Assim de acordo
com os resultados obtidos, para o doseamento da Hb S, o equipamento com maior nivel
de exatiddo foi o Variant Il.

Relativamente a analise do indice de desvio ao nivel do doseamento de Hb S em
amostras de controlo, a classificacdo do laboratorio foi considerada como questionavel
no ensaio de 2011 e como satisfatdria nos restantes ensaios.

Uma vez que ndo existem valores de ET estabelecidos para o doseamento da Hb S, nem
foi encontrada bibliografia com esta informacao, foi considerado como valor limite para
o erro total o mesmo aplicado para a Hb A, (9,0%). Apesar da tendéncia crescente do
valor de ET associado ao equipamento Variant 11, ndo se obtiveram valores superiores a
9,0%. No equipamento HA 8160 entre 2012 e 2013 foram obtidos valores de ET

inferiores a 9,0%.

Neste estudo foram tambeém analisados os resultados dos programas de AEQ
promovidos pelo PNAEQ entre 2011 e 2014 no &mbito das hemoglobinopatias.

No periodo em estudo foram enviados oito ensaios no &mbito das hemoglobinopatias. O
nimero de laboratdrios participantes variou de 21 e 25 laboratérios, com uma
participacdo ativa de 86 a 96%.

Os métodos considerados como satisfatérios para o doseamento da Hb A,, com maior
precisdo (menor valor de CV), foram os métodos automatizados: HPLC e eletroforese
capilar, sendo o0 método de HPLC o mais utilizado pelos laboratérios participantes.

Os resultados dos ensaios onde foram analisadas amostras controlo de Hb A,
apresentam grande variabilidade entre os diferentes laboratorios, 0 que aponta para uma
maior necessidade de monitorizacdo de desempenho dos laboratorios atraves da
calibracdo de equipamentos ou de aplicagdo de medidas de controlo de qualidade

interno.
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Relativamente a exatiddo verificou-se que houve uma percentagem significativa de
laboratérios que ndo efetuou a diferenciacdo de amostras normais e patolégicas, o que
alerta para a necessidade da melhoria da qualidade analitica da quantificacdo da HbA,,
pela calibracdo dos equipamentos, utilizacdo de controlo de qualidade interno e
participacdo em ensaios de AEQ. De acordo com os resultados obtidos, quanto mais
proximo o valor de Hb A, estiver do valor de cut-off (3,5%) maior foi a percentagem de
resultados insatisfatorios.

Relativamente ao doseamento da Hb F nos ensaios de AEQ, o método mais utilizado
pelos laboratdrios participantes para o seu doseamento foi a técnica de HPLC.

A variabilidade dos resultados inter-laboratoriais € menor quando se considera apenas a
metodologia de HPLC comparativamente com os resultados de todos as metodologias,
principalmente na analise de amostras controlo Hb F de nivel patoldgico.

A metodologia mais utilizada pelos laboratorios participantes no doseamento da Hb S
foi novamente a técnica de HPLC. Né&o se verificou diferencas significativas ao nivel da
variabilidade dos resultados de todos os métodos comparativamente com os resultados
da técnica de HPLC.

Ao nivel do controlo da qualidade interno, os resultados obtidos neste estudo revelam,
que apesar de ter sido atingido as metas definidas, persiste a necessidade de promover
uma melhoria continua no desempenho laboratorial da UDR na quantificacdo da Hb A,
Hb FeHbS.

Os resultados obtidos nos programas de Avaliacdo Externa da Qualidade- PNAEQ
apontam para a necessidade do envio de amostras controlo, de véarias gamas de
concentracdo, incluindo amostras com valores considerados borderline e alertam para a
necessidade de uma melhoria continua da qualidade analitica do doseamento da Hb A,,
Hb F e Hb S através da calibracdo dos equipamentos bem como através da avaliacdo do
controlo da qualidade interno e participagdo em ensaios de Avaliacdo Externa da
Qualidade. A monitoriza¢do do desempenho permitiu 0 conhecimento do estado da arte

atual e posterior comparacdo com os pares internacionais.
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I INTRODUGAO

