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RESUMO

No Brasil é restrita a oferta de ensaios de proficiéncia (EP) na area de microbiologia
de alimentos. Além disso, os altos custos diminuem a participagdo regular de
laboratérios publicos e privados nesses ensaios. E de grande importancia o incentivo
da participagao de laboratérios brasileiros em EP. Os materiais de referéncia (MR)
utilizados para essa proposta devem apresentar caracteristicas de homogeneidade e
estabilidade que assegurem a distribuicdo de unidades com propriedades
semelhantes, préximas a um valor padrao. A producao de MR destinados a ensaios
microbiolégicos é dificultada pela instabilidade natural dos microrganismos. O
presente estudo avaliou a técnica de liofilizagdo no preparo de MR para EP nos
ensaios de “deteccao de Salmonella sp.” e “enumeracdo de B. cereus” em leite.
Foram preparados lotes de materiais contendo apenas um microrganismo e lotes
mistos contendo Salmonella sp. e B. cereus em uma mesma matriz. Foram
determinadas as concentragdes de indculo utilizadas no preparo dos diferentes lotes
de MR e padronizados os procedimentos de contaminacdo da matriz. Para monitorar
a qualidade dos materiais produzidos foram estabelecidos ensaios de controle, dentre
eles o teste da homogeneidade e da estabilidade em longo e curto prazo. A técnica de
liofilizagdo se mostrou adequada como processo de dessecagcdo para os MR
produzidos. Os microrganismos se mantiveram estaveis a temperatura de estoque de
-20°C, no entanto, apresentaram perdas de viabilidade, quando estocados a
temperaturas de 25°C e 35°C. Das bactérias estudadas B. cereus apresentou, em
meédia, maior resisténcia as condi¢cdes de dessecacgdo. A padronizagao da técnica de
producdo desses MR propiciara a geragao de materiais na area de microbiologia de
alimentos, que poderéao ser utilizados em futuros EP, com custos de participacdo mais

acessiveis aos laboratorios nacionais.

Palavras chave: ensaio de proficiéncia — materiais de referéncia — microbiologia de

alimentos
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ABSTRACT

The provision of proficiency testing (PT) is restricted in the area of food microbiology,
in Brazil. Furthermore, high costs reduce the regular participation of public and
private laboratories in these tests. It is of great importance to encourage Brazilian
laboratories to participate in PT. The reference materials (RM) to be used for this
should present characteristics of homogeneity and stability to ensure the distribution
of units with similar properties, close to a standard pattern. The production of RM for
microbiological testing is hampered by the instability of natural microorganisms. This
study evaluated the technique of freeze drying in the preparation of RM for the PT
schemes for detection of Salmonella sp. and enumeration of B. cereus in milk.
Batchs of materials containing only one microrganism and mixed batches containing
Salmonella sp. and B. cereus in the same matrix were prepared. Concentrations of
inoculum used in the preparation of different batches of RM were measured and
procedures for matrix contamination were standardized. Trials of control were
established to monitor the quality of materials produced, among them the test of
homogeneity and stability at long and short term. The technique of freeze drying
proved suitable as a process of desiccation for the RM produced. The
microorganisms were kept stable at a stock temperature of -20°C, however, when
stored at 25 ° C and 35 C, showed loss of viability. From the bacteria studied B.
cereus showed, on the average, to be more resistant to the conditions of desiccation.
The standardized production of these materials will help the generation of RM in food
microbiology, which may be used in future PT, with more accessible costs for

participation of national laboratories.

Keywords: proficiency testing - reference materials — food microbiology
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1. INTRODUCAO

1.1. A Vigilancia sanitaria e os laboratorios oficiais de controle de qualidade

A constante utilizagcdo de novas tecnologias de produgao, aliada a circulagao
mundial de produtos e aos avancos cientificos, trouxeram inquestionaveis beneficios
para a vida da sociedade moderna. Entretanto, ampliaram as possibilidades do
aparecimento e da distribuigdo de novos riscos a saude publica (LUCCHESE, 2001,).

E funcdo do Estado a protecdo da populacdo por meio de politicas publicas.
Neste contexto, as praticas de vigilancia sanitaria tém adquirido uma crescente
relevancia na sua area de atuacao (SILVEIRA, 2006).

O atual modelo de vigilancia sanitaria brasileiro, citado na Lei Organica da
Saude (BRASIL,1990), em seu artigo sexto, se encontra descrito como um conjunto
de agdes capazes de eliminar, diminuir ou prevenir riscos a saude e de intervir nos
problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente, da producéo, circulagdo de bens
e servicos de interesse da saude publica.

Para o cumprimento de suas agdes o Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria
(SNVS) utiliza diferentes praticas e instrumentos de intervengao e é integrado pelos
seguintes 6rgaos: a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que coordena
o Sistema; o Conselho Nacional de Secretarios Estaduais de Saude (CONASS); o
Conselho Nacional de Secretarias Municipais de Saude (CONASEMS); os Conselhos
Estaduais, Distrital e Municipais de saude; os Centros de Vigilancia Sanitaria
Estaduais, Municipais e do Distrito Federal (VISAS); os Laboratérios Centrais de
Saude Publica (LACEN) e o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS) da Fundagédo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) (SILVEIRA, 2006).

Para a avaliagdo analitica de produtos a vigilancia sanitaria conta com o
suporte técnico dos LACEN, distribuidos em todos os estados do territério nacional e
do INCQS ao nivel federal. Esses laboratérios compdem a Rede Nacional de
Laboratérios Oficiais de Controle de Qualidade ligados ao Sistema Nacional de
Vigilancia Sanitaria e realizam entre outras atividades, analises laboratoriais em
produtos sob apreenséo fiscal, verificando o cumprimento das leis e auxiliando nas
acoes da vigilancia sanitaria (LUCCHESE, 2001).



1.2. Importancia da implantacdo de sistemas da qualidade em laboratérios

analiticos

Nos laboratérios analiticos que tem como objetivo o controle da qualidade de
produtos e servicos destinados ao consumo humano, a obtencdo de resultados
precisos e confiaveis sdo essenciais para a credibilidade e para a garantia da
qualidade das suas fungdes. Resultados de analises ndo fidedignos podem gerar
problemas de saude publica, interpretacdes erradas de processos de producgao e
perdas econdmicas (JANNING et al., 1995).

A utilizacdo de sistemas da qualidade em laboratérios de ensaio promove
melhorias no planejamento, na organizagdo, no registro dos dados e na
documentagdo dos procedimentos empregados, desde a amostragem até a
liberagao dos resultados (CARDOSO, 2008; HAYES, 1996; ROBERTS, 1999).

O reconhecimento formal da competéncia técnica de um laboratério de ensaio
ao utilizar sistemas da qualidade pode ser obtido através da acreditacéo realizada por
um orgao competente para esta fungao.

Cabe enfatizar a importancia do incentivo a implantacdo e implementacao de
sistemas de qualidade nos Laboratérios Centrais de Saude Publica do Brasil, que
tem como missdo estratégica a realizagdo de diagndsticos laboratoriais para os
centros de vigilancia sanitaria.

Segundo Camargo (2006), a NBR ISO/IEC 17025 (2005) tem sido o sistema da
qualidade mais reconhecido e utilizado em laboratérios de ensaios analiticos. Esta
norma descreve os requisitos que os laboratérios de ensaio e de calibragdo devem
atender para demonstrar sua competéncia técnica e capacidade de produzir
resultados tecnicamente precisos, confiaveis e rastreaveis.

De acordo com relatério divulgado pela Geréncia Geral de Laboratérios de
Saude Publica (GGLAS) da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2006),
até o ano de 2005, apenas 47,6% dos laboratorios oficiais do Sistema Nacional de
Vigilancia Sanitaria tinham implantado sistemas da qualidade em suas atividades.
Destes, 76% utilizava a NBR ISO/IEC 17025 como guia para essa proposta.

Dentre os requisitos apontados na NBR ISO/IEC 17025 (2005), para o controle
da qualidade dos resultados das analises estdo: o uso de métodos validados, a

utilizacdo de materiais de referéncia (MR), para o controle laboratorial interno e a



participacédo periddica do laboratério em programas de ensaios de proficiéncia (EP)

e/ou em comparacgoes interlaboratoriais.

1.3. Ensaios de proficiéncia

Ensaios de proficiéncia sdo descritos por Roberts (1999), como ferramentas de
controle de qualidade externa, que possibilitam a avaliagcdo da habilidade de um
laboratério em obter resultados precisos. A participacdo em EP permite a um
laboratério a comparacdo do desempenho obtido, com o de outros laboratérios ao
analisarem analitos idénticos, especificos para um pardmetro de ensaio
(ROSENGREN & HENERYD, 1998).

Para Leclercq (2006), a participacdo em ensaios de proficiéncia, além de
possibilitar a avaliacdo dos procedimentos técnicos de um laboratério, tem também a
funcdo de substituir o acompanhamento de ensaios durante uma auditoria de
acreditagdo.

A Norma ILAC G13:08 (2007) em complemento a NBR ISO/IEC GUIA 43-
1(1999), fornece os requisitos para o desenvolvimento, a organizagao e condugao de
programas de EP.

A logistica de um EP consiste no envio simultaneo de analitos com conteudos
desconhecidos e especificos para um tipo de ensaio. Os analitos s&o provenientes de
um mesmo lote de preparo e sdo selecionados aleatoriamente para serem enviados
para um grupo de laboratérios participantes (NBR ISO/IEC GUIA 43-1, 1999). Junto
com os materiais sdo enviadas orientagdes sobre os cuidados para a manutengao da
amostra até a data de analise, dos procedimentos adequados durante o manuseio
inicial do material, do método a ser utilizado na analise e sobre os prazos limite para o
inicio da anadlise e de envio dos resultados.

No final da rodada do ensaio de proficiéncia, relatérios de analise sao emitidos
aos participantes com informacdes importantes acerca do numero de laboratérios
participantes e relacionadas ao método de analise utilizado por cada laboratério
(AUGUSTIN & CARLIER, 2006). Dados sobre as performances dos participantes séo
descritos de forma confidencial, através da utilizagdo de cdédigos individuais, que
asseguram o anonimato de cada laboratério participante. A NBR ISO/IEC GUIA 43-
1(1999) sugere que sejam citados no relatério o modelo estatistico e as técnicas de

analise utilizadas no tratamento dos dados.



Até a presente data, ainda ndo foi acordado internacionalmente um método
para a analise estatistica de ensaios qualitativos. A maioria dos provedores classifica
os resultados qualitativos como corretos, falso positivos ou negativos. Para a
verificagcdo da participacdo em ensaios quantitativos, os organizadores de EP
submetem os resultados a analise estatistica podendo apresentar os resultados dos
participantes em planilhas ou em graficos ilustrando os desempenhos de cada
participante (ROBERTS, 1999).

A proficiéncia dos laboratorios participantes em ensaios quantitativos pode ser
avaliada de diferentes formas. Alguns organizadores utilizam calculo do Z-scores,
como descrito na Norma I1SO 13528 (2005).

Participagbes regulares em programas de EP demonstram o comprometimento
do laboratério na melhoria e na manutencdo da performance técnica. Os resultados
satisfatorios obtidos nesses programas constituem provas valiosas da competéncia
desses laboratérios (ROBERTS, 1999).

A avaliagdo do desempenho do laboratério e da equipe técnica se da através
da comparacao dos resultados obtidos com os de outros laboratérios, conferindo a
possibilidade do acompanhamento da evolugao analitica do laboratério em diferentes
momentos (AUGUSTIN & CARLIER, 2006). Esses resultados podem ainda apontar
quedas de desempenho, alertando assim sobre a necessidade da utilizagado de agdes
corretivas na rotina de trabalho (DVEYRIN et al., 2001).

1.4. Materiais de referéncia

A NBR ISO/GUIA 30 (2000) define material de referéncia (MR), como um
“Material ou substancia que tem um ou mais valores de propriedades que sao
suficientemente homogéneos e bem estabelecidos, para ser usado na calibracédo de
um aparelho, na avaliagdo de um método de medicdo ou atribuicdo de valores
materiais”. A Norma menciona também material de referéncia certificado (MRC) como
um “Material de referéncia, acompanhado por um certificado, com um ou mais valores
de propriedade certificado por um procedimento que estabelece sua rastreabilidade a
obtencdo exata da unidade na qual os valores da propriedade sdo expressos, com
cada valor certificado acompanhado da sua incerteza para um nivel de confianca

estabelecido”. Esta Norma destaca a importancia crescente destes materiais em



atividades nacionais e internacionais de normalizagdao, em ensaios de proficiéncia e
no credenciamento de laboratorios.

As definicbes de MR e MRC se encontram em processo de revis&o, tendo sido
recentemente aprovada pelo Comité sobre Material de Referéncia da Organizacéo
Internacional de Padronizacdo — ISO REMCO. Dentre as novas terminologias a serem
adotadas, destaca-se a indicacdo do uso de um MR para apenas uma finalidade em
um sistema de medigdo, ou seja, como calibrador ou como controle de qualidade
(EMONS et al., 2006).

Quando preparados para serem utilizados em ensaios de proficiéncia os lotes
de MR devem ser suficientemente homogéneos e estaveis, assegurando a
distribuicao de unidades com propriedades semelhantes, préximas a um valor padréao
(THOMPSON et al., 2006).

1.4.1. Estudo da Homogeneidade

Materiais preparados para EP e outros estudos interlaboratoriais sao
geralmente heterogéneos com relagdo a uma caracteristica, apesar dos esforgos
aplicados para garantir a homogeneidade durante a produ¢cdo (THOMPSON et al.,
2006).

Segundo orientacbes das Normas NBR ISO/IEC GUIA 43-1 (1999) e ILAC
G13:08 (2007), o controle da homogeneidade deve garantir que os laboratorios
participantes de um EP recebam analitos que nao apresentem diferencas
significativas nos parametros a serem medidos.

Para a etapa inicial do teste de homogeneidade a Norma ISO GUIDE 35 (2006)
indica a selecdo aleatdria das unidades a serem avaliadas e a quantidade que deve
ser proporcional ao tamanho do lote, no entanto estabelece um numero minimo de
dez unidades por lote. A Norma recomenda a utilizacdo de métodos de analise
adequados, que permitam a obtencdo de resultados precisos. Cada unidade
selecionada deve ser analisada duas vezes, sob condicdes de repetitividade’.

Para o teste da homogeneidade, as Normas NBR ISO/IEC GUIA 43-1 (1999),

ILAC G13:08 (2007) recomendam a utilizagdo dos procedimentos estatisticos

! Manutengéo das condi¢des de analise, a fim de eliminar possiveis variagbes no resultado: mesmo

laboratério, mesmo analista e no mesmo dia de analise se possivel.



descritos por Thompson e colaboradores (2006) no “Intenational Harmonized Protocol
for the Proficiency Testing of Analitycal Chemistry Laboratories”.

Thompson e colaboradores (2006) recomendam primeiramente a aplicagao de
um teste para a eliminagao de valores dispersos. O teste de Cochran, segundo Lopes
(2007), baseia-se na comparagao da maior variancia encontrada entre todos os
resultados do grupo, com a soma de todas as variancias.

A amplitude de cada conjunto i de 2 repeti¢cdes (A;), corresponde ao maior valor
encontrado menos o menor valor. Apds calculadas, as amplitudes sdo ordenas de
forma crescente. E determinado o quadrado da amplitude maxima (Amax’) € O
somatorio de todas as amplitudes ao quadrado A? . O valor Ceaicuiago de Cochran é
determinado dividindo-se a amplitude maxima ao quadrado, pelo somatoério das
amplitudes ao quadrado:

Cecalculado = Améx2 / ZAiZ

O valor do Ccacuado € entdo comparado com o valor tabelado (Ceritico)
correspondente ao numero de amostras analisadas (normalmente se utiliza para 95%
de confianga). Se Ccacuiado < Ceritico 0S Valores sao aceitos e o teste termina. Se
Cealculado > Ceritico, @ duplicata relativa a amplitude maxima (Amax) € considerada
dispersa com relacdo a amplitude entre as amostras. Na ocorréncia de valores
dispersos deve-se avaliar a possibilidade da eliminacdo destes resultados, que
evidenciam erros de analise.

Apos a eliminagdo dos resultados possivelmente dispersos, THOMPSON e
colaboradores (2006) indicam a analise da variancia (ANOVA), que consiste em uma
ferramenta de analise estatistica que avalia possiveis variagbes na composi¢cao das
amostras, através da analise de variéncia simples.

Lopes (2007) descreve que na analise dos dados pela ANOVA, s&o calculados:
a variancia analitica (San?), que consiste no somatério das amplitudes ao quadrado
dividido pelo numero de amostras que foram avaliadas multiplicado-se por 2,

San? = YA?/ 2n
a variancia das somas entre as amostras (Vs), que corresponde ao somatorio entre a
soma das duas contagens de cada amostra (Si), menos a média das somas ( S

médio) ao quadrado, divididos pelo numero de amostras menos 1.

Vs = 3(Si —S médio)?/ (m-1)



e as variancias entre amostras (S.m?) que corresponde aos quadrados médios “entre”

(Vs/2) e “dentro” (San) das amostras analisadas:
Sam?=(Vs/2-San) /2, considerar S.m” = 0, se o resultado for negativo.

Um valor menor possivel deve ser atribuido ao desvio padréo (o,), que sera utilizado

para o calculo do desvio padréo toleravel (oa?):

03”2 = (0,3 o-p)2
O calculo do “c” critico é feito a partir do desvio padréo toleravel (o4%), da variancia
analitica (Sanz) e dos valores de F; e F, apresentados no quadro 1, que variam de

acordo com o numero de unidades analisadas em duplicata.

_ 2 2
c=Fq10a°+ F2 San

Quadro 1 — Valores dos fatores F1 e F2 para uso no ensaio de homogeneidade,
de acordo com o niumero de unidades analisadas

n (7 |8 |9 10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 |19 |20

Fy 12,10 2,01 1,94 1,88 1,83 1,79 1,75 1,72 1,69 1,67 1,64 1,62 1,60 1,59

F.» (1,43 1,25 1,11 1,01 0,93 0,86 0,80 0,75 0,71 0,68 0,64 0,62 0,59 0,57

n — numero de amostras analisadas em duplicata

No final da analise, o valor da variancia entre as amostras (Sam>) deve ser
comparado com o valor de “c” critico. Caso San” < C, entdo existira evidéncia (com
95% de confianga) que o material pode ser considerado homogéneo. Se Sam’ > C,
entdo a evidéncia (com 95% de confianga) que o material pode ser considerado nao-
homogéneo (LOPES, 2007).

Fearn e Thompson (2001) sugerem a verificagdo da precisdo da
homogeneidade, a partir dos valores do desvio padrdo analitico (0an) ou Sz, € do

desvio padréo atribuido (op), que devem obedecer a relagdo: 0a,/0p< 0,5.



1.4.2. Estudo da Estabilidade

Tendo em vista as variacbes que os MR podem sofrer antes de serem
analisados, dois tipos de teste de estabilidade devem ser realizados separadamente:
o teste de estabilidade em longo prazo, que verifica a estabilidade do material a uma
temperatura escolhida que se tenha praticamente certeza da estabilidade do MR e o
teste de estabilidade em curto prazo, que avalia a estabilidade do material sob
condi¢cbes ambientais extremas, simulando o processo de distribuicdo do material. O
teste em curto prazo é realizado com a exposicdo do material a diferentes
temperaturas em diferentes intervalos de tempo. E geralmente realizado no periodo
de 1 a 2 meses, entretanto pode ser estendido e determinado simultaneamente com a
estabilidade em longo prazo. Os estudos de estabilidade em longo prazo mais
demorados ocorrem em meédia durante 24 a 36 meses, com 5 a 6 pontos de avaliagao
(ISO GUIDE 35, 2006).

Quando um mesmo lote de material é utilizado em um programa continuo de
ensaio de proficiéncia, analises de controle da estabilidade do MR estocado devem
ser realizadas a cada nova rodada de ensaio (ILAC G13:08/2007).

Para a conducédo do teste de estabilidade a ISO GUIDE 35 (2006), recomenda
a analise dos analitos sob condicdes de repetitividade utilizando o teste desenvolvido
por Lamberty e colaboradores (1998), denominado “isochronous design”. A
metodologia se baseia no estoque de amostras em diferentes temperaturas por
diferentes periodos de tempo, com a realizagao das analises das diferentes amostras
em um mesmo momento. “Isochronous design” requer somente condicbes de
repetitividade.

O meétodo “classico design”, necessita de repetitividade e reprodutividade, com
isso, os analitos sdo analisados em momentos diferentes, podendo assim aumentar
as chances de variagdes nos resultados. O método é recomendado tanto para o teste
de estabilidade em curto prazo, como para a estabilidade em longo prazo.

A Norma ILAC G13:08 (2007) recomenda para a avaliagdo estatistica da
estabilidade a utilizagdo dos procedimentos de um dos documento citados a seguir:
THOMPSON e colaboradores (2006), a Norma ISO 13528 (2005), ou a Norma I1SO
GUIDE 35 (2006).

Para a avaliagcdo da estabilidade a ISO GUIDE 35 (2006) estabelece a
utilizacdo da analise de regresséao linear que verifica a relagdo entre duas variaveis.
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Neste caso, estuda-se a variacdo de estabilidade dos analitos ao longo do tempo.
Caso nao ocorra variagao da concentragao do analito em fungao do tempo, o material
é considerado estavel.

Em um modelo de regressao linear temos n observagdes de uma variavel
explicativa x e de uma variavel de resposta y. O objetivo é estudar o comportamento
de y para dados valores de x.

A resposta media de y (uy), tem a relag&o linear com x:

My =a + Bx

onde:

a = intercepto;

B = inclinagao

A analise de regressdo a partir da planilha de calculos Excel fornece a
estatistica de regressao, o intercepto, a inclinagcdo e os valores dos intervalos de
confianga do intercepto e da declividade (MOORE, 2005).

