ato_Nacional de Saude

ot »
mtiss Tedich
o v
I i,‘ g

Controlo da Qualidade em
Hemoglobinopatias

Armandina Miranda
armandina.miranda@insa.min-saude.pt

_Programa Nacional de Avaliagao Externa da Qualidade =

Departamento de Promocéao da Saude- DPS
Grupo de Trabalho de Hematologia do PNAEQ-DEP, INSA ,Lisboa

Apresentado no 42° Congresso Brasileiro de Analises Clinicas| 21 -
24 Junho 2015 - Rio de Janeiro

( ’ /nstituto_mgiRciJCQ?OIJggee Saude ?%Tm"‘f &5; C\SB AC é&o [E-pr

Ll




ey

Hemoglobina

A hemoglobina é uma metaloproteina globular tetramérica

Grupo heme

Cadeia

Glébulo

Vermelho Cadeia

B

Representacdo da estrutura de uma molécula de hemoglobina.

» duas subunidades
tipo a
e duas tipo nao-a

» quatro grupos heme
(grupo prostético)
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= Hemoglobinas humanas nos diferentes periodos do desenvolvimento

Local da eritropoiese
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Hemoglobinas humanas na vida adulta

Hemoglobina cadeias percentagem
Hb A o5, 96 a 98 % da Hb total
Hb A, 00, 2 a 3,0 % da Hb total

Hb F o2 < 1 % da Hb total




Hemoglobinopatias

doencas monogénicas hereditarias de transmisséo ) 0D

autossdmica recessiva resultantes de mutacbes que AS P Q

afetam o0s genes responsaveis pela sintese das cadeias de ) D @

globina da hemoglobina, ou as suas regides regulatorias ‘ Pm
A, A5 L] s

Podem ser classificadas em dois grupos principais:

v’ Talassemias

Resultam da diminuicdo ou auséncia de sintese de uma ou mais
cadeias de globina. Ex B- talassemia, a- talassémia

v’ Variantes estruturais

Hemoglobinas de estrutura anomala- 95% devidas a substituicao de
um aminoacido, Ex Hb S, Hb C, Hb D, Hb E, Hb Lepore
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W: A forma mais eficaz de controlo desta patologia é a preven¢ao:

U Detecao e identificacdo de portadores de hemoglobinopatias

U Aconselhamento genético de casais em risco

O Oferta de diagndstico pré-natal

U Estabelecimento de centros de referéncia de acordo com as recomendacoes

U Investigacdo em hemoglobinopatias

U Realizacao de registos

U Formacao do pessoal de saude e do publico em geral




A forma mais eficaz de controlo desta patologia é a preven¢ao:

U Detecao e identificacéo de portadores de hemoglobinopatias e
de casais em risco

rastreios e confirmacdes em colaboragdo com
laboratorios de saude publica, e outras entidades de

- - . . &
saude, publicas e privadas 24 !
.'-' A I"-.::-: :-."' ! . :::. 'l_|

/
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U Estabelecimento de centros de referéncia de acordo com as recomendacdes

0
&

laboratorio diferenciado na area das hemoglobinopatias, que dispde
de tecnologias com maior sensibilidade e especificidade.
Colaboracéao com laboratério de diagnéstico molecular e com o
laboratdrio de investigacao.

0 Formacéo do pessoal de saude e do publico em geral

estagios, atividades letivas, seminarios, elaboracdo de
folhetos de divulgacdo, colaboracdo com o PNAEQ
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Antenatal screening: combinations that give rise to the risk
of a foetus affected by a severe haemoglobinopathy

(adapted from the work of Prof. B. Modell and published by the UK National Screening Committee)

Father

- thalassazmia
G- thalassaemia

Mother
L] | mm
E|  E| = 2 3 |, E| E
' & =
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o™ thalassaemia

o - thalassaemia

H:

nig

Serious risk:

Less serious risk:

Mo risk

to offer counselling and antenatal diagnosis

to offer counselling and further investi gation mavkhe requirad
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Analises Laboratoriais:

/’
» Fase pré-analitica

N—
» Fase analitica

» Fase pds-analitica

analise requisicao
colheita amostra
transporte da amostra

conservagao da amostra

processamento e exame de

amostras biologicas

validagao
interpretacao

emissao relatorio
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Fatores que influenciam os resultados Laboratoriais:

Calibragoes

Condi¢oes ambientais

Equipamento

Sistemas de Controlo

Treino

1 Reagentes

Métodos

Colheitas e Transporte



Os resultados do processo analitico estao sujeitos a erros:

= Erros grosseiros

N&o tém qualquer justificacdo cientifica: resultam de falta de atencdo e organizacao

Ex: trocas de amostra, leituras incorrectas, transcricdes incorrectas

= Erros fortuitos

Resultam de imprecisées em medicdes. EX: leituras fotométricas, pipetagens, pesagens.