As hemoglobinopatias sao doencgas r
recessiva, causadas por mutagées nos genes que codificam para as cadeias
globinicas, ou nas suas regides regulatorias. Podem conduzir a sintese reduzida

de transmi Smica

da h (Hb) (tal ) ou a de
estruturalmente anémalas (variantes). Em Portugal, a percentagem de portadores
de hemoglobinopatias na populagao em geral varia entre 0,5 e 2,0%.
A quantificagdo da Hb A, é essencial na detecao de portadores de B-talassemia,
sendo muito importante na prevencdo do aparecimento de formas graves de
hemoglobinopatias. A detecdo de portadores de P-talassemia & facilmente
realizada nos fenctipos classicos caracterizados por aumento da Hb A; (4-6%) e
diminuigdo dos indices eritrocitarios (VGM e HGM). No entanto, devido a
proximidade entre os valores de Hb A, nommais e patoldgicos, e aos fendtipos
atipicos, com indices eritrocitarios proximos do normal e valores de Hb A,
borderline (3,3-3,8%), é muito importante determinagées com alto grau de
reprodutibilidade e exatidao 2°.
O Controlo da Qualidade Laboratorial através do Controlo da Qualidade Interno
(CQl) e da participagéo em programas de Avaliacdo Externa da Qualidade (AEQ),
permite avaliar e melhorar os niveis de precisao e exatidao analitica, possibilitando
a longo termo, uma liagdo retr do di penho do laboratério,
joasua peténcia relati te aos seus pares.
Objetivo: Analise dos resultados do CQl e da AEQ (PNAEQ-Portugal e NEQAS-
Reino Unido), da quantificagao da Hb A; pela metodologia de HPLC, do laboratério
de hemoglobinopatias do INSA, no periodo de 2011 a 2014.
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I MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se amostras de controlo da qualidade com concentrages normais e
elevadas de Hb A, . Na AEQ analisaram-se as amostras distribuidas pelos
organizadores dos programas de AEQ, PNAEQ-Portugal e NEQAS-Reino Unido.
A metodologia utilizada foi a cromatografia por HPLC e os equipamentos
avaliados neste estudo foram o Arkray HA-8160 (Menarini) e o Variant II- Beta-
thal short program (BioRad).

Ao nivel do CQlI foi realizada uma analise estatistica dos resultados através da
determinacéo do valor médio, do desvio padréo (s) e do coeficiente de variagéo
(CV). A andlise dos resultados dos programas de AEQ envolveu a determinagao
do erro sistematico (Bias) e do indice de desvio (ID). Foi também calculado o
Erro Total (ET). O Bias foi calculado pela diferenga entre o valor obtido pelo
laboratério e o valor alvo (média de consenso obtida para o
método/equipamento) a dividir pelo valor alvo e expresso em percentagem:

x — Alvo
R
Bias% o % 100

O ID, é utilizado como indicador de desempenho do laboratério participante
comparativamente ao dos outros laboratérios, e é fornecido pelo organizador do
programa e calculado pela formula: _ x—Alvo

Dl Salvo ¢ 100

O ET corresponde a associaga@o entre o erro aleatério e o erro sistematico, ou
seja entre o CQl e a AEQ, e foi calculado pela formula: ET = |Bias| + Z x CV
Ze185

I RE ADOS E DISCUSSAO

Controlo de Qualidade Interno

O CQl teve como objetivo a avaliagao da reprodutibilidade dos resultados, pelo
calculo do CV%.

Os CV % anuais, obtidos para a quantificagao da Hb A,, por HPLC (HA-8160 e
Variant Il) e nivel de concentragdo de Hb A,, entre 2011 e 2014, oscilaram de
1,9% a 4,9%. No periodo em estudo, a média de CV para o HA-8160 foi de 2,6%
e para o Variant Il foi de 3,4% (Tabela 1).

Ho A< 35% Hb A, 235%
Hesteo varnt 8 Hests0
i o
%) CV% N (%) CVH N )
28 [qg]| @ 54 [40 56
8 33 30| 7 68
31 ] X
32 72

0m 12 013

“HAB160

= Variant I

O equipamento HA-8160 apresenta uma média dos CV mais baixa que o
Variant Il (2,6% e 3,4%, respetivamente), durante o periodo em estudo, no
entanto verificou-se uma tendéncia de melhoria na reprodutibilidade do
Variant ll, obtendo-se em 2014, um CV de 3,0 % (Figura 1).

: I “

CONCLUSAO

Avaliagao Externa da Qualidade

Os resultados da AEQ foram avaliados pelo ID, pelo célculo do Bias e pelo
calculo do Erro Total.

