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Conceitos e definições

Verificação
E, P, LOD, IR,

Validação
• E, P, LOD, LOQ, IR

• Comparação

• Recuperação

• Clínica

• Em andamento

• Baseada no método

Teste in-house

(LDT)
• Novo/modificado

• Exclusivos

• Validade clínica

• PCR, NGS, HPLC, 

MALDI-TOF

Diagnóstico

Molecular
• Detectar

• Tipar

• Quantificar

• DNA/RNA



Diagnóstico molecular
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Regras do jogo – métodos próprios (LDT)

Regulamentação

“ Autoriza a fazer”

Certificações

“O que fazer”
Guidelines e referências

“Como fazer”



ZIKV

2016

CHIKV

2015

SARS-COV2

2019

H1N1

2009

qPCR

NGS

AE

BM



qPCR NGS

Diagnostics 2022, 12(7), 1539;

“Se mesmo resultado for observado em 

pelo menos dois ensaios independentes e o 

método destes ensaios já é estabelecido o 

resultado é considerado verdadeiro”

Concordância 

T, P, e N

Primers

E&S

Pré-validação



Amostras com 

resultado conhecido

Sequência ssDNA

RNA sintético

transcrição In vitro

T7 Sequência dsDNA

PCR

“Spike in”SARS-COV2

2019

N=60

Pré-validação
Conservante



Tamanho	amostral	(n) Concodância Limite	inferior	(95%	IC)
10 100% 69,15%

20 100% 83,16%

30 100% 88,43%

40 100% 91,24%

50 100% 92,87%

60 100% 94,04%

300 100% 98,78%

qPCR NGS

n = 558/561 - 99,4% - (95%CI 98,4-99,9%)



Método

teste

Acurácia

Capacidade

detecção

Precisão

Exatidão

Método

comparativo

Concordância

Intervalo 

reportável

CIQ&EP





Genes 2020, 11(10), 1183; https://doi.org/10.3390/genes11101183

Swab Nasal

(n=60, saudáveis)

TAATACGACTCACTATAGGGGTGAAATGGTCATG

TGTGGCGGTTCACTATATGTTAAACCAGGTGGAA

CCTCATCAGGAGATGCCACAACTGCTTATGCTAA

TAGTGTTTTTAACATTTGACAGGTACGTTAATAG

TTAATAGCGTACTTCTTTTTCTTGCTTTCGTGGT

ATTCTTGCTAGTTACACTAGCCATCCTTACTGCG

CTTCGATTGTGTGCGTACTGCTGCAATATGACCC

CAAAATCAGCGAAATGCACCCCGCATTACGTTTG

GTGGACCCTCAGATTCAACTGGCAGTAACCAGAT

TACAAACATTGGCCGCAAATTGCACAATTTGCCC

CCAGCGCTTCAGCGTTCTTCGGAATGTCGCGCGG

GAGCCTTGAATACACCAAAAGATCACATTGGCAC

CCGCAATCCTGCTAACAATGCTGCAATCGTGCTA

CAACTTCCTCAAGGAACAACATTGCCAAAAGGCT

TCTACGCAGAAGGGAGCAGAGGCGGCAGTCAAGC

CTCTTCTCGTTCCTC

T7 promoter

RdRP

E

N1

N2

N and N3

“Spike in”

Quantidade (cópias)

https://doi.org/10.3390/genes11101183


RdRP E N 

N1 N2 N3 

n=60, saudáveis
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RdRP	 E	 N	

N1	 N2	 N3	

RdRP	 E	 N	

N1	 N2	 N3	

Sample	control	(RPP30)	(HEX)	

Process	control	(CY5)	n=60, saudáveis

Genes 2020, 11(10), 1183; https://doi.org/10.3390/genes11101183
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Positivo NegativoZona cinza

Regressão probit

LOD 95 

25.6 cópias/PCR

(95% CI - 14-85 cópias/PCR)