A partir dos intervalos de confianca da inclinacdo pode-se inferir a correlagao
linear entre a variavel explicativa e a de resposta. Esta ira ocorrer quando nao for
possivel um valor igual a zero para a inclinagdo, em outros termos, quando o intervalo
de confianga de B for diferente de zero (BARROS NETO et al., 2003).

Na pratica, quando avaliamos os intervalos de confianca da inclinacdo com dois
sinais positivos ou negativos podemos confirmar a existéncia de uma relagéo linear
entre as variaveis. De forma contraria, quando os limites de confianga apresentam
sinais opostos é provavel que a inclinagao (B) seja 0, indicando assim a inexisténcia
de relagao linear entre as variaveis (BARROS NETO et al., 2003).

1.5. Consideracbes gerais para materiais de referéncia utilizados em

microbiologia de alimentos

Toxinfecgdes alimentares constituem um sério problema de saude publica.
Segundo estimativas do Centers for Disease Control and Prevention (CDC) dos
Estados Unidos da América, 76 milhdes de pessoas adoecem anualmente no pais,
vitimas do consumo de alimentos contaminados. Cerca de 300.000 pessoas acabam
sendo hospitalizadas e aproximadamente 5.000 vao ao obito (CDC, 2008).

No Brasil segundo informag¢des do Ministério da Saude (MS), ocorreram 5.699

surtos de doencgas transmissiveis por alimentos (DTA) no pais no periodo de 1999 a
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2007. Cento e quatorze mil trezentos e duas pessoas adoeceram, com um total de 61
Obitos. Dados da Coordenacao de Vigilancia das Doengas de Transmissao Hidrica e
Alimentar (COVEH) do MS indicam que dentre os casos de DTA notificados,
classificados como de diferentes etiologias, 83,5% foram classificados como
toxinfecgbes bacterianas. Dentre os casos de DTA notificados 42,2 % foram
identificados como infecgdo por Salmonella spp., 20,2% por Staphylococcus.aureus,
6,8% por Bacillus cereus, 4,6% por Clostridium perfringens e 2,9% por Shigella sp.
(CARMO, 2007).

A pratica da analise microbioldgica de produtos para o consumo humano tem
sido utilizada durante décadas. Laboratérios que realizam o controle de qualidade
microbiolégico de alimentos possuem um importante papel, principalmente os que
seguem critérios baseados em leis. Neste contexto, destaca-se a importancia da
constante verificagdo da competéncia desses laboratérios na producao de resultados
precisos e confiaveis (PETERZ, 1992; ROBERT, 1999).

Como forma de avaliacdo das técnicas empregadas em um laboratorio de
microbiologia de alimentos, provedores de ensaios de proficiéncia oferecem escopos
de ensaios qualitativos e quantitativos, direcionados para cada microrganismo
pesquisado ou enumerado na rotina de analise (PETERZ, 1992).

Os ensaios qualitativos disponibilizados pelo programa de ensaio de
proficiéncia francés o “Réseau d’ Analyses et d’ Echanges en Microbiologie des
Aliments” (RAEMA), sao avaliados por dois critérios: a sensibilidade, que verifica a
habilidade do laboratério em detectar o microrganismo alvo na matriz contaminada e a
especificidade que avalia a capacidade de diferenciar a bactéria pesquisada de outros
microrganismos presentes na matriz, evitando a obtencdo de resultados falso-
positivos. Por outro lado, nos testes quantitativos é avaliado o desempenho do
laboratério na obtencdo de resultados numéricos proximos a um valor esperado,
assim como a concordancia de resultados ao analisar a mesma matriz de ensaio por
duas vezes consecutivas (AUGUSTIN & CARLIER, 2006).

Como citado por Thompson e colaboradores (2006), os MR disponibilizados
para EP devem apresentar similaridade aos materiais analisados na rotina do
laboratério e devem ser avaliados, sem ter um tratamento diferenciado. Portanto, o
MR mais apropriado para laboratérios de microbiologia de alimentos € o que

apresenta um alimento como matriz. A utilizacdo desses materiais durante um EP
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propicia uma avaliagdo da totalidade dos procedimentos técnicos empregados na

analise de um produto.

1.6. Matrizes utilizadas no preparo de MR em microbiologia de alimentos

Visando a producdo de MR para EP com matrizes de alimentos, provedores
internacionais como o FEPAS - Proficiency Testing e o QMS - Microbiology
Proficiency Testing Scheme, ambos da Inglaterra, utilizam diferentes matrizes para o
preparo dos seus produtos. Dentre os analitos, ou seja, amostras oferecidas no
programa dos ultimos anos encontram-se MR em matriz de carne de frango, carne
bovina, peixe, leite, farinha, chocolate, pimenta, salada, coco e arroz (FEPAS, 2009;
QMS, 2009).

No Brasil o provedor PEP-SENAI comercializa MR de forma diferenciada. O
MR a ser analisado é constituido de um frasco contendo uma matriz de alimento livre
de contaminacdo e de um outro frasco com o(s) microrganismo(s) liofilizado(s) em
uma substancia diferente da matriz, cuja composi¢céo nao é divulgada. No momento
da analise o liéfilo contendo o(s) microrganismo(s) € homogeneizado com a matriz.
Para o ano de 2009 estdo disponiveis pelo provedor PEP-SENAI materiais de
referéncia preparados para analise em matrizes de carne, frango, pescado, cacau,
leite em po e queijo (PEP-SENAI, 2009). Provedores que comercializam MR para EP
nao divulgam o método de preparo dos materiais por eles produzidos.

Os unicos relatos sobre o preparo de MR para microbiologia de alimentos
encontrados na literatura sdo aqueles que utilizam o leite como matriz.

O leite é um alimento de grande importancia na dieta humana (MARGARIDO,
2009). E uma substancia resultante da sintese das glandulas mamarias dos
mamiferos (ICMSF, 2005). A composigédo do leite dos animais, aliado a distribuicdo
equilibrada de nutrientes e a elevada digestibilidade, fazem do leite um dos
componentes mais importantes na alimentacdo humana. E um dos alimentos mais
complexos da natureza, apresentando um equilibrio entre uma solugdo aquosa, uma
emulsdo fina de glébulos de gordura e uma suspensao coloidal de proteinas com
particulas gasosas de gas carbdnico e oxigénio (LINCX, 2008).

As caracteristicas fisico-quimicas do leite variam segundo a espécie animal. O

leite de vaca apresenta na sua composicdo a maioria dos elementos essenciais a
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dieta humana como aminoacidos, acidos graxos essenciais, vitaminas e minerais em
quantidades maiores do que em qualquer outro produto (LINCX, 2008).

E comum a utilizagdo de microrganismos na confecgéo de produtos lacteos, de
modo a se obter texturas, sabores e aromas caracteristicos. No entanto, podem
também estar presentes microrganismos indesejaveis responsaveis pela
deteriorizagdo ou como patdgenos, introduzidos nesses produtos por procedimentos
de producado inadequados, falhas nos sistemas de processamento ou por praticas
sanitarias improprias (RICHTER & VEDAMUTHU, 2001).

A necessidade de controle desses microrganismos em leites e produtos
lacteos, tem influenciado o desenvolvimento de métodos de enumeragdo e no
estabelecimento de padrdes microbiologicos que refletem a qualidade dos produtos
(RICHTER & VEDAMUTHU, 2001).

Na microbiologia, o leite desnatado tem sido utilizado como agente crioprotetor
em processos de dessecacdo de microrganismos e apresenta acao protetora para
diferentes espécies (HUBALEK, 2003; MORGAN et al., 2006). Durante os processos
de secagem de culturas bacterianas as proteinas do leite formam uma camada
protetora na parte externa da célula bacteriana estabilizando os constituintes da
membrana celular e promovendo o efluxo da agua na célula sem alterar a sua
estrutura (CARVALHO et al., 2004; HUBALEK, 2003).

1.7. Padrbes microbiologicos para o controle microbioldgico do leite em p6

A Resolugédo N°12 de 2001, estabelece os padrdes microbiolégicos para
alimentos (BRASIL, 2001). Para a avaliagdo da qualidade microbiologica de leite em
po, sdo citados os seguintes parametros: auséncia de Salmonella sp., limite de 10
UFC/g para coliformes a 45°C, limite de 10?> UFC/g para estafilococos coagulase
positiva e limite de 5 x 10° UFC/g para Bacillus cereus.

1.7.1. Género Salmonella

O género Salmonella €& representado por bastonetes Gram-negativos,

anaerobios facultativos, ndo esporulados, moveis por flagelo peritriqueos, com
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excecgao dos sorovares S. Gallinarum e S. Pullorum. Espécies do género fermentam a
glicose, produzindo acido e gas, porém nao metabolizam a lactose e a sacarose, séo
oxidase negativa e catalase positiva, utilizam o citrato como unica fonte de carbono,
descarboxilam a lisina e ndo hidrolisam a uréia. Tém como temperatura 6tima de
crescimento a faixa de 35 a 37°C e minima em torno dos 5°C (FRANCO &
LANDGRAF, 2002). Sao relativamente termossensiveis, podendo ser destruidas a
60°C, por 15 a 20 minutos (FORSYTHE, 2002). Podem sobreviver durante anos em
alimentos com baixa atividade de agua (Aa), necessitando do minimo de 0,94 de Aa
para iniciar o crescimento (ICMSF, 1996).

As Salmonella spp. se encontram amplamente distribuidas na natureza sendo o
trato intestinal do homem e dos animais o principal reservatorio natural. Entre os
animais, as aves s&o os reservatorios mais importantes (D’AOUST et al., 2001).

O género Salmonella é dividido em duas espécies: S. bongori e S. enterica.
Apenas a espécie S. enterica apresenta subespécies, dentre elas estdo: S. enterica
subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica
subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae e S. enterica subsp. indica (EUZEBY,
2009; TINDALL et al., 2005). Cada subespécie abriga um numero distinto de
sorovares. A classificacdo em sorovares baseia-se nos seus antigenos de superficie
somaticos (O), flagelares (H) e capsulares (Vi) (KONEMAN et al., 2001).

Os sorovares pertencentes a S. entérica subsp. enterica sdo designados por
nomes que relatam geralmente a regido geografica onde o sorovar foi pela primeira
vez isolado. Sorovares pertencentes a outras subespécies sao designados pela sua
forma antigénica que segue o nome da subespécie. Existem atualmente 2541
sorovares do género Salmonella, sendo que aproximadamente 60% do total
pertencem a S. enterica subesp. enterica (POPOFF et al., 2004).

Uma nova espécie denominada Salmonella subterranea foi recentemente
isolada de sedimento na regido aquifera de Oak Ridge nos Estados Unidos. O estudo
da sequéncia ribossomal indicou 96,4 % de similaridade com a espécie S. bongori
(SHELOBOLINA et al., 2004).

Durante as etapas preliminares das analises de pesquisa de Salmonella spp.,
como isolamento e identificacdo, € comum a selegao equivocada de colbnias de
outras bactérias da familia Enterobacteriaceae.

O perfil fenotipico da espécie Citrobacter freundii tem grande similaridade com

a maioria dos sorovares de Salmonella. Segundo relatos de Farmer e colaboradores
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(1985), cepas recebidas no CDC como Salmonella ndo tipaveis, foram posteriormente
identificadas como C. freundii.

O género Citrobacter pertence a familia Enterobacteriaceae e abriga 11
espécies, que sado consideradas primariamente habitantes do trato intestinal de
humanos e de animais (ABBOTT, 2007). C. freundii apresenta como uma de suas
caracteristicas bioquimicas a produgao de sulfeto de hidrogénio, fato que dificulta a
sua diferenciagdo de colonias de Salmonella spp. em meios de isolamento
diferenciais, que tem o sistema de detecgédo de sulfeto hidrogénio como reagao de
diferenciagcdo. Koneman e colaboradores (2001) indicam a prova da descarboxilagao
da lisina como caracteristica chave para a diferenciagao de C. freundii dos diferentes
sorovares de Salmonella.

As infecgbes por Salmonella no homem podem ser subdivididas em trés
grupos: a febre tiféide, as febres entéricas e as gastrenterites ou salmoneloses. A
febre tifdide e a febre entérica sdo causadas pela Salmonella. Typhi e Salmonella
Paratyphi (A, B e C) e as gastrenterites pelos demais sorovares. Esses quadros s&o
caracterizadas por uma infecg¢ao intestinal que progride para uma infecgéo sistémica.
Os sintomas sao febre alta, diarréia, vomito e septicemia, podendo durar de uma a
oito semanas. As febres tiféide e entérica acometem somente o homem e sé&o
normalmente transmitidas por aguas e alimentos contaminados com material fecal
humano (D’AOUST et al., 2001; CAMPQOS, 2005).

A gastrenterite € uma infecgdo aguda, com intensa inflamagdo da mucosa
intestinal decorrente da invas&o bacteriana. E clinicamente caracterizada por diarréia,
geralmente acompanhada de nauseas, dor de cabeca, febre e vémito. Os sintomas
aparecem em media 12 a 36 horas apds o contato com o microrganismo. Na maioria
dos casos a infecgao se limita ao intestino, por um periodo maximo de quatro dias,
com a recuperagao ocorrendo geralmente sem tratamento (FRANCO & LANDGRAF,
2002).

Investigagbes epidemiologicas tém indicado que a maioria das infecgbes
humanas por Salmonella é resultante da ingestdo de alimentos de origem animal,
como carnes, produtos carneos e ovos (RABSCH et al., 2001; VOETSCH et al., 2004).

Nos Estados Unidos, estima-se 1,4 milhbes de casos de infecgbes anuais por
Salmonella, com média de 600 mortes. Esta taxa corresponde a aproximadamente

31% das mortes relatadas pelo consumo de alimentos contaminados. Entretanto,
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presume-se que a verdadeira ocorréncia desta infeccdo seja bem maior,
considerando-se que apenas 3% dos casos séo oficialmente reportados (CDC, 2008).

Nas ultimas décadas surtos de SE, reportados nos EUA, foram repetidamente
associados ao consumo de alimentos contendo ovos crus ou mal cozidos (MISHU et
al., 1994; OLSEN et al., 2001).

No Brasil a partir de 1981, diferentes relatos descreveram surtos de infeccdes
alimentares por Salmonella Enteretidis (SE). Mota e colaboradores (1983) foram os
que primeiramente descreveram surto de toxinfeccao por SE no Brasil, na cidade de
Curitiba. Araujo e colaboradores (1993) reportaram quatro surtos por SE associados
ao consumo de alimentos contendo ovos, em Sorocaba. Kaku e colaboradores (1995)
relataram um surto de toxinfecgdo alimentar por SE em uma escola na regido
Noroeste do Estado de Sao Paulo, a partir do consumo de maionese preparada com
ovo cru. Peresi e colaboradores (1998) reportaram o isolamento de SE em 18 surtos
ocorridos entre 1993 e 1997, também na regido Noroeste do Estado de Sao Paulo, a
partir do consumo de diferentes tipos de alimentos, que na grande maioria
apresentava ovo cru ou ovo com cocg¢ao insuficiente na sua composigéo.

Mudangas no quadro epidemiolégico das infecgdes por Salmonella nao tiféides
foram percebidas a partir da segunda metade do século XX, em todo o mundo. Como
aspectos principais, ocorreram o aumento da incidéncia de casos de toxinfeccdes
alimentares por S. Enteretidis e a emergéncia de cepas de Salmonella
multirresistentes a drogas antimicrobianas (OLSEN et al., 2001; MOLBAK et al., 1999;
RABSCH et al., 2001). De particular importancia percebeu-se a emergéncia de cepas
multirresistentes de S. Typhimurium DT 104, na Europa, nos Estados Unidos e no
Canada (POPPE et al., 1998).

Para o estudo epidemioldgico das infecgdes por SE é necessario a utilizagao de
metodologias de tipificagdo capazes de diferenciar e separar os isolados. A
fagotipagem tem sido uma das principais ferramentas utilizadas no estudo da
disseminagao epidémica de diferentes sorotipos de Salmonella, indicando flutuagdes
de alguns fagotipos e favorecendo o reconhecimento daqueles circulantes em um
determinado periodo (BRICIO, 2004; SANTOS et al., 2003).

Cepas de SE fagotipos PT- 8 e PT- 13a, sdao comuns nos Estados Unidos,
enquanto que em alguns paises da Europa, o fagotipo PT- 4 € o mais frequente
(PERESI, 1998). No Brasil o estudo com isolados de fontes humanas e ndo humanas

indicaram que até o inicio dos anos 90 o fagotipo PT- 8 predominava (FERNANDES et
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al., 2003). Entretanto, nos anos seguintes, o fagotipo PT- 4 mostrou-se mais frequente
(PERESI, 1998; SANTOS et al., 2003). O aumento significativo da ocorréncia de SE
pode estar associado ao intercambio comercial de matrizes de aves com paises da
Europa, o que pode ter facilitado a introdugéo e a disseminagéo do fagotipo PT- 4 no
Brasil (IRINO et al., 1996, PERESI, 1998).

As infecgcbes por Salmonella representam um grande desafio para a saude
publica, em razdo da alta endemicidade e morbidade e acima de tudo pela dificuldade
do seu controle (HOFER et al., 1997).

Considerando a importancia do controle deste patégeno em alimentos, no
Brasil a legislacdo vigente que determina os critérios microbiolégicos para alimentos
destinados ao consumo humano estabelece a auséncia de Salmonella em 25g para
todos os alimentos, no qual este microrganismo é indicado como parametro (BRASIL,
2001).

1.7.2. Bacillus cereus

B. cereus € uma espécie bacteriana que se encontra amplamente distribuida na
natureza, sendo comumente isolado de amostras de solo e de vegetais em
crescimento. Por esta razdo, contamina facilmente alimentos como cereais,
condimentos, ervas e frutas (GRANUM, 2001).

Esta bactéria € caracterizada como bastonete Gram-positivo, aerdbio
facultativo, com caracteristica de formacdo de esporos, que favorecem a
sobrevivéncia das células durante as condicdes ambientais adversas, como processos
de cocgao de alimentos, congelamento, dessecacao e irradiagcdo (KOTIRANTA et al.,
2000). B. cereus multiplica-se bem entre 10 e 48°C apresentando uma temperatura
otima de crescimento entre 28 e 35°C. A atividade de agua minima necessaria para o
seu crescimento é de 0,95 e a faixa de pH em que ocorre multiplicacéo é de 4,9 a 9,3
(FRANCO & LANDGRAF, 2002). Apresenta como fatores de viruléncia a produgao de
enterotoxinas, toxina emética, hemolisinas, lecitinase, B-lactamases e proteases (JAY,
2005).

Esta espécie é geralmente encontrada nos alimentos em quantidades menores
que 10? Unidades Formadoras de Coldnias (UFC), por grama do alimento, nivel

geralmente considerado aceitavel. Entretanto, alimentos apresentando mais que 10°
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UFC/g ndo devem ser considerados completamente seguros para o consumo, uma
vez que o numero de células pode aumentar rapidamente, se o alimento for mantido
em condi¢cdes de tempo e temperatura propicios a sua multiplicagdo (FORSYTHE,
2002).

O numero de células de B. cereus necessario para desencadear quadros
clinicos em humanos encontra-se na faixa de 10° a 10% UFC/g. No entanto,
representantes desta espécie tem sido frequentemente isolados de alimentos
envolvidos em quadros de surtos de toxinfeccdo alimentar com contaminacdes
variando de 5 x 10* a 10" UFC/g ou mL (GRANUM & LUND, 20086).

As enterotoxinas e a toxina emética sao responsaveis por duas distintas formas
de gastrenterites, definidas como sindrome diarréica e sindrome emética. Nesses
tipos de enfermidade, € comum o alimento envolvido ter sido submetido a tratamento
térmico, sendo os esporos sobreviventes a fonte da toxinfecgdo. O tratamento térmico
promove a germinagao dos esporos € a diminuicdo da microbiota competidora, fato
que favorece a multiplicagéo do B. cereus (FORSYTHE, 2002; GRANUM, 2001).

A sindrome diarréica é causada por uma proteina de alto peso molecular, que é
inativada pelo aquecimento a 56°C por 30 minutos ou em pH abaixo de 4. A
enterotoxina € produzida durante o crescimento da bactéria no intestino delgado é
antigénica e apresenta atividade hemolitica. Tem como mecanismo de agado, o
estimulo da adenilciclase na mucosa intestinal, promovendo o acumulo de sais e
eletrdlitos, além de ter atividade dermonecrética e de permeabilidade vascular
(GRANUM & LUND, 2006). O periodo de incubacédo varia de 8 a 24 horas e os
sintomas desta enfermidade sao diarréia aquosa, dores abdominais, raramente
ocorrendo nauseas e vOmitos. A duragédo da doenga é de 6 a 12 horas (JAY, 2005).
Os alimentos envolvidos nos casos diarréicos, descritos na literatura sdo vegetais crus
e cozidos, produtos carneos, pescados, massas, leite, sorvetes e pudins a base de
amido (FRANCO & LANDGRAF, 2002).

O quadro da intoxicacao do tipo emético € caracterizado por nauseas e vomitos
que ocorrem apos um periodo de 1 a 6 horas de incubacdo. A toxina emeética,
denominada cereulisina, consiste em um peptideo. A biossintese e 0 mecanismo de
acao desta toxina nao foram ainda elucidados (GRANUM & LUND, 2006). Esta
proteina é resistente ao pH acido e as enzimas proteoliticas. Apresenta também
resisténcia ao aquecimento a 126°C por até 90 minutos e nao € antigénica (FRANCO

& LANDGRAF, 2002). Os surtos de intoxicacédo do tipo emético sdo geralmente
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associados com produtos contendo arroz, entretanto alimentos ricos em amido como
batatas e massas, assim como produtos lacteos (FORSYTHE, 2002).

Em um pequeno numero de casos, individuos podem apresentar os dois tipos
de sintomas, devido a producdo simultdnea da toxina diarréica e da emética
(GRANUM, 2001).

O tipo de intoxicagdo dominante varia de pais para pais, podendo ser
associado aos habitos alimentares de cada regido. No Jap&o a ocorréncia do tipo
emeético € dez vezes maior que do tipo diarréico, enquanto na Europa e na América do
Norte o tipo diarréico é predominante (GRANUM, 2001).