Afetam a reprodutibilidade dos resultados e podem ser avaliados através
da repeticdo de medicGes sobre o mesmo objeto.

= Erros sistematicos

Resultam de uma causa fisica ou quimica. Ex: deterioragdo de um padrao.

Sao responsaveis pela deslocacao de resultados todos no mesmo sentido,
altos ou baixos.

10
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Os erros sistematicos e fortuitos, somados em sucessao, ao longo do
processo analitico, sao causa de dispersao e variabilidade dos resultados
laboratoriais

Esta variabilidade que, em certa medida nao se pode evitar, tem que se
conhecer numericamente, para a podermos manter entre limites
constantes e de aceitabilidade

Controlo da Qualidade:

Processo estatistico para monitorizar e avaliar um procedimento analitico que produz
resultados.

Ensaios regulares dos produtos de C.Q. em paralelo com as amostras a analisar.

Comparacao dos resultados do C.Q. com limites estatisticos especificos ( intervalos
de valores).
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Estatistica do Controlo de Qualidade

Média (X) - somar todos os valores obtidos com o L Z X
[

controlo e dividir pelo numero total de valores.

Desvio padrao (D.P.) - é um valor estatistico que
quantifica a forma como um valor numérico esta em
relagdao com os outros.

Coeficiente de Variacao (C.V.) — corresponde ao
desvio padrao relativo a média, em percentagem.

Mediana — é o valor que ocupa a posi¢ao
central de um conjunto de valores ordenados
se o (n? impar) ou a média dos dois valores
centrais (n2 par).

n = n? de determinagdes

D.P.= x-x)

n-—1
D.P.x100
CV.(%)=—"2
X
n+1
N2 impar de valores — posi¢ao
2
. n n
N2 par de valores — média entre ? e E +1
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Precisao e Exatidao

A precisao corresponde a reprodutibilidade dos resultados.

A precisao quantifica-se através dos indices estatisticos:
» Desvio padrao

» Coeficiente de Variacao

A inexatidao corresponde ao desvio entre um valor obtido ou a média de
muitos valores em repeticao e o valor verdadeiro ou esperado

A inexatidao ou Bias quantifica-se em percentagem pela formula:

x — Alvo

Bias% = Ao X 100




Precisao e Exatidao

©

i Nao Preciso .
Preciso Preciso

N3o exato N3ao exato Exato
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Representacao grafica de precisao e exatidao

VszE(A)gEIRO(M()) : A e B representam distribuicdes com pequeno
' desvio padrao ou grande precisao.

4
>2

EXACTO .
PRECISO

O
z
m
20

[

& C e D representam distribuicbes com grande

EX desvio padrao ou baixa precisao.
. ~FAO-PRECTS0
\
B £XACTO B e C representam distribuicbes com resultados
||~ exatos.
NRO EXACT A e D representam distribuicoes com resultados
A Im:c:tsm:ﬁ'sL

nao exatos.

% : g

Exatiddo e Precisao nao estao
necessariamente relacionadas
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Precisao e Exatidao

Erros Exatidao

Erros Sistematicos:

= alteragdes conc. padroes
= alteragOes reagentes ou equipamentos

= alterag6es do controlo

Erros Precisao

Erros Fortuitos:

= imprecisdes nas pipetagens
» imprecisdes nas leituras fotométricas

= imprecisdes nas pesagens



Controlo de Qualidade Laboratorial

Processo estatistico para monitorizar e avaliar um procedimento analitico que
produz resultados

»Controlo de Qualidade Interno (CQI)
»Avaliacao Externa da Qualidade (AEQ)

v’ permite avaliar e melhorar 0s niveis de precisao e

exatidao analitica,

v harmonizacdo e comparabilidade de resultados

entre laboratorios

possibilitando a longo termo, uma avaliacao retrospetiva do desempenho do

laboratério, demonstrando a sua competéncia relativamente aos seus pares

17



Avaliacao externa da Qualidade
Objetivos principais:
= Harmonizagao e comparabilidade de resultados entre Laboratorios.
= Avaliacao da Exatidao dos resultados e reconhecimento de erros sistematicos.
= Educacional.
Métodos Estatisticos de Avaliacao de Resultados
Testes Quantitativos

Avaliacao da exatidao:

Indice de desvio:

Traduz o desvio individual da média ou mediana em relagao ao desvio
padrao apds eliminagao de valores aberrantes.