20/20 10/20 0/20

Diluição 1:1072 7,2 0,72 Cópias/PCR4 x 5 Precisão

Diluição 1:272 36 18 9 4,5 2,25 1,12 0,66 Cópias/PCR1x LOD

Burd EM. Validation of laboratory-developed molecular assays for infectious diseases. Clin Microbiol Rev. 
2010 Jul;23(3):550-76.PMID: 20610823



E

RdRP

E (modified)

N1

RdRP (modified)

21.1 

141

350

457

33.7

E

RdRP

E (modified)

N1

RdRP (modified)

21.1 

141

350

457

33.7

Diluição 1:2Regressão probit
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SARS-CoV-2 

diagnostic RNA

Copies/Reaction

Tested 
replicates

Number of positive replicates

N1 E
E

(modified)
RdRP

RdRP

(modified)

26473,3 12 12 12 12 12 12

13236,6 12 12 12 12 12 12

6618,3 12 12 12 12 12 12

3309,2 12 12 12 12 12 12

1654,6 12 12 12 12 12 12

827,3 12 12 12 12 12 12

413,6 12 12 12 10 12 12

206,8 12 12 12 4 4 12

103,4 12 12 8 0 2 12

51,7 12 12 7 0 0 12

25,9 12 12 2 0 0 8

12,9 12 6 4 0 0 4

6,5 12 4 2 0 0 0

3,2 12 1 1 0 0 0

1,6 12 0 0 0 0 0

0,8 12 1 0 0 0 0

0,4 12 0 0 0 0 0

0,0 12 0 0 0 0 0

CIQ&EP

Genes 2020, 11(10), 1183; https://doi.org/10.3390/genes11101183
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Produção > 30% 

Primer < 500%

Probes < 250%





The Dangers of Using Cq to Quantify Nucleic Acid in Biological Samples: A Lesson From
COVID-19. Clinical Chemistry, Volume 68, Issue 1, January 2022, Pages 153–162,

Intervalo (99% CI) do valor 
Cq - EQA.

Intervalo (99% CI) do valor 
Cq - EQA.



Burd EM. Validation of laboratory-developed molecular assays for infectious diseases. Clin
Microbiol Rev. 2010 Jul;23(3):550-76.PMID: 20610823

Monitoramento contínuo do Cq do controle positivo 
baixo usando gráfico de Levey-Jennings plots. 

# Negativo 500 cópias/ml Cq

1 Não detectado Detectado 35,7

2 Não detectado Detectado 36

3 Não detectado Detectado 35,3

4 Não detectado Detectado 37

5 Não detectado Detectado 38

6 Não detectado Não detectado -

7 Detectado Detectado 39/36

Valor
Desfecho

Monitoramento contínuo do desfecho do controle 
positivo baixo usando tabela simples



Ensaios quantitativos

Burd EM. Validation of laboratory-developed molecular assays for infectious diseases. Clin
Microbiol Rev. 2010 Jul;23(3):550-76.PMID: 20610823



Ensaios quantitativos - Exatidão

Burd EM. Validation of laboratory-developed molecular assays for infectious diseases. Clin
Microbiol Rev. 2010 Jul;23(3):550-76.PMID: 20610823