A curta duracado dos quadros de intoxicagao por esta bactéria faz com que os
casos ndo sejam geralmente notificados. Poucas sdo as informagdes a respeito do
numero de casos (GRANUM & LUND, 2006). Alguns paises tém publicado dados
ocorridos nas ultimas décadas: na Holanda, B. cereus foi considerado a causa mais
comum de toxinfecgao alimentar, no periodo de 1991 a 1994. Na Tailandia, Schoeni &
Wong (2005) descreveram a bactéria como o terceiro principal agente de doencas
veiculadas por alimentos entre 1986 e 1995. Mead e colaboradores (1999) estimaram
que mais de 27.000 casos das toxinfecgdes alimentares que ocorrem anualmente nos
Estados Unidos sé&o causadas por B. cereus.

No Brasil, dados de surtos causados por B. cereus sao escassos, entretanto
estudos da avaliagdo microbioldgica indicam a presenga deste microrganismo em
diferentes tipos de alimentos como: macarrbes (MC KNIGHT et al., 1990), doces
industrializados (GOMES et al., 2004), leite em pé, leite pasteurizado e leite UHT
(REZENDE-LAGO et al., 2007).

A quantificacdo de B. cereus em amostras de alimentos tem sido realizada
através da utilizagdo de meios seletivos diferenciais (BENNETT & BELAY, 2001). A
diferenciagao bioquimica desta bactéria de outras espécies do género Bacillus exige

procedimentos bioquimicos adequados e o dominio da técnica de identificagao.
1.8. Métodos de preservacdo de microrganismos
A agua molecular constitui um componente critico nos mecanismos de reagao

das células e contribui para a estabilidade das proteinas, do DNA e dos lipidios, além

de conferir a ordem estrutural das células. Métodos de dessecac&o tém como objetivo
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a remogao de quase toda a agua da célula, cessando ou retardando o metabolismo
celular, mantendo assim organismos viaveis e estaveis (POTTS, 1994).

Métodos de preservacdo de microrganismos tém sido utilizados durante
décadas. Dentre as técnicas descritas na literatura a dessecagdo e o spray-dryer
estdo entre as mais aplicadas.

A remocdo de agua por spray-dryer baseia-se na estabilizagdo do
microrganismo alvo de forma rapida, sem permitir que sejam iniciados processos
fisiologicos de adaptagcdo ao estresse, que geralmente ocorrem durante a
dessecacdo. O processo consiste na obtengdo de material em forma de granulos
secos a partir da atomizagdo de uma solugdo contaminada. A solugao € injetada em
forma de spray em contra corrente a um jato de ar que se encontra a temperatura
superior a 200°C. Esta técnica apresenta um custo relativamente baixo, quando
comparado com a liofilizacdo. Estudos recentes indicaram a possibilidade da
utilizacado da técnica para a preservagao de bactérias probidticas (MORGAN et al.,
2006).

A variagao da viabilidade indica que as alteracdes sofridas pelas células podem
ocorrer também durante a estocagem. Desta forma, devem ser investigadas possiveis
modificagdes na forma de estoque de células dessecadas por spray-dryer, a fim de se
obter células viaveis por longos periodos (MORGAN et al., 2006).

O método de liofilizagdo consiste na remocgdo lenta de cristais de agua
congelada por sublimac&o, sob vacuo. E o processo mais indicado para o preparo de
materiais envasados em embalagens individuais, cujo numero de células necessita
ser precisamente preservado (MORGAN et al., 2006). Sua principal vantagem é
permitir a estocagem dos lidfilos por longos periodos de tempo, com menor risco de
contaminagdo e sem demandar manipulagdo adicional (CARVALHO et al. 2004;
COSTA & FERREIRA, 1991).

O ciclo de liofilizagao pode ser dividido em duas etapas, secagem primaria e
secundaria. A primaria consiste na sublimagdo dos cristais de gelo. Este efeito é
obtido com a reducao da pressao no condensador do aparelho. Na fase secundaria,
toda a agua congelada é sublimada restando somente a agua “ligada” a matriz sdlida
da célula, que necessita de um periodo prolongado para ser removida. A eficiéncia de
secagem da fase secundaria é determinada pela analise da umidade residual nos
materias apoés a liofilizagdo (MORGAN et al., 2006).
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Apesar da aparente simplicidade da técnica de liofilizacdo, varios parametros
devem ser considerados, para a obtencdo de bons resultados. Cabe enfatizar que
diferentes espécies bacterianas apresentam comportamentos distintos frente as
condigdes de liofilizagdo e estoque (COSTA & FERREIRA, 1991).

Os procedimentos que antecedem a liofilizacdo, a técnica em si e a
reconstituicdo do liodfilo podem desencadear efeitos indesejaveis aos microrganismos
como a desnaturacdo de algumas enzimas, o aumento da permeabilidade da
membrana celular, danos no DNA e a consequente perda da viabilidade das células
(CARVALHO et al. 2004; COSTA e FERREIRA, 1991).

Assim, alguns autores relataram procedimentos importantes no preparo e na
manutencdo de materiais liofilizados, a fim de se evitar perdas na viabilidade celular.
De acordo com Morgan e colaboradores (2006) e Potts (1994), para o preparo da
suspensao bacteriana devem ser utilizadas culturas no final da fase logaritmica e no
inicio da fase estacionaria, fase que corresponde ao maximo de resisténcia da maioria
das bactérias as condigdes adversas. Carvalho e colaboradores (2004); Hubalek
(2003) e Morgan e colaboradores (2006) destacaram a importancia da utilizagao de
crioprotetores, como carboidratos, proteinas e polimeros no aumento da estabilidade
de microrganismos durante o processo de dessecacdo e estocagem. Morgan e
colaboradores (2006) indicaram a importancia da pratica do congelamento rapido, que
promove a formagéo de cristais de gelo de pequenas dimensdes, evitando danos as
células. Miyamoto-Shinohara e colaboradores (2008) reportaram a presenga de
umidade residual em culturas bacterianas liofilizadas e sugerem que ap6s um eficiente
processo de liofilizacdo os frascos contendo os liéfilos sejam fechados sob condi¢des
de alto vacuo e estocados a -20°C, a fim de se reduzir a atividade da agua molecular.

Morgan e colaboradores (2006) relataram experimentos que comprovaram a
importancia da etapa de reconstituicdo do lidfilo com fluidos que apresentam teor

nutricional e osmolaridade adequados ao reparo das células injuriadas.

1.9. Técnicas de producdo e manutencdo de materiais de referéncia para

microbiologia de alimentos

O grande desafio na produgcdo de MR para EP destinados a ensaios
microbiolégicos € a instabilidade natural dos microrganismos, que dificulta o

desenvolvimento, a produgdo e o uso desses materiais (HAYES, 1996; IN'T VELD,
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1998; PHILIPP et al., 2007). Na producédo do MR as células bacterianas sao
fortemente afetadas por fatores como variacbes de temperatura e estresse sofrido
durante o processo de dessecagao (PHILIPP et al., 2007). Desta forma, os
microrganismos podem se multiplicar, morrer ou mesmo sofrer injurias subletais
durante a producgéao e estoque (JANNING et al., 1995).

Peterz e Norberg (1983) indicam que MR devem atender aos requerimentos de
homogeneidade e estabilidade. No entanto, MR preparados para serem utilizados em
EP, sdo na maioria das vezes utilizados proximos a sua produgao, ndo necessitando
de avaliagdo quanto a estabilidade por longos periodos (PETERZ & STENERYD,
1993). Para Janning e colaboradores (1995), antes da utilizagago de MR
microbiolégicos em EP devem ser também verificadas as caracteristicas fenotipicas e
imunoldgicas da(s) bactéria(s) alvo, que ndo devem sofrer modificacdes durante o
processo de producado do MR.

Diferentes autores relatam os procedimentos utilizados no preparo de MR para
uso em EP na area de microbiologia de alimentos. Na suiga, Peterz e Norberg (1983),
estimulados pela pratica da utilizacdo destes ensaios em laboratérios clinicos,
desenvolveram MR para microbiologia de alimentos utilizando a técnica de liofilizagao.
Os materiais foram preparados com bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
isoladas de alimentos na rotina de analise do laboratério e liofilizadas em meio de
cultura contendo albumina de soro bovino. Os resultados do estudo indicaram a
obtencdo de materiais homogéneos e estaveis, quando avaliados apo6s dois dias de
transporte a temperatura ambiente. Os autores verificaram também a perda de
viabilidade dos MR, quando estocados a temperatura ambiente durante intervalos de
cinco a dez semanas.

Beckers e colaboradores (1985) produziram e avaliaram um MR contendo
Salmonella sp. em matriz de leite em pé. A técnica de preparo utilizada foi o spray-
dryer. O MR foi produzido esperando-se uma média de contaminagdo na ordem de
6,5 células de Salmonella sp. por capsula contendo 0,2 g do leite contaminado. Foi
avaliada a homogeneidade do material e a estabilidade a 4°C, 22°C e 37°C, durante a
estocagem por aproximadamente 120 dias.

Em um novo estudo Peterz e Steneryd (1993), produziram dois novos materiais
homogeneizando culturas de seis diferentes microrganismos em caldo soro inositol. O
primeiro material apresentava as bactérias: Micrococcus luteus, Klebsiella oxytoca,

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens e Salmonella Dublin;
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o segundo material: Staphylococcus saprophyticus, Citrobacter freundii, E. coli,
Enterococcus faecium, Bacillus cereus, Candida albicans e Salmonella Anatum. Os
materiais foram liofilizados e estocados a temperatura de 2 a 6°C. Foram realizados
testes para avaliagdo da homogeneidade e estabilidade em longo prazo com
temperaturas de estoque. Entretanto, os testes de estabilidade mostraram
decréscimos significativos no numero de células apés 1 ano de estocagem a 2-6°C.
As taxas de declinio foram em média maiores para as bactérias Gram-negativas.
Dentre os microrganismos estudados as taxas de declinio das bactérias coliformes
variaram de 0,01 a 0,02 unidades de logio por semana. A média de perda detectada
para os outros microrganismos foi menor que 0,007 unidades de log por semana.

Na busca da obtencdo de MR mais estaveis para o uso em EP em laboratérios
de analise de alimentos e de aguas, nove diferentes materiais foram desenvolvidos
pelo National Intitute of Public Helth and Environmental Protection (RIVM) dos Paises
Baixos, com apoio da European Commission (EC), durante o periodo de 1986 a 1995.
Dentre os materiais produzidos estdo os MR para deteccdo de Salmonella sp.,
enumeracgao de E. coli, de B. cereus, de S. aureus e de C. perfringens. Alguns desses
MR foram posteriormente certificados (IN'T VELD, 1998, PHILIPP et al., 2007).

O método de producao de MR utilizado pelo RIVM consiste na obtencédo de
leite em pdé com uma alta concentracdo de bactérias (LPAC), a partir de uma
suspensao de leite liquido contaminado processado por spray-dryer. Para o preparo
do material final o LPAC é misturado com leite em pé livre de contaminacédo, até a
concentragao de células desejada. A etapa seguinte consiste na distribuicdo do leite
em capsulas de gelatina, em quantidades de aproximadamente 0,3g/capsula. As
capsulas sdo entdo estocadas a temperatura de -20°C (IN'T VELD, 1998).

Janning e colaboradores (1995) conduziram um levantamento do estudo da
estabilidade dos diferentes MR produzidos pelo RIVM pela técnica descrita acima e
concluiram que os melhores resultados de estabilidade ocorreram quando os MR
foram estocados a -20°C. O levantamento também avaliou a exposicdo de MR a
possiveis temperaturas de transporte: -20°C, 22°C, 30°C e 37°C, durante 4 semanas.

O Institute for Reference Materials and Measurements (IRMM) da Bélgica
disponibiliza MRC envasados em capsulas preparados pela técnica de spray-dryer.
Dentre os materiais comercializados destacam-se: MRC para enumeragao de
Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes, E. coli; B. cereus e de

Enterococcus faecium, além de materiais para deteccdo de E.coli O157 e de L.
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monocytogenes. Os controles desses materiais indicaram suficiente homogeneidade e
estabilidade durante 10 anos de estoque (PHILIPP et al., 2007).

2.0. Disponibilidade de ensaios de proficiéncia no Brasil e no exterior

Em alguns paises europeus sao oferecidos programas continuos de EP. Na
Inglaterra, o Public Health Laboratory Service (PHLS), langou no inicio dos anos 90
programas de EP em microbiologia, para laboratérios de alimentos, de agua e para
laboratdrios clinicos. O programa consiste no envio de no minimo doze amostras
anuais por laboratério. Cada ensaio de rotina é avaliado pelo menos uma vez por ano.
Na area de alimentos este suporte foi desenvolvido para atender a critérios da
legislagdo e para avaliar a competéncia dos laboratérios dos estados membros do
mercado comum europeu. Entretanto, a participagcdo em programas continuos traz
varios beneficios para a melhoria da qualidade dos ensaios dos laboratérios
participantes (ROBERTS, 1999).

Na Franca, o RAEMA consiste em um programa de EP aberto a todos os tipos
de laboratério na area de microbiologia de alimentos. O programa disponibiliza MR
para a maioria dos ensaios da rotina de um laboratério de microbiologia de alimentos.
Esses programas representam uma observagao privilegiada para o acompanhamento
da evolugéo analitica dos laboratorios participantes (AUGUSTIN & CARLIER, 2002;
AUGUSTIN & CARLIER, 2006).

No Brasil, segundo dados da ANVISA (2006), no periodo entre 2004 e 2005
ocorreu uma discreta reducdo da participagdo de Laboratdrios Centrais de Saude
Publica (LACEN) em ensaios e programas de EP nacionais e internacionais
oferecidos no pais.

Como proposta de incentivo, capacitagcdo, avaliagdo e reconhecimento da
qualidade técnica desses laboratorios da area de Microbiologia de Alimentos a
GGLAS/ANVISA ofereceu no ano de 2006 a participacdo desses laboratorios em
programas de EP. Foram disponibilizadas amostras de diferentes matrizes de
alimentos contaminados com microrganismos de importancia no controle
microbiolégico desses produtos. As amostras foram adquiridas de provedores de EP
internacionais, através de recursos do Ministério de Ciéncia e Tecnologia (MCT), da
Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP) e da ANVISA (ANVISA, 2006).
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Apesar do aumento da procura da participagao em EP, a disponibilidade destes
€Nnsaios No NosSso pais é escassa. A grande maioria das ofertas € dada por provedores
internacionais, o que faz com que os valores cobrados para a participagdo sejam
bastante elevados. Além disso, devem ser destacadas as exigéncias burocraticas
feitas pelos paises exportadores na liberacdo das amostras, principalmente as que
apresentam conteudo bioldgico. A dificuldade na liberagao alfandegaria no Brasil
constitui também outro problema, algumas vezes fazendo com que o material chegue
ao laboratério de analise fora das especificacbes de temperatura, ou mesmo com o
prazo de inicio de analise ultrapassado (INCQS, 2008).

A pratica da participagdo de laboratorios brasileiros em EP internacionais
demonstra a fragilidade técnica do pais na producédo de MR e facilita a divulgagao dos
resultados obtidos pelos nossos laboratérios para provedores no exterior.

Desta forma, € de fundamental importdncia o incentivo a capacitacdo de
provedores de EP nacionais, na producao de materiais de referéncia com qualidade
elevada e com valores inferiores aos cobrados no exterior (INCQS, 2008).

Diante destes fatos, destaca-se a importancia da formacido e capacitacdo de
laboratdrios brasileiros provedores de EP em Microbiologia de Alimentos, que possam
oferecer MR para ensaios de proficiéncia com qualidade reconhecida e pregcos mais
baixos que os disponiveis no mercado internacional. Tal pratica podera contribuir na
harmonizacdo dos laboratorios brasileiros, publicos e privados, no sentido da
avaliagcdo da qualidade técnica, aprimorando assim a capacidade analitica na area da
seguranca alimentar (INCQS, 2008).

2.1. RELEVANCIA DO PROJETO

A capacitagdo do INCQS como produtor de MR para EP na area de
microbiologia de alimentos permitira a geracdo de MR, que no futuro poderdo ser
disponibilizados sem custos aos LACEN. Esta participagdo podera auxiliar na melhoria
da qualidade das analises dos laboratérios de alimentos e consequentemente no

suporte as agdes de controle e fiscalizagcao sanitaria de alimentos no pais.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Central

e Padronizar metodologia de produgdo de MR para EP em microbiologia de
alimentos utilizando o método de liofilizagao.

3.2. Objetivos Especificos

e Determinar as concentragdes de indculo a serem utilizados no preparo dos

diferentes lotes de MR.

e Padronizar os procedimentos de contaminagdo da matriz.

e Avaliar a reprodutibilidade da técnica no preparo de lotes com as mesmas

concentracdes de células.

e Produzir MR para EP, destinado a deteccido de Salmonella sp. em matriz de

leite em po.

e Produzir MR para EP, destinado a enumeracao de Bacillus cereus em matriz de

leite em po.

e Produzir MR para EP, destinado a deteccdo de Salmonella sp. € enumeragao

de Bacillus cereus em uma mesma matriz de leite em po.

e Implantar metodologias de controle para a avaliagcdo da qualidade dos MR
produzidos, como: verificacdo do vacuo, avaliagao da pureza, determinacio da
umidade residual, teste da homogeneidade, teste da estabilidade e avaliagcéo

da manutencao das caracteristicas fenotipicas.
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4. MATERIAL E METODOS

A técnica escolhida para o preparo dos MR foi a liofilizacdo. A selecéo foi
baseada no fato da liofilizacdo ser um dos métodos de dessecacao mais utilizados e
mais eficientes na preservacdo de microrganismos (COSTA & FERREIRA, 1991;
MORGAN et al., 2006). Aliado a isto, foi também considerado o acumulo de anos de
experiéncia do INCQS na pratica da producéo de culturas de referéncia bacterianas e
fungicas pela técnica de liofilizagao.

O leite foi escolhido como a matriz do estudo, primeiramente por ser um
alimento de grande importancia na dieta humana (MARGARIDO, 2009). Além disso, é
utilizado como agente crioprotetor em processos de liofilizagdo de microganismos
(HUBALEK, 2003; MORGAN et al., 2006).

Considerando-se a possibilidade de estudo de um material para o ensaio
qualitativo e outro para ensaio quantitativo foram selecionados para este estudo os
microrganismos: Salmonella sp. e B. cereus. A espécie C. freundii foi também
escolhida para fazer parte do estudo no preparo do MR destinado a deteccédo de

Salmonella sp.

4.1. Local de desenvolvimento do estudo

Para o desenvolvimento do estudo foram utilizados equipamentos e a infra-
estrutura do Laboratério de Microrganismos de Referéncia (LMR) e dos Setores: de
Alimentos, de Identificacdo Bacteriana e de Saneantes do Departamento de
Microbiologia do INCQS/FIOCRUZ.

4.2. Procedimentos de preparo dos MR para ensaio de detec¢cdo de Salmonella
(analitos contaminados com Salmonella sp. e analitos contaminados com

Citrobacter freundii ) e MR para ensaio de enumeracao de B. cereus.
Foram preparados quatro diferentes lotes de cada analito citado abaixo:

Salmonella sp., lotes: S1, S2, S3 e S4; C. freundii, lotes: C1, C2, C3 e C4 e B. cereus,
lotes: BC1, BC2, BC3 e BCA4.
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4.2.1. Selecao e confirmacao do perfil bioquimico das bactérias selecionadas

Para o ensaio de deteccdo de Salmonella sp. foram produzidos dois analitos
distintos a serem utilizados em paralelo durante um EP. Um dos materiais foi
preparado com células de Salmonella sp. e um segundo material com C. freundii. O
objetivo da utilizagdo dos dois materiais foi baseado na possibilidade da verificagdo da
sensibilidade e da especificidade dos procedimentos laboratoriais empregados
durante o ensaio.

A escolha da espécie C. freundii se deu, pelo fato desta apresentar as mesmas
caracteristicas de crescimento de Salmonella sp. no meio agar de isolamento
diferencial para detecg¢ao de bactérias intestinais agar Entérico Hektoen, que € um dos
meios de isolamento utilizados em ensaios de deteccdo de Salmonella sp. em
alimentos. A caracteristica da producgéo de sulfeto de hidrogénio, conferindo coloragao
preta as colbnias, dificulta a diferenciacado destes dois microrganismos no meio citado.
Deste modo, a diferenciagao é realizada somente na etapa de triagem, com o agar
trés acgucares e ferro (TSI) e o agar lisina ferro (LIA). A utilizacdo do TSI avalia a
capacidade do microrganismo de fermentar a glicose, a lactose e a sacarose, ja o LIA
indica a capacidade do microrganismo de descarboxilar a lisina. A caracteristica
utilizada na diferenciacdo destas bactérias esta na incapacidade da C. freundii de
descarboxilar a lisina.

A cepa de C. freundii utilizada no estudo foi gentilmente cedida pelo Laboratério
de Bacteriologia Médica do Instituto de Microbiologia Paulo de Godes da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), com numero da colegao 5445, tendo sido isolada
de um paciente do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho com quadro de
infec¢do urinaria.

Para a selecao da cepa de Salmonella sp. foi realizado um levantamento sobre
o sorotipo e fagotipo de maior prevaléncia no Brasil nos ultimos anos. Foi entdo,
selecionada uma cepa de Salmonella Enteretidis fagotipo PT- 4, depositada na
Colegao de Pesquisa de Bactérias do INCQS, com numero P3440, tendo sido obtida
de uma amostra de sobre coxa de frango congelada. A caracterizagao sorologica e a
classificagdo do fagotipo foram anteriormente realizadas pelo Laboratério de
Enterobactérias do Departamento de Bacteriologia do Instituto Oswaldo Cruz da
FIOCRUZ.

27



Para o preparo do MR a ser utilizado na enumeracido de B. cereus, foi
selecionado aleatoriamente, um isolado de amostra de farinha de mandioca,
depositado na Colecao de Pesquisa de Bactérias do INCQS, com numero P3441.