p=2"A", 100
~ Salvo

18



CQl Precisao - Quantificacao da Hb A2-Normal -2014

Carta de controlo

S&o utilizadas para representar graficamente os resultados do controlo de qualidade obtidos dia a dia ou

corrida a corrida

1° - Cal
2° - Cal

cular amédia dos resultados

cular o desvio padrao

3° - Calcular os limites do controlo da qualidade

Carta Controlo HbA, - 2014

%
33 - Nivel | - Variant Il S —_———————
34381 34401 Lote
Média Media+S Media+2S Media + 3S Media - S
Media-2S Media-3S - =MEQ - =MEQ+2S - =MEQ-2S
Lote -2014 | 34381 34401 Rejeicao de corrida:
SD 0,09 0,10
CV % 3,3 3,7 1,pp— Regra violada quando qualquer resultado de CQ estiver forade 3DP.
Média CV% 3,5

19



CQl Precisao - Quantificacao da Hb A2-Elevada -2014

%

Carta Controlo HbhA2 - 2014
Nivel Il - Variant Il

6,7 -
6,5
6,2
6,0
5,7
5,5
5,2
5,0
4,7 -
4,5

4,2

34382

— Media — Média +-1S Media+-2S
— -MEQ — -MEQ-2S — =-MEQ+2S

34402 Lote

—— Média +-3S

v'Os limites do controlo calculados séo inferiores aos do fabricante.

v'O laboratério deve criar a sua propria carta de controlo.

2,4

Lote /2014 34382 34402 | v'O CV diminuiu relativamente ao nivel de
SD 0,13 0,15 concentracao normal (mais baixo)
cv 2,3 2,5

20



AEQ Quantificacao da Hb A2 - 2014

1,30 - 1,30 1,25 "
! - X = vo
ID - 2014 HbA, — —
1,10 - S alvo
0,90 - 0,87 X=resultado do
laboratorio
0,70 -
0,50 -
0,30 - 021 024
0,10 - 0,05
-0,10 - 01AH1 01 AH3 02 AH1 O Q 03AH1 03AH2 04AH2 04AH3 O05AH1 O05AH2 O06AH1 06AH2 06AH3 PNAEQ
-0,01 2/14
-0,30 -+
-0,29 -0,32
0,50 - -0,39 o Excelentes 0 [<|ID|<|05
-0,51 -0,535 Bons 05 |<|ID|<| 2
-0,70 - 0.66
e Satisfatorios 2 |<|ID|<| 3
-0,90 -
Insatisfatorios ID| 2| 3
-1,10 -
B ID- NEQAS HbA2<3,5% ID - PNAEQ HbA2<3,5%
-1,30 - B ID-NEQASHbA2>3,5% [l ID-PNAEQHbA223,5%
. Metas analiticas para o ET -quantificacao da Hb A
Variant Il HA 8160 P g ¢ 2
] ET% Hb A2
. . Metodologia
Bias Cv ET Bias Cv ET
Variabilidade bioldgica 45
'0,3 310 5,2 4,3 2,6 8,6 Opinido de peritos > 9,0 (14,5%)
Al Necessidade clinica 7.0
x — Alvo — i
Bias% = —— x 100 ET |Bla5| ¥ Z X CV Andrea Mosca, Renata Paleari and Barbara Wild: Analytical goals for the
Alvo determination of HbA 2. Clin Chem Lab Med 2013; 51(5): 937-41.

Z=1,65

21



Ano Erro Total analitico
Hb A, <3,5% Hb A, >3,5% Hb A2
Variant 11 HA-8160 Variant 11 HA-8160 Variant 11 HA-8160
2011 7,2 6,4 6,9 8,4 7,3 53
2012 10,9 11,4 5,4 7,8 9,4 10,5
2013 8,1 6,1 6,5 12,0 6,0 6,4
2014 6,0 9,9 6,4 50 52 86
2015 538 12,1 8,7 8,7 6,2 10,9
15,0 -
ET %Hb A, HPLC-2011-2015
13,0 -
11,0 - 10,5 109
9,0
7,0
5,0
3,0
1,0
1,0 - 2011 2012 2013 2014 2015

mmm Hb A2 HA-8160

[ Hb A2 Variant |l

——Linear (Hb A2 Variant ll)

22




ET (%)

Erro total analitico- Hb F-2011-2015

Hb F < 2,0% Hb F >2,0% Média anual
ANo Variant |1 HA-8160 Variant 11 HA-8160 Variant 11 HA-8160
. CcVv . cVv . cv . cVv . .
|Bias| %) ET ||Bias| %) ET ||Bias| %) ET | |Bias| %) ET ||Bias|| CV | ET ||Bias|| CV | ET

2011| 32 | 45 (106 | 38 | 30 | 88 | 1,6 [ 26 | 59 | 54 | 47 [132| 21 | 35 | 80 | 1,6 | 39 | 80
2012 | 68 | 39 | 132|211 | 28 | 257 | 28 | 28 | 74 | 78 | 14 [101| 21 | 34 | 76 |154 | o1 | 189
2013 | 17.0 | 38 | 233|258 | 27 (303 | 06 | 27 | 51 | 92 | 20 [ 125|146 | 33 | 200|235 | 24 | 274
2014| 09 | 31| 60 | 68 | 33 122 21 | 20 | 54 | 34 | 15 [ 59 | 12 | 6 | 54 | 42 | 24 | 82
2015 | 31 | 52 [ 11,7273 | 50 [ 356 | 18 [ 23 | 56 | 07 | 37 | 68 | 1,7 | 3g | 7.8 | 196 | 44 | 268

