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Resumo

A definigao de varios conceitos necessdrios a avaliacio do desempenho dos métodos analiticos usa-
dos na pesquisa de residuos de medicamentos em alimentos, nomeadamente CCa (limite de decisao) e
CCP (capacidade de deteccao), bem como a sua forma de célculo e respectiva interpretagao dos resultados
obtidos sdo detalhadamente descritos.

A revisao que se apresenta pretende contribuir para melhorar a aplicacio da Decisao N°© 2002/617/CE
no espaco da lingua portuguesa, no campo da seguranca alimentar e do comércio internacional de alimen-

tos de origem animal.

Palavras-chave:CCa; CCp; Residuos de Medicamentos; Seguranga Alimentar

Abstract

The definition of the various concepts needed to assess analytical methods performance used in the
evaluation of drug residues in foods, namely CCa (decision limit) and CCP (detection capability), as well as
its calculating and the interpretation of obtained results are described in detail.

The present overview aims to improve the implementation of Decision No. 2002/617/EC in the Portu-
guese speaker countries in the food safety field, as well as at the international trade of food of animal origin.
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Introducao

A legislagiao actual da Unido Europeia (UE) so-
bre controlo de residuos de medicamentos de uso
veterinario em alimentos de origem animal nao obri-
ga a utilizagdio de métodos normalizados. Porém,
ndo se julgue que qualquer Pais pode usar as meto-
dologias que bem entender porque, a todos 0os mé-
todos analiticos que sejam utilizados na analise de
amostras colhidas no Ambito dos planos oficiais de
controlo de residuos de medicamentos veterinarios,
¢ exigido que demonstrem caracteristicas de desem-
penho e que cumpram os limites e critérios que se
encontram descritos, sob a forma de linhas orienta-
doras, na Decisao da Comissao 2002/657/CE!.

Desta forma, permite-se uma rapida adaptagiao
de métodos analiticos ja existentes aos mais recen-
tes desenvolvimentos tecnoldgicos, bem como se
oferece a possibilidade da rdpida utilizagdo de mé-
todos recém-desenvolvidos como resposta a proble-
mas emergentes. Uma vantagem muito significativa
deste tipo de comportamento ¢ o elevado grau de
flexibilidade possivel, que constitui uma enorme
mais-valia no sistema de avaliagao de risco em vigor
na UE, com o consequente aumento de protecg¢ao
dos consumidores. A referida Decisao!*! introduziu,
por outro lado, novos termos relativos ao desem-
penho analitico, nomeadamente limite de decisao
(CCa) e capacidade de detecao (CCP), incluindo
também as redefinicbes para os métodos de tria-
gem e de confirmacio, tendo sido abandonando o
conceito de método de referéncia para este tipo de
andlise.

Assim, este trabalho procura fazer uma revisao
dos conceitos associados aos limites analiticos aci-
ma referidos e apresentar as aproximacoes estatisti-
cas aliadas ao seu calculo. Por outro lado, procura,
também, explicitar os conceitos relativos aos proce-
dimentos analiticos de triagem e de confirmacio,
bem como discutir a influéncia dos limites CCa e
CCP na interpretacdo dos resultados obtidos por
aqueles métodos no controlo oficial da presenca de
residuos de medicamentos veterindrios em alimen-

tos de origem animal para consumo humano.

Definicoes

Um método de triagem ¢ utilizado para detec-
tar a presenga de uma substincia numa amostra a
um nivel requerido. Estes métodos tém capacida-
de para processar um elevado nimero de amostras
num curto espaco de tempo e que possibilitem
eleger as amostras potencialmente nio conformes.
Estes métodos devem evitar a obtengao de falsos re-
sultados conformes (falsos negativos) .

Um método de confirmacio € aquele que for-
nece indicagbes completas ou complementares
para a identificacdo inequivoca de uma substancia'.
Consequentemente os métodos cromatograficos
sem detecdo espectrométrica nio sdo adequados
como métodos de confirmagdo. No caso dos medi-
camentos veterindrios em que se encontra definido
0 LMR (limite mdximo de residuo)??, a especificida-
de do método de confirmacdo pode ser obtida pela
combinacdo de procedimentos analiticos.

O limite de decisio (CCa), ou concentra¢io
critica com erro a, € a capacidade de detecao (CCP),
ou concentracio critica com erro B, sdo dois para-
metros estatisticos importantes e caracteristicos do
desempenho dos métodos analiticos para a pesqui-
sa de residuos de medicamentos em alimentos. Es-
tas concentragoes criticas definem a capacidade de
um método detectar e quantificar a presenca dos
compostos pesquisados tendo em conta a variabili-
dade do método e os erros estatisticos associados a
resultados incorrectos'.