Antes do inicio da producdo dos materiais, foi realizada a confirmacado da
identificagcao bioquimica dos trés isolados, em sistema de identificagdo automatizado
VITEK (BioMerieux, VITEK 32), localizado no Setor de Bacteriologia do Laboratério de
Microrganismos de Referéncia/DM. Para a identificacdo da Salmonella sp. e do C.
freundii foram utilizados cartdes de identificagdo para bactérias Gram negativas
(BioMerieux, GNI+ card) e para a identificacdo do B. cereus o cartdo para Bacilos

(BioMerieux, Bacillus card).

4.2.2. Preparo das culturas estoque

Os procedimentos descritos abaixo foram utilizados para o preparo individual
das culturas bacterianas de Salmonella sp., C. freundii e de B. cereus.

A cepa selecionada foi semeada em placa contendo agar sangue de carneiro
(Base para agar sangue, MERCK), pela técnica de esgotamento. A placa foi incubada
a 30 £ 2°C por 24 + 2 horas. Apds o periodo de incubacdo, uma col6nia isolada foi
transferida para tubo contendo 10 mL de caldo infusdo cérebro coracao (BHI,
MERCK), sendo incubado a 35 % 2°C.

Foi inoculado 0,1 mL do caldo BHI em placa de agar tripticaseina de soja (TSA,
MERCK), sendo espalhado na superficie do meio através da utilizacdo alga de
Drigalsky. A placa foi incubada a 30 + 2°C por 24 + 2 horas.

Um volume de 10 mL de glicerol a 20% estéril (Glicerol p.a., MERCK) foi
acrescentado na superficie do TSA. Com o auxilio de uma alga de Drigalsky foi
realizada homogeneizacdo da camada de crescimento bacteriano com o glicerol. A
suspensdo de células obtida foi transferida para um tubo de ensaio, que
posteriormente foi submetido a homogeneizacdo em aparelho vortex (IKA, MST-1).
Volumes de 0,5 mL da suspensao de células foram distribuidos em criotubos estéreis

e estocados a -20°C por um periodo minimo de 24 horas.
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4.2.3. Preparo da cultura para uso nos procedimentos de producédo dos MR

Antes do preparo de cada cultura, os criotubos utilizados foram retirados do
freezer a -20°C e mantidos a temperatura ambiente por aproximadamente 10 minutos.

Para o preparo de cada cultura de Salmonella sp. um volume de 0,1 mL da
cultura estoque foi transferido para tubo contendo 10 mL de caldo BHI. O tubo foi
homogeneizado e incubado a 35 £ 2°C por 24 + 2 horas.

ApOs o intervalo de incubagédo, 1 mL da cultura foi transferido para um tubo
préprio para centrifugacdo com capacidade de 1,5 mL. A cultura foi centrifugada em
microcentrifuga refrigerada (Eppendorf, 5415D), regulada para um ciclo de 10.000 rpm
por 5 minutos. Apds o término da centrifugacdo o sobrenadante foi desprezado. O
procedimento foi repetido por mais duas vezes, no mesmo tubo, totalizando a
centrifugagdo de 3 mL da cultura. O pelet obtido foi ressupendido com 6 mL de
solugdo salina peptonada a 0,1% (Anexo 1), obtendo-se assim a suspensdo de
células para o preparo do material. O mesmo procedimento de preparo da suspensao
de Salmonella sp. foi utilizado para C. freundii.

No preparo da cultura de B. cereus, um volume de 0,1 mL da cultura estoque
foi transferido para um frasco erlenmeyer, com capacidade de 125 mL, contendo 60
mL de caldo BHI. O frasco foi homogeneizado e incubado a 35 + 2°C por 24 £ 2 horas.

Todo o volume 60 mL da cultura de BHI foi transferido para um tubo préprio
para centrifugacdo com capacidade de 80 mL. A cultura foi centrifugada em centrifuga
refrigerada (Deckman, J2-21) a 10.000 rpm por 15 minutos. O pelet foi ressuspendido

com 6 mL de solugao salina peptonada a 0,1%.

4.2.4. Controle da concentracao de células

A leitura da densidade de células das suspensdes preparadas foi realizada em
aparelho espectrofotbmetro (SHIMADZU, UV-visible, W-601) em comprimento de
onda de 530 nm, utilizando-se solugdo salina peptonada a 0,1% como branco.
Quando necessario as solugcdes de Salmonella sp. foram diluidas até apresentarem
valores de transmitancia na faixa de 5 a 9%. O ajuste foi realizado com o objetivo de
se atingir a concentracdo aproximada de 5 a 9 x 10° células/ mL. O mesmo

procedimento foi utilizado para o preparo das culturas de C. freundii.
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Para as suspensbes de células de B. cereus foi estabelecido ajuste de
transmitancia na faixa de 0,3 a 0,6%, a fim de se alcancar a concentragao aproximada
de 1 a5 x 10° células/ mL.

A partir do conhecimento aproximado da concentragdo de células das
suspensodes preparadas, foi calculado o fator de diluicdo a ser aplicado, para se obter
a concentracdo desejada no MR liofilizado. Foi considerada a diluigdo que a
suspensao de células sofreria quando homogeneizada com o leite (1:100), assim
como as perdas de concentracdo de células previstas durante a liofilizacdo, que
geralmente ocorrem na faixa de 0,5 a 1 log+o.

Cada suspensao preparada foi utilizada para o preparo de dois diferentes lotes.
As duplas de lotes preparados com as mesmas suspensdes foram as seguintes: S1 e
S2, S3 e S4; C1e C2, C3e C4; BC1 e BC2, BC3 e BC4. As duplas foram
liofilizadas no mesmo ciclo de liofilizagdo. Este procedimento teve como objetivo
avaliar a reprodutibilidade da técnica de preparo de diferentes lotes, utilizando uma
mesma suspensao de ceélulas.

Apos o processo de producdo, foram avaliadas as equivaléncias entre os lotes
preparados com as mesmas suspensodes, através do Teste t, considerando nivel de
significancia de 5%. O calculo foi aplicado aos dados obtidos nos testes de

homogeneidade, utilizando-se o programa Microsoft Excel.

4.2.5. Procedimentos para a homogeneizagao da suspensao de células com a

solugao de leite desnatado a 10%

Para o preparo de cada um dos lotes um volume de 2 mL da suspensao
bacteriana, na concentracdo definida para cada lote, foi adicionada a um erlenmeyer
contendo 198 mL de leite desnatado a 10% (Skim Milk, DIFCO), autoclavado a 110°C
por 10 minutos. O material foi homogeneizado em placa com agitagdo magnética
(Corning, PC-220), durante 10 minutos.

Ap6s a homogeneizagéo, foi realizado o controle da concentragéo de células de
cada lote produzido através da contagem em duplicata, em TSA, utilizando a técnica
Pour Plate. Quando necessario, foi realizada a diluicdo do material a partir da
homogeneizagcdo de 0,5 mL do material homogeneizado em 4,5 mL de salina
peptonada a 0,1% (diluigdo 1:10), até uma concentragéo favoravel a contagem de 30
a 300 UFC/mL.
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4.2.6. Envase, congelamento e liofilizagdo do material

Volumes de 1 mL foram transferidos para 88 frascos de vidro estéreis com
capacidade de 4 mL, dispostos em estantes. Apdés o envase tampas de borracha
estéreis foram encaixadas nos frascos. A quantidade de frascos foi estabelecida,
obedecendo a capacidade do liofilizador (LIOTOP, K 105) utilizado no estudo.

Os frascos foram rapidamente congelados, através da imersdo da base do
recipiente em cuba contendo etanol p.a. 95% (VETEC) e gelo seco. Movimentos
circulares foram aplicados para facilitar o congelamento do liquido no interior dos
frascos. O material congelado foi armazenado em freezer a —70°C (Revco, Ultima II).

Apd6s um periodo minimo de 24 horas, os frascos foram retirados do freezer e
rapidamente posicionados com as tampas entreabertas, em aparelho liofilizador
automatico, onde foram submetidos a um ciclo de liofilizagdo com duragdo minima
de 24 + 1 horas. Durante a liofilizagcdo foram verificadas as condi¢cdes ideais de
funcionamento do aparelho (temperatura abaixo de -40°C e vacuo abaixo de 100
MHg), segundo recomendacdes do fabricante.

Ao completar o periodo do ciclo de liofilizagdo os frascos foram fechados sob
condicdes de vacuo, através da utilizagao de sistema de vedacdo manual acoplado ao

aparelho.

4.2.7. Ensaios de controle

4.2.7.1. Verificacdo de vacuo

Logo apos a retirada dos frascos do liofilizador foi realizada a verificagdo de
vacuo dentro de cada um dos 88 frascos, através da utilizagcado de aparelho emissor de
centelha elétrica (Tesla Coil, 2-12-8). Durante a leitura, o vacuo foi detectado com o
aparecimento de coloracao no interior do frasco que variou de rosa a roxo. Os frascos
com vacuo foram lacrados com tampa de metal, etiquetados, e estocados a -20°C. Os

frascos que nao apresentaram vacuo foram descartados.
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4.2.7.2. Verificagdo da pureza

Para a verificagao da pureza foram utilizados oito frascos de cada lote, nUmero
correspondente a 10% do numero de frascos preparados em cada lote, conforme
recomendagdes descritas no POP INCQS 65.3230.001 (INCQS, 2005).

Os frascos foram retirados do freezer e mantidos a temperatura ambiente por
30 minutos. Foram entdo reconstituidos com 1 mL de salina peptonada a 0,1% a
temperatura ambiente. Apdés 15 minutos, uma algada de cada frasco reconstituido foi
semeada, utilizando-se a técnica de esgotamento, em uma placa de agar sangue.

Em paralelo foi realizada a semeadura, pela técnica de esgotamento, de uma
cepa de referéncia de S. Typhimurium INCQS 0150 (ATCC 14028) e de B. cereus
INCQS 00435 (ATCC 14579). O controle com cepa de referéncia de C. freundii n&o foi
realizado devido a nao disponibilidade de cepa adequada deste microrganismo para o
estudo.

As placas foram incubadas a 35 £ 2°C, por 24 £+ 2 horas. Apos o periodo de
incubacao foi verificado o crescimento de apenas um tipo de col6nia nas placas
semeadas, que foram comparados com a morfologia colonial das cepas de referéncia
semeadas nas placas de agar sangue controle.

Os MR que apresentaram placas com crescimentos de apenas um tipo de

col6nia foram considerados puros.

4.2.7.3. Determinacéo da umidade residual

Trés frascos de cada lote foram utilizados para o ensaio de determinacado da
umidade residual por gravimetria, segundo procedimentos descritos no POP INCQS
65.3130.001 (INCQS, 2008). Os frascos foram retirados do freezer e mantidos a
temperatura ambiente por 30 minutos.

Foram utilizados pesa filtros, previamente mantidos a 60°C por 1 hora em
estufa (VWR, Vacun Oven), com atmosfera de pentéxido de fésforo anidro e pressao
controlada para o maximo de 5 mm de mercurio. Apds retirados da estufa os pesa
filtros foram resfriados por 20 minutos em dessecador com silica gel e posteriormente
pesados em balanga analitica, com sensibilidade de 0,1 mg (METTLER TOLEDO, XS
205).
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Os frascos contendo os liéfilos foram abertos e com o auxilio de uma espatula
foi realizada a maceragao dos materiais. O conteudo dos frascos foram transferidos
para pesa filtros individuais e pesados em balanga analitica, sendo obtido o peso do
pesa filtro mais o peso da amostra. Apds a pesagem os pesa filtros foram incubados a
60°C em atmosfera de pentdxido de fésforo anidro. Passadas 3 horas de incubacao
foram transferidos da estufa para o dessecador, onde permaneceram por 20 minutos.
Foram entdo realizadas as primeiras pesagens dos pesa-filtros contendo as amostras
dessecadas. Uma nova incubacdo a 60°C por 1 hora foi realizada e apds o
resfriamento em dessecador os pesa filtros foram novamente pesados. Este
procedimento foi repetido até a obtencao de peso constante. Os resultados foram

calculados utilizando-se a formula:

% de umidade residual = [(A-B)/A¢] x 100

Onde: A = peso do pesa-filtro + amostra, em gramas;
B = peso do pesa-filtro + amostra dessecada em peso constante, em gramas;
Ao = peso da amostra original, em gramas.

A umidade residual foi calculada a partir do calculo da média de 3 lidfilos
analisados.

A avaliagéo dos resultados foi realizada segundo recomendagdes do Guideline
for the Determination of Residual Moisture in Dried Biological Products (FDA, 1990),
que descreve a faixa percentual de 1,0 a 3,0% de umidade residual, como ideal para

produtos bioldgicos liofilizados.

4.2.7.4. Teste da homogeneidade

Dez frascos, selecionados aleatoriamente, foram utilizados para o teste da
homogeneidade, que ocorreu em um periodo maximo de 1 més apds ao processo de
liofilizagdo. A analise de cada um dos frascos foi realizada em duplicata.

Os frascos foram retirados do freezer e mantidos a temperatura ambiente por
30 minutos. Os lidfilos foram reconstituidos com 1 mL de salina peptonada a 0,1%, a

temperatura ambiente e mantidos em repouso por 15 minutos.
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Foram preparadas diluicdes decimais de acordo com a concentragao final de
cada lote.

A técnica aplicada na enumeracao de Salmonella sp. e de C. freundii foi
baseada na metodologia ISO 21528-2 (2004). Para a enumeragao de B. cereus foi
utilizada a metodologia descrita por Rhodehamel e Harmon (2001).

Para os lotes contendo Salmonella sp. e para os lotes contendo C. freundi
volumes de 0,1 mL da diluigdo selecionada foram transferidos para a superficie de
placas contendo agar glicose bile vermelho violeta (VRBG, Anexo 1). Os inoculos
foram espalhados com auxilio de algas de Drigalsky.

Na analise dos lotes, cujas previsdes de contagem eram abaixo de 30 UFC/mL,
foram utilizados volumes de 0,5 mL do liéfilo reconstituido, nestes casos os indculos
foram transferidos para placas de Petri estéreis vazias. Em cada placa foi
acrescentado um volume aproximado de 10 mL de agar VRBG, a temperatura
aproximada de 45°C. Foram aplicados movimentos horizontais nas placas, a fim de
facilitar a homogeneizagao do indculo com o meio. Apds a solidificagdo do agar foram
acrescentados volumes adicionais de 15 mL do agar VRBG. As placas foram
incubadas a 35 + 2°C por 24 + 2 horas.

Para a enumeracao dos lotes de B. cereus a semeadura foi realizada através
da transferéncia de volumes de 0,1 mL da diluicdo selecionada para a superficie de
placa contendo agar manitol gema de ovo com polimixina, segundo Mossel (MYP,
MERCK). Os in6culos foram espalhados com auxilio de algas de Drigalsky. As placas
foram incubadas a 30 + 2°C por 24 * 2 horas.

Apos o periodo de incubagao foi realizada a contagem das colbnias. Para
Salmonella sp. e de C. freundii foram selecionadas placas contendo de 30 a 300
coloénias. Foram enumeradas col6nias de coloragdo rosa, bordas regulares, de
tamanho médio nas semeaduras superficiais e pequeno nos crescimentos em
profundidade.

No Agar MYP foram selecionadas placas contendo de 15 a 150 colbnias. Foi
realizada a contagem de colbnias grandes com coloragédo rosa (manitol negativas),
rodeadas por halo opaco resultante da acao da lecitinase.

Os resultados de contagem de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) em

cada frasco foram convertidos em log1o, para a realizagao das analises estatisticas.
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4.2.7.4.1. Avaliagao estatistica da homogeneidade

Os resultados das contagens foram inicialmente tratados para a eliminagéo de
valores dispersos, aplicando-se o teste de Cochran.

Foi entdo realizada a analise de dados através da analise da variancia
(ANOVA), utilizando-se programa Microsoft Excel. Para cada um dos lotes foram
atribuidos diferentes valores de desvio padréo (o,), de modo a se obter Sam? < C. A
avaliagcdo da homogeneidade foi realizada a partir da comparagdo dos valores da
variancia entre as amostras (Sam2) € 0 “c” critico. Os materiais foram considerados
homogéneos, com 95% de confianca, quando Sam? < c.

Foi realizada a avaliagdo da precisdo do teste da homogeneidade, segundo

Fearn e Thompson (2001), que estabelece a relagéo 04,/0,<0,5.
4.2.7.5. Teste da estabilidade

O teste de estabilidade em longo prazo foi realizado mensalmente por 3 meses
consecutivos. A cada analise mensal, 6 frascos de cada lote estocado a -20°C foram
submetidos a contagem. Os ensaios para a avaliagdo da estabilidade em curto prazo
foram realizados apds o teste de estabilidade de estoque do 3° més.

Para o teste da estabilidade em curto prazo foram utilizados vinte e oito frascos
de cada lote, divididos em dois grupos de quatorze. Para a simulagéo do transporte
em diferentes temperaturas, foi utilizada a metodologia do “isochronous design”
(Lamberty et al., 1998). A cada dia 2 frascos de cada lote foram acondicionados em
embalagem prépria para transporte de material biolégico. Dentro de cada caixa foram
colocadas 2 unidades de gelo reciclavel. Os frascos foram identificados pelo numero
de dias de incubagao, iniciando-se com a incubagéo de 7 dias. O primeiro grupo foi
incubado a 25°C e o outro grupo a 35°C. As condi¢des de tempo e temperatura foram
mantidas para todos os 14 frascos de cada grupo. Sete dias apds a primeira
incubacao, os frascos foram analisados juntos, sob as mesmas condi¢gées de analise.

Para o controle da estabilidade em longo e em curto prazo, foram utilizadas as

metodologias de enumeragao descritas no item 4.2.7.4.
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4.2.7.5.1. Avaliacéo estatistica da estabilidade

As avaliagdes da estabilidade em longo e em curto prazo foram realizadas
através da construgdo de graficos, onde os valores de contagem em UFC/mL foram
convertidos em Logi e plotados no eixo y, sendo entdo correlacionados com a
variavel tempo de estudo decorrido, posicionada no eixo x. Foram tragadas linhas de
tendéncia, a fim de facilitar a visualizagcao da dispersao dos dados.

Na analise estatistica dos resultados foi aplicada a metodologia de regressao
linear simples, através da utilizagdo do programas Microsoft Excel.

A partir do coeficiente angular da inclinacdo foram obtidos os limites de
confianga inferiores e superiores com 95% de confiabilidade. Os materiais analisados
foram considerados estaveis quando os valores dos limites de confianga apresentam

sinais opostos, indicando assim a inexisténcia de relacio linear entre as variaveis.

4.2.7.6. Verificagdo da manutencéo das caracteristicas fenotipicas

Para a verificagdo da manutengao das caracteristicas fenotipicas das bactérias
utilizadas no preparo dos MR, foram selecionadas aleatoriamente quatro colbnias
provenientes dos crescimentos obtidos nas placas de contagem da estabilidade do
terceiro més de estoque, de cada um dos lotes. Os isolados foram semeados em agar
nutriente (MERCK) e incubados a 35 + 2°C por 24 + 2 horas.

Foram utilizadas cepas de referéncia de S. Typhimurium INCQS 0150 (ATCC
14028) e de B. cereus INCQS 00435 (ATCC 14579). O controle com C. freundii ndo
foi realizado devido a nao disponibilidade de cepa deste microrganismo.

Para a verificagdo das caracteristicas fenotipicas dos isolados de Salmonella
sp. e C. freundii foram utilizados os meios citados por Andrews e Hammacks (2001),
para a identificagdo bioquimica preliminar de Salmonella sp. em amostras de
alimentos.

A partir do crescimento em agar nutriente foi realizada a semeadura dos
isolados em tubos de ensaio contendo os meios TSI (MERCK), LIA (MERCK), bem
como em placas de agar de isolamento seletivo diferencial Entérico Hektoen
(MERCK).
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Apods a incubacdo a 35 + 2°C por 24 + 2 horas as caracteristicas bioquimicas e
as morfologias coloniais dos isolados estudados foram comparados com os perfis

listados no Quadro 2.

Quadro 2. Comportamento bioquimico de Salmonella sp. e C.freundii nos
meios TSI, LIA e caracteristicas do crescimento colonial em agar Entérico
Hektoen

Provas bioquimicas

_ _ Morfologia colonial em agar

Microrganismo ) .
TSI? H,S LIA® Entérico Hektoen
Salmonella sp. | Alc%Acid® +! + Colénias azul esverdeadas com
centro negro
C. freundi Alc/Acid + -9 Colbnias verdes com centro
negro

a — agar trés agucares e ferro; b - sulfeto de hidrogénio; ¢ — agar lisina ferro; d — alcalino; e — acido;
f — positivo; g — negativo.

As culturas de B. cereus foram submetidas a identificacdo bioquimica segundo
metodologia descrita por Rhodehamel e Harmon (2001).

De cada crescimento em agar nutriente foi realizada a semeadura de uma
alcada nos seguintes meios de cultura: caldo glicose com vermelho de fenol, caldo
nitrato, caldo VP modificado, agar tirosina, caldo nutriente e caldo nutriente contendo
lisozima.

As caracteristicas de cada um dos isolados estudados foram comparadas com

os perfis bioquimicos listados no Quadro 3.

Quadro 3. Comportamento de B. cereus nas provas bioquimicas

Prova Bioquimica Resultado para B.cereus
Utilizagao anaerdbica da glicose +2
Reducéio do nitrato +
Producao de acetylmethylcarbinol +
Decomposigao da tirosina +
Crescimento na presenca de lisozima +

a — positivo
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4.3. Procedimentos de preparo dos MR mistos para os ensaios de deteccéo de

Salmonella e enumeracéo de B. cereus em uma mesma matriz de leite em poé

Foram preparados quatro diferentes lotes de MR mistos: SB1, SB2, SB3 e SB4.
Durante o preparo dos MR, a matriz de leite desnatado a 10% foi homogeneizada com
suspensdes de células de Salmonella sp. e de B. cereus, em diferentes
concentracdes, que variaram para cada um dos lotes.

Os lotes de MR mistos foram preparados separadamente durante todo o

processo de producéo.

