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RESUMO

A crescente importancia das anélises qualitativas e a necessidade de confiabilidade dos resultados
analiticos para subsidiar as tomadas de decisdes nos diversos setores da cadeia produtiva de alimentos
sao inquestionaveis, acarretando impactos na saude publica, na economia e nos direitos do consumidor.
Contudo, a validagdo desses métodos tem sido um ponto critico na implantagdo de sistemas de gestdo
da qualidade e nos processos de acreditagdo de laboratorios. Apesar da existéncia de protocolos bem
estabelecidos para valida¢do de métodos quantitativos, ainda existe uma lacuna no desenvolvimento
de abordagens para a implementagao da metrologia em andlises qualitativas. Neste contexto, o presente
trabalho apresenta uma discussdo sobre o tema validagiao de métodos qualitativos, abrangendo definicdes,
delineamento experimental e andlise de dados para avaliagdo dos parametros de desempenho aplicaveis
como taxas de falsos resultados, taxa de confiabilidade, taxa de seletividade, taxa de sensibilidade, limite
de detecgdo, regido de perda de confiabilidade, acordancia, concordancia e robustez.

Palavras-chave. validacio intralaboratorial, método de ensaio qualitativo, pardmetros de desempenho.

ABSTRACT

The growing importance of qualitative analysis and the need for reliable analytical results in order to support
the decision making at various sectors of food chain are unquestionable, with impacts on the economy,
public health and consumer rights. However, the validation of these methods has been a critical point in
the quality management systems implementation, and also in the processes for laboratory accreditation. In
spite of the existence of well-established protocols for the validation of quantitative methods, there is a gap
in the development of approaches for the implementation of metrology in the qualitative analysis. In this
context, this paper deals with the validation of qualitative methods, including definitions, experimental
design, and analysis of results for evaluating the applicable performance parameters, such as false response
rates, reliability, selectivity, sensitivity, detection limit, region of unreliability, accordance, concordance
and robustness.

Keywords. in-house validation, qualitative methods, performance parameters.
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INTRODUCAO

A drea de andlise de alimentos é norteada por uma
crescente demanda de métodos de ensaio. Os constantes
avangos tecnoldgicos na produgdo, processamento,
embalagem e armazenamento de alimentos, trazem para
o cotidiano dos laboratérios questdes como andlises
de aditivos, migrantes de embalagens, contaminantes,
residuos de agrotoxico e medicamentos veterinarios,
adulterantes, indicadores de origem geografica e
organismos geneticamente modificados'.

Além dos desafios decorrentes da diversidade e
continua evolugdo do setor de alimentos, os laboratdrios
especializados na andlise desses produtos, necessitam
demonstrar competéncia técnica para os ensaios que
realizam?, assegurando confiabilidade e comparabilidade
dos resultados, os quais, na maioria das vezes, subsidiam
as tomadas de decisio relativas aos aspectos econdmicos,
de saide publica® e de defesa do consumidor.

A importancia das informacdes qualitativas vem
crescendo entre laboratdrios* e, em diversos setores da
cadeia produtiva de alimentos, métodos qualitativos
tém sido frequentemente selecionados para triagens,
por fornecerem resultados rapidos, objetivos, com baixo
custo, simplicidade e minimizagdo de erros, devido ao
menor intervalo entre amostragem e analise®®.

No contexto de implementacdo de sistemas de
gestdo da qualidade e acreditagao?, avalida¢ao de métodos
qualitativos tem representado um importante gargalo
para o reconhecimento da competéncia de laboratérios
de andlise de alimentos”®. Apesar de haver protocolos
estabelecidos sobre validagdo de métodos quantitativos,
alguns autores apontam que pouca aten¢ao tem sido dada
para os métodos qualitativos®®’.

Os  principais  documentos  orientativos
relacionados a validagdo de métodos, tanto nacionais'
quanto internacionais'''’, ndo estdo harmonizados e
nio detalham os principais pardmetros de desempenho
e experimentos apliciveis a validacido de métodos
qualitativos, o que tem gerado grande dificuldade na
estruturacdo de procedimentos de validagdo adequados
para esse tipo de método.

Em muitos casos, a aplicacdo dos principios
metroldgicos tradicionais nao ¢é apropriada aos
métodos qualitativos, o que denota a necessidade
do desenvolvimento e da implementacdo de novas
estratégias de garantia de confiabilidade adequadas
a tais métodos'*'">. Embora muitos conceitos estejam
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implicitos nas atividades da quimica analitica qualitativa
desde seus primordios, eles somente surgiram na
literatura especializada recentemente, impulsionados
pela organizagdo e regulamentacio metroldgica
internacional®®.

Diante do exposto, consideramos neste trabalho
os recentes desenvolvimentos conceituais e praticos
relacionados a metrologia e validagio de métodos
qualitativos, visando fornecer uma referéncia no campo
das ciéncias analiticas que possa ser utilizada para
a constru¢do do conhecimento que atendera a atual
demanda por respostas binarias confiaveis.

METODOS DE ENSAIO QUANTITATIVOS E
QUALITATIVOS

Os métodos de ensaio podem ser classificados
em métodos quantitativos e qualitativos. Métodos
quantitativos sdo definidos como aqueles que determinam
a quantidade de determinado analito em uma amostra
em valores numéricos de uma unidade de medida
apropriada'>’. Enquanto os métodos qualitativos sdo
aqueles que permitem a identificagao do analito com base
em suas propriedades fisicas, quimicas ou biologicas'*.
Nas analises qualitativas, a reposta binaria pode vir por
meio de um instrumento de medida, de kits de testes, que
envolvem mudangas sensoriais, ou outros’.

Nas dltimas décadas, as andlises qualitativas
foram consideradas em declinio no campo da ciéncia
analitica por estarem relacionadas com identificagdes que
utilizavam reacdes quimicas tendo os sentidos humanos
como detectores. O fato da analise instrumental também
fornecer uma resposta qualitativa confidvel, em adigdo a
resposta quantitativa, significava que a analise qualitativa
nao estava longe do desuso. Contudo, testes qualitativos
baseados em reacbes bioquimicas, enzimaticas e
imunoldgicas abriram novas perspectivas para esse tipo
de determinacéo, devido principalmente a simplicidade
e confiabilidade. Nesse contexto, muitos fabricantes
vém desenvolvendo kits de testes altamente confiaveis
para uma ampla variedade de combinagdes de analitos-
matrizes nas mais diversas areas de aplicacio, de forma
que as respostas bindrias tém adquirido uma crescente
importancia'®.