Hb A2 <3,6%
HA8160
1Blas| CV (%) ET

HbAZ238%
Variant 8 HAS160

[[Blas] CV (%) ET |[Blas CV (%) ET |

48 84

24 i

02

12

ET
69
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O valor do Bias, entre 2011 e 2014, oscilou para os dois equipamentos em estudo
entre -8,2 e 5,5%. A média dos Bias oscila abaixo e acima da linha do zero no
caso do Variant Il e mantém-se sistematicamente positivo no HA 8160, indicando
um erro sistematico para valores acima do alvo (Figura 2).

A média anual do ID, obtida para os programas de AEQ, variou entre -0,9 e +0,7,
oscilando entre valores positivos e negativos como & desejavel. No caso da média
dos ID obtidos no PNAEQ verifica-se que s&o sempre negativos, o que requere
monitorizagao (Figura 3).
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O Ero Total anual, para niveis de concentracdo de Hb A< 35% e
Hb A,2 3,5%,0scilou entre 5,2 e 10,5 (Tabela 2). A média anual do ET, obtida por
HPLC, atingiu valores superiores a 9% em 2012, no entanto em 2013 e 2014 ja se
observa um decréscimo. As médias anuais do ET, para o Variant Il, apresentam,
no periodo em estudo uma tendéncia decrescente, com um valor de 5,2% em
2014.

Considera-se que as metas analiticas definidas para a Hb A,, ET < 9%, para 2014 foram atingidas. No entanto de acordo com os objetivos
de pr

inter

(Andrea Mosca et al. Analytical goals for the determination of Hb A), mar

PRy

ar uma

melhoria continua no desempenho laboratorial da quantificagao da Hb A,.
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ﬂ INTRODUGAO

D MATERIAL E METODOS

dos da da Hb A, dos laboratérios
nos ensaios de AEQ realizados no dmbito das hemoglobinopatias, no

penodo de 2011 a 2014. Foram analisados os resultados de cinco ensalos para
de nivel normal (HbA; <3,5%) e trés ensaios de nivel elevado

(HbA, 23, 5'/-). pela determinacao do valor minimo e maximo, média, desvio padrao e

il i um dos objeti: principais do orio Analise
clinico. Devem ser utilizadas ias de de i
interno e p em p de Externa da Q
que i identificar, pi ir e corrigir possiveis erros. A a
Externa da Qualidade (AEQ) tem como objetivo avaliar o penho do
io clinico a outros ios ibui

de variagdo (CV). O v‘alar alvo foi obtido pelo calculo da média de

para a harmonizagao dos resultados.

Nos portadores de B-Talassemia, caracterizados pela diminuicao da
sintese de cadeias do tipo B da hemoglobina A, a correta quantificacdo
daHbA, é ial no seu di ial.

[] RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo em estudo, nas amostras normais (HbA, < 3,5%) , o valor alvo
oscilou entre 2,6% e 3,0 % e o CV correspondente entre 4,6 e 8,5% (Tabela 1).

0 0 0 014

N° Ensaio 2] 1° 2 |22
TipodeAmostra| L | ST | L | ST
N 36 | 20 | 25 | 20
Min |24 | 24 | 25 | 27
HPLC| Max |34 28 | 33 1 34
Alvo 0 6 9 0
CV% X 8
O valor médio de Hb A, i pelos

pela
metodologia de HPLC, no mesmo periodo de tempo oscilou entre 26e32%eo0
valor de CV entre 6,5 e 14,5% (Tabela 3).

2014

Ano

Ensai
Tipo de amostra

32 26 31 3,0

Todos os métodos 142 105 16,1 10,2

3,2 26 3,2 31

Equipamentos HPLC 12,0 116 145 88

obtidos pelos peritos em de HPLC de
diferentes modelos e fabricantes.

ﬂ OBJETIVO

do dos
Hemoglobinopatias-quantificacdo da HbA, do PNAEQ, no periodo da ZIJ11 a 2014.

No periodo em estudo, nas amostras patolégicas (HbA, = 3,5%) , o valor alvo
oscilou entre 4,8% e 5,2% e o CV correspondente entre 7,7 e 11,6% (Tabela 2).