Erro total
Hb F <2,0% Erro total
380 35,6 gig ] Hb F >2,0%
34,0 30,3 300 -
30,0 —~ 26,0 -
26,0 R 22,0 -
22,0 < 180 1 13,2
18,0 = 14,0 A
10 W 10,0 - 5.9 59 54 6856
6.0 2;8 | . I
" 2011 2012 2013 2014 2015 2011 2012 ,‘?;%103 2014 2015
Ano s HA-8160 Variant I| ==———HA 8160 = Variant ||
m— HA-8160 Variant ||~ e A 8160 == \/ariant Il
Erro total Hb F
38,0
27,4 26,8

. 28,0 -

X

o

~ 18,0 -

! 2
0 8,0 82 7.8
| P
_2'0 J T T 1
2011 2012 2013 2014 2015

= HA-8160 Variant || =——fA08160 = Linear ( Variant I1)



CQl-Precisao Quantificacao da Hb S- 2014

Carta Controlo HbS - 2014

% .
’ - Variant |l

33,0

32,0 A

31,0 A

30,0 1

29,0 A A

28,0 A

27,0 | o /

26,0

25,0 \ ‘ ‘
34382 34402

—\édia = Média+S Média+2S == Média+3S =——Média-S Média-2S == Média-3S ==@=Controlo

Lote /2014 34382 34402 Excelentes | 0 |<|iD|<| 05 i — EoA s

media 27,9 29,5 Bons 05 |<|ID 2 S alvo

X= Itado d
SD 0,35 0,42 Satisfatorios 2 |<|ID |ab(r3$ztjér?oo °
1,3 1,4

CV% Insatisfatorios ID
1,3

IA

IA

IA
w

v
w
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AEQ Quantificacao da Hb S- 2014

1,2 -
1- ID - Hb S -2014
0,8 -
0,6 -
0,4 - 0.2
e ]
0 L oo L]
-0.2 1 -0,1 ’ -0,1
04,
-0’6 i
-0’8 i
1 - -0,9
1,2 - -1,0
' m NEQAS B PNAEQ
Variant ” HA 8160 Excelentes 0 |<|ID|<| 05
Bons 05 |<|ID|<]| 2
Bias%| CV% | ET% |Bias% |CV% | ET% Isa”s_faf“"rf"_s S
nsatisfatorios 2
2.1 1,3 42 40 1,8 | 7,0
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Experiéncia PNAEQ: AEQ no ambito das Hemoglobinopatias

v'Quantitativos

Avaliacao de equipamentos/metodologias:
Hb A2,HbF HbS

Comparagao com laboratdrios peritos, CV%, % de corretos (ID)

v'Qualitativos

Identificacao da fracao
Comparag¢ao com laboratdrios peritos e identificacao de correto

v'Casos de estudo

Critérios de selecao: interesse clinico e disponibilidade de resultados

Anadlise das respostas e comentarios dos laboratorio peritos:
Qualificacao na interpretacao de resultados
Avaliacao de conhecimentos e competéncias

26
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PNAEQ :Hemoglobinopatias
2011-2014

8 ensaios: 2 amostras por ensaio ( amostras liofilizadas ou amostras de
sangue total em EDTA) e 1 caso estudo.

Participacao ativa e N2 laboratdrios participantes

100 - o6
80 - ~86
60 -
40 -
20 | ~22——22—23—23— 942325 25
0
1 ‘ 2 ‘ 1 ‘ 2 ‘ 1 ‘ 2 ‘ 1 ‘ 2 ‘
2011 ‘ 2012 2013 2014