Embora seja uma tendéncia, da quimica analitica
moderna, o desenvolvimento de novas técnicas e de
métodos confidveis para identificacio e quantificacdo
de componentes em matrizes complexas relacionadas a
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seguranca alimentar, como técnicas acopladas, incluindo
cromatografia e espectrometria de massas ou outras
técnicas espectroscopicas, essas poderosas ferramentas
envolvem investimentos considerdveis e requerem
analistas altamente capacitados. Do ponto de vista
prético, muitos usuarios tém reconsiderado até que ponto
é realmente necessario obter resultados quantitativos®.
Na rotina dos laboratdrios, muitas vezes torna-se inviavel
o processamento de milhares de amostras por métodos
convencionais’®>, sendo adotada uma primeira etapa
para determinagdo da presen¢a de um ou mais analitos
(métodos de vanguarda/triagens) e uma segunda etapa
para estimativa do nivel de concentragdo dos mesmos
(métodos de retaguarda/confirmagdo e quantificagao).
Assim, os métodos qualitativos tém sido comumente
empregados para triagens antes da confirmagio e
quantifica¢do, devido ao tempo e custo analitico reduzidos
desses métodos®.

CLASSIFICACAO DE METODOS QUALITATIVOS

Os métodos qualitativos podem ser: identificagdo
de analitos ou classificacio de amostras. A identificacao
de analitos, por meio de técnicas analiticas modernas,
tem sido muito utilizada. Por outro lado, as andlises
qualitativas de classificagao tém como objetivo fornecer
uma classificacio de amostras rdpida e confiavel, em
niveis de critérios previamente estabelecidos. As analises
qualitativas podem ser implementadas pelo uso de
ferramentas analiticas, podendo utilizar sistemas como
os kits de testes, que produzem resultados bindrios sem
nenhum tratamento de dados, ou sistemas baseados
em técnicas analiticas, que fornecem dados brutos e
requerem um tratamento posterior para sua conversao
em resposta binaria. O primeiro grupo é mais usado para
a classificagdo de amostras, enquanto o segundo é mais
apropriado para a identificagao de analitos'®.

Outras classificagbes sdo propostas para o0s
métodos qualitativos. Com base na técnica classificam-
se em quimicos, fisico-quimicos, bioquimicos ou
biolégicos', diferenciam-se de acordo com o estado fisico
da amostra em soélido, liquido ou gasoso® ou ainda com
o sistema de deteccdo em sensorial ou instrumental®®.
A principal caracteristica dos métodos qualitativos
baseados em deteccdo sensorial é que o sentido humano
¢ utilizado para registro e interpretagdo da resposta. Os
métodos baseados na detecgdo instrumental fornecem
respostas instrumentais que, em muitos casos, sdo

medidas de absorvancia embora, em principio, qualquer
instrumento possa ser utilizado. Em uma abordagem
metrolégica, os métodos bindrios instrumentais
distinguem-se em instrumentais baseados em sinais
univariados e instrumentais baseados na identificagdo de
caracteristicas especificas®. Os métodos instrumentais
baseados em sinais univariados sao basicamente métodos
quantitativos utilizados como métodos qualitativos.
Desse modo, o resultado final é obtido pela comparac¢io
entre as respostas de duas amostras, sendo que uma das
amostras contém o analito de interesse em um nivel de
concentra¢do determinado. Os métodos instrumentais
baseados na identificacdo de caracteristicas especificas sdo
multiparamétricos, ou seja, a reposta analitica depende de
varios pardmetros envolvidos na andlise e a identifica¢do
dos compostos estd baseada, por exemplo, no tipo ou na
presenga de compostos criticos da amostra.

VALIDACAO DE METODOS QUALITATIVOS

A Norma ISO/IEC 17025:2005 é a norma
internacional que trata dos requisitos para a
implementacao de sistemas de gestao da qualidade em
laboratdriosdeensaio e calibra¢dao. Anormaestabelece que
métodos normalizados utilizados fora dos escopos para
os quais foram concebidos, ampliados ou modificados,
métodos ndo normalizados e métodos criados ou
desenvolvidos pelos laboratérios devem ser validados.
Apesar de nio tratar da necessidade de validacdo para
métodos normalizados, a referida norma define que os
laboratdrios devem confirmar se tém condi¢des para
operar adequadamente os métodos normalizados antes
da implantagdo dos ensaios®.

Varios sdo os documentos que podem ser utilizados
como referéncia na elaboracdo de procedimentos de
validagdo intralaboratorial de métodos analiticos, embora
nio exista uma uniformidade sobre quais caracteristicas
devam ser determinadas no processo de validacio.
O documento orientativo DOQ-CGCRE-008 do
INMETRO" ¢ a principal referéncia nacional, podendo
ainda ser citada a Instrucio Normativa 24 de 2009, do
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento?,
para validagio de métodos no ambito do Programa
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em
Produtos de Origem Animal (PNCRC). Documentos
como o guia publicado pelo EURACHEM", a diretiva
da Uniédo Europeia Comission Decision 2002/657/EC que
estabelece Regulamentos sobre Desempenho de Métodos
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e Interpretagdo de Resultados'? e o guia harmonizado
pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC
International), International Standards Organization
(ISO) e International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC)" sao importantes referéncias internacionais que
tratam da validacdo de métodos de ensaio.

Na diretiva Comission Decision 2002/657/EC** é
feitauma distingdo entre métodos de triagem e confirmacao,
que podem ser tanto qualitativos quanto quantitativos.
Os primeiros detectam a presenca de uma substincia ou
uma classe de substancias no nivel de interesse que tém
capacidade para processar um numero elevado de amostras
esdoutilizados para selecionar os resultados potencialmente
nido conformes. Os métodos confirmatdrios produzem
uma informagao completa ou complementar que permite a
identificagao inequivoca da substéncia e, se necessario, sua
quantificacdo no nivel requerido.

Nao existe um guia harmonizado para a validagao
de métodos qualitativos. Nao obstante, ha concordancia
de que a seletividade e o limite de deteccdo devam ser
avaliados'®*’. Estudos sobre robustez sao tratados nos
documentos do INMETRO" e da Unido Europeia'?,
embora esse parametro ndo esteja previsto no guia
EURACHEM!". Nesse documento sdo mencionados
estudos das taxas de falso-positivos e falso-negativos para
validacdo de métodos qualitativos. Os pardmetros de
aplicabilidade e estabilidade sdo tratados como aplicaveis
aos métodos qualitativos pela diretiva Comission
Decision 2002/657/EC da Unido Europeia'.

No guia harmonizado pela AOAC/ISO/IUPAC"
nio é feita distincio entre métodos qualitativos e
quantitativos ao apresentar os parimetros de desempenho
da validagdo. Contudo, a seletividade é tratada como um
parametro essencialmente qualitativo e a aplicacdo dos
parametros limite de deteccdo e robustez estao implicitos
nas defini¢oes apresentadas.

Apesar de nao haver documentos orientativos
harmonizados para a validagdo de métodos qualitativos,
esses métodos também precisam ser validados® e,
por isso, alguns documentos especificos vém sendo
publicados. Esses, no entanto, constituem propostas
de validacio de métodos qualitativos com aplica¢des
especificas, que dependem das caracteristicas intrinsecas
do método de andlise em questio, e ndo trazem detalhes
sobre o delineamento experimental para avaliagdo dos
parametros da validagao.