Ensaio de proficiência



NGS – Painel mielóide



Painel mieloide - amostras e ensaios

N=31, LMA



Painel mieloide - intervalo reportável
500X (%)250X (%)100X (%)Gene

100100100ABL1

99,2599,26100ASXL1*

95,9397,4697,46BCOR*

82,5589,37100BRAF

100100100CALR*

100100100CBL

100100100CEBPA*

100100100CSF3R

100100100DNMT3A

96,2100100ETV6*

94,9496,0199,98EZH2*

100100100FLT3

100100100FLT3ITD

100100100FLT3TKD

100100100GATA2

100100100HRAS

100100100IDH1

100100100IDH2

100100100IKZF1*

100100100JAK2

100100100KIT

100100100KRAS

100100100MPL

100100100MYD88

100100100NF1*

100100100NPM1

100100100NRAS

100100100PHF6*

97,0997,0997,86PRPF8*

100100100PTPN11

96,596,5296,52RB1*

100100100RUNX1*

100100100SETBP1

100100100SF3B1

91,3696,85100SH2B3*

100100100SRSF2

93,6697,3397,33STAG2*

100100100TET2*

99,3699,68100TP53*

100100100U2AF1

100100100WT1

92,9192,9192,91ZRSR2*
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40 genes



Painel mieloide – Concordância T vs C
Variante 1 T C Variante 2 T C Variante 3 T C Variante 4 T C Variante 5 T C

1 -

2 TET2 Ala1458fs 0,49 0,46 ASXL1 Cys594fs 0,49 0,46

3 -

4 -

5 -

6 TET2 Ser407fs 0,09 0,11

7 BCOR Glu1518Lys 0,50 0,47

8 -

9 JAK2 Val617Phe 0,92 0,93

10 NPM1 Trp288fs 0,23 0,21 TET2 Tyr1255fs 0,42 0,43

11 DNMT3 Arg882His 0,47 0,47 IDH2 Arg140Gln 0,46 0,47 RUNX1 Ala324fs 0,43 0,4 CSF3R Ser783fs 0,06 NC

12 FLT3 Asp835Glu 0,07 0,07 NRAS Gly12Asp 0,14 0,13

13 FLT3 Asp835Tyr 0,36 0,39

14 WT1 Arg385fs 0,42 0,43 FLT3-ITD 0,19 0,2

15 NPM1 Trp288fs 0,25 0,28 TET2 Gln758* 0,47 LC TET2 Gln769* 0,46 LC TET2 His922fs 0,42 LC ASXL1 Glu635fs 0,53 0,33

16 NPM1 Trp288fs 0,41 0,38 FLT3 Asp835Ala 0,08 0,07 NRAS Gly12Asp 0,16 0,16 FLT3 Ile836del 0,05 0,06 TET2 Tyr1560* 0,5 0,5

17 CEBPA ArgAsp300GlnTyr 0,89 0,88

18 NPM1 Trp288fs 0,39 0,43 WT1 Tyr407* 0,48 0,41 DNMT3A Leu508fs 0,47 0,48 FLT3 Val592Asp 0,41 0,48

19 IDH1 Arg132Cys 0,48 0,53 KRAS Cys186fs 0,34 0,46

20 IDH1 Arg132Cys 0,37 0,48 TET2 Ala1341fs 0,52 0,55

21 NPM1 Trp288fs 0,41 0,45 DNMT3A Arg882His 0,45 0,46

22 FLT3 Ile836Leu 0,10 0,09 DNMT3A Arg882His 0,23 0,21

23 TP53 Ser94* 0,83 0,88

24 -

25 TP53 Val216Met 0,44 0,50

26 RUNX1 Arg107Leu 0,51 0,48

27 RUNX1 Arg201Gln 0,48 0,47 RUNX1 Ser141* 0,44 0,47

28 -

28 -

29 -

30 -

31 -

n=31, 21 positivas (44 variantes) e 10 negativas (sem variantes) 

Variantes 44

39/44 T & C (88%)

3 LC → C

1 NC → C

Amostras 31

Positivas  21/21

Negativas 10/10



Painel mieloide - Precisão
Variante 1 T1 T2 Variante 2 T1 T2 Variante 3 T1 T2 Variante 4 T1 T2 Variante 5 T1 T2

1 -

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11 DNMT3 Arg882His 0,47 0,46 IDH2 Arg140Gln 0,46 0,46 RUNX1 Ala324fs 0,43 0,43 CSF3R Ser783fs 0,06 0,06