Ne laboratorios —Participac¢ao ativa %

27



Avaliacao de equipamentos/metodologias: Hb A, ,

2011-2014: 8 amostras

Hb A, Normal

Todos os métodos

HLPC

Diferentes modelos / fabricantes

Eletroforese
capilar

Cromatografia
microcoluna

Eletroforese
/densitometria

Alvo

N Média Minimo Maximo CV % peritos Média Minimo Maximo CV % N Média CV% N Média N Média CV%
2011-amostra liof 22 2,7 1,7 3,2 9,6 15 - 2,7 2,4 2,9 6,5 1 31 1 2,3 2 2,1
2012-amostra liof 24 3,2 2,5 4,0 14,2 | 16 3,0 3,2 2,6 3,9 12,0 3 28 | 12,7
1 2,7 1 4,0
2013- sangue EDTA 21 2,6 2,1 4,5 10,5 15 2,6 2,6 2,1 4,5 11,6 2 2,6 2 3,6
2013-amostra liof 21 3,1 2,3 4,0 16,1 15 2,9 3,2 2,3 3,9 14,5 3 2,6 1,8 1 2,3 1 2,7
2014-sangue EDTA 25 3,0 25 3,6 10,2 | 19 3,0 3,1 2,7 3,6 8,8 2 2,6 - - - 3 2,3
Hb A, Elevada
. HLPC .. |Cromatografia Eletroforese/
Todos os métodos = = : Eletroforese capilar| . . :
Diferentes equipamentos e metodologias microcoluna densitometria
N Média Minimo Maximo CV% sgi"tos Média Minimo Maximo CV % N Média CV% N  Média N  Média
2011-amostra liof 23 4,7 3,9 5,2 6,3 17 - 4,7 3,9 5,2 57 - - - 1 4,5 2 4,7
2013- sangue EDTA 23 4,7 3,8 6,0 11,4 | 17 4,8 4.8 3,9 5,7 10,2 3 4,6 3,7 - - 2 53
2014- sangue EDTA 26 5,2 4,2 6,1 9,8 21 5,2 4,2 6,1 9,1 4 55 - - - 2 55

* 5 ensaios com amostras Hb A2 normal
* 3 ensaios com amostras Hb A2 elevado

* Todos métodos — Normal CV% 9,6 -16,1%

6,3-16,1 Elevado CV% 6,3 —-11,4%

* A maioria dos laboratérios utiliza HPLC

5,7-14,5

* HPLC -

Normal CV% 6,5 —14,5%
Elevado CV% 5,7-10,2%

Os métodos automatizados considerados satisfatorios para o doseamento da Hb A,:
o HPLC e a eletroforese capilar.A eletroforese seguida de densitometria ndo é considerada aceitavel.

28




18,0

16,0 -

14,0 -

12,0 -

10,0 -

8,0

6,0 -

4,0 -

2,0

0,0 -

CV % Hb A,, niveis normais e elevados-2011-2014

16,1

11,4
10,2 10,2

9,8
91

9,6

6,5 6,3
5,7

2011 2011 2012 2013 2013 2013

2014

2014

Todos -Elevado
HPLC -Elevado

- Todos-Nivel normal
-HPLC-Nl’veI normal



et
' Doseamento da Hb A,

Analise da exatidao

i'l- -
. Hb A, Normal
Todos os métodos HLPC-todos
% %
- - s resultados Alvo o s . o
N Média Minimo Maximo CV% . . . N ) Alvo Minimo Maximo CV% insatisfatori
insatisfatori peritos 0s
0s
2011- . 22 2,7 1,7 3,2 9,6 0,0 15 - 2,7 2,4 2,9 6,5 0
amostra liof
2012- 24 32 25 4 142 22,7 16 3 3.2 2,6 39 12 143
amostra liof
2013-
sangue 21 2,6 2,1 4,5 10,5 4.8 15 2,6 2,6 2,1 4,5 11,6 6,7
EDTA
2018- 21 31 2,3 4 161 28,6 15 2,9 32 23 3,9 145 333
amostra liof
2014-sangue
EDTA 25 3,0 25 3,6 10,2 12,0 19 3 31 2,7 3,6 8,8 15,8

Hb A, Elevada

Todos os métodos HLPC-todos
%
resultado Alvo %
N Alvo Minimo | Maximo CV% s N : Alvo Minimo | Maximo CV% |insatisfat
. . peritos "
insatisfat orios
érios
2011-
amostra 23 4,7 39 52 6,3 0 17 4,7 3,9 52 57 0
liof
2013-
sangue 23 4,7 3,8 6 11,4 0 17 4,8 4,8 3,9 57 10,2 0
EDTA
2014-
sangue 26 52 4,2 6,1 9,8 0 21 52 4,2 6,1 9,1 0
EDTA

* Amostras normais-4 ensaios, respostas >3, 5 % (limiar para o diagndstico 8 tal)

% resultados insatisfatorios (todos os métodos): 4,8- 28,6%

* Hb A, nivel normal -

% resultados insatisfatérios (HPLC): 6,7-33,3 % .
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Doseamento da Hb A,
Resumo/Discussao

v’ Precisdo (AEQ)
HPLC-todos—CV: 5,7 a 14,5%
HPLC (do mesmo fabricante)- CV: 6,0 a 8,0 % (bibliografia)

v'Percentagem de resultados insatisfatérios

Nao se verificou uma diferenciagdo das amostras normais e patoldgicas
por todos os laboratorios participantes

Todos os métodos : 4,8-28,6 % HPLC: 6,7-33,3 %

v"Melhoria na qualidade dos doseamentos da Hb Ag

Calibragcao dos equipamentos, afericdo com materiais certificados e avaliagao do
controlo de qualidade interno, participacao em programas de AEQ

v'Envio de amostras para avaliacdo técnica dos equipamentos- PNAEQ

Bibliografia — Paleari et al. External quality assessment of Hb A,measurement: data from na italian pilot study with
fresh whole blood samples and commercial HPLC systems. Clin Chem Lab Med 2007;45:88-92