A Uniao Europeia possui um guia para a
validagdo de métodos de triagem para residuos de

436

drogas veterindrias baseado na diretiva Comission
Decision 2002/657/EC e que consiste em um protocolo
inicial de validacdo e recomendagbes de controle de
qualidade desses métodos. Os métodos de triagem
tratados pelo guia incluem os métodos qualitativos,
semi-quantitativos e quantitativos. O guia sugere dois
procedimentos que podem ser utilizados na validacio
dos métodos em questdo, o primeiro baseado em
uma abordagem classica, em que os pardmetros sdo
estudados em diferentes experimentos e, o segundo
baseado em um modelo de delineamento fatorial. Em
ambos os procedimentos, os pardmetros abordados sdo:
seletividade, capacidade de deteccdo, limite de corte,
aplicabilidade e robustez?. O AOAC Performance
Tested Program™ for test kits foi desenvolvido para
complementar o programa Official Methods of
Analysis®™ da AOAC* e tem como finalidade fornecer
aos fabricantes de kits de testes uma avaliacdo
independente da alegacdo de desempenho dos
mesmos. Ao conceder o certificado de Performance
Tested a um kit especifico, a AOAC Research Institute
(AOAC-RI) garante ao usuario do kit que, além de ter
sido submetido a uma avaliagdo independente, o kit
possui o desempenho alegado pelo fabricante dentro
dos pardmetros previstos. Na avaliacdo desses kits, a
selecdo dos pardmetros avaliados depende do tipo de
método avaliado, se qualitativo ou quantitativo. Para kits
que envolvem determinagdes qualitativas, o programa
prevé o estudo de limites, interferentes ou reatividade
cruzada, taxas de falsos resultados e robustez**. Em
2010, 0 CODEX ALIMENTARIUS publicou a proposta
de um guia para métodos de detecgdo, identificagao
e quantificacio de sequéncias especificas de DNA
e de proteinas em alimentos obtidos por técnicas
de biotecnologia, o qual trata também da validagao
desses métodos, incluindo a validacio de métodos
qualitativos de PCR (Polymerase Chain Reaction) e
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)®. Neste
documento sdo abordados os seguintes parametros:
taxa de falso-positivos, taxa de falso-negativos, limite
de deteccdo e robustez.

PARAMETROS DE DESEMPENHO

Na Tabela 1 estdo apresentados os pardmetros
de desempenho estudados na validagdo de métodos
qualitativos e os respectivos pardmetros correspondentes
na validagdo de métodos quantitativos.
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Tabela 1. Parametros de desempenho estudados na validagdo de
métodos qualitativos e respectivos pardmetros correspondentes na
validagdo quantitativa

Método Qualitativo Método Quantitativo
Taxas de falso-positivos,
de falso-negativos, de Exatida
confiabilidade, rastreabilidade xatidao
metroldgica
Taxa de sensibilidade Sensibilidade
Taxa de seletividade/ ..
Confirmacio de identidade Seletividade
Regiao de perda de
confiabilidade s ses

Limite de detecgdo/Limite de

Limi ~
imite de deteccao/ quantificagdo/Limite de decisdo/

Limite de corte

Capacidade de detec¢io
Robustez Robustez
Acordéncia e Concordancia Precisdo

Fonte: Adaptado de Trullols et al.5 Ellison e Fearn® e Rios et al."*

Os pardmetros de desempenho dos métodos
podem ser classificados em: principais, bdsicos
e de produtividade”. Os principais (exatidio e
representatividade) constituem os atributos do resultado
analitico, relacionados as duas propriedades metroldgicas
classicas - rastreabilidade e incerteza. Parametros
analiticos basicos (precisdo, robustez, sensibilidade e
seletividade) sdo os atributos relacionados ao processo
de medicdo analitico e que servem de suporte para as
propriedades principais. Por fim, os de produtividade
correspondem aos atributos do processo analitico que
possuem relevancia pratica, como velocidade, custo/
efetividade e fatores pessoais.

Na definicdo das propriedades analiticas dos
métodos qualitativos, dois pardmetros sdo de suma
importancia: a taxa de falso-positivos e a taxa de falso-
negativos. A taxa de falso-positivos é a probabilidade
de obter um resultado positivo, uma vez que o analito
nio estd presente na amostra (ou do método avaliado
responder positivamente a um método de referéncia).
A taxa de falso-negativos é a probabilidade de obtengéo
de um resultado negativo quando a substdncia esta
presente na amostra (ou do método avaliado responder
negativamente a um método de referéncia)®*.

A confiabilidade de um método qualitativo
¢ definida como a propor¢io de resultados corretos
(positivos ou negativos) de uma bateria de testes
independentes. Trata-se de um parametro positivo, que

abarca conotagdes negativas dos erros nas medigdes
qualitativas. A confiabilidade é wuma propriedade
principal dos testes qualitativos, podendo ser relacionada
a exatiddo dos métodos quantitativos'**®.

As taxas de sensibilidade e seletividade sao
pardmetros de desempenho de métodos qualitativos,
intimamente relacionados com as taxas de falsos
resultados. A sensibilidade, também chamada poder
do teste, consiste na habilidade do método em detectar
amostras verdadeiramente positivas como positivas,
enquanto a taxa de sensibilidade correspondente a
probabilidade de um método classificar como positiva
uma amostra sabidamente positiva®®’. No contexto de
testes de hipoteses estatisticos, poder do teste é também
definido como 1-, em que P representa a probabilidade
de se obter resultados falso-negativos®.

De maneira analoga, a seletividade corresponde
a habilidade em detectar amostras verdadeiramente
negativas como negativas, sendo a taxa de seletividade a
probabilidade de classificar como negativa uma amostra
sabidamente negativa®®’’. Em testes de hipoteses
estatisticos (1-seletividade) é relacionada ao nivel de
significancia a, o qual representa a probabilidade de se
obter resultados falso-positivos’.

Quando amostras que podem ou nio conter
determinado analito sdo analisadas, as taxas de falsos
resultados, de sensibilidade e de seletividade sao
parametros que caracterizam a eficiéncia do método
de ensaio em questido. Para amostras que contém o
analito, outros pardmetros podem ser estimados como
o valor preditivo positivo e o valor preditivo negativo.
No entanto, como em ensaios com amostras reais, é
impossivel distinguir as respostas falsas das verdadeiras,
ou seja, os resultados verdadeiramente positivos dos
falso-positivos e os verdadeiramente negativos dos falso-
negativos, os valores preditivos podem ser estimados
somente se a prevaléncia de amostras contendo o analito
for conhecida?.