O CCa (limite de decisao) € a concentracao
a partir da qual uma amostra pode ser declara-
da nao conforme com uma probabilidade de erro
igual a a (erro de 1% para substancias nao per-
mitidas e de 5% para substancias com LMR) . No
caso das substancias com LMR, o CCa é a concen-
tracio a partir da qual, com uma certeza de 95%
(1-a), a substancia estd presente em concentra-
¢ao superior a0 seu LMR. A esta concentracio estd
também associado um erro 3, que € sempre de 50%,
estando este relacionado com a dispersio de
resultados e a probabilidade de ocorréncia de falsos

negativos.
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O CCP (capacidade de deteccao) de um mé-
todo ¢ o limite a partir do qual o analito pode ser
detectado, identificado e/ou quantificado com uma
probabilidade de erro B (erro de 5% para todas as
substancias permitidas ou nao)*. No caso das subs-
tancias com LMR, € a concentracdo a que o método
¢ capaz de detetar concentragdes no limite permiti-
do com certeza estatistico de 1-f.

Considera-se que uma amostra tem resultado
ndo conforme (resultado positivo) sempre que con-
tiver o analito pesquisado, no caso de se tratar de
uma substancia interdita, ou que, no caso de me-
dicamentos permitidos para utilizacio em animais
produtores de alimentos, o contenha em concen-
traciao superior ao respectivo LMR estabelecido no
Regulamento da Comissao n® 37/2010%.

De acordo com o disposto na Decisdao 2002/657/

método. Nos métodos de confirmaciao ambos os li-
mites analiticos, CCa e CCP, sdo exigidos.

Em resumo, o erro a indica sempre a proba-
bilidade de existéncia de falsos positivos enquan-
to o erro B da indicagao da possibilidade de falsos
negativos. Na prdtica o CCa € mais importante em
métodos de confirmagdo pois determina a con-
centracdo partir da qual se considera uma amostra
nao conforme. O CCB é mais importante em mé-
todos de triagem pois indica a capacidade de
detecdo de determinado composto com uma certe-
za de 95%.

A representacdo estatistica da dispersio de
resultados em compostos cuja presenca € proibi-
da pode ser observada na Figura 1. J4 na figura 2
representa-se a situacio para as substancias em

que o LMR se encontra estabelecido, sendo de

CEM para métodos de triagem, quer qualitativos, realcar que o desvio padrio da reprodutibilidade
quer quantitativos, apenas é necessdria a determi- interlaboratorial ¢ representado por o em ambas as
nacao do CCp, isto €, a capacidade de deteccao do figuras.
CCa CCB
i . 2.33 Op 1.64 Occa
3
f
Errop (5%) -
falso positivo
P Erroa (1%) -
falso positivo
v resposta
x CCa
Amostrasbrancas = Amostras fortificadas

Figural — Representacao estatistica do limite de decisao e capacidade de deteccao

para substancias de utilizacao proibida ou sem LMR estabelecido.
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CCa CCPB
\ 1.64 | 1.64
OimR | Occa
Emo B (5%) Erro a (5%) -
falso negativo falso positivo
A4 v .
p Pl v resposta v
X X LMR X cCa
Amostras brancas Amostras fortificadas

Figura 2 — Representacao estatistica do limite de decisao e capacidade de deteccao

para substancias com LMR estabelecido.

Calculo de CCa e CCp

Uma das aproximacoes para determinar os li-
mites analiticos CCa e CCf, de acordo com a Deci-
sa0 2002/657/CE!, consiste em realizar um estudo da
variabilidade da resposta analitica pela razao sinal/
ruido (§/R) de amostras brancas representativas das
amostras laboratoriais de rotina. Assim, para medi-
camentos veterindrios proibidos em animais desti-
nados a produgao de alimentos, ou sem LMR estabe-
lecido, o CCa corresponde a 3 vezes a média do S/R

de 20 amostras brancas.

CC(X = 3 X S/RZO amostras brancas

(equacao 1)

Efetuado este célculo, o CCf ¢ obtido apds for-
tificacdo de 20 amostras brancas ao nivel do CCa de-

terminado.

CCB = CCa + 1'64 X SDZO amostras fortificadas no CCa

(equacao 2)

Na equagﬁo 2’ SDZO amostras fortificadas no CCa »
¢ o desvio padrdo da reprodutibilidade interlabora-

torial de 20 amostras fortificadas ao nivel do CCa.
Para substancias com LMR estabelecido as determi-
nacoes sao feitas tendo por base o LMR, conforme é
apresentado nas equacoes 3 e 4.

CCa = CLMR + 1,64 x SDZO amostras fortificadas no LMR

(equagao 3)

CCB = CCa + 1'64’ X SDZO amostras fortificadas no CCa
(equacgio 4)

O procedimento para o calculo das concentra-
coes criticas de acordo com o apresentado na ISO
11843 baseia-se nas seguintes premissas: a fun¢ao
de calibracdo ¢ linear e assume uma distribuicio
normal, o desvio padrao residual é constante e inde-
pendente da concentragio.