4.3.1. Selecao e confirmacgao do perfil bioquimico das bactérias selecionadas

Foram utilizados os procedimentos descritos no item 4.2.1 para a selecdo e

confirmacéo de Salmonella sp. e de B. cereus.

4.3.2. Preparo da cultura estoque

Foram utilizados os procedimentos descritos no item 4.2.2, para o preparo da

cultura de Salmonella sp.e de B. cereus.

4.3.3. Preparo da cultura para uso nos procedimentos de produ¢édo dos MR

Foram utilizados os procedimentos descritos no item 4.2.3, para o preparo das

culturas de Salmonella sp. e de B. cereus.

4.3.4. Controle da concentracio de células

Foram utilizados os procedimentos descritos no item 4.2.4, para o controle e

concentracao de células de Salmonella sp.e de B. cereus.
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4.3.5. Procedimentos para a homogeneizagao da suspensao de células com a

solugao de leite desnatado a 10%

Para o preparo dos lotes volumes de 2 mL da suspensao de Salmonella sp. e 2
mL da suspensdo de B. cereus, nas concentracdes definidas para cada lote, foram
adicionados a erlenmeyer contendo 196 mL de leite desnatado a 10%. O material foi

homogeneizado em placa com agitagdo magnética durante 10 minutos.

4.3.6. Envase, congelamento e liofilizagdo do material

Foram utilizados os procedimentos descritos no item 4.2.6.

4.3.7. Ensaios de controle

4.3 7.1. Verificacdo do vacuo

Foram utilizados os procedimentos descritos no item 4.2.7.1.

4.3.7.2. Verificagdo da pureza

Oito frascos de cada lote foram utilizados para a avaliagdo da pureza. Os
frascos foram retirados do freezer e mantidos a temperatura ambiente por 30 minutos.
Os lidfilos foram reconstituidos com 1 mL de salina peptonada a 0,1% a temperatura
ambiente. Apds 15 minutos foi semeada uma algada de cada liéfilo em uma placa de
agar sangue, através da técnica de esgotamento.

Em paralelo foi realizada a semeadura de uma cepa de referéncia de S.
Typhimurium INCQS 0150 (ATCC 14028) e de B. cereus INCQS 00435 (ATCC
14579).

As placas foram incubadas a 35 + 2°C. Ap6s 24 + 2 horas, foi observado o
crescimento de dois diferentes tipos de colbnias nas placas com os materiais

analisados. As caracteristicas coloniais das colénias obtidas foram comparadas com
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as caracteristicas das cepas de referéncia semeadas nas placas de agar sangue

controle.
4.3.7.3. Determinag&o da umidade residual

Foram utilizados os procedimentos descritos no item 4.2.7.3
4.3.7.4. Teste da homogeneidade

Foram utilizados os procedimentos descritos no item 4.2.7.4. Os procedimentos
de contagens para Salmonella sp. e para B. cereus foram realizadas separadamente,
nos meios seletivos apropriados para cada um dos microrganismos.

4.3.7.4 1. Avaliagao estatistica da homogeneidade

A avaliacdo da homogeneidade foi realizada separadamente com os dados
obtidos na contagem para Salmonella sp.e para B. cereus, segundo procedimentos do
item4.2.7.4.1.
4.3.7.5. Teste da estabilidade

Foram utilizados os procedimentos descritos no item 4.2.7.5.

4.3.7.5.1. Avaliacao estatistica da estabilidade

Foram utilizados os procedimentos descritos no item 4.2.7.5.1. A avaliacdo da
estabilidade foi realizada separadamente com os dados obtidos na contagem de
Salmonella sp.e B. cereus.

4.3.7.6. Verificacdo da manutencédo das caracteristicas fenotipicas

Foram utilizados os procedimentos descritos no item 4.2.7.6, para a avaliagao

das caracteristicas fenotipicas de Salmonella sp.e B. cereus.
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5. RESULTADOS

5.1. Resultado da identificacdo bioquimica utilizando sistema de identificacéo
automatizado VITEK

a) Isolado de Salmonella sp. — Identificado como Salmonella sp., com 98% de
positividade;

b) Isolado de C. freundii - Identificado como C. freundii, com 99% de positividade;

c) Isolado de B. cereus - Identificado como B. cereus, com 98% de

positividade.

5.2. Resultados dos controles dos lotes produzidos

Os dados de controle da concentragdao de células, realizados durante todo o
processo de preparo dos lotes de MR estao descritos nas Tabelas 1, 2, 3 e 4.

Tabela 1. Controle da concentracao de células, realizado durante o preparo dos
lotes de MR destinados ao ensaio de deteccdo de Salmonella sp. (analitos
contendo Salmonella sp.).

Leitura da Concentracdo Diluicdo na  Concentragao de Concentracao

transmitancia maxima de ordem de células do de células do
da células 1:10, material em material em
Lote suspensao equivalente a aplicadaa UFC®mL,apésa UFC/mL, apds a

a de células transmitdncia  suspensdo homogeneizacao liofilizacdo do

utilizada lida de células com leite, antes material®
do envase
S1 . 8 —_— 55x 10° 1,6 x 10°
S 8,5% 9x10 3 diluicbes 6.1x 10° 15x10°
S3 6,5 x 107 1,1 x 10°
7,89 108 4 diluigd ’ ’

34 ,8% 9x10 diluicbes 71 x 10 14 x 102

a — Lotes de MR destinados ao ensaio de detecgao de Salmonella sp.(analitos contaminados com

Salmonella sp.). b - Unidade Formadora de Colbnias. c - Média calculada a partir dos dados obtidos
no teste da homogeneidade.
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Tabela 2. Controle da concentracao de células, realizado durante o preparo dos
lotes de MR destinados ao ensaio de deteccdo de Salmonella sp. (analitos
contendo C. freundii)

Leitura da Concentracdo Diluicdo na  Concentragao de Concentracao

transmitancia maxima de ordem de células do de células do
da células 1:10, material em material em
Lote suspensao equivalente a aplicadaa UFC®mL, apésa UFC/mL, obtida
a de células transmitdncia  suspensdo homogeneizacao apoés a

utilizada lida de células com leite, antes liofilizacdo do

do envase material®
2

g; 7,0% 9 x 10° 4 diluigdes ;:g z 182 19,’;);‘1132
C3 5,3 x 10° 9,0 x 10°
ca 7,9% 9x 108 3 diluicdes 73x10° 15x10°

a — Lotes de MR destinados ao ensaio de deteccao de Salmonella sp. (analitos contendo C. freundii).
b - Unidade Formadora de Colbnias. ¢ - Média calculada a partir dos dados obtidos no teste da
homogeneidade.

Tabela 3. Controle da concentracdo de células, realizado durante o preparo dos
lotes de MR destinados ao ensaio de enumeracédo de B. cereus.
Leitura da Concentracdo Diluicdo na  Concentragao de Concentracao

transmitancia maxima de ordem de células do de células do
da células 1:10, material em material em
Lote  suspensao equivalente a aplicadaa UFC®mL,apésa UFC/mL, obtida
a de células transmitancia  suspensdo homogeneizagao apoés a

utilizada lida de células com leite, antes liofilizacado do
do envase material®
BC1 8 1 1,1 x10° 5,4 x 10*
BC2 0,3% 5x10 diluicdo 12x10° 40x10°
BC3 . . 2 8,7 x 10° 40x10°
BC4 0,3% 5x10 diluiges 1,0x 10° 40 x10°

a - lotes de MR destinados ao ensaio de enumeragao de B. cereus. b - Unidade Formadora de
Colbnias. ¢ - Média calculada a partir dos dados obtidos no teste da homogeneidade.
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Tabela 4. Controle da concentracao de células, realizado durante o preparo dos
lotes de MR mistos, destinados ao ensaio de deteccédo de Salmonella sp. e ao
ensaio de enumeracao de B. cereus.

Leitura da Concentragao Diluicao na Concentragao Concentragao de
transmitancia maxima de ordem de de células do células do
da suspensao células 1:10, material em material em
Lote® de células equivalente a aplicada a UFC/mL", apos UFC/mL, obtida
utilizada transmitancia suspensao homogeneizagdo apds a liofilizagéo
lida de células com leite, antes do material®
do envase
B s¢ 8,6% 9x10° 3 diluigdes 6,5 x 10° 2,7 x10°
1 BeC 0,4% 5x 10° 2 diluigbes 5,2 x 10* 1,8 x 10*
SB S 9,0% 9x10° 4 diluigdes 9,1 x10° 3,6 x 10°
2 BC 0,6% 5x10° 1 diluigao 2,6 x10° 8,3 x 10*
SB S 6,5% 9x10° 3 diluicdes 8,0x 10° 47 x10°
3 BC 0,3% 5x 108 3 diluicdes 4,4 x10° 1,7 x 10°
SB S 7,0% 9x10° 2 diluicdes 8,6 x 10° 1,3x 10°
4 BC 0,4% 5x 10° 2 diluicdes 1,0 x 10 2,1x10°

a - lotes de MR destinados aos ensaios de detecgdo de Salmonella sp. e de enumeragéo de B. cereus.
b - Unidade Formadora de Colbnias. ¢ - Média calculada a partir dos dados obtidos no teste da
homogeneidade. d — Salmonella sp.. e — B. cereus.

5.3. Avaliagdo da equivaléncia entre os lotes

O estudo da equivaléncia entre os lotes preparados com as mesmas

suspensodes estao relacionados na tabela 5.

Tabela 5. Resultados da avaliacdo da equivaléncia entre os lotes realizada
através do Teste t, com nivel de significancia de 5%.

Lotes Resultado da equivaléncia
S1e S22 Equivalentes
S3 e S4° Nao equivalentes
CleC2’ N&o equivalentes
C3eC4® Nao equivalentes
BC1eBC2° Nao equivalentes
BC3 e BC4° Equivalentes

a — Lotes de MR destinados ao ensaio de detecgdo de Salmonella sp. (analitos contendo Salmonella
spp). b - Lotes de MR destinados ao ensaio de detecgao de Salmonella sp. (analitos contendo C.
freundii). c - Lotes de MR destinados ao ensaio de enumeragao de B. cereus.

Os lotes considerados equivalentes tiveram a verificagdo da estabilidade em
longo prazo (estoque) e em curto prazo (transporte) realizadas com os dados de

apenas um dos lotes.
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5.4. Resultado dos controles dos lotes produzidos

5.4.1. Verificagado do vacuo

Os resultados da leitura do vacuo dos 88 frascos de cada lote produzido estédo

citados na tabela 6.

Tabela 6. Percentual de frascos que apresentaram resultado satisfatério na

leitura do vacuo ap0Os o processo de liofilizacdo

Lote Numero de frascos Percentual de resultados satisfatorios
que nao na leitura do vacuo, considerando o
apresentaram vacuo total de 88 frascos (%)

s1° 0 100

S22 1 frasco 08,87

S3°@ 0 100

S4° 0 100

c1° 2 frascos 97,5

c2° 0 100

c3® 0 100

c4°® 2 frascos 97,5

BC1°¢ 0 100

BC2° 0 100

BC3° 0 100

BC4° 0 100

sSB1¢ 1 frasco 98,87

sB2¢ 0 100

SB3¢ 0 100

SsSB4 2 frascos 97,5

a — Lotes de MR destinados ao ensaio de detecgdo de Salmonella sp. (analitos contendo Salmonella
sp.). b - Lotes de MR destinados ao ensaio de deteccdo de Salmonella sp. (analitos contendo C.
freundii). ¢ - Lotes de MR destinados ao ensaio de enumeracdo de B. cereus. d — Lotes de MR
destinados aos ensaios de detecgido de Salmonella sp. e de enumeracao de B. cereus.

5.4.2. Verificagcado da pureza

O resultado da avaliagdo da pureza foi satisfatério para todos os lotes

analisados.
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5.4.3. Determinacido da umidade residual

A tabela 7 apresenta a leitura da umidade residual de trés frascos de cada lote

analisado e a média desta determinagéo.

Tabela 7. Avaliacdo do resultado da umidade residual dos lotes liofilizados
analisados, segundo recomendacdes do FDA (1990).

Leitura da umidade residual

Lote Frasco 1 Frasco 2 Frasco 3 Média® Avaliaggo do resultado
S1 2,30 2,28 2,36 2,29 Satisfatério
S2 2,11 2,34 2,20 2,21 Satisfatério
S3 1,26 1,19 1,21 1,22 Satisfatério
S4 1,01 0,90 1,12 1,01 Satisfatorio
C1 0,93 0,95 1,02 0,97 Insatisfatorio
C2 1,01 0,96 0,97 0,98 Insatisfatorio
C3 1,23 1,11 1,02 1,12 Satisfatorio
C4 0,96 1,00 1,13 1,03 Satisfatério

BC1 1,38 0,87 0,92 1,05 Satisfatério

BC2 0,99 0,98 1,15 1,04 Satisfatorio

BC3 1,34 1,36 1,23 1,31 Satisfatério

BC4 1,08 1,03 1,22 1,11 Satisfatério

SB1 0,95 1,41 1,25 1,20 Satisfatério

SB2 1,54 1,72 1,35 1,53 Satisfatorio

SB3 0,87 1,24 1,12 1,07 Satisfatério

SB4 2,03 1,96 1,55 1,83 Satisfatério

a — Lotes de MR destinados ao ensaio de detecgdo de Salmonella sp. (analitos contendo Salmonella
sp.). b - Lotes de MR destinados ao ensaio de deteccdo de Salmonella sp. (analitos contendo C.
freundii). ¢ - Lotes de MR destinados ao ensaio de enumeracdo de B. cereus. d — Lotes de MR
destinados aos ensaios de deteccdo de Salmonella sp. e de enumeragao de B. cereus. e - Média da
soma dos 3 frascos analisados.

5.4.4. Verificacdo da manutencio das caracteristicas fenotipicas

Durante a avaliacdo das caracteristicas fenotipicas todos os isolados
apresentaram perfil bioquimico e morfologia colonial caracteristicos para cada uma
das espécies estudadas, seguindo as informag¢des descritas nos quadros 2 e 3,
ilustrados no item 4.2.7.6 de “Material e Métodos”.
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5.4.5. Resultados do teste da homogeneidade

As Tabelas com numeragdo de 8 a 23 apresentam as contagens dos lotes
produzidos, analisados em duplicata. As colunas da esquerda reunem os dados de
contagem utilizados no teste da homogeneidade em UFC/0,1 mL, que foram
convertidos em Log para a realizagdo do estudo estatistico. A coluna da direita
apresenta as médias convertidas em UFC/mL, utilizadas na avaliagao da estabilidade
dos lotes em longo prazo, que serdo abordados posteriormente.

Abaixo de cada tabela estdo indicados os valores de desvio padrao atribuidos
(op), para cada um dos lotes, as variancias entre amostras (Sam?), 0 valor critico do
teste de homogeneidade (c). Observa-se que a comprovagdo da homogeneidade é

dada a partir da relagdo Sam” < c.

Tabela 8. Resultado da contagem do Lote S1 para o teste da homogeneidade e
conversao das médias de contagem em UFC/mL para o teste da estabilidade.

Frasco C(?iggﬁ%errgcgﬁgtiﬁ’%gL Média das contagens em UFC/mL
1 140 e 156 1480
2 167 e 140 1535
3 151 e 168 1595
4 141 e 139 1400
5 144 e 175 1595
6 160 e 176 1680
7 212 e 224 2180
8 170 e 191 1805
9 154 e 165 1595
10 103 e 98 1005

a — Unidade formadora de colbnias.

Valor do desvio padr&o atribuido (o,)= 0,27;

Valor do desvio padrao analitico (0,,)= 0,0467;
Variancias entre amostras (Sam?)= 0,0133;

Valor critico do teste de homogeneidade (c)= 0,0145;
Resultado: Homogéneo.
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Tabela 9. Resultado da contagem do Lote S2 para o teste da homogeneidade e

conversao das médias de contagem em UFC/mL para o teste da estabilidade.

Frasco Contagem UFC?%0,1 mL
(liofilo reconstituido)

Média das contagens em UFC/mL

1 164 e 147 1555
2 152 e 148 1500
3 143 e 130 1365
4 133 e 131 1320
5 154 e 152 1530
6 125e 119 1220
7 176 e 158 1670
8 159 e 157 1580
9 161 e 153 1570
10 148 e 140 1440

a — Unidade formadora de colbnias.

Valor do desvio padré&o atribuido (o,)= 0,10;

Valor do desvio padrao analitico (0,,)= 0,0199;
Variancias entre amostras (Sam2)= 0,0015;

Valor critico do teste de homogeneidade (c)= 0,0021;
Resultado: Homogéneo.

Tabela 10. Resultado da contagem do Lote S3 para o teste da homogeneidade
e conversao das medias de contagem em UFC/mL para o teste da estabilidade.

Frasco Contagem UFC?%0,1 mL

(li6filo reconstituido)

Média das contagens em UFC/mL

1 11e10 105
2 15e 12 135
3 12e 12 120
4 14 e 12 130
5 11e9 100
6 9e9 90
7 9e7 80
8 12e9 105
9 8e7 75
10 12e 10 110

a— Unidade formadora de colbnias.

Valor do desvio padré&o atribuido (op) = 0,62;

Valor do desvio padrao analitico (04,)= 0,0961;
Variancias entre amostras (Sam2)= 0,0726;

Valor critico do teste de homogeneidade (c)= 0,0744;
Resultado: Homogéneo.
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Tabela 11. Resultado da contagem do Lote S4 para o teste da homogeneidade
e conversao das médias de contagem em UFC/mL para o teste da estabilidade.

Frasco Contagem UFC?®0,2 mL Média das contagens em UFC/mL
(liofilo reconstituido)
1 34 e 27 152
2 26 e 22 120
3 32e 31 157
4 29e 25 135
5 38 e 31 172
6 22e22 110
7 28 e 24 130
8 38 e 33 177
9 24 e 18 105
10 26 e 22 120

a—Unidade formadora de colbnias.

Valor do desvio padréo atribuido (o,) = 0,13;
Valor do desvio padrao analitico (0a,)= 0,0532;
Variancias entre amostras (Sam2)= 0,0051;

Valor critico do teste de homogeneidade= 0,0057;
Resultado: Homogéneo.

Tabela 12. Resultado da contagem do Lote C1 para o teste da homogeneidade
e conversao das médias de contagem em UFC/mL para o teste da estabilidade.

Frasco Contagem UFC?0,5 mL Média das contagens em UFC/mL
(liofilo reconstituido)

1 40 e 33 73
2 45 e 43 88
3 51 e 50 101
4 56 e 51 107
5 18 e 14 32

6 56 e 52 108
7 63 e 52 115
8 54 e 54 108
9 49 e 47 96
10 37e 34 71

a — Unidade formadora de colbnias.

Valor do desvio padréo (op) atribuido= 0,39;

Valor do desvio padrao analitico (0,,)= 0,0391;
Variancias entre amostras (Sam2)= 0,0271;

Valor critico do teste de homogeneidade (c)= 0,0273;
Resultado: Homogéneo.
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Tabela 13. Resultado da contagem do Lote C2 para o teste da homogeneidade
e conversao das médias de contagem em UFC/mL para o teste da estabilidade.

Frasco Contagem UFC?®0,2 mL Média das contagens em UFC/mL
(liéfilo reconstituido)
1 27 e 31 146
2 17e 14 78
3 22e 21 108
4 23e19 106
5 19e 25 111
6 29e 32 153
7 39¢e 39 194
8 26 e 26 130
9 33e37 174
10 25e 26 128

a — Unidade formadora de col6nias.

Valor do desvio padréo (o,) atribuido= 0,36;

Valor do desvio padrao analitico (0,,)= 0,0228;
Variancias entre amostras (Sam?)= 0,0215;

Valor critico do teste de homogeneidade (c)= 0,0225;
Resultado: Homogéneo.

Tabela 14. Resultado da contagem do Lote C3 para o teste da homogeneidade
e conversao das médias de contagem em UFC/mL para o teste da estabilidade.

Frasco Contagem UFC?0,1 mL Média das contagens em UFC/mL
(li6filo reconstituido)
1 97 e 89 930
2 112 e 105 1085
3 48 e 45 465
4 112 e 106 1090
5 97 e 89 930
6 51e49 500
7 119 e 107 1130
8 106 e 102 1040
9 70 e 66 680
10 120 e 108 1140

a — Unidade formadora de colbnias.

Valor do desvio padréo (op) atribuido= 0,32;

Valor do desvio padrao analitico (0,,)= 0,0472;
Variancias entre amostras (Sam2)= 0,0186;

Valor critico do teste de homogeneidade (c)= 0,0192;
Resultado: Homogéneo.
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Tabela 15. Resultado da contagem do Lote C4 para o teste da homogeneidade
e conversao das médias de contagem em UFC/mL para o teste da estabilidade.

Frasco Contagem UFC?%0,1 mL Média das contagens em UFC/mL
(diluic&o 10™)
1 15e 10 1250
2 18e9 1350
3 17 e 17 1700
4 23e18 2050
5 17 e 16 1600
6 16e 12 1400
7 6ed 500
8 20e 18 1900
9 14 e 12 1300
10 11e11 1100

a — Unidade formadora de colbnias.

Valor do desvio padréo (op) atribuido= 0,32;
Valor do desvio padrao analitico (0,,)= 0,0966;
Variancias entre amostras (Sam2)= 0,0259;

Valor critico do teste de homogeneidade (c)= 0,0268;

Resultado: Homogéneo.

Tabela 16. Resultado da contagem do Lote BC1l para o

teste da

homogeneidade e conversédo das médias de contagem em UFC/mL para o teste

da estabilidade.

Frasco Contagem UFC?0,1 mL Média das contagens em UFC/mL
(diluicdo 10
1 57 e 46 51500
2 48 e 44 46000
3 53 e 40 46500
4 45 e 39 42000
5 45 e 40 42500
6 47 e 40 43500
7 57 e 55 56000
8 49 e 41 45000
9 41e41 41000
10 43 e 40 41500

a — Unidade formadora de colbnias.

