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Abstract Food-Born Diseases (FBD) are a con-
sidered an important hazard for human health
and the economy on individual, family and nati-
onal level. The risk of dissemination of pathogens
increases continuously and microbiological qua-
lity control programs are employed in the entire
food chain in order to minimize the risk of infec-
tion and/or intoxication. The use of alternative
methods for the detection of microorganisms is
one of the tools for granting the microbiological
safety of the products. For obtaining reliable re-
sults however the method needs to be validated.
The purpose of the validation is to ensure throu-
gh experimental studies that the method is mee-
ting the requirements of analytical applications,
ensuring the reliability of results and adequate
levels of accuracy, precision, detection limit, soli-
dity, repeatability, reproducibility, specificity, li-
nearity and exactness. Although there are some
guides describing the validation of analytical me-
thods, comparatively little has been said regar-
ding validation of microbiological methods and
even less with respect to molecular methods. The
aim of this work is to review the parameters ne-
cessary for validating qualitative alternative me-
thods in the detection of food-born diseases.
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Resumo As Doengas de Origem Alimentar (DOA)
sao um perigo de grande relevancia para a sadde
humana e para a economia dos individuos, fami-
lias e nagBes. O risco de disseminacdo de micror-
ganismos patogénicos vem crescendo continuamen-
te, e programas de controle de qualidade microbio-
l6gica sdo empregados em toda a cadeia de produ-
¢do alimentar a fim de minimizar o risco de infec-
¢8o e/ou intoxicagdo. A utilizacdo de métodos de
deteccdo alternativos de microrganismos é uma das
ferramentas que podem ser utilizadas para garan-
tir a seguranca microbiolégica dos produtos. Con-
tudo, para que a metodologia utilizada forneca re-
sultados confiaveis é necessario que ela seja vali-
dada. A validagdo deve garantir, por meio de estu-
dos experimentais, que 0 método atenda as exigén-
cias das aplicacdes analiticas, assegurando a con-
fiabilidade dos resultados, devendo apresentar ni-
veis adequados de acuracia, precisdo, limite de de-
teccdo, robustez, repetitividade, reprodutibilidade,
especificidade, linearidade e exatid&o. Embora exis-
tam diversos guias descrevendo a validagdo de mé-
todos analiticos, comparativamente, pouco se tem
dito a respeito da validac&o de métodos microbio-
I6gicos e, menos ainda, de métodos moleculares. O
objetivo deste trabalho é fazer uma reviséo dos pa-
rametros necessarios para validacdo de métodos
alternativos qualitativos na deteccéo de patogenos
alimentares.

Palavras-chave Validagdo, Doengas de Origem
Alimentar, DOA
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Introducéo

As Doengas de Origem Alimentar (DOA) séo
um perigo de grande relevancia para a sadde hu-
mana e para a economia dos individuos, familias
e nagBest. Com o aumento de viagens e comércio
internacionais nos Gltimos anos, o risco de disse-
minacdo de microrganismos patogénicos
vem crescendo continuamente, e programas de
controle de qualidade microbiolgica séo empre-
gados em toda a cadeia de producéo alimentar
a fim de minimizar o risco de infec¢do para o con-
sumidor?

Neste cenario, o setor de controle de qualida-
de das empresas é dotado de atribuicdes e ferra-
mentas capazes de interromper um processo em
desacordo com as especificagcdes, ou prevenir
eventos graves, como uma infecgdo ou intoxica-
¢do alimentar veiculada por alimentos industria-
lizados®. A utilizagdo de métodos de deteccéo de
microrganismos em alimentos é uma dessas fer-
ramentas usadas para garantir a seguranga micro-
biolégica dos produtos. Mas como garantir resul-
tados confiaveis? A resposta esta na validacdo da
metodologia utilizada.

