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Avaliacao do pool de plasma caseiro como controle normal Ry
o o . 07/10/10
para o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTP) e

Evaluation if in-house preparations of polled plasma can be used as a normal control of partial
thromboplastin time (PTT)

Railson Henneberg'; Paulo Henrique da Silva%; Rogério Luiz Kopp?®; Aguinaldo José do Nascimento*;
Janaina Risczik Arruda Correa®; Fernanda Dal Molin®

TR resumo

Tempo de tromboplastina | Introdug@o: A utilizacdo correta de um plasma-controle para a comparagdo com o plasma do paciente nos
parcial ativada testes de coagulacéo é fundamental para a garantia de um resultado seguro dessas provas laboratoriais.
Poolde plasma caseiro | Objetivo: O presente estudo analisou a viabilidade do uso de um pool de plasma caseiro, realizado com
Controle de qualidade cinco (P5) e 20 (P20) amostras a partir de pacientes normais, para ser utilizado como controle normal
interno do tempo de tromboplastina parcial (TTP). Material e método: Os dois pools de plasma caseiro foram

analisados em relacdo a um controle normal comercial (AP). Foram 10 dias de experimento e a cada
dia os dois pools caseiro eram feitos. Para cada dia foi feito o TTP de P5, P20 e AP. Todos os pacientes
com solicitagdo de TTP, em cada dia do experimento, tiveram a relacdo de tempos (R) determinada
frente a P5, P20 e AP. As ferramentas estatisticas utilizadas foram média (X), analise de variancia e teste
de Tukey. Resultados: A analise estatistica demonstrou que os valores de TTP séo significativamente
diferentes entre AP e P5 e entre AP e P20, mas ndo ha diferenca significativa entre P5 e P20. Quando
a relacdo de tempos foi analisada, ndo houve diferenca significativa entre AP, P5 e P20. Conclusao: O
estudo demonstrou que pode ser utilizado como controle normal um pool de plasma caseiro, feito a
partir de cinco ou 20 amostras.

abstract ST

Introduction: Proper utilization of plasma control for comparison with the plasma of patients with coagulation | Partial thromboplastin
tests is critical to ensure a safe outcome of these laboratory tests. Objective: The purpose of this work was time

to know if in-house preparations of polled plasma can be used as a normal control of partial thromboplastin | In-house preparations
time (PTT). Material and method: We make two polled plasma, one with five (P5) samples and another with | of pooled plasma

20 (P20) samples, both of them from normal patients. Both pooled plasma were analyzed in comparison | gyajity control

with a commercial lyophilized control (AP). The experiment was performed in 10 days, and P5 and P20 were
made daily. At each day PTT was performed for P5, P20 and AP. All patients who asked for TTP, in each day
of this experience, got a time relation (R) determined by a P5, P20 e AP. Tukey test was used as statistical
analysis. Results: Statistically significant differences were detected among the PTT for AP and P5, AP and
P20, but no difference between P5 and P20 was observed. When the time relations were tested, there were
no significant difference, among AP, P5, and P20. Conclusion: We found that in-house preparations of polled
plasma (P5 and P20) can be used as a normal control of PTT.
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Introducao

O controle de qualidade em coagulacdo é essencial
para obterem-se resultados precisos e confidveis na prética
clinica. Além do controle de qualidade externo, que faz
uma avaliacdo de proficiéncia comparativa com outros la-
boratérios®, o controle de qualidade interno é uma forma
de cada laboratério medir individualmente suas variacdes
didrias®. Considerando que os resultados laboratoriais em
hemostasia sdo criticamente dependentes da qualidade da
amostra, do método, dos instrumentos, dos reagentes?” e
das condicdes do equipamento empregado na realizacdo
do teste, mais importante se torna o papel do controle de
qualidade no resultado final desse processo.

O tempo de tromboplastina parcial ativada (TTP) é um
teste screening usado para a deteccdo de deficiéncias ou
inibicdes dos fatores de coagulacdo correspondentes as
vias intrinseca e comum e do anticoagulante IGpico, além
de ser utilizado no monitoramento de pacientes sob uso
de heparina de alto peso molecular®.

Diferentemente do tempo de protrombina (TP), os
resultados de TTP ndo utilizam valores da relagdo norma-
tizada internacional (RNI) e nem sao avaliados pelo indice
de sensibilidade internacional (ISI). O TTP do paciente é
expresso em compara¢ao a um pool de plasma normal,
geralmente adquirido no comércio e de boa procedéncia.
Muitos laboratérios utilizam um pool de plasma normal,
feito no préprio laboratério, como controle do TTP, e a
composicdo (ndmero de plasmas que o compde) varia de
laboratério para laboratério®. O resultado do TTP deve
ser informado em segundos e comparado com o valor do
controle normal, e o valor de referéncia deve ser dado em
relacdo ao controle normal®. O resultado do TTP também
pode ser liberado por uma relacdo de tempos (R) entre
o valor do TTP do paciente e o do controle normal; essa
relacdo de tempos € um parametro de uso clinico®®.