Valor do desvio padréo (op) atribuido= 0,10;
Valor do desvio padrao analitico (0,,)= 0,0467;
Variancias entre amostras (Sam2)= 0,0008;

Valor critico do teste de homogeneidade (c)= 0,0039;

Resultado: Homogéneo.
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Tabela 17. Resultado da contagem do Lote BC2 para o

teste da

homogeneidade e conversao das médias de contagem em UFC/mL para o teste

da estabilidade.

Frasco Contagem UFC?%0,1 mL Média das contagens em UFC/mL
(diluicdo 102
1 31e30 30500
2 39e 30 34500
3 44 e 41 42500
4 46 e 38 42000
5 40 e 36 38000
6 46 e 46 46000
7 40 e 34 37000
8 39e 38 38500
9 45 e 39 42000
10 46 e 44 45000

a — Unidade formadora de colbnias.

Valor do desvio padréo (o,) atribuido= 0,10;

Valor do desvio padrao analitico (0,,)= 0,0403;
Variancias entre amostras (Sam2)= 0,0023;

Valor critico do teste de homogeneidade (c)= 0,0033;
Resultado: Homogéneo.

Tabela 18. Resultado da contagem do Lote BC3 para o

teste da

homogeneidade e conversao das médias de contagem em UFC/mL para o teste

da estabilidade.

Frasco Contagem UFC?0,1 mL Média das contagens em UFC/mL
(diluicdo 10™)
1 48 e 41 4450
2 37e32 3450
3 44 e 35 3950
4 48 e 40 4400
5 50 e 42 4600
6 41e41 4100
7 47 e 39 4300
8 36 e 34 3500
9 51e 46 4850
10 41 e 39 4000

a — Unidade formadora de col6nias.

Valor do desvio padréo (o,) atribuido= 0,10;

Valor do desvio padrao analitico (0,,)= 0,0448;
Variancias entre amostras (Sam?)= 0,0013;

Valor critico do teste de homogeneidade (c)= 0,0037;
Resultado: Homogéneo.
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Tabela 19. Resultado da contagem do Lote BC4 para o teste da
homogeneidade e conversao das médias de contagem em UFC/mL para o teste
da estabilidade.

Frasco Contagem UFC?%0,1 mL Média das contagens em UFC/mL
(diluicdo 10™
1 43 e 40 4150
2 48 e 39 4350
3 38 e 36 3700
4 42 e 39 4050
5 43 e 37 4000
6 44 e 40 4200
7 43 e 36 3950
8 44 e 41 4250
9 36 e 36 3600
10 40 e 37 3850

a — Unidade formadora de colbnias.

Valor do desvio padréo (o,) atribuido= 0,10;

Valor do desvio padréo analitico (0a,)= 0,0351;
Variancias entre amostras (Sam2)= 0,0001;

Valor critico do teste de homogeneidade (c)= 0,0029;
Resultado: Homogéneo.
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Tabela 20. Resultado da contagem do Lote SB1 para o teste da homogeneidade
e conversao das médias de contagem em UFC/mL para o teste da estabilidade.

Salmonella sp. B. cereus
Contagem Média das Contagem Média das
Frasco UFC?%0,1mL contagens em UFC/0,1mL contagens em

(diluicdo 10 UFC/mL (diluicdo 10 UFC/mL
1 41e 33 3700 19e 20 19500
2 20e 17 1850 21e18 19500
3 56 e 35 4550 18e 16 17000
4 70 e 60 6500 23 e 17 20000
5 27e 20 2350 21e19 20000
6 12e12 1200 24 e 21 22500
7 15e10 1250 17e 15 16000
8 14e12 1300 17e15 16000
9 30 e 28 2900 15e 11 13000
10 15e 14 1450 17e 18 17500

a—Unidade formadora de coldnias.

Salmonella sp.

Valor do desvio padréo (o,) atribuido= 0,61;

Valor do desvio padrao analitico (0,,)= 0,0756;
Variancias entre amostras (Sam2)= 0,0639;

Valor critico do teste de homogeneidade (c)= 0,0687;
Resultado: Homogéneo.

B.cereus

Valor do desvio padréo (o,) atribuido= 0,10;

Valor do desvio padrao analitico (04,)= 0,0523;
Variancias entre amostras (Sam?)= 0,0034;

Valor critico do teste de homogeneidade (c)= 0,0045;
Resultado: Homogéneo.
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Tabela 21. Resultado da contagem do Lote SB2 para o teste da homogeneidade
e conversao das médias de contagem em UFC/mL para o teste da estabilidade.

Salmonella sp.

B. cereus

FEEE | e il conmmensen OFCiogml  Meédiadas contagens
reconstituido) UFC/mL (diluicdo 10?) Gl Gl )=
1 15e 14 150 91 e 89 90000
2 58 e 50 540 101 e 100 101000
3 40 e 38 390 78 e 69 74000
4 56 e 53 550 83 e 80 82000
5 36 e 28 320 85e78 82000
6 20e 16 180 69 ¢ 68 69000
7 23 e 20 220 87 e 83 85000
8 49 e 49 490 98 e 90 94000
9 58 e 55 570 9182 87000
10 25e 24 250 78672 75000

a—Unidade formadora de coldnias.

Salmonella sp.

Valor do desvio padréo (op) atribuido= 0,55;

Valor do desvio padréo analitico (04,)= 0,0400;
Variancias entre amostras (Sam2)= 0,0472;

Valor critico do teste de homogeneidade (c)= 0,0528;
Resultado: Homogéneo.

B.cereus

Valor do desvio padréo (op) atribuido= 0,11;

Valor do desvio padré&o analitico (o,n)= 0,0220;
Variancias entre amostras (Sam2)= 0,0023;

Valor critico do teste de homogeneidade (c)= 0,0025;
Resultado: Homogéneo.
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Tabela 22. Resultado da contagem do Lote SB3 para o teste da homogeneidade
e conversao das médias de contagem em UFC/mL para o teste da estabilidade.

Salmonella sp. B. cereus
Frasco UCFOé‘at/g?fnTL Co“r’]'f’;;r?:‘zm Contagem UFC/Q,1mL Média das contagens
(diluicio 107 UEC/mL (diluicéo 107) em UFC/mL
1 40e 42 4100 14 e 23 1900
2 40 e 34 3700 11e5 900
3 20e 27 2400 14 e 27 2100
4 48 e 27 3800 22e9 1600
5 49e 48 4900 11e4 800
6 68 e 67 6800 27 e 31 2900
7 26e 24 2500 9e8 900
8 20e 17 1800 17 e 12 1500
9 76 e 69 7300 26e 25 2600
10 113 e 86 6000 28 e 27 2800

a—Unidade formadora de coldnias.

Salmonella sp.

Valor do desvio padréo (o,) atribuido= 0,53;

Valor do desvio padrao analitico (04,)= 0,0731;
Variancias entre amostras (Sam2)= 0,0519;

Valor critico do teste de homogeneidade (c)= 0,0529;
Resultado: Homogéneo.

B.cereus

Valor do desvio padréo (op) atribuido= 0,24;

Valor do desvio padréo analitico (o,,)= 0,1583;
Variancias entre amostras (Sam2)= 0,0347;

Valor critico do teste de homogeneidade (c)= 0,0351;
Resultado: Homogéneo.
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Tabela 23. Resultado da contagem do Lote SB4 para o teste da homogeneidade
e conversao das médias de contagem em UFC/mL para o teste da estabilidade.

Salmonella sp. B. cereus
e Comgen  Medlades © Conegen o des contage
(diluicdo 10?) UFC/mL (diluicdo 107 et UFG L
1 23e 14 19000 28 e 20 2400
2 11e10 11000 24e19 2200
3 9e8 9000 16 e 16 1600
4 20e 15 18000 27 e 26 2700
5 13e5 9000 25e 22 2400
6 15e 13 14000 22e 16 1900
7 17 e 11 14000 23 e 21 2300
8 22e 16 19000 20e 19 2000
9 9e8 9000 20e 16 1800
10 13e8 11000 26 e 23 2500

a — Unidade formadora de col6nias.

Salmonella sp.

Valor do desvio padréo (op) atribuido= 0,10;

Valor do desvio padré&o analitico (oan)= 0,1312;
Variancias entre amostras (Sam2)= 0,0119;

Valor critico do teste de homogeneidade (c)= 0,0191;
Resultado: Homogéneo.

B.cereus

Valor do desvio padréo (op) atribuido= 0,10;

Valor do desvio padrao analitico (0,,)= 0,0585;
Variancias entre amostras (Sam2)= 0,0047;

Valor critico do teste de homogeneidade (c)= 0,0051;
Resultado: Homogéneo.

5.4.6. Resultados do teste da estabilidade

Os resultados do estudo da estabilidade em longo prazo (estoque) e em curto
prazo (transporte) estdo descritos separadamente.

Devido a equivaléncia entre os lotes, os calculos das estabilidades do lote S1
foram baseadas nos calculos das estabilidades do lote S2, assim como os calculos do

lote BC4 foram baseados nos calculos do lote BC3.
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5.4.6.1. Resultados do teste da estabilidade em longo prazo

As Tabelas com numeragéo de 24 a 37 apresentam as médias das contagens
em UFC/mL dos lotes produzidos, para os calculos do teste de estabilidade em longo
prazo.

As Figuras com numeragao de 1 a 14, ilustram o perfil da concentragdo de
células de cada lote ao longo dos 3 meses de estudo. As médias das contagens
realizadas durante os testes da homogeneidade foram utilizadas representando o
tempo 0 de estoque.

Abaixo de cada figura estdo descritos os valores dos limites de confianca 95%
do coeficiente angular de inclinagdo da analise de regresséo linear, que definem a
estabilidade do material. Quando os limites de confianga apresentam valores com
sinais opostos indicam que o material ndo sofreu variagdo ao longo do periodo de

estoque, sendo classificado como estavel.
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Estabilidade em longo prazo (estoque) do Lote S1 - equivalente ao lote S2

Tabela 24. Estabilidade em longo prazo do Lote S2.

1° més | 2° més 3°més
Média de contagem Média de contagem Média de contagem

UFC¥*mL UFC/mL UFC/mL

1350 1430 930

1740 1500 810

1040 1470 820

1500 1550 790

1040 1360 880

970 1420 870

a—Unidade formadora de coldnias.
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Figura 1. Variagdo da concentracdo de células do lote S2 ao longo de 3 meses
de estoque a -20°C. y = concentracdo de células (Log UFC/mL). x = tempo
decorrido (meses).

Limites de confiabilidade 95%: Inferiores (-0,238254579), Superiores (0,108852447)
Resultado: Estavel

Tabela 25. Estabilidade em longo prazo do Lote S3.

1° més | 2° més | 3° més
Média de contagem Média de contagem Média de contagem

UFC%mL UFC/mL UFC/mL

130 125 45

120 95 70

125 60 115

120 125 60

130 115 70

130 75 95

a—Unidade formadora de coldnias.
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Figura 2. Variacdo da concentracéo de células do lote S3 ao longo de 3 meses
de estoque a -20°C. y = concentracdo de células (Log UFC/mL). x = tempo

decorrido (meses).

Limites de confiabilidade 95%: Inferiores (-0,209532376), Superiores (0,090980480)
Resultado: Estavel

Tabela 26. Estabilidade em longo prazo do Lote S4.

1° més 2°més 3°més
Média de contagem Média de contagem Média de contagem
UFC%mL UFC/mL UFC/mL
150 115 80
190 60 105
235 130 75
235 60 115
180 75 60
125 75 65
a— Unidade formadora de coldnias.
2,4
2,3 e
L 22
£ 21 e
2 2
?on 1,9 o T,
= 18
1,7
1,6 , , ; .
0 1 2 3
Meses

Figura 3. Variacdo da concentracéo de células do lote S4 ao longo de 3 meses
de estoque a -20°C. y = concentracdo de células (Log UFC/mL). x = tempo

decorrido (meses).
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Limites de confiabilidade 95%: Inferiores (-0,363520000), Superiores (0,159788000) -
Resultado: Estavel

Tabela 27. Estabilidade em longo prazo do Lote C1.

1° més 2°més 3°més
Média de contagem Média de contagem Média de contagem

UFC?%mL UFC/mL UFC/mL

78 108 82

102 116 58

88 72 88

92 86 84

82 96 86

90 114 56

a—Unidade formadora de coldnias.

2,4
2,3
2,2
2,1

Log UFC/mL
N
(]

1,8
1,7
1,6 T T T 1

Meses

Figura 4. Variagdo da concentracdo de células do lote C1 ao longo de 3 meses
de estoque a -20°C. y = concentracdo de células (Log UFC/mL). x = tempo
decorrido (meses).

Limites de confiabilidade 95%: Inferiores (-0,119679200), Superiores (0,09247968) -
Resultado: Estavel
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Tabela 28. Estabilidade em longo prazo do Lote C2.

1°més 2°més 3° més
Média de contagem Média de contagem Média de contagem

UFC%mL UFC/mL UFC/mL

138 118 142

134 110 140

112 122 134

162 116 130

86 90 136

124 118 130

a—Unidade formadora de coldnias.

2,4
2,3
2,2

19
1,8
1,7
1,6 T . T .

Log UFC/mL
N

Meses

Figura 5. Variacdo da concentracdo de células do lote C2 ao longo de 3 meses
de estoque a -20°C. y = concentracdo de células (Log UFC/mL). x = tempo
decorrido (meses).

Limites de confiabilidade 95%: Inferiores (-0,081136320), Superiores (0,084708861) -
Resultado: Estavel

61



Tabela 29. Estabilidade em longo prazo do Lote C3.

1°més 2°més 3° més
Média de contagem Média de contagem Média de contagem

UFC%mL UFC/mL UFC/mL

1000 720 590

1120 880 510

1180 790 680

1080 990 500

800 650 470

930 870 630

a— Unidade formadora de colbnias.

3,4
3,3
3,2
3,1

Log UFC/mL
w
o

2,8
2,7
2,6 T T T 1

Meses

Figura 6. Variacdo da concentracdo de células do lote C3 ao longo de 3 meses
de estoque a -20°C. y = concentracdo de células (Log UFC/mL). x = tempo
decorrido (meses).

Limites de confiabilidade 95%: Inferiores (-0,2264056), Superiores (0,095107122) -
Resultado: Estavel
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Tabela 30. Estabilidade em longo prazo do Lote C4.

1°més 2°més 3° més
Média de contagem Média de contagem Média de contagem

UFC%mL UFC/mL UFC/mL

1570 1690 1500

1580 1650 1710

1680 1520 1620

2000 1880 1590

1620 1790 1730

1500 1470 1670

a—Unidade formadora de coldnias.

3,4
3,3

3,2 -
3,1

2,9
2,8
2,7
2,6 T T T 1

Log UFC/mL
w

Meses

Figura 7. Variagdo da concentracdo de células do lote C4 ao longo de 3 meses
de estoque a -20°C. y = concentracdo de células (Log UFC/mL). x = tempo
decorrido (meses).

Limites de confiabilidade 95%: Inferiores (-0,025896310), Superiores (0,053155925) -
Resultado: Estavel
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Tabela 31. Estabilidade em longo prazo do Lote BC1.

1°més 2°més 3° més
Média de contagem Média de contagem Média de contagem
UFC%mL UFC/mL UFC/mL
44000 40000 41000
43000 47000 52000
34000 48000 47000
39000 42000 41000
35000 50000 53000
40000 47000 47000
a— Unidade formadora de coldnias.
5
4,9
4,8
T 47
§ () — e —9
5 4,6 C
bo
S 45
4,4
4,3
4,2 T T 1
0 1 3
Meses

Figura 8. Variacdo da concentracdo de células do lote BC1 ao longo de 3

meses de estoque a -20°C. y = concentracdo de células (Log UFC/mL). x

tempo decorrido (meses).

Limites de confiabilidade 95%: Inferiores (-0,067090000), Superiores (0,087698000) -

Resultado: Estavel
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Tabela 32. Estabilidade em longo prazo do Lote BC2.

1°més 2°meés 3°més
Média de contagem Média de contagem Média de contagem

UFC%mL UFC/mL UFC/mL

50000 43000 52000

53000 41000 53000

41000 48000 45000

38000 48000 37000

48000 51000 40000

49000 40000 52000

a—Unidade formadora de coldnias.

4,9

4,8

4,7
‘/0/0//’
4,6

4,5

Log UFC/mL

4,4
43

4,2 T T T 1

Meses

Figura 9. Variacdo da concentracdo de células do lote BC2 ao longo de 3
meses de estoque a -20°C. y = concentracdo de células (Log UFC/mL). x =
tempo decorrido (meses).

Limites de confiabilidade 95%: Inferiores (-0,031850000), Superiores (0,070746000) -
Resultado: Estavel
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Tabela 33. Estabilidade em longo prazo (estoque) do Lote BC3.

1°més 2°meés 3°més
Média de contagem Média de contagem Média de contagem
UFC%mL UFC/mL UFC/mL
3900 4000 1800
3600 3700 4600
3800 3900 3700
3100 4200 2900
3500 4100 3300
3400 4500 3000
a — Unidade formadora de coldnias.

4

3,9

3,8

L 37
R e

£ 3

¥ 34

T 33

3,2

31

3 . . ; .
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Figura 10. Variacdo da concentracdo de células do lote BC3 ao longo de 3

meses de estoque a -20°C. y = concentracdo de células (Log UFC/mL). x
tempo decorrido (meses).

Limites de confiabilidade 95%: Inferiores (-0,130480000), Superiores (0,066766000) -

Resultado: Estavel
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Lote BC4 - equivalente ao lote BC3

Tabela 34. Estabilidade em longo prazo do Lote SB1

1°més 2° més 3°més
Média de contagem Média de contagem Média de contagem
UFC?¥mL UFC/mL UFC/mL
Salmonella B. cereus  Salmonella B. cereus  Salmonella B. cereus
2500 14500 1600 11400 1050 11300
1500 12000 1170 11100 880 10800
2800 13600 1350 11200 840 10900
1400 11200 1120 12900 930 12600
1100 12200 1220 13300 1190 12100
1800 13900 1390 11600 960 12500

a—Unidade formadora de colbnias.

4,4
4,2 | .

3,8
3,6

3,4 .\’\ ® Salm
3,2

2,8
2,6
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Figura 11. Variacdo da concentracdo de células de Salmonella sp. e de B.
cereus do lote SB1 ao longo de 3 meses de estoque a -20°C. y = concentracéao
de células (Log UFC/mL). x =tempo decorrido (meses).

Limites de confiabilidade 95%:

Para Salmonella sp.: Inferiores (-0,135062813), Superiores (-0,114873623)
Resultado: Ndo estavel,

Para B.cereus: Inferiores (-0,155422384), Superiores (0,037278404)

Resultado: Estavel.
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Tabela 35. Estabilidade em longo prazo do Lote SB2.

1°més 2°meés 3°més
Média de contagem Média de contagem Média de contagem

UFC¥mL UFC/mL UFC/mL

Salmonella B. cereus  Salmonella B. cereus  Salmonella B. cereus

450 83000 430 81000 320 81000
550 91000 350 92000 330 92000
360 81000 430 70000 430 70000
590 77000 360 85000 240 85000
620 75000 280 82000 310 82000
570 63000 560 66000 240 66000

a—Unidade formadora de colbdnias.

5,5

4,5

4 ®Salm
3,5

Log UFC/mL

2,5 @

M B.cereus

1,5

Meses

Figura 12. Variacdo da concentracdo de células de Salmonella sp. e de B.
cereus do lote SB2 ao longo de 3 meses de estoque a -20°C. y = concentragcéo
de células (Log UFC/mL). x =tempo decorrido (meses).

Limites de confiabilidade 95%:

Para Salmonella sp.: Inferiores (-0,249057775), Superiores (0,205198567)
Resultado: Estavel;

Para B.cereus: Inferiores (-0,079905099), Superiores (0,018938439)

Resultado: Estavel.
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Tabela 36. Estabilidade em longo prazo do Lote SB3.

1°més 2°meés 3°més
Média de contagem Média de contagem Média de contagem
UFC¥mL UFC/mL UFC/mL
Salmonella B. cereus  Salmonella B. cereus  Salmonella B. cereus

1070 1420 1390 1070 1270 1350
1580 1210 1210 1240 680 1370
1960 1350 1350 1050 870 1300
1700 1550 1550 1270 630 1200
1690 1300 1300 1210 750 1110
1950 920 920 1310 840 1200

a— Unidade formadora de colbnias.

3,8

3,6 10} ® Salm

3,4

3,2 n ® B B.cereu
— B s
R = —=

2,8

Log UFC/mL
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2,4 T T T 1
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Figura 13. Variacdo da concentracdo de células de Salmonella sp. e de B.
cereus do lote SB3 ao longo de 3 meses de estoque a -20°C. y = concentracéo
de células (Log UFC/mL). x =tempo decorrido (meses).

Limites de confiabilidade 95%:

Para Salmonella sp.: Inferiores (-0,386867187), Superiores (-0,044666181)
Resultado: Nao estavel;

Para B.cereus: Inferiores (-0,125350372), Superiores (0,050594203)

Resultado: Estavel.
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Tabela 37. Estabilidade em longo prazo do Lote SB4.

1°més 2° més 3°més
Média de contagem Média de contagem Média de contagem
UFC¥mL UFC/mL UFC/mL
Salmonella B. cereus  Salmonella B. cereus  Salmonella B. cereus
15300 1720 8700 1240 5700 1200
16300 1290 8600 1080 12000 1180
19700 1260 12500 1100 8100 1260
17100 1180 8600 1190 7600 1200
16200 1200 14600 1150 7700 1240
15600 1140 7700 1130 8600 1150

a—Unidade formadora de coldnias.
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Figura 14. Variacdo da concentracdo de células de Salmonella sp. e de B.
cereus do lote SB4 ao longo de 3 meses de estoque a -20°C. y = concentragéo
de células (Log UFC/mL). x =tempo decorrido (meses).

Limites de confiabilidade 95%:

Para Salmonella sp.: Inferiores (-0,284030406), Superiores (0,119841500)
Resultado: Estavel;

Para B.cereus: Inferiores (-0,250643362), Superiores (0,089237133)

Resultado: Estavel.
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5.4.6.2. Resultados do teste da estabilidade em curto prazo

As Tabelas com numeragao de 38 a 51 apresentam as médias de contagens
em UFC/mL dos lotes produzidos, para os calculos do teste de estabilidade em curto
prazo.