Nas analises qualitativas, a incerteza ndo pode ser
expressa do mesmo modo que nas analises quantitativas,
ou seja, como um pardmetro que caracteriza a dispersao
dos resultados. No caso dos métodos qualitativos, a
incerteza tem uma natureza probabilistica, podendo ser
definida como a probabilidade de se tomar uma decisao
errada. Os métodos com respostas bindrias ndo possuem
um numero associado ao resultado e, assim, a incerteza
nao é expressa como um valor numérico, mas como uma
regido onde ha probabilidade de ocorréncia de erros. Nos
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métodos qualitativos, o conceito classico de incerteza
pode ser substituido pelo conceito de regido de perda de
confiabilidade, termo preferencialmente utilizado. Esta
regido é definida pelos limites superiores e inferiores de
concentragio, entre os quais o método produz resultados
falsos>%!142,

O limite de detecgdo, conforme definido para
analises quantitativas, pode ser calculado quando a
resposta é um valor numérico, sendo consideradas duas
probabilidades de erro a e %, onde a é a probabilidade
de se cometer um erro do tipo I, de rejeitar H, (hipé6tese
de nulidade) quando H é verdadeira, que mede a taxa
dos falso-positivos e ¢ a probabilidade de se cometer
um erro do tipo II, de ndo rejeitar H  quando H_ ¢ falsa,
que mede a taxa de falso-negativos. Quando a resposta é
bindria, entretanto, o desvio padrdo de amostras brancas
ndo pode ser calculado e as probabilidades de erro nao
podem ser consideradas ao mesmo tempo. Portanto,
o limite de deteccdo pode ser definido como a menor
concentra¢do de um analito que pode ser detectada,
confiavelmente como positiva, em uma dada matriz.
Isto implica em considerar somente o erro tipo II, ou
taxa de resultados falso-negativos, usualmente de 5 %.
Esta defini¢do é apresentada no contexto de verificacio
de um nivel maximo de concentracio permitido, mas se
for extrapolado a determina¢do de uma concentracio
minima permitida, a probabilidade de erro tipo I, ou
taxa de falso-positivos, deve ser considerada também a 5
%. Como as duas probabilidades de erro nao podem ser
consideradas simultaneamente, no primeiro caso o limite
de detecgdo coincidira com o limite superior da regido de
perda de confiabilidade, na qual a taxa de sensibilidade é
de 95 % e, no segundo caso, ele coincidira com o menor
limite da regido de perda de confiabilidade®.

Além do limite de deteccio do método, que é
uma caracteristica intrinseca do método de ensaio, o
limite imposto pela legislagdo ou pelo cliente e o limite
de corte do laboratério para métodos que possuem
respostas instrumentais (cut-off) estao entre as referéncias
quantitativas envolvidas nos resultados dos métodos
qualitativos"’.

A robustez é a estimativa da capacidade de um
método frente as pequenas e deliberadas mudancas nas
variaveis estudadas, sendo determinada em diferentes
niveis de concentracio do analito’. A robustez em
analise qualitativa ¢ um parametro analitico, assim como
nas analises quantitativas, cujo ultimato é definir as
fragilidades experimentais de um método pela indicagdo
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das variaveis criticas na garantia da confiabilidade das
respostas. A robustez depende da concentragio dos
analitos, sendo que, na faixa de perda de confiabilidade,
havera maior influéncia de fatores experimentais**”.

A rastreabilidade metrolégica, do ponto de vista
pratico, assume que existe uma cadeia ininterrupta de
calibragdes de um sistema de medi¢do ou comparacdes.
Entre outras possibilidades, a rastreabilidade metrologica
pode ser obtida comparando os resultados obtidos pelo
método em validagdo com aqueles obtidos por um
método de referéncia ou pelo uso de um material de
referéncia certificado (MRC)>'**, E importante ressaltar
que os padroes de referéncia sdo a chave para a garantia
da rastreabilidade metrolégica das informagoes e
resultados fornecidos pelos métodos qualitativos, ja que
as caracteristicas analiticas desses padroes sio utilizadas
como base de comparacio para compostos desconhecidos
da amostra'®.

Dois outros pardmetros sido ainda acrescentados
as validagbes de métodos qualitativos, quando
estruturadas em processos interlaboratoriais: acordancia
e concordancia; que correspondem respectivamente, aos
conceitos de precisdo sob condi¢des de repetitividade
e de reprodutibilidade, aplicados a testes qualitativos.
A acordancia é a probabilidade de obter, para duas
amostras idénticas, analisadas no mesmo laboratério e,
sob condic¢des de repetitividade, o mesmo resultado. Para
o célculo da acordancia, calcula-se a acordincia para
cada laboratdrio, que é a probabilidade de duas amostras
fornecerem o mesmo resultado e, em seguida a média
das probabilidades de cada laboratdrio®’. Concordancia
é a probabilidade de obten¢do do mesmo resultado
para duas amostras idénticas, testadas em laboratérios
diferentes e, sob condi¢cbes de reprodutibilidade. Esse
pardmetro é estimado pelas propor¢des correspondentes
de pares de resultados de dados concordantes®*'. Da
mesma forma que, em estudos de métodos quantitativos,
experimentos de concordancia podem ser conduzidos
sob condigdes de precisio intermediaria, representando o
que normalmente acontece no laboratdrio sob condigdes
de rotina, incluindo variagbes em lotes de reagentes,
analistas e equipamentos que sejam representativos".

Na validagdo de métodos qualitativos, a
representatividade torna-se um componente essencial da
qualidade das repostas qualitativas. Uma resposta 100 %
confidvel, masniorepresentativadasamostrasteste,indica
um resultado inadequado do ponto de vista da qualidade
do método. Estratégias adequadas de amostragem e a
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correta aplicagdo do protocolo de amostragem sdo as
bases para essa propriedade'’. A escolha das amostras
deve fornecer estimativas de sensibilidade e seletividade,
em uma dada faixa de concentragdo, o que implica em
um delineamento que empregue amostras em uma
faixa representativa de concentracdes e, pelo menos
um branco, além de alguns itens com interferentes. As
replicatas também sdo essenciais na avaliagao de métodos
qualitativos, sem as quais as frequéncias ndo poderiam
ser estimadas®.

ANALISE DE DADOS E AVALIACAO DOS
PARAMETROS

Na Tabela 2 estdao descritos os delineamentos
experimentais e respectivas ferramentas de analises
de dados propostos na literatura para avaliacio dos
parametros de desempenho de métodos qualitativos.

Para andlise de dados e avaliagdo dos
parametros, varios modelos sdo propostos. As
tabelas de contingéncia e o Teorema de Bayes podem
ser utilizados na determinacdo das taxas de falsos

resultados, de sensibilidade, de seletividade e de
confiabilidade. As curvas de probabilidades ou curvas
de desempenho e os testes de hipdteses estatisticos
podem ser utilizados no estudo de limites e da regido
de perda de confiabilidade (incerteza)®®. No caso da
precisdo, a acordancia e a concordancia sao avaliadas
por célculos de probabilidade e analise combinatéria®.
As taxas, limites, incerteza, acordancia e concordancia
podem ser estudadas em um mesmo delineamento
experimental que consiste em ensaios com amostras de
concentra¢des conhecidas do analito.

Para os estudos de robustez podem ser utilizados
experimentos fatoriais. Neste caso, o experimento inclui
ensaios com amostras em um nivel de concentragio
do analito para o qual o método apresente 100 % de
confiabilidade sob diferentes condi¢des experimentais*.