N.° Ensaio
Tipo de amostra
N 25 20
Min
. Max

HPLC

O valor médio de Hb A, determinado pelos laboratérios participantes, pela

metodologia de HPLC, no mesmo periodo de tempo, variou entre 4,7 e 52% e o

valor de CV entre 5,7 e 10,2% (Tabela 4)
Ano

2013 2014

Ensal
Tipo de amostra

Todos os métodos

Equipamentos HPLC

Eletroforese capilar

Eletroforese capilar

Eletroforese /densitometria

| Média |

Os C\/ obtldcs pelos laboratérios peritos (2.6 a 8,5%) foram inferiores aos CV obtidos
pelos laboratérios participantes (6,5 a 14,5%).

Os valores médios de Hb A, otmdos pelos laboratorios peritos e pelos participantes,
foram a 3,5%, vabr como cut oﬂ' para diferenciar amostras
obtidos pelos

normais de
laboratérios peritos ndo se verificaram valores superlores a 35% (Min=24%;
Méax=3,4%). No caso dos participantes, observaram-se valores >3,5% em quatro

ensaios (Mi : Max=45) (Tabela 1 e Tabela 2), o que poderia ocasionar a
incorreta |den||ﬁcacaa da amostra .

Cromatografia microcoluna | ‘ ‘ I

Eletroforese/ densitometria

Os CV obtidos pelos laboratérios peritos foram similares aos CV obtidos pelos
laboratérios participantes (Tabela 3 e Tabela 4).
Os valores médios de Hb A,, obtidos pelos peritos e pelos p

foram superiores a 3,5%, valor considerado como cut off, para diferenciar amostras
normais de amostras potenciaimente patolégicas.

Nos resultados obtidos pelos laboratérios peritos n&o se verificaram valores inferiores
a 4,0% (Min=4,1%; Max=58%). No caso dos participantes, observaram-se valores
inferiores a 4,0% em dois ensaios (Min=3,8; Max=6,1) (Tabela 1 e Tabela 2), o que
poderia ocasionar algumas duvidas no diagnéstico .

oy I —
3 0 7
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A L = .

No periodo em estudo, uma i nos
CVs embora no ano de 2014 se verifique ja uma inverséo dessa
situac&@o, com valores de CV a oscilar de 8,8 a 10,2 % (Figura 1).

Como esperado, os CV% obtidos por HPLC, de um modo geral,
s@o inferiores aos obtidos pela andlise de todas as
metodologias, oscilando entre 5,7 a 14,5%. Em comparagéo com
resultados obtidos num estudo de avaliag&o da reprodutibilidade
o Pl da determinagdo da Hb A, em diferentes equipamentos de HPLC
s el (do mesmo fabricante), em que o CV oscilou entre 6,0 e 8,0 %'
os ensaios de i i o dos

:\;a:hlxca;i“ Ll com vista a melhoria continua.

Figura1
Coeficientes
variagso
resultados
laboratérios
participantes do
PNAEQ no
periodo de 2011-
2014, de amostras

ano 20 201
w=tiomal - T -ormai - HPLC  mElevado - Todas as metadologas
m=Elvado- PLC  —Nomai- Hormal -

Evaco- T Elevado - T c
‘ CONCLUSAO

Os resultados apontam para uma variagao intel ial nao com CV para o grupo dos HPLC de 5,7 a 14,5 %. Relativamente a exatiddo
verificou-se que houve uma p: g de érios que nao efetuou a dif ep icas, o que alerta para a
necessidade da melhoria da i itica da da HbA,, pela calil dos ilizacdo de de i interno e

participacao em ensaios de AEQ. Por outro lado os

programas de AEQ, de varias gamas de

raa
com valores considerados borderline. A monitorizacao do desempenho permitiu o

do envio de amostras controlo, por parte dos organizadores dos

conhecimento do estado da arte atual e posterior comparagao com os pares internacionais.
Bibliografia - 1-Palean of al External qualty assessment of Hb A; measurement data from na italian pilot study with fresh whole blood samples and commercial HPLC systems. Ciin Chem Lab Med 2007,45.88-92
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Anexos

Anexo Ill: Valor de Bias e indice de desvio resultante da participacdo do
laboratério da Unidade de Referéncia do Departamento de Promocdo para a
Saude em ensaios de avaliacdo externa da qualidade entre 2011 e 2014 no ambito
das hemoglobinopatias