As Figuras com numeragdo de 15 a 28 ilustram o perfil da concentragdo de
células de cada lote ao longo dos 7 dias de estudo a temperatura de 25°C e a 35°C.

Abaixo de cada figura estdo descritos os valores dos limites de confian¢ca 95%
do coeficiente angular de inclinacao da andlise de regressao linear da analise de
regressao linear, que definem a estabilidade do material. Quando os limites de
confianga apresentam valores com sinais opostos indicam que o material n&o sofreu

variagcéo ao longo do periodo de transporte, podendo ser classificado como estavel.
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Estabilidade em curto prazo(transporte) do Lote S1 — equivalente ao lote S2

Tabela 38. Estabilidade em curto prazo do Lote S2.

Contagem UFC?/mL

Dias 25°C 35°C
1 590 450
2 300 150
3 180 70
4 140 30
5 110 20
6 80 10
7 40 1
a— Unidade formadora de colbnias.
3
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Figura 15. Variagdo da concentragdo diaria de células do lote S2 durante
simulacao de transporte em duas diferentes temperaturas. y = concentracao de
células (Log UFC/mL). x = tempo decorrido (dias).

Limites de confiabilidade 95%:

Temperatura de 25°C: Inferiores (-0,209614679), Superiores (-0,13812235)
Resultado: Nao estavel;

Temperatura de 35°C: Inferiores (-0,493462371), Superiores (-0,281958207)

Resultado: Nao estavel.
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Tabela 39. Estabilidade em curto prazo (transporte) do Lote S3 em duas
diferentes temperaturas de transporte.

Contagem UFC?/mL

Dias 25°C 35°C
1 94 62
2 82 52
3 56 36
4 38 14
5 32
6 20
7 12 1

a— Unidade formadora de colbénias

2,4
2,2

16 N \:\\

L e

1,2 ®25°C
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1 m35°C
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Log UFC/mL
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Figura 16. Variacdo da concentracdo diéria de células do lote S3 durante
simulacao de transporte em duas diferentes temperaturas. y = concentracao de
células (Log UFC/mL). x =tempo decorrido (dias).

Limites de confiabilidade 95%:

Temperatura de 25°C: Inferiores (-0,173059539), Superiores (-0,12340086)
Resultado: Nao estavel;

Temperatura de 35°C: Inferiores (-0,394170567), Superiores (-0,247634649)

Resultado: Nao estavel.
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Tabela 40. Estabilidade em curto prazo (transporte) do Lote S4 em duas

diferentes temperaturas de transporte.

Contagem UFC?/mL

Dias 25°C 35°C
1 130 118
2 148 56
3 126 50
4 92 32
5 68 6
6 64 4
7 28 2
a— Unidade formadora de colbnias
2,4
2,5 '\\’\’
1,8 = Y R
o 16 s
E 14 = Y ®25°C
o
w 12
% 1
3 08 =
0.6 I m35°C
0,4
0,2 L
0 T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7
Dias

Figura 17. Variacdo da concentracdo diaria de células do lote S4 durante
simulacao de transporte em duas diferentes temperaturas. y = concentracao de
células (Log UFC/mL). x =tempo decorrido (dias).

Limites de confiabilidade 95%:

Temperatura de 25°C: Inferiores (-0,159437424)),

Resultado: Nao estavel;

Superiores (-0,054589796)

Temperatura de 35°C: Inferiores (-0,384941898), Superiores (-0,224031735)

Resultado: Nao estavel.
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Tabela 41. Estabilidade em curto prazo (transporte) do Lote Cl em duas
diferentes temperaturas de transporte.

Contagem UFC?/mL

Dias 25°C 35°C
1 92 98
2 98 40
3 54 16
4 38 8
5 30 1
6 20 1
7 14 1

a—Unidade formadora de coldnias
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2 o
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Figura 18. Variacdo da concentracdo diaria de células do lote C1 durante
simulacao de transporte em duas diferentes temperaturas. y = concentracao de
células (Log UFC/mL). x = tempo decorrido (dias).

Limites de confiabilidade 95%:

Temperatura de 25°C: Inferiores (-0,174158653), Superiores (-0,11788735)
Resultado: Nao estavel,;

Temperatura de 35°C: Inferiores (-0,490840032), Superiores (-0,250725554)

Resultado: Nao estavel.
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Tabela 42. Estabilidade em curto prazo (transporte) do Lote C2 em duas
diferentes temperaturas de transporte.

Contagem UFC?/mL

Dias 25°C 35°C
1 130 112
2 9 40
3 56 18
4 34 8
5 42 2
6 36 2
7 18 1

a—Unidade formadora de coldnias

3

2,8 -

%’2 _:‘\Q\
o 22 = T
£ 1% N .\0—
o 16 H ®25°C
S
& 01% =S =

0:6 m35°C

0,4

0,2

0 T T T T T T ._\

1 2 3 4 5 6 7
Dias

Figura 19. Variacdo da concentracdo diaria de células do lote C2 durante
simulacao de transporte em duas diferentes temperaturas. y = concentracao de
células (Log UFC/mL). x =tempo decorrido (dias).

Limites de confiabilidade 95%:

Temperatura de 25°C: Inferiores (-0,189055425), Superiores (--0,108166146)
Resultado: Nao estavel;

Temperatura de 35°C: Inferiores (-0,518179098), Superiores (-0,311450842)
Resultado: Nao estavel.
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Tabela 43. Estabilidade em curto prazo (transporte) do Lote C3 em duas
diferentes temperaturas de transporte.

Contagem UFC?/mL

Dias 25°C 35°C
1 600 460
2 450 230
3 220 80
4 150 50
5 160 10
6 110 10
7 70 1

a—Unidade formadora de coldnias

2,4
2,2

12 _4.>\

18 N +
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Figura 20. Variacdo da concentracdo diaria de células do lote C3 durante
simulacao de transporte em duas diferentes temperaturas. y = concentracao de
células (Log UFC/mL). x =tempo decorrido (dias).

Limites de confiabilidade 95%:

Temperatura de 25°C: Inferiores (-0,177424861), Superiores (-0,076352906)
Resultado: Nao estavel;

Temperatura de 35°C: Inferiores (-0,41611386), Superiores (-0,277025895)

Resultado: Nao estavel.
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Tabela 44. Estabilidade em curto prazo (transporte) do Lote C4 em duas

diferentes temperaturas de transporte.

Contagem UFC?/mL

Dias 25°C 35°C
1 1550 1480
2 1100 810
3 790 370
4 420 120
5 460 70
6 270 20
7 190 1
a—Unidade formadora de coldnias
35 —
3 —
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Figura 21. Variagdo da concentragdo diaria de células do lote C4 durante
simulacao de transporte em duas diferentes temperaturas. y = concentracao de
células (Log UFC/mL). x = tempo decorrido (dias).

Limites de confiabilidade 95%:

Temperatura de 25°C: Inferiores (-0,179385184), Superiores (-0,119876345)

Resultado: Nao estavel;

Temperatura de 35°C: Inferiores (-0,644991095), Superiores (-0,315637396)

Resultado: Nao estavel.
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Tabela 45. Estabilidade em curto prazo (transporte) do Lote BC1 em duas
diferentes temperaturas de transporte.

Contagem UFC?/mL

Dias 25°C 35°C
1 28625 32750
2 26625 12500
3 22625 11000
4 20875 8625
5 18000 8125
6 15625 4875
7 15375 4250

a—Unidade formadora de coldnias
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Figura 22. Variacdo da concentragdo diaria de células do lote BC1 durante
simulacao de transporte em duas diferentes temperaturas. y = concentracao de
células (Log UFC/mL). x = tempo decorrido (dias).

Limites de confiabilidade 95%:

Temperatura de 25°C: Inferiores (-0,056748400), Superiores (-0,041254912)
Resultado: Nao estavel;

Temperatura de 35°C: Inferiores (-0,179404740), Superiores (-0,078445776)

Resultado: Nao estavel.
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Tabela 46. Estabilidade em curto prazo (transporte) do Lote BC2 em duas

diferentes temperaturas de transporte.

Contagem UFC?/mL

Dias 25°C 35°C
1 42000 35000
2 36000 18000
3 35000 14000
4 35000 13000
5 28000 7000
6 26000 5000
7 17000 4000
a—Unidade formadora de coldnias
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Figura 23. Variacdo da concentracdo diaria de células do lote BC2 durante
simulacao de transporte em duas diferentes temperaturas. y = concentracao de

células (Log UFC/mL). x =tempo decorrido (dias).

Limites de confiabilidade 95%:

Temperatura de 25°C: Inferiores (-0,082642911), Superiores (-0,028640619)

Resultado: Nao estavel;

Temperatura de 35°C: Inferiores (-0,182515844), Superiores (-0,120316953)

Resultado: Nao estavel.




Tabela 47. Estabilidade em curto prazo (transporte) do Lote BC3 em duas
diferentes temperaturas de transporte.

Contagem UFC?/mL

Dias 25°C 35°C
1 3700 3875
2 2487 1775
3 2012 1600
4 1800 887
5 2000 362
6 1525 475
7 1300 250

a—Unidade formadora de coldnias

38
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Figura 24. Variacdo da concentracdo diaria de células do lote BC3 durante
simulacao de transporte em duas diferentes temperaturas. y = concentracao de
células (Log UFC/mL). x =tempo decorrido (dias).

Limites de confiabilidade 95%:

Temperatura de 25°C: Inferiores (-0,092108836), Superiores( -0,0357817)
Resultado: Nao estavel;

Temperatura de 35°C: Inferiores (-0,247746597), Superiores (-0,135168871)

Resultado: Nao estavel.

Estabilidade diaria do lote BC4 — equivalente ao lote BC3
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5.13- Resultados do lote SB1

Tabela 48. Estabilidade em curto prazo (transporte) do Lote SB1 em duas
diferentes temperaturas de transporte.

Média das contagens UFC?/mL

Dias Salmonella B.cereus

25°C 35°C 25°C 35°C
1 880 760 13600 10400
2 840 310 12600 12000
3 730 430 12000 10000
4 600 270 13500 5900
5 480 180 12400 5500
6 490 80 11000 6000
7 160 10 11500 3300

UFC — Unidade formadora de col6nias
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Figura 25. Variacdo da concentracdo diaria de células do lote SB1 durante
simulacdo de transporte em duas diferentes temperaturas. S — Salmonella sp. B
— B. cereus. y = concentracéo de células (Log UFC/mL). x = tempo decorrido
(dias).

Limites de confiabilidade 95%:

Temperatura de 25°C:

Para Salmonella sp.: Inferiores (-0,167658536), Superiores (-0,0374369)
Resultado: Nao estavel;

Para B.cereus: Inferiores (-0,023913201), Superiores (0,000896166)
Resultado: Estavel.

Temperatura de 35°C:

Para Salmonella sp.: Inferiores (-0,405285376), Superiores (-0,108798919)
Resultado: Nao estavel;

Para B.cereus: Inferiores (-0,126259401), Superiores (-0,042115992)
Resultado: Nao estavel.
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Tabela 49. Estabilidade em curto prazo (transporte) do Lote SB2 em duas
diferentes temperaturas de transporte.

Média das contagens UFC?/mL

Dias Salmonella B.cereus

25°C 35°C 25°C 35°C
1 212 186 61000 56000
2 168 172 54000 31000
3 164 112 46000 27000
4 138 42 32000 17000
5 88 22 32000 9000
6 102 10 34000 6000
7 82 4 41000 5000

a—Unidade formadora de coldnias

5
—
4,5 -
: g’-ﬁ\—‘\'\'\.
3,5
—
E 3
) €S525°C
5 25 Rl\\‘— ——
o o
§° 2 \;\ & s mS35°C
1,5 B25°C
! \.\.\ ®B35°C
0,5
O T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7
Dias

Figura 26. Variagcdo da concentracdo diaria de células do lote SB2 durante
simulacéo de transporte em duas diferentes temperaturas. S — Salmonella sp..
B — B. cereus. y = concentragdo de células (Log UFC/mL). x = tempo decorrido
(dias).

Limites de confiabilidade 95%:

Temperatura de 25°C:

Para Salmonella sp.: Inferiores (-0,094620311), Superiores (-0,044047219)
Resultado: Nao estavel;

Para B.cereus: Inferiores (-0,078895052), Superiores (0,00196109)
Resultado: Estavel.

Temperatura de 35°C:

Para Salmonella sp.: Inferiores (-0,35585818), Superiores (-0,228442612)
Resultado: Nao estavel;

Para B.cereus: Inferiores (-0,209025143), Superiores (-0,151774586)
Resultado: Nao estavel.
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Tabela 50. Estabilidade em curto prazo (transporte) do Lote SB3 em duas
diferentes temperaturas de transporte.

Média das contagens UFC?/mL

Dias Salmonella B.cereus

25°C 35°C 25°C 35°C
1 760 720 1360 1340
2 630 370 940 820
3 640 320 710 610
4 530 70 660 500
5 370 50 670 460
6 360 10 630 420
7 140 10 600 340

a—Unidade formadora de coldnias

4
3,6
3,2
o 28 %
£ o4 o .
o 2 #525°C
5 *
o mS35°C
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Figura 27. Variacdo da concentracdo diaria de células do lote SB3 durante
simulacao de transporte em duas diferentes temperaturas. S — Salmonella sp.
B — B. cereus. y = concentracao de células (Log UFC/mL). x = tempo decorrido
(dias).

Limites de confiabilidade 95%:

Temperatura de 25°C:

Para Salmonella sp.: Inferiores (-0,161211593), Superiores (-0,047939193)
Resultado: Nao estavel;

Para B.cereus: Inferiores (-0,084490715), Superiores (-0,018289365)
Resultado: Nao estavel;

Temperatura de 35°C:

Para Salmonella sp.: Inferiores (-0,425376379), Superiores (-0,254236544)
Resultado: Nao estavel;

Para B.cereus: Inferiores (-0,120849945), Superiores (-0,057048538)
Resultado: Nao estavel.
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Tabela 51. Estabilidade em curto prazo (transporte) do Lote SB4 em duas
diferentes temperaturas de transporte.

Média das contagens UFC?/mL

Dias Salmonella B.cereus

25°C 35°C 25°C 35°C
1 4050 3800 1220 1250
2 3350 3850 940 760
3 3250 2200 690 670
4 2450 1800 660 390
5 2000 400 590 430
6 1950 200 610 390
7 1350 100 520 370

a—Unidade formadora de coldnias

3,8
3’6 __rM
3,4 . ;\.\
3,2 n

3 4 ¢ S25°C
2,8 \ B s35°C
26 ® ——
24 B25°C
2,2 i\
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Log UFC/mL

® B35°C
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Figura 28. Variacdo da concentracdo diaria de células do lote SB4 durante
simulacao de transporte em duas diferentes temperaturas. S — Salmonella sp..

B — B. cereus. y = concentracao de células (Log UFC/mL). x = tempo decorrido
(dias).

Limites de confiabilidade 95%:

Temperatura de 25°C:
Para Salmonella sp.: Inferiores (-0,161211593), Superiores (-0,047939193)
Resultado: Nao estavel;

Para B.cereus: Inferiores (-0,084490715), Superiores (-0,018289365)
Resultado: Nao estavel;

Temperatura de 35°C:
Para Salmonella sp.: Inferiores (-0,425376379), Superiores (-0,254236544)
Resultado: Nao estavel;

Para B.cereus: Inferiores (-0,120849945), Superiores (-0,057048538)
Resultado: Nao estavel.
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5.5. Comparacado da perda da viabilidade das bactérias estudadas, frente as

variagOes de tempo, nas diferentes temperaturas de estudo.

A partir das médias das contagem dos MR produzidos, foram comparadas as
perdas de viabilidade apresentadas por cada microrganismo durante os testes de
estabilidade em longo e em curto prazo.

O acompanhamento da perda da viabilidade celular foi realizado através do
célculo da percentagem das médias das contagens em UFC/mL, convertidas em
log1o. Os dados obtidos no teste da homogeneidade foram considerados como o
numero de células iniciais (100%), no tempo zero do estudo (Ty).

Os percentuais de perda de viabilidade em longo prazo dos microrganismos

utilizados estéo indicados na tabela 52 e na figura 29.

Tabela 52. Percentuais do log;p das médias das contagens de UFC/mL obtidas
durante o teste de estabilidade em longo prazo.

Bactérias utilizadas To (%) 1° més(%) 2° més(%) 3° més(%)
Salmonella sp. 100 97,5 94,8 91,1
C.freundii 100 99,7 99,0 97,6
B.cereus 100 97,8 97,8 97,1

To.tempo zero do estudo

100% -

98%
E
> 95%
5
g 93% | Salmonella spp.
g oo% T —  mCfreundii
X ra | — B.cereus

88% -

85% 1 1 1 I
TO 1° més 2° més 3° més

Estabilidade de longa duragdo (-20°C)

Figura 29. Percentual de perda de logi, das médias de contagem em UFC/mL
de Salmonella spp, C. freundii e B. cereus, durante o estudo de estabilidade em
longo prazo.
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As Tabelas 53 e 54 e as Figuras 30 e 31 resumem os percentuais de perda de

viabilidade em curto prazo das bactérias estudadas nas temperaturas de 25°C e 35°C.

Tabela 53. Percentuais do log;p das médias das contagens de UFC/mL obtidas
durante o teste de estabilidade em curto prazo a 25°C.

1°dia  2°dia 3°dia 4°dia 5°ia 6°dia  7°dia

Bactéria utilizada  To(%)
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Salmonella sp. 100 97,0 941 91,5 879 837 81,1 69,5
C.freundii 100 996 9,0 875 792 795 731 64,5
B.cereus 100 99,0 97,1 95,1 942 936 92,7 91,6

To.tempo zero do estudo

100%
95%

—
E 90%
§ 85%
) 80%
© Salmonella spp.
W 759%
S ..
< 70% B C.freundii
65% B.cereus

60%

TO 1° 2° 3° 4 5° 6° 7°
dia dia dia dia dia dia dia

Estabilidade a curto prazo (25°C)

Figura 30. Percentual de perda de logi, das médias de contagem em UFC/mL
de Salmonella spp, C. freundii e B. cereus, durante o estudo de estabilidade em
curto prazo a temperatura de 25°C.

Tabela 54. Percentuais do logio das médias das contagens de UFC/mL obtidas
durante o teste de estabilidade em curto prazo a 35°C.

To  1°dia 2°dia 3°lia 4°dia 5°dia 6°dia  7°dia
(%) (%) (%R ) (%) (%) (%) (%)

Bactéria utilizada

Salmonella sp. 100 95,0 87,1 82,0 68,5 52,9 38,2 20,5
C.freundii 100 97,9 84,3 68,1 54,2 26,9 22,7 0
B.cereus 100 98,6 92,9 91,0 86,8 83,1 81,6 78,3

To.tempo zero do estudo
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Figura 31. Percentual de perda de log;o das médias de contagem em UFC/mL
de Salmonella spp, C. freundii e B. cereus, durante o estudo de estabilidade em
curto prazo a temperatura de 35°C.
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6. DISCUSSAO

Considerando-se a escassez de informagdes referentes a produgcdo de MR
destinados a EP e a necessidade de se gerar materiais mais acessiveis aos
laboratérios publicos e privados, o presente estudo foi realizado buscando-se avaliar
a técnica de liofilizagao no preparo de MR microbioldgicos em matriz leite.

As variagbes nas concentragcdes de células das bactérias utilizadas foram
acompanhadas durante o preparo da suspensao e apos o processo de liofilizagao,
como descrito nas Tabelas 1, 2, 3 e 4. A leitura da transmitancia das suspensodes de
células permitiu o calculo aproximado da concentracéo de células a ser obtida apos a
contaminagao da matriz.

Foram também avaliadas as médias das perdas de células nos lotes estudados
apos o processo de liofilizagdo, como indicado nas Tabelas 1, 2, 3 e 4. As perdas
foram de 78% de log1o de concentragéo de células nos lotes de Salmonella sp., 84%
de logio nos lotes de C. freundii e de 58% de logio nos lotes de B. cereus. Nos MR
mistos as médias das perdas de concentragdo de células de Salmonella foram de
61% de logio e de B. cereus de 69% de log1o. Em concordancia com o descrito por
Costa & Ferreira (1991), as perdas de viabilidade durante o processo de liofilizacao
variaram consideravelmente entre as bactérias estudadas. Em geral a viabilidade
bacteriana apods a liofilizagdo decresce na seguinte ordem: bactérias formadoras de
esporos, Gram-positivas e Gram-negativas.

Os resultados dos procedimentos utilizados na avaliacido da reprodutibilidade
da técnica no preparo de dois lotes com uma mesma suspensao de bactérias,
descritos na Tabela 5, apontaram dificuldades na obtencdo de lotes equivalentes.
Dos seis pares de lotes preparados para esta avaliacdo apenas dois pares foram
equivalentes. Esses resultados indicam que a técnica de preparo de diferentes lotes
com a mesma suspensao de células nao apresentou uma boa reprodutibilidade,
considerando nivel de significancia de 5%.

Os critérios de controle estabelecidos para os MR produzidos objetivaram a
manutencao da qualidade e a integridade dos materiais. Com excegao dos testes de
homogeneidade e estabilidade, os demais controles ndo puderam ser comparados
com resultados de outros estudos por falta de dados na literatura.

A verificagdao do vacuo permitiu a eliminagcdo dos frascos que apresentaram

resultados insatisfatérios, como indicado na tabela 6. Na maioria dos casos, o mau
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posicionamento dos frascos nas estantes dificultou o fechamento de forma adequada
favorecendo a entrada de ar apdés a abertura do liofilizador. Dos 1408 frascos
produzidos, apenas 8 (0,57%) apresentaram resultados insatisfatorio para leitura do
vacuo. Esses resultados indicam a adequagao do sistema de fechamento empregado
no final do processo de liofilizacao.