* Doseamento da hemoglobina

Hb F,

Hb F Normal (Hb F< 1%)

Todos os métodos HPLC-todos Electroforese capilar Desnatu_ragao Elect_rofores_e
alcalina densitometria
. . . - . Maxim . - 1
N Média | Minimo |Méaximo| CV% N Média |[Minimo o CV% N Média| CV% N Média N Média
2012 sangue
EDTA - 20 0,3 0 0,8 100 18 0,2 0 0,6 100 1 3,7
2013-sangue 22 0,6 0 0,9 35 18 | 06 | 04 | 09 | 24 3 | 03 | 720 1 0,9
EDTA
2013- sangue
EDTA 18 0,4 0,2 0,9 42 17 0,4 0,2 0,8 37 1 1,5
2013- sangue
EDTA 18 0,2 0 0,8 90 17 0,2 0 0,5 71 1 1,9
2014- sangue
EDTA 21 0,4 0,1 0,9 58 19 0,4 0,1 0,8 55 1 0,9
2014- Liofilizado 19 0,3 0 2 156 16 0,1 0 0,4 58 2 1,05

* A maioria dos laboratorios utiliza HPLC

* Todos os métodos-CV% : 35 a 100

* CV % elevados- gama de concentragao muito baixa

* HPLC- CV% : 24 a 100
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* Doseamento da hemoglobina

Hb F,

Hb F Elevada (Hb F>1%)

Todos os métodos HLPC Electroforese capilar Desnatqragao Elect_rofores_e

alcalina densitometria

N Média |Minimo [Maximo| CV% N Média |Minimo|Maximo| CV% N Média | CV% N Média N Média
2011-

amostral 19 1,7 1,5 2 7,9 16 1,8 15 2 7,6 1 1,6 -
liof
2011-

amostral 22 4,7 3,8 5,3 8,7 18 4,9 4,2 5,8 9,9 1 4,2 2 4,4
liof
2012-

sangue 21 1,8 0,7 2,5 24,5 17 2 1,7 2,5 10,4 1 1,1 1 0,3 1 0,8
EDTA
2012-

sangue| 17 45 0,6 5,6 23,9 15 4.8 4,1 5,6 10,2 1 3,9 1 14,2 1 0,6
EDTA
2013-

amostral] 20 1,8 0,6 2,5 24,3 16 2 1,8 2,5 9,0 3 0,9 26,7 - - 1 3,3
liof
2014

sangue| 24 11 0,3 2,1 26,7 20 1,1 0,9 1,3 9,6 2 1,7 - 1 0,3
EDTA
2014

sangue| 24 2,0 0,9 2,5 19,3 19 2,1 1,8 2,5 10,1 2 1,2 2 1,2
EDTA

* Todos os métodos -CV% : 7,9% a 26,7%

* HPLC-CV% :7,6 a 10,4
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* Doseamento da hemoglobina

Hb S

Hb S
Todos 0s métodos HLPC Electro_forese Elect_rofores_e
capilar densitometria
- Alvo . L . L
N Média | CV% N : Média | CV% N Média N Média
peritos
2012-
sangue 23 36,6 5,5 15 37,8 37,8 5,9 2 39,6 2 37,1
EDTA
2013-
sangue 17 37,1 4.8 12 37,9 36,3 5,7 2 39,6 1 37
EDTA
2014 -
Sangue 23 34,9 3,3 16 349 35 3,4 2 36,3 3 34,3
EDTA
2014 -
Sangue 22 37,8 3,0 15 37,3 37,5 2,8 2 38,3 4 38,2
EDTA

* A maioria dos laboratorios utiliza HPLC

* Todos os métodos-CV% : 3,0a5,5%

* HPLC- CV% :2,8a5,9

Verifica-se uma melhoria da reprodutibilidade dos resultados em 2014:
CV%- 3,0-3,3 (todos os métodos) e CV%-2,8-3,4 (HPLC)
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Experiéncia PNAEQ: AEQ no ambito das Hemoglobinopatias

v'Qualitativos

Identificacado da fracao
Comparag¢ao com laboratdrios peritos e identificacao de correto

v'Casos de estudo

Critérios de selecao: interesse clinico e disponibilidade de amostras
Anadlise das respostas e comentarios dos laboratorio peritos:
Qualificagao na interpretacao de resultados
Avaliacao de conhecimentos e competéncias
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* Hemoglobinopatias: Identificacao das fracoes de hemoglobina-
2011-2014: 8 ensaios, 13 amostras

2011-2014

Identificac&o da fracao - N° % Resultados

Incorrecéo

correto amostras corretos
N&o identificacdo Hb A
As-F-A 8 48 - 88,9 N&o identificagdo Hb F
Identificacdo de Hb C

Nao identificacdo Hb A

As-F-A-S 4 36,8-70,8 N&o identificacdo Hb F e/ou Hb A,

N&o identificacdo Hb S

N&o identificagcdo Hb A, e/ou Hb F
As-F-A- 1 32

N&o identificacdo Hb Lepore

B = Qutra fragdo. Especifique qual.