A validagdo de métodos qualitativos exige
maior nimero de medi¢des para obtencdo de valores
para os parametros de validagio com significado e
niveis de confianca semelhantes aos resultados dos
métodos quantitativos®’. Isso porque um resultado
qualitativo fornece menos informacdes que um

Tabela 2. Delineamentos experimentais e respectivas ferramentas para andlise de dados propostos na literatura para validagdo de métodos

qualitativos

Parametro Delineamento experimental Analise de dados Referéncia
- Célculo da porcentagem de resultados
positivos em cada nivel.
- Construgao de gréfico: probabilidade de

i positivos (P(x)) versus concentragio (x). 36
- Na regido da curva assumida linear,
extrapola-se a curva para os pontos P(x) =0
e P(x) = 100, que sdo os limites da regido de
perda de confiabilidade.
- Estabelecimento do nivel de concentragio de
» refer?r.)aa (C) - limite de corte ou thr(.eshold. , - Estimativa da regido de perda de confiabilidade
Regido de - Anilise das amostras, sendo 10 replicatas por nivel . 5,18
o . . L conforme descrito por Song et al.*.
perda de e 5 niveis, selecionados da seguinte forma: 2 niveis
confiabilidade acima de C, C e 2 niveis abaixo de C.

(incerteza) e
taxas de falsos
resultados

- Anilise das amostras, sendo 30 replicatas por

nivel. Um grande nimero de amostras deve ser

analisado para assegurar inferéncia estatistica.

- Niveis selecionados devem estar levemente abaixo

do limite de corte ou threshold selecionado.

- Calculo de porcentagem de resultados
positivos em cada nivel.

- Construgao de grafico: P(x) versus (x).

- Limites da regido de perda de confiabilidade
determinados pelo calculo das concentracoes
do analito que produzem 5% de probabilidade
de se obter um resultado falso-positivo e 95% 28
de probabilidade de se obter um resultado falso-
negativo ou conforme descrito por Song et al.*.
- Aplicagao do Teorema Bayes nao é
apropriada para propdsitos de rotina: dificil
desenvolvimento de equagdes e grande niimero
de amostras.
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Cont. Tabela 2

Parametro Delineamento experimental Anilise de dados Referéncia
- Andlise aleatdria de grande nimero de amostras
(n>30), sendo MRC ou amostras brancas contendo
o analito em diferentes niveis de concentragio.
- Escolha dos niveis: quanto maior a confiabilidade
requerida, maior o niimero de niveis a serem estudados.
- Estabelecimento de nivel de concentragdo de L
N o - Determinagdo das taxas de falsos resultados
referéncia (C) - limite de corte ou threshold. o . . x
N i para delimitagdo dos limites da regido
- Determinagdo da regido de perda de s y 17
- de perda de confiabilidade a um nivel de
confiabilidade: .
L . - . probabilidade fixa.
1. Estimativa aproximada das zonas limite da regido
de perda de confiabilidade pela andlise de 1 ou 2
replicatas por nivel, em 10 niveis selecionados: 5
superiores a C e 5 inferiores a C.
2. Andlise de 5 a 10 replicatas em 6 niveis, sendo 3 niveis
na zona limite superior e 3 na zona limite inferior.
- Métodos para avaliagdo de falsos resultados:
1. Baseado na observagio de probabilidades
B de falsos resultados em uma série de testes
Regido de .
controlados. Experimentos devem estar
perda de i L
o concentrados em regides onde hd maior
confiabilidade babilidade d ltados fal .
(incerteza) ¢ probabilidade de resultados falsos, pois as taxas
de falsos resultados sao dificeis de observar em - Estimativas Bayesianas podem ser calculadas
taxas de falsos , . - N
numero realista de experimentos a menos que a pela combinagdo adequada das taxas de falsos 38
resultados . N
taxa seja alta (perto de 50%). resultados.
2. Baseado na previsao das caracteristicas
conhecidas da populagio, incluindo estatisticas das
medig¢des quantitativas e distribui¢des conhecidas
de caracteristicas de teste de amostra de uma
populacio.
Obs.: trata somente incerteza.
- Estimativa das taxas por meio da aplica¢ao
do Teorema de Bayes, tabelas de contingéncia,
curvas de desempenho ou testes estatisticos
(nesse ultimo, somente se a resposta for obtida
Obs.: trata somente taxas. B . 6
por método instrumental).
- Apresentagio das formulas de calculo
das taxas obtidas a partir das tabelas de
contingéncia.
- Estimativa das taxas pela aplicagdo de
Obs.: trata somente taxas. férmulas de calculo obtidas a partir das 3
tabelas de contingéncia.
il » . - Construgao de curva de reposta P(x) versus x.
- Anilise aleatdria de amostras adicionadas do e & o, P . )
L. . . o - Limite de deteccdo é determinado de acordo
Limites analito em uma faixa de niveis de concentracio, - . 11
. , com a concentragao na qual o teste deixa de
sendo 10 replicatas por nivel. ,
ser confidvel.
Procedimento interlaboratorial: - Aplicagdo de férmulas deduzidas a partir
- 10 baterias. de célculos de probabilidade e andlise 31
- 5 replicatas por bateria. combinatdria.
Procedimento interlaboratorial para ensaios ndo
A microbioldgicos:
Acordéncia e icrobio O§le0s . .
N - 20 a 40 replicatas por bateria, incluindo replicatas,
concordéncia , g
sendo 30 um ndmero satisfatdrio. , o
- Férmulas propostas por Langtonn et al. 8

- 5 a 6 replicatas por material, podendo ser menor
no caso de grande niimero de baterias; mas no
minimo 2 replicatas por teste em caso de grande
quantidade de materiais.
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Cont. Tabela 2

Parametro

Delineamento experimental

Anilise de dados

Referéncia

Robustez

- Identificagéo e selecdo das principais variaveis

que afetam o desempenho do método (considerar
informagdes obtidas previamente na otimizagio e
validacdo do método).

- Sele¢do dos numeros de niveis a serem estudados
para as varidveis, 2 em geral.

- Selecao de delineamento experimental. No caso de
método com pequeno niimero de varidveis e niveis
envolvidos, pode-se estabelecer um experimento
fatorial completo.

- Estabelecimento de variagao no valor da resposta que
significa altera¢do no desempenho do método.

- Condicdes de estudo de caso:

1. Selecionadas 3 variaveis e 2 niveis, totalizando 8
diferentes experimentos.

2. Experimentos realizados em 8 dias, sendo cada
experimento realizado 5 vezes, por um periodo de

quatro dias, totalizando 20 repeti¢des por experimento.

3. Somente alteragdes de 5% nas taxas de
confiabilidade, ou de falsos resultados, foram
consideradas.

- Apresentagdo de formulas para célculo dos
efeitos dos fatores e realizagdo de teste t para
conclusao da significdncia do efeito do fator sobre
os resultados do método.

- Identificagdo de varidveis que tém efeito significante
sobre o desempenho do método.

- Analise com materiais de referéncia, MRC ou
amostras de composi¢do conhecida.

- Monitoramento da exatiddo e precisdo do método
frente as alteracdes das variaveis.

- Andlise de cada set experimental uma vez.

- Determinacio do efeito de cada alteragdo na
condi¢io de realizagio do teste na média.

- Classificagdo das variaveis de acordo com o
efeito sobre o desempenho do método.

11

- Identificagdo de fatores que podem influenciar os
resultados por estudos prévios.