O modelo de calibragdo linear ¢ dado pela
€quagao 5:

Yj=a+bx+e; i=123,.,1j=123.,]

(equagao 5)
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Onde: Y;j; corresponde ao sinal/resposta obtida
para a concentracdo 7 e réplica j, a ¢ a ordenada na
origem, b o declive da curva, x; a concentracao 7,
€ g; 0 erro associado a preparagao e resultado da
amostra (assume-se que ¢ independente e proximo
de zero).

O calculo de CCa e CCP, para compostos inter-
ditos ou cujo LMR ndo estd estabelecido, € feito pela
aplicacao das equagoes 6 e 7:

= Yecgma _ AN S S
CCO( - b - t(a,I]_z). b . \/K + I.] + Z{=1(x,-—a?)2

(equagao 6)

o |1 1 x2
CCB = 6(Q,B’1]_2).Z.\/E+U +m (

(equacgdo 7)

Em que t(q,5-2)€ 0 parametro t da distribuicao
t-student com erro associado a e graus de liberdade
iguala I] — 2, ¥ , a média de concentragoes, o o des-
vio padrio residual da regressao linear, K o nimero
de réplicas da concentragdo real, e 8(qp,1j-2) cor-
responde a uma funcdo estatistica ao qual esta asso-
ciado o erro a e f§ e que ¢ aproximadamente igual a
2tq1j-2)-

Para os casos em que existe um LMR estabeleci-
do os cdlculos matematicos sao os seguintes (equa-
coes 8 € 9):

xLMR+-7?2

Z{=1(xi—f)2

a 1 1
CCa = CLMR + t(a.II—Z)';-\/E + U +

(equacgao 8)

— [ 1 1 xLMR+9Z'2
CCB =Cyumr + 6(6!,5'1]_2).3.\]; + I + m

(equagio 9)

Aparte dos parametros anteriormente defini-
dos, C Mg € a concentracdo ao nivel do LMR e x g
refe-re-se ao resultado obtido na amostra quando
fortificada ao nivel do LMR.

O estabelecimento dos limites CCa e CCf, de
acordo com o estabelecido na Decisao 2002/657/CE!,
deve sempre ser precedido pela confirmacgao pratica

dos valores obtidos pelos calculos indicados®”.

Interpretacao dos resultados

Tendo em conta as definicoes e aproximacoes
estatisticas anteriormente apresentadas, a interpre-
tacao dos resultados pode seguir o esquema apre-
sentado na Figura 3.

Nos métodos de triagem, onde apenas € neces-
sdria a determinacdo do respetivo CCf, as amostras
que contenham residuos com concentragoes supe-
riores a esta concentracio, devem ser sujeitas a mé-
todos de confirmacao, de modo a verificar a confor-
midade das mesmas.

Definidos os limites analiticos caracteristicos
dos métodos de confirmagio pode dizer-se que es-
tes devem ser capazes de detectar/identificar os ana-
litos em 50% dos casos ao nivel do CCa e em 95%
dos casos o nivel do CCp.

Assim, e de forma prdtica, as amostras que de-
monstrem conter algum dos analitos pesquisados
numa concentragao igual ou superior ao CCa. esta-
belecido para o método de confirmagio, sio con-
sideradas amostras ndo-conformes, desde que seja
possivel concluir pela identificacio do residuo em
causa pela aplicacdo dos respetivos critérios de iden-
tificacao espectrométrica®. Caso contrario a amostra
¢ considerada conforme (negativa) com um grau de

confianca de 1-a.
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émostra CONFORME Amostra NAO CONFORME
1
!
€ 2 0%, .5% Errof
1 I
| |
< e 0% Erro a - Proibidos
! !
€ 2% 2 Erroa-LMR
; : q
CCa CCB

Figura 3 — Representacao da declaracao de conformidade/nao conformidade das amostras

Conclusoes

O processo de validacdo, de acordo com o
disposto na 2002/657/EC!, contempla as flutua-
coes experimentais (dia, operador, equipamen-
tos, matriz) estando estas, também, reflectidas nas
concentragoes criticas CCa e CCP determinadas
na validacdo. Consequentemente, estes parametros
reflectem de modo realista a variabilidade dos mé-
todos.

O conhecimento de CCa e CCP, que caracte-
rizam os métodos utilizados na rotina laboratorial
para a pesquisa de medicamentos veterindrios proi-
bidos ou com LMR definido em alimentos de origem
animal, permite ter a perce¢ao do nivel de confianga
associado ao resultado analitico.

Nesse sentido, a sucinta revisio apresentada
sobre CCa e CCB, a sua forma de cdlculo e, sobre-
tudo, como se interpretam os resultados obtidos
no controlo oficial da presenca de residuos de
medicamentos veterindrios em alimentos de ori-
gem animal para consumo humano, ndo deixard de
contribuir para uma melhor compreensiao dos con-
ceitos referidos e da sua aplicacio na pratica do
luz dos da Unido

dia-a-dia, a regulamentos

Europeia.
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