Os laboratérios de analises clinicas utilizam como con-
trole normal, para o TTP, um plasma comercial liofilizado
ou um pool de plasma caseiro. A discusséo que fica é se
0 pool de plasma caseiro pode ou nao ser utilizado como
controle normal. Além disso, para laboratérios de peque-
no a médio porte, que realizam entre cinco e 10 TTP por
dia, o custo do plasma comercial pode onerar o exame a
ponto de tornar-se um prejuizo realiza-lo nos padrdes de
qualidade especificados. O presente estudo visa validar
uma alternativa ao controle comercial: a producdo de um
controle normal caseiro a partir de um pool de plasmas
de pacientes normais.

Material e método

Foram utilizados dois pools de plasma normais prepara-
dos diariamente a partir de plasmas de pacientes atendidos
no Ambulatério do Hospital Universitério Evangélico de
Curitiba (HUEC) entre os dias 17 e 30 de marc¢o de 2010,
totalizando 10 dias de experimento. O primeiro pool con-
sistiu da mistura de cinco plasmas (P5) e o segundo, de 20
plasmas (P20). Os plasmas utilizados em P5 também foram
utilizados em P20. As amostras selecionadas para o pool
foram as que apresentaram resultados de TTP entre a faixa
de referéncia de normalidade de + 5 segundos do valor do
controle normal®. Amostras com hemdlise, lipémicas ou
ictéricas foram recusadas. Para o preparo dos respectivos
pools, separou-se o volume de 500 pl de plasma de cada
amostra em tubos de pléstico para ser misturado com os
demais em duas por¢des distintas: um tubo contendo cinco
plasmas dentro da normalidade (P5) e outro contendo 20
plasmas dentro da normalidade (P20). O pool de plasma
comercial (AP) utilizado foi da marca Siemens.

A cada dia foi feito um P5 e um P20. Apds a realizacdo
dos pools, foi feito um TTP do P5, do P20 e do AP. A cada
dia do experimento, para todos os pacientes que tinham
solicitacdo de TTP, foi realizada também a relacédo de
tempos (R). Cada paciente do dia tinha uma relacdo de
tempos para P5, P20 e AP. O tamanho amostral utilizado
foi de 960 pacientes, sendo 320 para cada controle (P5,
P20 e AP); esse tamanho amostral foi utilizado para o cél-
culo de R. O TTP foi realizado no sistema de coagulacéo
da Dade-Behring BCS®, que utiliza um sistema ético para o
processamento coagulométrico das amostras. O fotdmetro
faz leituras das amostras nos comprimentos de onda de
340, 405 ou 570 nm.

Para a comparacao dos resultados obtidos, foram rea-
lizadas duas andlises estatisticas: a primeira comparou os
valores do TTP para AP, P5 e P20 e a segunda, a relacao de
tempos de cada paciente do dia para P5, P20 e AP. Os dados
foram avaliados utilizando-se as ferramentas estatisticas,
média (X), analise de variancia e teste de Tukey.

Resultados

Na Tabela sdo apresentados os valores do TTP com
AP, P5 e P20 para cada dia do experimento. A Figura 1
mostra a analise estatistica dos valores diarios de TTP para
AP, P5 e P20. A andlise da varidncia e o teste de Tukey indica-
ram que existe diferenca estatisticamente significativa entre
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JELTIER Valores de TTP com AP e pools P5 e P20

Dia TTP (AP) TTP (P5) TTP (P20)
01 26,9 25,6 23,7
02 27,4 30,3 26,1
03 27,3 25,2 25,9
04 28 25,4 25,4
05 28,6 25,6 24,4
06 28 25,9 25,3
07 27,9 26,3 25,3
08 29,1 26 26,2
09 28 26,1 24,9
10 27,4 26,2 25,6
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Figura 2 - Andlise de varidncia entre as relagdes de tempo entre AP, P5 e P20

AP: pool comercial; P5: pool de cinco amostras; P20: pool de 20 amostras; TPP:

tempo de tromboplastina parcial.

Letras diferentes indicam que hé diferenca estatisticamente significativa (Turkey,
p < 0,05).

TTP: tempo de tromboplastina parcial; AP: controle comercial; P5: pool
de plasma de cinco amostras; P20: pool de plasma de 20 amostras.
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Figura 1 - Andlise comparativa entre as médias encontradas dos pools AP, P5 e P20

AP: pool comercial; P5: pool de cinco amostras; P20: pool de 20 amostras;
TPP: tempo de tromboplastina parcial.

Letras diferentes indicam que hé diferenca estatisticamente significativa (Turkey,
p <0,05).