- Fatores alterados em ordem de grandeza coerente
com os desvios geralmente encontrados entre
laboratérios.

- Realizagdo de teste utilizando a abordagem de
Youden (planejamento fatorial fracionario). Outros
métodos podem ser utilizados, no entanto, na
abordagem de Youden o tempo e esfor¢o exigidos sio
minimos.

- Sempre que um fator que inlfuencia
significativamente os resultados for encontrado, novas
analises devem ser realizadas para estudo dos limites
de aceitabilidade deste fator.

- Fatores que influenciam significativamente os
resultados devem ser claramente identificados no
protocolo do método.

- Na abordagem de Youden, as interagdes entre os
diferentes fatores ndo podem ser detectadas.

12

resultado quantitativo, independentemente do método
estatistico empregado*. Para os métodos quantitativos,
a independéncia dos resultados qualitativos deve ser
assegurada pela andlise aleatoria das amostras®"’.

As amostras selecionadas para realizacdo dos
estudos de validagdo podem ser MRC, amostras brancas
e adicionadas de padrido do analito de interesse'*".

Taxas de falsos resultados, de sensibilidade, de
seletividade e de confiabilidade

Tabelas de Contingéncia

As tabelas de contingéncia tratam analises
qualitativas como a classificacio de um problema.
Havendo dois tipos de resultados possiveis no teste
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qualitativo, como positivo (maior ou igual a um
valor especificado) ou negativo (menor que o valor
especificado), e duas possiveis situacdes reais, uma
tabela de contingéncia 2 x 2 pode ser construida, como
apresentado na Tabela 3. Embora as amostras sejam
consideradas em dois grupos, sdo necessarios estudos
com amostras em vdrios niveis de concentra¢do’. Estas
tabelas podem ser utilizadas na determinacio das
taxas de falsos resultados, taxa de seletividade, taxa de
sensibilidade e taxa de confiabilidade para cada nivel de
concentracdo estudado®.

Tabela 3. Exemplo de Tabela de Contingéncia 2 x 2
Analito

Resultado Analito

do teste Presente Ausente Total
Positivo TP Fp TP + FP
Negativo EN TN FN+ TN
Total FN + TP FP+ TN N

FP = quantidade de resultados falso-positivos; FN = quantidade de
resultados falso-negativos; TP = quantidade de resultados positivos
corretos; TN = quantidade de resultados negativos corretos; N =
TP+FP+FN+TN

A partir das férmulas de cada uma das taxas, os
valores de cada uma delas podem ser calculados com
os dados da tabela de contingéncia. A taxa de falso-
positivos (TFP) é definida como a razio entre o nimero
de resultados falso-positivos (FP) e a soma desse com
o numero de resultados negativos corretos ou nimero
total de negativos conhecidos (TN), multiplicada por 100
(Equagio 1)58%:

FP= T y100

(Eq. 1)
FP+TN d

De maneira analoga, a taxa de falso-negativos

(TEN) é a razdo entre o numero de resultados falso-

negativos (FN) e a soma desse com o nimero de resultados

positivos corretos ou numero total de positivos conhecidos
(TP), multiplicada por 100 (Equagéo 2)5%%:

TEN =

x 100 (Eq.2)

N + TP

A taxa de sensibilidade (TSB) é definida como a
razdo entre TP e a soma desse com FN, multiplicada por
100 (Equagdo 3), enquanto a taxa de seletividade (TST)
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pode ser definida como a razdo entre TN e a soma desse
com FP, multiplicada por 100 (Equacio 4) *3'7:

TSB = L x 100 (Eq. 3)
TP+ FN

TST = A x 100 (Eq. 4)
N+ FP

A taxa de confiabilidade (TCF) é definida como a
diferenca entre o total de resultados (100 %) e a soma de
TFP e TFN, como apresentado na Equacéo 5:

TCF=100-TFP-TFN  (Eq.5)

As tabelas de contingéncia sdo frequentemente
usadas na avaliagdo da confiabilidade dos testes de
triagem e na comparagdo entre diferentes ensaios,
que se baseiam na sensibilidade e na seletividade de
diferentes testes de triagem, quando aplicados as mesmas
amostras. Nesse caso, deve ser observado que diferencas
na sensibilidade e na seletividade dos testes podem ser
resultado do acaso, ja que situagdes reais e resultados
estao sujeitos a erros aleatorios, especialmente quando o
numero deamostras é pequeno. Dependendo do objetivo
da andlise, é preferivel que o método seja mais sensivel
que seletivo, ou vice-versa. Em geral, um aumento na
sensibilidade acarreta um decréscimo na seletividade.
Desse modo, quanto maior o numero de amostras, mais
informagdo a tabela de contingéncia ira apresentar e
maior serd a confiabilidade desses parametros®.

Uma das vantagens mais importantes das tabelas
de contingéncia é que essas podem ser facilmente
aplicaveis aos variostipos de bioensaios existentes, como
imunoldgicos, microbiolédgicos, clinicos e bioquimicos.
Embora, pela avaliagdo das tabelas de contingéncia seja
possivel obter uma visdo geral sobre o desempenho
do método, tais tabelas, por si s4, ndo fornecem
informagdes individuais, como a probabilidade de
erro para cada amostra®. Qutra desvantagem ¢é que o
desempenho da tabela de contingéncia depende muito
dotamanho daamostra e do delineamento experimental
utilizado para construi-la’.

Teorema de Bayes
O teorema formulado por Bayes, no século
XVIII, vem sendo muito utilizado nas ultimas, décadas
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por sua versatilidade e aplicagdo em diversos campos da
ciéncia, para expressar e atualizar probabilidades quando
estruturas dicotdmicas® estdo envolvidas, incluindo as
analises qualitativas®*.

O teorema de Bayes ¢é representado pela Equagao 6:

P(T|A) . P(A)
P(T|A) . P(A) + P(T|A) . P(A)

_ P(TJA). P(A)
N P(T)

P(A|T) = (Eq. 6)

Sendo P(A|T) a probabilidade de A dado T, P(A)
a probabilidade a priori de A, P(T|A) a probabilidade de
T dado A, P(T) a probabilidade de T. O travessdo acima
de A denota o evento complementar.

No caso das analises qualitativas, A denota
a presenca do analito na amostra e A corresponde a
auséncia do analito na amostra, enquanto T representa
o resultado do teste. P(A) é a probabilidade de o
analito estar presente na amostra antes da realizagdo
do teste. P(A|T) é a probabilidade de o analito estar
presente na amostra levando em conta o resultado do
teste, enquanto P(T|A) é a probabilidade de ocorrer o
resultado estando o analito presente na amostra, o que
indica a TSB*.

Sendo T o resultado do teste e T o evento
complementar, temos que P(T|A)=1-P(T|A), em que
P(T|A) é a probabilidade de se obter um resultado
falso-negativo, ou seja, a TFN. Sendo assim, P(T|A) é
a probabilidade de se obter um resultado positivo na
auséncia de A, correspondendo a probabilidade de um
resultado falso-positivo, ou seja, a TFP*.