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sa-
nitaria (Anvisa), conforme aRDC 210, validagao
€ um ato documentado que atesta que qualquer
procedimento, processo, equipamento, material,
operacdo ou sistema realmente leve aos resulta-
dos esperados*. De acordo com a RE 899, de 29 de
maio de 2003, da Anvisa, a validacéo deve garan-
tir, por meio de estudos experimentais, que o
meétodo atenda as exigéncias das aplica¢bes anali-
ticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.
Para tanto, deve apresentar especificidade, linea-
ridade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de
quantificacdo e limite de deteccéo e exatidao ade-
quados & analise®. E importante ressaltar que to-
dos os equipamentos e materiais devem se apre-
sentar devidamente calibrados, e os analistas de-
vem ser qualificados e adequadamente treinados®.

Os laboratorios de andlise devem realizar a
validacdo de métodos para atender ao governo ou
a orgdos regulamentadores, sendo que os dados
obtidos fardo parte do conjunto de informac@es
que serdo apresentadas a agéncias como o Food
and Drug Administration® ou a Anvisa.

Embora existam diversos guias descrevendo a
valida¢do de métodos analiticos, comparativa-
mente, pouco se tem dito a respeito da validagao
de métodos microbioldgicos, e menos ainda, de
métodos moleculares, categorizados segundo a
Association of Official Analytical Chemists
(AOAC)” como métodos alternativos.

Os métodos classicos de deteccdo de bactéri-
as em alimentos envolvem etapas de pré-enri-
quecimento e enriquecimento seletivo, seguidos
por testes de identificacdo morfoldgica, bioqui-
mica e imunoldgica. Apesar de serem eficientes,
bem estabelecidos e de requererem materiais de
consumo mais baratos, tais procedimentos apre-
sentam algumas desvantagens, como o trabalho
intenso e a espera por varios dias pelos resulta-
dos®. Além disto, propriedades fenotipicas pelas
quais as bactérias sdo identificadas podem néo
ser sempre expressadas, dificultando sua inter-
pretacdo e classificagdo?.

A introducéo da reacdo em cadeia da polime-
rase (em inglés, Polymerase Chain Reaction —
PCR) em diagndsticos microbioldgicos tem sido
estabelecida em pesquisas laboratoriais como uma
valiosa alternativa para os métodos tradicionais.
Rapidez, bom limite de deteccéo, seletividade e
potencial para otimizagdo s&o as maiores vanta-
gens deste método. Entretanto, existem algumas
variaveis a serem consideradas no uso da PCR,
como o custo do alto investimento tecnoldgico, a
necessidade de aprovagdo oficial e regulamentos
e instrucBes padronizadas?

Segundo Hoorfar et al.%, as dificuldades para
a reproducdo de testes publicados, devido a vari-
acdo no desempenho dos termocicladores, na efi-
ciéncia das diferentes polimerases e na presenca
de inibidores da PCR na matriz da amostra, tém
dificultado a implementacéo pelos laboratorios,
particularmente aqueles com programas de garan-
tia da qualidade. E necessério ter métodos basea-
dos em PCR que sejam utilizados como padrdes
reconhecidos internacionalmentet® 1,

A falta de padrdes internacionais obriga os
laboratérios a gastar recursos substanciais na
adaptacdo dos testes publicados. Contudo, mui-
tos kits de PCR comerciais séo utilizaveis, e é im-
portante para os laboratérios de rotina e labora-
torios de referéncia ter acesso a PCR com formu-
las abertas, ndo comerciais e ndo patenteadas, nas
quais as informac@es dos genes-alvo e dos reagen-
tes estejam completamente disponiveis.

O pré-requisito para que um método basea-
doem PCR, publicado em literatura cientifica, seja
adaptado como um padréo é ndo ser patenteado
e ser validado por intermédio de um estudo cola-
borativo multicéntrico e de acordo com os crité-
rios internacionais'® 1 13, Estudos de validacdo
multicéntricos de PCRs, ndo comerciais, para a
deteccdo de microrganismos patogénicos zoono-
ticos tém sido realizados pelo projeto de valida-
¢ao e padronizacdo europeu envolvendo 35 labo-
ratérios de 21 paises 214,