Insatisfatorios:

» Nao identificagdo da presenga de Hb A, que constitui um requisito importante, pois
distingue o portador, das situagdes clinicamente graves

» Nao identificacdo da hemoglobina variante presente na amostra
36
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Hemoglobinopatias-Casos estudo/Amostras com interpretac¢ao resultados
2011-2014: 7 casos estudo e 10 amostras de sangue total para avaliagao técnica e interpretagao laboratorial

11 portadores de variantes Hb, 3 port B tal ,1 port de 8B tal, 1 homozigotia a*tal e
1 normal.

Interpretacdo correta - Laboratorios Interpretacéo correta

peritos

Caso estudo 1 éPortador de Hemoglobina Lepore

Sangue EDTA ortador de Hemoglobina Lepore

'Sem evidéncia de variante de Hb ou
talassémia-Normal
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% de Diagnosticos laboratoriais corretos : 11 portadores de variantes Hb, 3 port B tal ,1 port de 58

: i Hemoglobinopatias-Casos estudo: interpretacdo resultados/diagndstico laboratorial
- tal, 1 homozigotia a*tal e 1 normal.
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v'Hb O-Arab e Hb Lepore:Variantes Hb com menor % de corretos
v'Hb S - variante de Hb que apresentou melhor desempenho

v'Talassemias - 6B talassemia com menor % de corretos
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Conclusoes

Laboratdrio

Realizacao de CQl e AEQ para monitorizacao da reprodutibilidade e da
exatidao analitica

Calibracao dos equipamentos, afericao com materiais certificados.

Organizadores dos programas AEQ

Envio de amostras para avaliacao técnica dos equipamentos- PNAEQ

Envio de amostra com variantes Hb associadas a risco genético- PNAEQ

A monitorizacao do desempenho permite o conhecimento do estado da

arte atual e posterior comparagcao com 0s pares internacionais

39



PNAEQ

Grupo de trabalho de Hematologia

Grupo laboratorio Hemoglobinopatias
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O que e a Acreditagao?

A acreditacao de ensaios de analises clinicas
corresponde a um reconhecimento independente da
qualidade e competéncia técnica dos resultados. Qa

acreditacdo

Para que serve a Acreditacao? |

Ganhar e transmitir confianca na execucao de
determinadas atividades técnicas, ao confirmar a
existéncia de um nivel de competéncia técnica minimo,
reconhecido internacionalmente.



Metodologias utilizadas na caracterizacao analitica do fenotipo
Hemoglobinopatias:

v Técnicas electroforéticas

Focagem isoeléctrica em gel de poliacrilamida- Detecao e identificacao
de hemoglobinas variantes

v'Técnicas cromatograficas

HPLC de troca ionica da hemoglobina- Quantificagcdo da Hb A, e da Hb F

HPLC de fase reversa das cadeias de globina

v Estudos funcionais da Hb

Teste de solubilidade da HbS- confirmacédo da presenca de Hb S

Teste de estabilidade - Teste do isopropanol

Pesquisa de corpos de inclusao de Hb H
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Fluxograma do diagnodstico laboratorial

Eritrograma com
indices eritrocitarios

Focagem isoeléctrica

i Y-
:
W

Banda FIE

l

HPLC troca idnica

~
VGM < 80 fl Banda FIE
HGM < 27 pg zona HbS
(Fe/CTFFe) x 100>16% 1
Quantificagdo da Hb A2 Teste solubilidade-HbS
L4 . +
HPLC troca ionica HPLC troca idnica
+ \
Quantificagao daHb F 1
HPLC troca idnica _ .
/ 1 \ TS = positivo TS = negativo
+
Hb A2 T Hb A2N ou ¥ Hb A2 4 TRR de acordo l
HbF Nou T HbF N Hb F T com HbS Identificagdo
presuntiva HbD
Portador B Suspeita portador o Suspeita 5B Identificagdo Identificagdo
talassémia talassémia talassémia presuntiva HbS presuntiva Hb

(estudos familiares e
estudo do conjuge)

Se HGM<25pg

Suspeita portador of
talassémia

( estudos familiares e
estudo do conjuge )

Lepore

(estudos familiares e estudo do
conjuge)

Identificacdo
presuntiva, HbC)

HbE

|

Estudo cadeias e
globina RP-HPLC

!

cadeia a
ouf

Biologia
molecular DG
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v Técnicas electroforéticas

Focagem isoeléctrica em gel de poliacrilamida

técnica de electroforese em gel de poliacrilamida, que permite a separacao de proteinas de
acordo com o seu ponto isoeléctrico.