Desse modo, o teorema de Bayes pode ser
utilizado na determinacdo das taxas. A taxa de falso-
positivos é estimada pela proporcio de resultados
incorretos relatados para amostras conhecidas que nio
contém a substincia pesquisada (Equa¢io 7). Da mesma
forma, a taxa de falso-negativos é estimada pela proporgao
de resultados incorretos para as amostras que contém a
substancia pesquisada(Equagédo 8)%%%:

- Resultados falso-positivos FP
P(T|A) = - = TFR (Eq.7)
| Total de resultados negativos FP+TN d
— Resultados falso-negativos FN
P(T|A) = X100 = zrres = TEN (Eq. 8)

Total de resultados positivos

A TSB é estimada a partir da propor¢do de
resultados corretos relatados para amostras conhecidas
que contém o analito (Equacdo 9) e a TST é estimada a

partir da proporcao de resultados corretos para os itens
de ensaio que ndo contém o analito (Equagao 10)%*'7:

P(T|A) = Resultados positivos verdadeiros 100 = P TSB (Eq.9)
" Total de resultados positivos " TP+FN <
PTIA) = Resultados negativos verdadeiros 100 N TSB (Ea. 10
@A) = = Tnerp - 5B (Eq-10)

Total de resultados negativos

A relacdo entre as probabilidades condicionais
de sensibilidade e seletividade fornece a razdo de
verossimilhanca (likelihood ratio - LR) (Equagdo 11),
que ¢ uma medida do poder do teste®, ou seja, é uma
medida da alteragdo das probabilidades apds obtencio
do resultado do teste**:

TSB _ 1-TFN _ P(T|A)

LR= = s
1-TST TFP P(T|A)

(Eq. 11)

A TCF, é estimada pela proporcdo de resultados
verdadeiros no total de ensaios realizados (Equagéo 12):

TP+TN
— X
TP+TN+FP+FN

Total resultados verdadeiros
PA|IT) = x 100 =

Total de resultados

P(A|T) =100 - TFP - TEN = TCF (Eq. 12)

O Teorema de Bayes permite o calculo de
probabilidades condicionais referentes a apenas uma
amostra, incorpora as informagbes de realizacdes
anteriores e obtém como resultado, para a proxima
realizacdo, a probabilidade a posteriori a nova
probabilidade a priori. Assim, a probabilidade da ocorréncia
de um resultado erroneo é dada individualmente>%*.
No entanto, para que o procedimento fornega boas
estimativas, o numero de testes de ensaio deve ser alto.
Do ponto de vista analitico, as desvantagens do método
sdo a complexidade da nomenclatura e a dificuldade de
quantificagdo dos diferentes valores das probabilidades®.

Limites e regido de perda de confiabilidade

Curvas de desempenho

As curvas de desempenho sdo obtidas pela
construc¢do de um grafico de probabilidade em fun¢ao da
concentra¢do. Em uma situac¢do ideal, em que x representa
a concentra¢ido verdadeira, P(x) a taxa de resultados
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positivos e N(x) a taxa de resultados negativos, para uma
determinada concentra¢do de referéncia C (x = C), os
possiveis resultados obtidos em um método binario séo:
ndo (resultados negativos), quando x < C, com P(x) = 0%
e N(x) = 100%; e sim (resultados positivos), quando x >
C, com P(x) = 100% e N(x) = 0%,

No entanto, em situagdes reais, concentragoes
proximas a C (C, < C < C)), P(x) e N(x) apresentam
valores entre 0% e 100%. A faixa de concentracdo que
inclui esses valores intermedidrios é justamente a regido
de perda de confiabilidade. Assim, nesta regidao, sdo
obtidas as taxas de falso-positivos (C, < x < C) e as taxas
de falso-negativos (C <x < C,). Paraamostras contendo x
<Cyex>Cy,sdo obtidos resultados negativos e positivos,
respectivamente, com 100% de confiabilidade®.

Na Figura 1, estao ilustradas as curvas de
desempenho para a situagdo ideal e para uma situacio
real genérica, em que a = f = 0,05'**%. Na curva
de desempenho real, o limite de deteccio pode ser
estabelecido em fungdo de a ou de P no intervalo da
regido de perda de confiabilidade que, por sua vez,
¢ determinada pela regido de maior inclinagdo da
curva, ou seja, pelo intervalo entre os niveis nos quais
a probabilidade de resultados positivos deixa de ser
de 0% e 100%>*'"**. Assim, os limites C, e C,, que
definem a regido de perda de confiabilidade, podem ser
determinados pelo calculo das concentracdes do analito
que produzem 5% de probabilidade de obten¢do de
falso-positivos e 95% de resultados positivos corretos
(o que corresponde a 5% de probabilidade de obtengao
de falso-negativos).

Regido de perda de
confiabilidade

f__\

80 Limite de detecgdo o

{considerando emo tipo I) i

100

o
o

o
o

Probabilidade %

Limite de detecgio

' (considerando erro tipo 11)
.' =ity

20

R |
Co c C

Concentragdo do analito

Figura 1. Curva de desempenho para determinacido da regido de
perda de confiabilidade e limites relacionados
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A principal desvantagem das curvas de
desempenho é a necessidade de realiza¢do de andlises em
replicatas, acarretando consequéncias negativas, como
o aumento do tempo e o custo do processo®. Contudo,
Ellison e Fearn® observaram que o estudo de um grande
numero de niveis com poucas repeti¢coes por nivel, em
vez de poucos niveis com muitas repeti¢des, fornece
estimativas de probabilidades relativamente confiveis, o
que pode ser considerada uma vantagem sob o ponto de
vista pratico.

Este procedimento é bastante usado quando néo
hd muito conhecimento sobre a precisio do método de
triagem utilizado, por exemplo, no caso de um método
analitico recém-implantado em um laboratério®.

Testes de Hipoteses

Quando o objetivo da analise esta na determinagao
da presenca de determinado analito na amostra, duas
hipéteses sdo geradas: H, (hipétese de nulidade) - a
amostra contém o analito; e H, (hipotese alternativa) - a
amostra nao contém o analito.

Como resultado, pode-se obter dois tipos de
erros diferentes: erroneamente detectar a presenca do
analito (admitir um resultado falso-positivo - erro tipo
I) ou sua auséncia (admitir um resultado falso-negativo
- erro tipo II). Em geral, a preferéncia de uma escolha ou
outra é uma questdo de convengdo?.

Os testes de hipdteses comparam a resposta
da amostra com a de uma referéncia pré-definida, que
contém o analito em um nivel de concentra¢io especifico®.
Alguns estudos tém utilizado testes de hipoteses para
avaliar a incerteza dos métodos qualitativos® e, embora
a aplicagdo destes testes ndo resulte em novas técnicas
instrumentais de analise quimica qualitativa, esses
tornam possivel a melhoria do desempenho das atuais
técnicas de estimativa de incerteza, refletindo o grau de
confiabilidade do procedimento escolhido.