A eficiéncia da secagem durante os procedimentos de liofilizacdo foi
determinada pela analise da umidade residual. Os dados descritos na tabela 7
demonstram que os lotes que apresentaram médias com valores na faixa de 1,0 a
3,0% (FDA, 1990), foram considerados satisfatérios. Dos 16 lotes produzidos, dois
lotes (C1 e C2) apresentaram percentagens proximas ao limite minimo de 1,0%, com
valores de 0,97% e 0,98%, respectivamente. Os dois lotes avaliados foram expostos
ao mesmo ciclo de liofilizacdo. No entanto, todos os ciclos realizados no estudo
obedeceram aos prazos de 24 + 1 hora, com controle de temperatura abaixo de -40°C
e vacuo menor que 100uHg. Uma vez que os resultados dos referidos lotes ficaram
proximos ao limite minimo, estes foram mantidos no estudo para serem avaliados nos
demais ensaios de controle, onde ndo apresentaram diferencas significativas quando
comparados com os outros lotes.

A verificagao da pureza foi satisfatoria para todos os lotes analisados indicando
a auséncia de contaminagdo dos MR produzidos, com microrganismos indesejaveis,
durante todo o processo de producdo do material.

De forma semelhante, as analises para verificagdo das caracteristicas
fenotipicas indicaram que os microrganismos estudados ndao apresentaram mudangas
nos parametros bioquimicos avaliados, apos a produg¢ao do MR.

Com relagdo ao teste da homogeneidade, observamos que quanto menor o
valor do o, atribuido a um material, mais homogéneo este pode ser considerado. Os
valores dos 0O, variaram significativamente entre os lotes das diferentes bactérias
estudadas. Os menores valores de desvio padrao deste estudo foram atribuidos para
os MR contendo B. cereus e 0os maiores para as Enterobactérias estudadas.

Todos os lotes contendo apenas B. cereus (Tabelas 16, 17, 18 e 19)
apresentaram valores de O, muito abaixo dos lotes preparados com os outros
microrganismos. Para esses lotes foram padronizados valores de o, de 0,10.

Para os lotes S1, S2, S3 e S4 contendo Salmonella sp.(Tabelas 8, 9 10 e 11),

os valores foram de 0,27, 0,10 a 0,62 e 0,13, e para os lotes contendo C. freundii C1,
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C2, C3 e C4 (Tabelas 12, 13, 14 e 15), os valores atribuidos foram de 0,39, 0,36, 0,32
e 0,32, respectivamente.

Para os lotes mistos os valores dos o, para Salmonella sp. e B. cereus foram
respectivamente de 0,61 e 0,10 para o lote SB1, 0,55 e 0,11 para o SB2, 0,53 e 0,24
para o SB3 e 0,10 e 0,10 para o SB4 (Tabelas 20, 21,22 e 23).

Ao aplicarmos os limites sugeridos por Fearn & Thompson (2001) para a
avaliagdo da precisdo do teste da homogeneidade (oan/0, < 0,5), observamos que
todos os lotes preparados com apenas um microrganismo obedeceram a relagao
citada, sendo, portanto considerados homogéneos (Tabelas 8 a 19). Por outro lado,
dentre os lotes mistos, os resultados da homogeneidade nao foram considerados
satisfatorios, para o lote SB3 no ensaio de B. cereus e para o lote SB4 para ambos os
ensaios.

A selecdo do teste estatistico utilizado neste estudo para a avaliagdo da
homogeneidade foi baseada nas indicagdes das Normas ISO 43-1 e da ILAC G13:08.
A comparagao dos resultados obtidos no teste da homogeneidade, com a de outros
estudos, foi dificultada pela diversidade de testes estatisticos utilizados para esta
avaliacdo. Peterz e Steneryd (1993) obtiveram resultados satisfatérios para a
homogeneidade de MR preparados pela técnica de liofilizagdo ao utilizarem o teste-F.
Beckers e colaboradores (1985), In’t Veld (1998) e In’t Veld e colaboradores (1999)
verificaram a homogeneidade dos MR produzidos pela técnica de spray-dryer
utilizando a distribuigcao de “Poison”.

As médias das contagens realizadas nos testes de estabilidade em longo prazo
apontaram uma pequena queda da viabilidade dos microrganismos estudados no
periodo de estoque. A analise estatistica de regresséo aplicada aos dados indicou que
os MR produzidos se mantiveram estaveis quando estocados por até 3 meses a
temperatura de -20°C (Tabelas 24 a 37, Figuras 1 a 14). De forma semelhante,
Janning e colaboradores (1995) descreveram a temperatura de -20°C como adequada
para o estoque de MRC produzidos pelo National Intitute of Public Helth and
Environmental Protection. Dentre os MRC estudados foram citados um MRC contendo
S. Typhimurium e outro contendo B. cereus. Esses MRC foram estocados a -20°C por
periodos de 4 anos sem apresentarem perdas expressivas na viabilidade das células.

Ao avaliarmos a tabela 52 e a figura 29, que indicam os percentuais de perda

de viabilidade das bactérias estudadas, durante o estoque a -20°C observamos que a
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bactéria C. freundii apresentou o menor indice de perda (2,4%), seguido do B. cereus
(2,9%) e da Salmonella sp., cujas perdas foram de 8,9%.

Beckers et al. (1985) avaliaram a estabilidade de um MR contendo S.
Typhimurium e S. Panama preparado pela técnica de spray-dryer, quando estocados
a temperatura de 4°C e a temperatura ambiente. Os autores observaram que o MR se
manteve estavel a 4°C, entretanto apresentou diminuicdo da estabilidade quando
estocado a temperatura ambiente.

Com vistas a aumentar a estabilidade dos MR preparados por spray-dryer, In’t
Veld (1998) realizou um estudo com trés diferentes MR contendo L. monocytogenes,
Enterobacter cloacae e esporos de B. cereus, respectivamente. Os resultados
mostraram que uma melhora na estabilidade do material pdde ser obtida, quando os
LPAC foram estocados a temperaturas baixas, antes da producdo do MR final. O
tempo e a temperatura de estoque variaram entre as diferentes espécies estudadas.
Para MR contendo esporos de B. cereus a estocagem a baixas temperaturas nao
indicou melhora na estabilidade. Ja para L. monocytogenes e E. cloacae o aumento
da estabilidade pode ser obtido com o estoque do LAPC por 2 anos a temperatura de
5°C. Como o tempo do presente estudo foi curto, ndo foi possivel realizar esta
avaliacao.

Os MR apresentaram acentuadas quedas nas médias de contagem, quando
avaliados no teste de estabilidade em curto prazo. O estudo simulou o transporte dos
MR durante um EP. A analise estatistica de regressdo aplicada aos dados obtidos
mostrou que a exposicdo dos MR as temperaturas de 25°C e 35°C afetou
significativamente a viabilidade dos microrganismos. Como indicado nas Tabelas 38 a
51 e Figuras 15 a 28, com excegdo dos lotes SB1 e SB2 que apresentaram
estabilidade para B. cereus a temperatura de 25°C, todos os outros MR foram
classificados como nao estaveis nas temperaturas de 25°C e 35°C.

As Tabelas 53 e 54, assim como as Figuras 30 e 31, mostram o percentual
das médias das contagens obtidas no teste de estabilidade em curto prazo para as
diferentes bactérias estudadas. Os dados indicaram uma diminuicdo expressiva no
numero de células de Salmonella sp. e de C. freundii no terceiro dia de transporte a
25°C, com percentuais das médias de perda de 9% e 12% respectivamente. Na
temperatura de 35°C as perdas foram acentuadas ja no segundo dia, com percentuais
de 13% para Salmonella sp. e 12% para C. freundii.
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As médias de perdas observadas nos MR apds o 7° dia a 25°C para o B.
cereus foram de 8,4%. Para o C. freundii e para a Salmonella sp. as perdas foram de
35,5% e 30,5%, respectivamente. Apesar da aparente estabilidade dos lotes de
B. cereus a 25°C, indicado na tabela 53 e figura 30, todos os lotes desta bactéria
foram considerados instaveis na avaliacdo estatistica aplicada aos resultados de
contagem.

Ja a 35°C, as perdas apo6s o 7° dia foram de 100% para o C. freundii,
acompanhada de 79,5% para Salmonella sp. e de 21,7% para B. cereus.

In’t Veld (1998) avaliou, semanalmente, a estabilidade de MR contendo S.
Panama, preparado pela técnica de spray-dryer mantido nas temperaturas de 22°C,
30°C e 37°C, durante 35 dias. O autor indicou reducéo percentual da concentracio de
células, na primeira semana, de 2,5% para o MR mantido a 22°C; de 9,7%, a 30°C e
de 16,2%, a 37°C. In’t Veld e colaboradores (1996) indicaram queda na viabilidade
celular de S. Typhimurium a 22°C, 30°C e 37°C, durante estudo de certificacdo do MR.
O estudo teve duracido de 28 dias, com a avaliagao realizada a cada sete dias. Os
percentuais de perda corresponderam a 23,7%, 11,8% e 12,0%, respectivamente. As
temperaturas descritas nos dois trabalhos sdo préximas e nao iguais. Apesar disso,
comparamos 0s nossos dados com os obtidos nos estudos citados e concluimos que
as médias de perdas apresentadas pelos MR contendo Salmonella sp., preparados
por liofilizagdo no nosso estudo foram bem mais elevadas (30% e 80%,
respectivamente) que as observadas nos MR preparados pela técnica de spray-dryer.
Tais resultados sugerem a possibilidade de MR produzidos por spray-dryer serem
mais estaveis nas faixas de temperatura estudadas, que os MR produzidos pela
técnica de liofilizacao.

In’t Veld e colaboradores (1999) descreveram a obtencdo de MR estaveis,
preparados por spray-dryer para enumeragao de B. cereus, utilizando esporos da
bactéria. A estabilidade foi testada a 22°C, 30°C e 37°C, por um periodo de 4
semanas. Os resultados do teste indicaram perda significativa no numero de UFC
apenas a 37°C, indicando maior estabilidade que o MR preparado no presente estudo
com células vegetativas.

Considerando que MR produzidos para EP devem seguir requisitos de
homogeneidade e estabilidade, os materiais produzidos neste estudo poderiam ser
utilizados em um possivel EP, em condigdes que assegurassem aos participantes o

recebimento de MR com semelhantes concentracdes de células.
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Para a utilizacdo dos lotes de MR destinados ao ensaio de enumeracao de B.
cereus, destacamos a necessidade de transporte dos materiais a -20°C, uma vez que
os estudos de estabilidade em curto prazo indicaram perdas nas concentragcées de
células durante o transporte a 25°C e a 35°C. Como podemos observar nas Figuras
22, 23 e 24, as perdas foram acentuadas diariamente. O envio desses materiais, a
temperatura ambiente, para laboratérios localizados em diferentes regides do pais,
possivelmente acarretaria no recebimento de MR com diferentes concentragdes de
células, o que comprometeria a correta avaliacdo dos resultados. Entretanto, o
transporte de material a baixas temperaturas € uma pratica complicada e de custo
bastante elevado.

Por outro lado, os analitos contendo Salmonella sp. e C. freundii produzidos
neste estudo poderiam ser transportados a -20°C ou a 25°C. As Tabelas 38 a 44
apresentam resultados das contagens dos diferentes lotes dos analitos citados no
estudo da estabilidade em curto prazo a 25°C. As contagens foram realizadas com 1
mL do material reconstituido. A menor concentracdo detectada entre os lotes de
Salmonella sp. foi de 12 UFC/mL e de 14 UFC/mL entre os lotes de C. freundii. No
entanto, para a utilizagao segura desses materiais a 25°C seria necessario um estudo
do limite minimo de deteccado (LMD), para cada uma das bactérias citadas, utilizando
diferentes metodologias de deteccdo de Salmonella sp. Sendo assim, apds a
obtengao dos resultados se estabeleceria uma concentragdo minima permitida. O MR
seria considerado apropriado para ser utilizado, ao apresentar um valor igual ou maior
que a concentracdo minima estabelecida no 7° dia de estudo.

Na literatura estdo descritos estudos de avaliagdo do LMD de Salmonella sp.
em alimentos utilizando diferentes metodologias de enriquecimento. Segundo Bricio
(2004) o LMD encontrado utilizando metodologia do Ministério da Agricultura Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) foi igual a 12 UFC/25 g de alimento. Nunes (2006) ao
estudar o LMD com culturas de Salmonella em caldo BHI utilizando metodologia da
Association of Official Analytical Chemists (AOAC) encontrou valores de LMD variando
entre 1 a 8 UFC/25 mL.

Uma alternativa para obtencdo de melhores resultados de estabilidade de MR
para ensaio de deteccdo de Salmonella sp., ou para outros ensaios qualitativos, seria
o0 preparo dos materiais em concentracdes mais elevadas que os MR do nosso

estudo. Apds o sétimo dia de teste de estabilidade de transporte, as concentracdes
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finais estariam mais elevadas que nos experimentos realizados com MR em baixas
concentragdes, entretanto atendendo ao limite de concentragao estabelecido.

Ao avaliarmos as taxas de viabilidade das bactérias frente as temperaturas
estudadas nos testes de estabilidade, 25°C e 35°C, identificamos diferentes
percentuais de perda. Essas informagdes, juntamente com os dados de controle da
concentracdo de células descritos nas Tabelas 1, 2, 3 e 4, proporcionam o0
entendimento do comportamento destes microrganismos durante os procedimentos de
producdo e controle, possibilitando a determinacdo adequada das faixas de
concentracio destas bactérias no preparo de MR futuros.

Os resultados encontrados nos estudos de estabilidade sugerem que entre as
bactérias estudadas, o B. cereus apresentou maior habilidade em resistir as variacdes
ocorridas durante a dessecagdo, congelamento e temperaturas de transporte.
Entretanto, devem ser avaliados outros procedimentos que proporcionem melhor
sobrevivéncia das células bacterianas a essas variagdes, como o preparo de MR com
esporos bacterianos, citado por In't Veld e colaboradores (1999).

Segundo Miyamoto-Shinihara e colaboradores (2007), a capacidade de
sobreviver as condigdes de congelamento rapido e de dessecagao esta relacionada as
diferencgas estruturais da parede celular e da membrana dos microrganismos. Bactérias
Gram-negativas possuem uma fina camada de peptidioglicano com espessura variando
entre 5 a 10 nm, enquanto nas Gram-positivas a espessura da camada varia de 20 a 80
nm. A fina camada de peptidioglicano das bactérias Gram-negativas apresenta grande
tendéncia de ruptura durante os processos de dessecacao e de reidratacio.

A literatura especifica para dessecacdao e preservaciao de microrganismos
aborda cuidados especiais para o aumento da viabilidade das células apds esses
processos. Particular atencdo tem sido dada ao estudo das matrizes utilizadas nos
processos de dessecacao, com vistas a aumentar a viabilidade das células bacterianas
dessecadas (MORGAN et al., 2006). Agentes protetores, especificos para diferentes
microrganismos, podem ser adicionados durante o crescimento do organismo, ou antes
dos processos de congelamento e liofilizagdo (HUBALEK, 2003). Segundo Carvalho e
colaboradores (2004), a suplementagcdo do leite desnatado com agentes protetores
pode aumentar o efeito crioprotetor do leite sobre o microrganismo dessecado. Muitos
compostos sdo utilizados com a fungédo de proteger as células durante a dessecagao.
Trés categorias podem ser identificadas: substancias com penetragao na parede celular

e no citoplasma, podendo citar o dimetilsufoxi e glicerol; substancias com penetracao
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na parede celular, mas ndo na membrana, como oligossacarideos, aminoacidos e
polimeros de baixo peso molecular e as que nao penetram ou que nao interagem com
a parede celular, ou com a membrana, como proteinas e polissacarideos (CARVALHO
et al, 2004; HUBALEK, 2003). Diferentes propriedades de acdo resultam em distintas
caracteristicas de protecdo. Compostos permeaveis promovem maior permeabilidade
na célula, evitam o excesso de desidratagao, reduzem a toxicidade dos sais e previnem
a formacéo de cristais dentro da célula durante o congelamento. Os semi-permeaveis
se concentram entre a membrana citoplasmatica e a parede celular formando uma
camada que evita a formagado de cristais de gelo e conferem protegdo mecanica a
membrana. Os nao permeaveis sdao adsorvidos na superficie dos microrganismos
formando uma camada viscosa que inibe a formacédo de cristais de gelo, mas que
mantém uma estrutura amorfa de gelo em proximidade com a célula (CARVALHO et al,
2004).

O grande problema encontrado nos estudos relacionados a dessecacgao de
bactérias € a falta de teorias genéricas que possam ser utilizadas para todos esses
microrganismos.

Novos estudos sdo necessarios para a obtencdo de MR mais estaveis as
variagdes ocorridas nos processos de dessecacdo. Importédncia deve ser dada nao
somente a adicao de agentes protetores a matriz, mas também a outras formas que
possam induzir a tolerancia das células bacterianas aos processos de congelamento e

dessecacao.
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7. CONCLUSOES

e A técnica de liofilizagao se mostrou adequada como processo de dessecacao
para os MR produzidos. Os resultados obtidos nos controles do vacuo e da umidade
residual comprovaram que as condi¢cdes de dessecagdo empregadas no preparo dos

materiais foram satisfatorias.

¢ A dificuldade da obtencao de lotes equivalentes durante o preparo dos lotes de
MR com a mesma concentracao de células indicou que a técnica de preparo utilizada
nao apresentou uma boa reprodutividade para este procedimento. Fato que pode ser
explicado pela dificuldade da dispersao precisa de células durante as diferentes

etapas de preparo dos lotes.

e Apesar do carater preliminar de algumas analises de controle realizadas,
como verificacdo do vacuo, determinacdo da umidade residual e verificacdo da
pureza, os resultados obtidos foram de grande importdncia na avaliagdo dos

procedimentos de producao e na verificagdo da qualidade dos MR.

e Os resultados satisfatorios obtidos no controle da pureza dos lotes analisados
mostraram que os procedimentos empregados durante a producdo dos MR néo

ofereceram riscos de contaminagao aos materiais produzidos.

e B. cereus apresentou, em média, maior resisténcia as condigdes de

dessecacao e estoque do que Salmonella sp. e C.freundii.
e Os resultados obtidos sugerem que MR preparados com apenas um
microrganismo apresentam melhores caracteristicas de homogeneidade e

estabilidade que os materiais mistos.

e Os resultados do teste da estabilidade em longo prazo mostraram que a

temperatura de -20°C foi adequada para a manutengao dos MR produzidos.
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e Os resultados da avaliacido da estabilidade dos MR de B. cereus, em curto
prazo, indicaram que estes lotes destinados a ensaios quantitativos, sé poderiam ser

utilizados em EP se fossem obrigatoriamente transportados a -20°C.

e Os lotes dos MR contendo Salmonella sp. e C. freundii poderiam ser
transportados a 25°C. No entanto, para a utilizacdo segura desses materiais nesta
temperatura, seria necessario o estabelecimento de uma concentragdo de células

apos a realizacao de estudos do LMD para cada uma das bactérias citadas.

e A producdo de novos lotes de MR contendo Salmonella sp. e C. freundii em
concentragbes mais elevadas que os desenvolvidos neste estudo propiciariam
transporte a temperaturas mais elevadas que 25°C, desde que apds o 7° dia de
estudo apresentasse valores acima de um limite de concentragao estabelecido para

aceitacdo desses materiais.

e Os intervalos de avaliacdo da estabilidade em longo prazo de MR a serem
utilizados em EP devem ser estabelecidos de acordo com o periodo de produgao e de
controle analitico do material. Entretanto, o tempo necessario para a organizagao e

execucao de um possivel EP deve também ser considerado.

8. PERSPECTIVAS

Tendo em vista a importancia e a necessidade da produgcdo de MR mais

homogéneos e mais estaveis, faz-se necessario:

e Avaliar a matriz leite suplementada com aditivos, com vistas a obteng¢ao de

MR mais estaveis a temperaturas acima de -20°C.

e Produzir MR com outras bactérias de importédncia em microbiologia de

alimentos utilizando matriz leite.

e Desenvolver MR para EP em microbiologia de alimentos utilizando matrizes

diferentes da estudada.
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e Avaliar a producdo de MR com volumes de matrizes mais adequados para

ensaios em microbiologia de alimentos, como por exemplo 10 e 25 g.
e Ampliar o estudo da estabilidade em curto prazo, avaliando novas

temperaturas superiores a —20°C e inferiores a 25°C, a fim de determinar uma

temperatura maxima que garanta a estabilidade dos materiais durante o transporte.
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ANEXO 1. MEIOS DE CULTURA

A.1 — Agar glicose bile vermelho violeta (VRBG)

EXtrato de levedura...........ooooiiiii i 249
PePIONa. ... e 5649
(01 o] =] (o K0 [ JE=To Yo Lo T 40¢9
SAIS AE DIlE..eeeeeee e 1,29
(€] [ToT0 L-T= YT 8,0g
VErmeElNO NEBULIO.......cee et e e e e e e 0,024 g
L0711 =1 IR/ (o] (=] = 0,016 g
AAGAT ...t 9,6 ¢
AQUA PUFIFICAAL. ... et 800 mL

Suspender os ingredientes em agua purificada. Aquecer sob agitacéo, até a
fervura para a completa dissolugdo. Evitar a fervura do meio por mais de dois

minutos. Nao autoclavar.
Apos o preparo, manter o meio fundido em banho termostatico a 49°C.

Preferencialmente, utilizar o meio no dia do preparo. Caso n&o seja possivel, evitar
que este seja re aquecido mais de uma vez.
pH final: 7,3 £ 0,2 a 25°C

A.2 — Salina peptonada a 0,1%

(04 (o7 1=Y (ol o [ K=o Yo | J SRR 3449
PePIONa. ... ——————— 049
AQUA PUFIFICAAA. ......c.eeeceieeeeeee e 400 mL

Dissolver os ingredientes em agua purificada. Distribuir volumes de 100 mL em
frascos erlenmeyer com capacidade de 250 mL. Esterilizar a 121°C por 20 minutos.
pH final: 7,0 £ 0,2 a 25°C
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