A. Hemoglobina A;

Ano Organ_izador de Ensaio | Amostra Bias Bias ID
ensaio AEQ HA 8160 |Variant 11| HA 8160
2011 PNAEQ 2 A 9,1 -2,3
2012 UK-NEQAS 3 -2,4 0,0 -0,31
UK-NEQAS 2 2 -7,1 -4,8 -0,95
2013 UK-NEQAS 4 1 -5,0 0,0 -1,28
PNAEQ 2 B -12,6 -3,4
UK-NEQAS 2 3 0,0 5,1 -0,51
2014 UK-NEQAS 5 1 2,4 0,0 -0,32
PNAEQ 1 A -2,0

Tabela 43: Valores de Bias e indice de desvio (ID) resultantes do doseamento de Hb A, em amostras de
controlo elevado (> 3,5%) de programas de avaliagdo externa da qualidade entre 2011 ¢ 2014 nos
equipamentos de HPLC HA 8160 e Variant 11
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Organizador de

Ano . Ensaio | Amostra | Bias HA 8160 | Bias Variant 11 | ID HA 8160
ensaio AEQ
UK-NEQAS 2 2 4,3 0,0 0,47
UK-NEQAS 2 3 4,2 0,0 0,39
UK-NEQAS 3 2 4,0 0,0 0,14
2011 UK-NEQAS 4 1 4,0 0,0 0,65
UK-NEQAS 4 3 4,2 0,0 0,40
UK-NEQAS 5 2 0,0 0,0 0,54
UK-NEQAS 6 1 5,6 0,0 -0,30
PNAEQ 1 A 0,7 -10,7
UK-NEQAS 1 1 3,4 0,0 0,46
UK-NEQAS 1 2 3,8 -3,7 0,52
UK-NEQAS 2 2 8,0 0,0 0,84
UK-NEQAS 3 2 22,2 53 2,67
UK-NEQAS 3 3 8,0 4,0 1,14
2012 UK-NEQAS 4 1 12,5 4,0 1,12
UK-NEQAS 5 2 13,0 4,3 1,57
UK-NEQAS 6 1 -3,7 3,7 -0,31
UK-NEQAS 6 2 0,0 3,7 -0,08
UK-NEQAS 6 3 -5,9 11,8 -0,38
PNAEQ 2 A -1,0 -2,3 -0,08
UK-NEQAS 1 1 0,0 0,0 0,1
UK-NEQAS 2 3 -3,8 3,8 -0,41
UK-NEQAS 3 2 0,0 18,8 0,34
UK-NEQAS 3 3 0,0 9,5 0,22
2013 UK-NEQAS 4 2 3,7 3,6 -0,59
UK-NEQAS 5 3 -4,8 0,0
UK-NEQAS 6 1 0,0 3,7 -0,06
UK-NEQAS 6 2 0,0 43 -0,25
PNAEQ 1 A -6,4 3,6
PNAEQ 2 A -9,7 -16,0 -0,7
UK-NEQAS 1 1 0,0 3,6 -0,39
UK-NEQAS 1 3 4,5 4,0 -0,43
UK-NEQAS 2 1 0,0 3,8 -0,29
UK-NEQAS 3 1 -4,2
UK-NEQAS 3 2 0,0
UK-NEQAS 4 2 0,0
2014 UK-NEQAS 4 2 0,0
UK-NEQAS 5 2 0,0 -5,9 -0,66
UK-NEQAS 6 1 13,0 0,0 1,3
UK-NEQAS 6 2 13,0 4,2 1,25
UK-NEQAS 6 3 9,5 0,0 0,87
PNAEQ 2 A 0,3 -3,6 0,05

Tabela 44: Valores de Bias é indice de desvio (ID) resultantes do doseamento de Hb A, em amostras de
controlo normal (<3,5%) de programas de avaliacdo externa da qualidade entre 2011 e 2014 nos

equipamentos de HPLC HA 8160 e Variant |1




Anexos

B. Hemoglobina F

Ano Organ_izador de Ensaio | Amostra Bias Bjas ID
ensaio AEQ HA 8160 | Variant Il | HA 8160
UK-NEQAS 2 1 16,7 0,0 0,20
UK-NEQAS 2 3 75,0 -20,0 0,44
UK-NEQAS 3 1 28,6 0,0 0,43
UK-NEQAS 3 2 7,1 7,7 0,10
UK-NEQAS 3 3 11,1 12,5 0,03
UK-NEQAS 4 1 0,0 0,0 -0,46