As abordagens utilizadas para exprimir a
incerteza sdo possiveis pela aplicagao de analogia
de testes estatisiticos de hipdteses com a aplicacio
das férmulas de Bayes®. Desse modo, as principais
vantagensdostestesde hipotesesdecorrem da utilizagao
da probabilidade conhecida de erro tipo I e tipo II.
Esse método torna mais facil a avaliagdo da incerteza
quando se utiliza métodos qualitativos que fornecem
uma resposta instrumental. A rastreabilidade também
pode ser verificada e o limite de detecgdo calculado.
No entanto, se o kit de teste ndo fornecer uma resposta
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instrumental ou se a resposta for baseada em uma
observacio visual, que ndo pode ser quantificada, o
teste de hipdtese ndo podera ser aplicado®. Quando
se utilizam intervalos estatisticos, os experimentos
constituem uma série de andlises de amostras
independentes, contendo o analito em um limite
especifico, sob condicoes de precisdo intermedidria,
aumentando as fontes de incerteza’.

Robustez

O tipo de resposta binaria do método qualitativo
define o estudo da robustez, que por sua vez, envolve o
desenvolvimento de um delineamento experimental para
avaliacdo de fatores ou variaveis previamente escolhidos
que acarretam alteracdes na confiabilidade e nas taxas
de falsos resultados. Esses fatores sido as condi¢des
experimentais intrinsecas do método*. Desse modo,
a robustez deve ser determinada em diferentes niveis
de concentra¢do do analito para cada um dos analitos
considerados'®.

Assim, em termos gerais, o estudo da robustez
inclui os seguintes pontos: selecio das variaveis ou
fatores; selecio do nimero de niveis para cada variavel
(em geral 2 niveis) e do delineamento experimental
6timo; estabelecimento do valor de reposta que provoca
alteracdes nos fatores e nos experimentos e do calculo
dos efeitos de cada fator e entre os fatores; e elaboracao
das conclusdes*.

Uma boa op¢do de delineamento experimental
para o estudo da robustez, quando ndo se tem muitas
variaveis e niveis envolvidos, ¢ um experimento fatorial
completo®. O delineamento experimental inclui a
realizacdo de testes em nivel para o qual se obtém 100%
de confiabilidade, ou seja, 0% de taxa de falso-positivos
e 0% de taxa de falso-negativos, com variagdo nos niveis
dos fatores estudados. O efeito de cada fator (DF) pode
ser calculado pela Equagéo 13:

_2ICF (+)-XTCF (-)

n.
J

DF (Eq. 13)

Sendo TCF(+) a confiabilidade observada no
maior nivel do fator, TCF(-) a confiabilidade observada
no menor nivel do fator, # o numero de experimentos
e ,; 0 nimero de experimentos no j-ésimo nivel do fator
estudado®.

Ap6s o calculo do efeito dos fatores estudados,
o teste t pode ser realizado para conclusido sobre a

significancia da influéncia dos fatores sobre as respostas
(Equacio 14):

. |DF| x -\n;
s

(Eq. 14)

Sendo s o desvio padrio encontrado em condi¢oes
de precisdo intermedidria e DF o efeito de cada fator,
definido entre 0 e 1. O valor calculado deve ser comparado
ao valor tabelado de distribui¢do t, considerando o
nivel de significancia e o nimero de graus de liberdade
associados a estimacio de s*.

Acordancia e concordancia

Como definido, a acordancia é o parametro de
repetitividade aplicado a anélise qualitativa. A acordancia
¢ a probabilidade (em porcentagem) de dois materiais
de teste idénticos, analisados pelo mesmo laboratério,
em condi¢des de repetitividade, fornecerem o mesmo
resultado, ou seja, ambos fornecerem dois resultados
positivos ou dois negativos®.

Para o célculo da acordancia, calcula-se a
probabilidade de cada laboratdrio ou de cada bateria
analitica (em estudos interlaboratoriais sob condicoes
de precisdo intermediaria) fornecer o0 mesmo resultado
e, em seguida, a média das probabilidades de todos os
laboratdrios ou baterias analiticas. A soma da quantidade
de combinacoes de pares obtida pelo numero de
resultados positivos com a quantidade de combinacoes
de pares obtida pelo nimero de resultados negativos
divida pela quantidade de combinagoes de pares, que
podem ser formados pelo total de andlises realizadas,
fornece a probabilidade de cada laboratério ou de cada
bateria analitica, ou seja, a acordancia. De uma maneira
mais simples, a acordancia pode ser calculada pela
Equagao 15.

{k(k-1) + (n-k) (n-k-1)}
n(n-1)

ACO =

(Eq. 15)

Sendo n o total de resultados obtidos pelo
laboratério ou bateria analitica e k 0 nimero de resultados
positivos obtidos pelo laboratdrio ou bateria analitica®.

A concordincia, o pardmetro qualitativo
equivalente = ao  paridmetro  quantitativo  de
reprodutibilidade, é a probabilidade de dois materiais
de teste idénticos provenientes de diferentes
laboratérios ou de diferentes baterias analiticas (em
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estudos intralaboratoriais sob condi¢cdes de precisido
intermediaria) fornecerem o mesmo resultado, ou seja,
que ambos sejam positivos ou negativos. A concordéncia
pode ser calculada de modo intuitivo enumerando-se
as associacOes de resultados concordantes positivos e
negativos de cada laboratério ou bateria analitica com
os demais resultados do conjunto. A concordancia sera
entdo o resultado da divisdo entre a soma de associacdes
de resultados concordantes positivos e negativos de
todos oslaboratorios ou baterias e a soma das associacoes
de resultados dos laboratdrios ou baterias. De modo
mais simples, a concordancia pode ser calculada pela
Equacao 16:

2[k(k-nb)] + nb(nb-1)-ACO[nb(n-1)
n*b(b-1)

CON =

(Eq. 16)

Sendo b o numero de laboratérios ou baterias
analiticas e ACO a acordancia®.

CONCLUSAO

A garantia da qualidade em analises qualitativas
deve estar baseada na avaliagdo dos pardmetros de
desempenho relacionados as propriedades analiticas
desses métodos. Contudo, nem sempre os pardmetros
conhecidos das analises quantitativas podem ser
aplicados as analises qualitativas. Na validacdo de
métodos quantitativos, alguns dos pardmetros estudados
sdo: exatidao; sensibilidade; seletividade; incerteza;
limites; e precisdo. No campo das analises qualitativas,
esses pardmetros possuem correspondéncia com as
taxas de falsos resultados, sensibilidade e confiabilidade,
seletividade, regido de perda de confiabilidade, limite de
detec¢ao e acordancia e concordéncia, respectivamente.
Tabelas de contingéncia e o teorema de Bayessaoadotados
na avaliagdo das taxas de falsos resultados, sensibilidade,
seletividade e confiabilidade. Os limites e regido de
perda de confiabilidade sdo determinados por meio de
curvas de probabilidade. Acordancia e concordéncia sao
estimadas a partir de conceitos de analise combinatoria.
A falta de referéncias bem estabelecidas para a
metrologia quimica em relagdo as analises qualitativas
e a crescente demanda por respostas bindrias confiaveis,
principais motivadores desse trabalho, sinalizam para o
fato de que a valida¢do adequada desses métodos deva
ser considerada um importante topico do presente e do
futuro das ciéncias analiticas.
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