12 FLT3 Asp835Glu 0,07 0,07 NRAS Gly12Asp 0,14 0,15

13

14 WT1 Arg385fs 0,42 0,39 FLT3-ITD 0,19 0,19

15 NPM1 Trp288fs 0,25 0,22 TET2 Gln758* 0,47 0,46 TET2 Gln769* 0,46 0,46 TET2 His922fs 0,42 0,44 ASXL1 Glu635fs 0,53 0,6

16 NPM1 Trp288fs 0,41 0,36 FLT3 Asp835Ala 0,08 0,09 NRAS Gly12Asp 0,16 0,16 FLT3 Ile836del 0,05 0,05 TET2 Tyr1560* 0,45 0,46

17

18 NPM1 Trp288fs 0,39 0,44 WT1 Tyr407* 0,48 0,43 DNMT3A Leu508fs 0,47 0,4 FLT3 Val592Asp 0,41 0,4

19

20

21 NPM1 Trp288fs 0,41 0,43 DNMT3A Arg882His 0,45 0,46

22

23

24

25

26

27

28

28

29 -

30

n=9, 7 positivas (24 variantes) e 2 negativas (sem variantes) 

Variantes 24

24/24 T1 & T2

On-going

Amostras 9

Positivas 7

Negativas 2



Painel mieloide - LOD
Variante 1 1 1:4 1:8 Variante 2 1 1:4 1:8 Variante 3 1 1:4 1:8 Variante 4 1 1:4 1:8 Variante 5 1 1:4 1:8

1 -

2 TET2 Ala1458fs 0,49 0,07 0,04 ASXL1 Cys594fs 0,49 0,1 0,06

3

4

5

6

7

8

9 JAK2 Val617Phe 0,92 0,14 0,10

10

11 DNMT3 Arg882His 0,47 0,20 0,10 IDH2 Arg140Gln 0,46 0,17 0,07 RUNX1 Ala324fs 0,43 0,13 0,07 CSF3R Ser783fs 0,06 0,02 ND

12 FLT3 Asp835Glu 0,07 0,02 ND NRAS Gly12Asp 0,14 0,04 ND

13 FLT3 Asp835Tyr 0,36 0,11 0,06

14

15 NPM1 Trp288fs 0,25 0,12 0,06 TET2 Gln758* 0,47 0,1 0,06 TET2 Gln769* 0,46 0,1 0,06 TET2 His922fs 0,42 0,09 0,005 ASXL1 Glu635fs 0,53 0,12 0,07

16

17

18 NPM1 Trp288fs 0,39 0,12 0,06 WT1 Tyr407* 0,48 0,1 0,05 DNMT3A Leu508fs 0,47 0,15 0,08 FLT3 Val592Asp 0,41 0,09 0,05

19

20 IDH1 Arg132Cys 0,37 0,09 0,03 TET2 Ala1341fs 0,52 0,14 0,04

21 NPM1 Trp288fs 0,41 0,08 0,05 DNMT3A Arg882His 0,45 0,09 0,07

22 FLT3 Ile836Leu 0,10 0,02 ND DNMT3A Arg882His 0,3 0,20 0,10

23 TP53 Ser94* 0,83 0,17 0,05

24

25 TP53 Val216Met 0,44 0,08 0,03

26 RUNX1 Arg107Leu 0,51 0,13 0,06

27 RUNX1 Arg201Gln 0,48 0,22 0,15 RUNX1 Ser141* 0,44 0,24 0,15

28

28

29

30 -

31

n=16, 14 positivas (30 variantes) e 2 negativas (sem variantes) 

Variantes 30

1→1:4→1:8 (VAF)

49→7→4 

92→14→10

7→2→ND

44→8→3

6→2→ND

52→14→4

47→15→8

53→12→7

37→9→3

Amostras 16

Positivas 14

Negativas 2 



Lista de orientação em diagnóstico molecular

SBPC/ML



EP
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