2011 UK-NEQAS 4 2 0,0 50,0 -0,51
UK-NEQAS 5 1 -50,0 -50,0 -2,26
UK-NEQAS 5 2 -20,0 -20,0 -0,89
UK-NEQAS 5 3 -20,0 -25,0 -0,81
UK-NEQAS 6 2 0,0 0,0 -0,68
UK-NEQAS 6 3 0,0 0,0 -0,39

PNAEQ 1 A 0,5
UK-NEQAS 1 1 0,0 0,0 -0,87
UK-NEQAS 2 2 0,0 0,0 -0,80
UK-NEQAS 2 3 -20,0 0,0 -0,93
UK-NEQAS 3 1 0,0 -16,7 -0,22
UK-NEQAS 3 3 12,5 -12,5 -0,05

2012 UK-NEQAS 4 2 -33,3 -16,7 -1,15
UK-NEQAS 4 3 0,0 0,0 -0,50
UK-NEQAS 5 1 -57,1 -42,9 -0,37
UK-NEQAS 5 3 -18,2 -18,2 0,66
UK-NEQAS 6 1 -50,0 -50,0 -0,67
UK-NEQAS 6 2 -60,0 -40,0 -0,88

PNAEQ 1 A -26,5 -57,1 -0,40

Tabela 45: Valores de Bias e indice de desvio (ID) resultantes do doseamento de Hb F em amostras de
controlo normal (< 2,0%) de programas de avaliacdo externa da qualidade entre 2011 e 2012 nos
equipamentos de HPLC HA 8160 e Variant Il



Controlo de Qualidade em Laboratério Clinico: Hemoglobinopatias

Ano Organ_izador de Ensaio | Amostra Bias B_ias ID
ensaio AEQ HA 8160 | Variant Il | HA 8160
UK-NEQAS 1 1 -50,0 -25,0 -0,62
UK-NEQAS 1 2 0,0 -14,3 0,00
UK-NEQAS 1 3 -50,0 -25,0 -0,61
UK-NEQAS 2 1 -50,0 -25,0 -0,72
UK-NEQAS 2 2 -11,1 -11,1 -0,47
UK-NEQAS 3 1 -40,0 -40,0 -0,48
UK-NEQAS 3 3 -40,0 -40,0 -0,56
UK-NEQAS 4 1 -10,0 0,0 -0,45
UK-NEQAS 4 2 1,7 0,0 -0,44

2013 UK-NEQAS 4 3 -33,3 0,0 -0,35
UK-NEQAS 5 1 -33,3 -33,3 -0,50
UK-NEQAS 5 2 0,0 -28,6 0,00
UK-NEQAS 6 1 -33,3 -33,3 -0,33
UK-NEQAS 6 2 -25,0 0,0 -0,19
UK-NEQAS 6 3 -33,3 0,0 -0,42

PNAEQ 1 A -21,3 -2,2

PNAEQ 1 B -50,0 -42,9

PNAEQ 2 A -1,9 2,4

PNAEQ 2 B 0,0 -4,9
UK-NEQAS 1 1 0,0 -25,0 0,00
UK-NEQAS 1 2 -5,3 59 0,00
UK-NEQAS 2 1 -37,5 0,0 -0,01
UK-NEQAS 2 2 -33,3 0,0 0,00
UK-NEQAS 2 3 0,0 -9,1 0,00
UK-NEQAS 3 1 25,0 0,00
UK-NEQAS 3 2 4,1 0,00
UK-NEQAS 3 3 0,0 0,00

2014 UK-NEQAS 4 1 -28,6 0,0 -0,48
UK-NEQAS 4 2 0,0 0,00
UK-NEQAS 4 3 0,0 0,00
UK-NEQAS 5 1 0,0 0,0 0,00
UK-NEQAS 5 3 -25,0 0,0 -0,47
UK-NEQAS 6 1 33,3 0,0 0,55

PNAEQ 1 A -11,1 -0,17
PNAEQ 1 B -4,3
PNAEQ 2 B 28,2 33,3 -0,30

Tabela 46: Valores de Bias e indice de desvio (ID) resultantes do doseamento de Hb F em amostras de
controlo normal (< 2,0%) de programas de avaliacdo externa da qualidade entre 2013 e 2014 nos
equipamentos de HPLC HA 8160 e Variant |1