AP e P5 e entre AP e P20; P5 e P20 nao diferem estatis-
ticamente.

A andlise da variancia, para R, indica que ha pelo menos
uma diferenca entre as médias dos trés tratamentos. Essa
andlise esta representada na Figura 2. O teste de Tukey
indicou que a Unica diferenca ocorreu entre o tratamento
AP e o P20. Todas as outras combinacdes apresentaram
médias semelhantes estatisticamente. Nao ha diferenca
entre P5 e AP, nem entre P5 e P20.

As médias por experimento variaram de 1,04 a 1,35, o
que dé credibilidade aos resultados. Os valores médios sdo
muito préximos (AP =1,07; P5=1,13; P20=1,17), o que
reflete uma variacao percentual de aumento de 6% e 10%
para P5 e P20 em relacdo ao controle, respectivamente,
o que pode ser considerado desprezivel, dentro do erro
experimental. A Figura 3 representa esses valores.
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Figura 3 - Figura 3 - Valores médios para a relagdo de tempo entre AP, P5 e P20

AP: plasma comercial; P5: plasma de cinco amostras; P20: plasma de 20 amostras;
TPP: tempo de trombaplastina parcial.

Como o TTP deve ser avaliado em relacdo a um con-
trole normal e a partir deste se faz o valor de referéncia
(geralmente o valor de referéncia é o controle normal + 5
segundos), a discussdo que se faz é de qual controle normal
utilizar: um plasma comercial ou um pool de plasma caseiro.
O pool de plasma caseiro pode ser mais representativo da
populacdo que o laboratério atende®. Contudo, que dife-
renca tem um pool de plasma caseiro com poucas amostras
de um pool de plasma caseiro com muitas amostras? Os
autores diferem quanto ao nimero de amostras que com-
pdem o pool. Para Silva et al.®), em laboratérios com rotina
elevada, o pool caseiro deve ser preparado utilizando-se en-
tre 30 e 50 amostras de plasmas normais. J& de acordo com
o resumo produzido pelo Programa Nacional de Controle de
Qualidade (PNCQ)®, gerenciado pela Sociedade Brasileira
de Anélises Clinicas, um pool de plasmas normal pode ser
produzido pelo laboratério e usado para controle interno
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de qualidade desde que seja preparado com amostras de,
pelo menos, cinco individuos sem histérico de sangramento.
Segundo Barrantes®@, para se preparar um plasma-controle
representativo, deve ser feito um pool de 10 amostras de
pacientes normais.

Devido a essas discrepancias é que se fez a compara-
cdo estatistica entre P5, P20 e AP. Os resultados do TTP
para P5, P20 e AP foram estatisticamente diferentes e
os valores de P5 e P20 foram mais baixos que os valores
de AP. Isso demonstra que o pool de plasma caseiro é mais
representativo dos valores de TTP da populacdo atendida.
O pool de plasma caseiro passa pelas mesmas etapas das
amostras com as quais tera seu resultado comparado (co-
leta, centrifugacéo, pipetagem e manuseio), além de fazer
parte do universo delas. O controle comercial é produzido
industrialmente e obtido a partir de um pool de plasmas
estabilizado com tampdo, liofilizado e, entdo, para uso,
reconstituido com agua. Portanto, ele ndo passa pelas
mesmas condicdes de preparo das amostras analisadas em
um laboratério de anlises clinicas. Alguns autores, como
Barrantes® e Stiene-Martin et al.®, concordam que os
plasmas-controle normais podem ser preparados no proprio
laboratério. Além do aspecto econdmico, a vantagem de
um controle interno produzido com amostras do publico

atendido pelo laboratério é minimizar as variaveis as quais
o teste de TTP esta sujeito.

Quando a relacdo de tempos é analisada, existe uma
diferenca estatistica entre AP e P20, que é desprezivel quan-
do se considera o erro experimental. A relacdo de tempos
nao mostrou diferenca significativa entre P5, P20 e AP. A
relagdo de tempos é utilizada quando o paciente esta fazen-
do uso de heparina de alto peso molecular (quanto maior
for R, mais anticoagulado esté o paciente). Para avaliagéo de
coagulopatia, o valor de referéncia é estabelecido a partir
do controle normal.

Os dados obtidos neste estudo mostram que se pode
utilizar um pool de plasma, preparado diariamente a partir
de amostras com resultados normais, como controle de
qualidade interno e substituir o uso do controle comercial
normal na realizacdo do TTP.

A proposta do uso de pool de plasma de pacientes nor-
mais como controle de qualidade nos testes de TTP pode,
portanto, ser empregada em laboratorios de pequeno porte,
visto que estes ndo precisardo mais do que cinco amostras
de pacientes normais para a confec¢ao do pool. Laboratdrios
de grande porte, com rotina elevada, podem utilizar um
pool de 20 plasmas normais como controle de qualidade.
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