Hb D Hb S Hb Lepore
C - l l c C - l
S Sias. -l - S
-
& S &
Hb C
Hb E
- o C C
S | —
o— S
g E\ -
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v Estudos funcionais da Hb
Teste de solubilidade da HbS

Teste qualitativo que se baseia no facto da Hb S na sua forma
desoxigenada (reduzida) polimerizar quando em solucéo de fosfatos de
alta molaridade contendo um agente redutor (ditionito de sddio).

Positivo
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A detecédo de portadores de B talassemia caracteriza-se por:

e diminuicao do VGM e HGM
- aumento da Hb A, (4-6%)

Hb=12,6 g/dL
G.V.=6,21x1012/L

Hct=0,386
VGM=62,2 fL o
HGM=20,3 pg 50 oPae e
CHGM=32,6 g/dL Ml M5

_ o Esfregago de sangue periférico ap6s
RDW - 1 614 /0 coloragdo - GV microciticos

hipocrémicos

Quantificacéo da Hb A,-Preciséo e Exatidéo

vldentificacdo de Portadores de B talassemia- Rastreio pré-natal

v'ldentificacao de casais em risco

v'Pequena diferenca entre valores normais e elevados

Portadores de B tal atipicos:

sindices eritrocitarios proximos do normal

valores de Hb A, borderline (3,3-3,8%) tornam o diagndstico mais dificil)

Determinagoes fiaveis com alto grau de reprodutibilidade e exatidao
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Quantificacao da Hb F
Condicdes com Hb F aumentada:

- Fisiologicas
Recém-nascidos
Gravidez

 Hereditarias

OB talassemia

B thalassemia (alguns casos)

B talassemia major and intermédia

Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal
Drepanocitose- tratamento com hidroxiureia
Variantes de hemoglobina instaveis de cadeiaf3

 Adquiridas (Hb F vezes aumentada)
Leucemia

Mielodisplasia
Recuperacao de hipoplasia da medula 6ssea



s |

12am|

v Técnicas cromatograficas

HPLC de troca ionica da hemoglobina

Separa as hemoglobinas com base na sua carga global

Fracdes normais :

| . Hb A,
| ] -
v Quantificacéo relativa dos niveis de Hb A, — Port B tal Ry = (%)
v Quantificacao relativa dos niveis de Hb F- Port 8B tal e HPFH - W*f
Fracdes anoOmalas:
v Quantificacdo e Identificacdo presuntiva de variantes
: _ 1 «<—HbS
de Hb intervalos de tempos de retencao previamente (%)
estabelecidos: Hb S, Hb D, Hb C, Hb E. e % —
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Portuguesa
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Requisitos para a qualidade e competéncia
(IS0 15189:2012)
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Norma e 0161 I FUC

acreditacdo
Portuguesa ‘ o

L0279
Ensaios

Laboratorios clinicos
Requisitos para a qualidade & competéncia
(IS0 15189:2012)

As nao conformidades(NC):

ISO15189 5.1 No procedimento de Avaliacao Técnica do Pessoal — DPSUDR PE 43 _02L, ndo estava definido de
forma clara qual o critério em vigor para efeitos de desclassificacdo de um técnico no que diz respeito a
execugdo de ensaios (MF).

ISO15189 5.3 O plano de manutencao e calibracao para 2015 nao tinha sido cumprido (e.g. balanca Sartorius
1006-408 e Frigorifico 1006-096).(MF)

94 N LC -Todos-ISO15189 5.5 As massas de reagentes a pesar indicadas no procedimento da prova de
solubilidade ndo correspondiam as descritas no documento utilizado como referéncia (Laboratory methods for
detecting hemoglobinopathies - CDC, USA, 1984) (MF)

151 N LC - Todos- 1SO15189 5.1 Nao se encontrava definida a experiéncia profissional adequada area técnica
para o Responsavel Técnico (DPS)

As oportunidades de melhoria:
5LC-Todos-1S015189 5.5 Recomenda-se que no procedimento de ensaio correspondente a prova de
solubilidade seja feita referéncia as molaridades finais a obter nas solucdes de reagentes a preparar (MF)

ISO15189 5.5 Recomenda-se que a informacao relativa a valida¢ao dos ensaios seja sistematizada sob a
forma de relatério uma vez que a mesma se encontra atualmente dispersa por varios documentos (MF).

Validac¢ao dos procedimentos de exame



Filomena Seuanes
Sandra Copeto
Maria Teresa Seixas
Sandra Costa

Gisela Gaspar

obrigada

Colegas do PNAEQ e Grupo de trabalho de
Hematologia

Colegas do Departamento de Genética Humana
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