Anexos

Ano Organ_izador de Ensaio | Amostra Bias B_ias ID
ensaio AEQ HA 8160 | Variantll | HA 8160
UK-NEQAS 2 2 -3,6 0,0 -0,16

2011 UK-NEQAS 4 3 -8,2 3,3 -0,38
UK-NEQAS 6 1 -2,7 10,4 -0,18

PNAEQ 2 A -7,1
UK-NEQAS 1 2 -7,0 3,5 -0,22
UK-NEQAS 1 3 -10,9
UK-NEQAS 2 1 -8,6 3,8
UK-NEQAS 3 2 -10,4 -1,4 -0,28

2012 UK-NEQAS 4 1 -8,3 1,6 -0,29
UK-NEQAS 5 2 -11,1 -1,9 0,88
UK-NEQAS 6 3 -11,6 2,6

PNAEQ 2 A -6,5 -4,8
PNAEQ 2 B 4,0 0,0
UK-NEQAS 2 3 -9,3 -2,3 -1,05

2013 UK-NEQAS 3 2 -11,3 0,8 -2,82
UK-NEQAS 5 3 -6,9 3,3 -0,87
UK-NEQAS 1 3 -7,8 3,3 -0,70
UK-NEQAS 5 2 -3,9 8,2 -0,35

2014 UK-NEQAS 6 2 -1,8 3,4 -0,27
UK-NEQAS 6 3 0,0 -1,9 0,00

PNAEQ 2 A 18,3 -4,5 2,95

Tabela 47: Valores de Bias e indice de desvio (ID) resultantes do doseamento de Hb F em amostras de
controlo elevado (> 2,0%) de programas de avaliagdo externa da qualidade entre 2011 ¢ 2014 nos
equipamentos de HPLC HA 8160 e Variant 11




Controlo de Qualidade em Laboratério Clinico: Hemoglobinopatias

C. Hemoglobina S

Ano Organ_izador de Ensaio | Amostra Bias Bjas ID
ensaio AEQ HA 8160 | Variant Il | HA 8160
UK-NEQAS 2 1 -16,3 1,0 -2,92
UK-NEQAS 3 1 -59 -1,0 -0,62
UK-NEQAS 3 1 -5,9 -1,6 -0,20

2011 UK-NEQAS 4 2 -4,4 -1,5 -0,51
UK-NEQAS 5 1 -3,5 -2,5 -0,36
UK-NEQAS 6 2 -43,3 -2,2 -15,65
UK-NEQAS 6 3 -2,4 -1,3 0,22
UK-NEQAS 1 3 2,4
UK-NEQAS 2 1 -2,2
UK-NEQAS 2 3 -3,0 -1,6 -0,22

2012 UK-NEQAS 3 1 -2,1 -0,9 0,06
UK-NEQAS 4 3 -5,2 0,0 0,14
UK-NEQAS 5 1 0,3 -0,9 0,05

PNAEQ 1 A 1,2 -0,6 0,34
UK-NEQAS 1 2 1,4 -1,1 0,30
UK-NEQAS 1 3 -1,9
UK-NEQAS 2 1 -1,1 0,0 -0,22

2013 UK-NEQAS 3 1 1,9 0,4 0,44
UK-NEQAS 4 3 -1,5 -4.8 0,25
UK-NEQAS 5 1 -2,7 -1,3 -0,34
UK-NEQAS 5 2 -2,9 -1,5 0,17

PNAEQ 1 B 2,2 -1,1
UK-NEQAS 1 2 -6,0 -2,2 -0,35
UK-NEQAS 2 2 -1,9 -0,5 -0,13
UK-NEQAS 3 3 -4,2

2014 UK-NEQAS 4 1 -6,5 -4,0 -0,85
UK-NEQAS 5 3 -2,5 -0,6 0,23

PNAEQ 1 B -3,0 -0,4 -0,12

PNAEQ 2 B -3,0 -1,00

Tabela 48: Valores de Bias e indice de desvio (ID) resultantes do doseamento de Hb S em amostras de
controlo de programas de avaliag8o externa da qualidade entre 2011 e 2014 nos equipamentos de HPLC
HA 8160 e Variant 11