Devido a falta de validagdo internacional e
protocolos padronizados, assim como a qualida-
de dos reagentes e equipamentos, 0 método nao
validado produz resultados inconsistentes entre
peritos e laboratorios. Por exemplo, muitos con-
juntos de iniciadores (primers) que sdo utilizados
paraaamplificacdo in vitro do DNA da bactéria
Salmonella pela PCR diferem em seus limites de
detecc¢do e acuracia's*8, Em alguns casos, a cole-
¢do de cepas utilizada na validagdo nao inclui to-
das as subespécies conhecidas de Salmonella en-
terica e Salmonella bongori e perde, epidemiolo-
gicamente, importantes isolados. Além disto, um
controle interno de amplificagéo, necessario para
indicar resultados falso-negativos causados por
inibidores da PCR, é raramente incluido no teste
diagndstico final.

Segundo Malorny et al.?, o desenvolvimento
de métodos baseados em PCR padronizados para
deteccdo de patégenos alimentares pode ser im-
plementado por intermédio de cinco estagios:

1) Revisdo de métodos baseados em PCR e
avaliados para a deteccdo do microrganismo de-
sejado;

2) Avaliagdo das técnicas de preparagdo das
amostras com referéncia a matriz utilizada;

3) Comparacdo experimental dos métodos
baseados em PCR revisados no estagio 1, ou um
subconjunto deste, com deferéncia ao desempe-
nho para uso diagndstico;

4) Validacdo do método que obteve o melhor
desempenho no estagio 3 em vérios laboratdrios,
em comparagdo com os testes-padréo convenci-
onais, para determinar sua reprodutibilidade.
Neste estagio, sdo recomendaveis a elaboragéo de
guias e a organizagdo de treinamentos;

5) Preparacédo de padrdes de acordo com os
formatos aceitos por organizagdes internacionais,
como o European Committee for Standardizati-
on (CEN), a Association of Official Analytical
Chemists (AOAC) ou o International Organiza-
tion for Standardization (1SO).

Além disto, estes estagios podem ainda ser
subdivididos nos estagios de harmonizagéo e pa-
dronizagdo propriamente ditos (Figura 1).

Critérios para a padronizacdo do PCR
diagnostico

Segundo Malorny etal.2, um método baseado em
PCR, padronizado para a deteccdo de patdgenos
alimentares, deve cumprir os seguintes critérios:

Figural
Estéagios de harmonizacao e padronizagao?
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Acurdcia analitica e diagnostica

O método baseado em PCR deve ter um alto
grau de acuracia analitica e diagnostica. A acura-
cia analitica abrange a seletividade e o limite de
deteccdo. Conseqlientemente, a seletividade do
método baseado em PCR compreende a inclusi-
vidade e a exclusividade.

A acuracia diagndstica considera os micror-
ganismos desejados e 0s microrganismos néo de-
sejados na presenga da matriz bioldgica e inclui
0s termos especificidade e sensibilidade. A espe-
cificidade diagndstica é definida como o grau de
medida do quanto o método é afetado por com-
ponentes ndo desejados presentes na matriz bio-
ldgica, que resulta em falso-negativos. A sensibi-
lidade diagnéstica é definida como a medida do
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grau de detecgdo de microrganismos patogenos
desejados na matriz bioldgica.

Um alto grau de acurécia diagndstica signifi-
ca, portanto, detectar verdadeira e precisamente
0 microrganismo desejado na presenca da matriz
bioldgica, sem a interferéncia de componentes
ndo desejados.

Segundo Schulten et al.*®, a acurécia de um
método analitico é definida como a proporcéo de
correspondéncia entre o valor determinado do
analito e o valor verdadeiro. O método utilizado
deve ser apropriado a matriz. Contudo, a acura-
cia pode ser medida de diferentes maneiras:

1) Analisando uma amostra com umaconcen-
tracdo conhecida e comparando o valor medido
com o “valor verdadeiro”. Todavia, um padréao de
referéncia deve ser utilizado;

2) Por meio de um placebo refor¢ado com o
constituinte ativo — método de recuperagao. Nes-
te método, uma quantidade conhecida do consti-
tuinte ativo é adicionada a uma formulagéo de-
nominada branco (amostra que contém todos os
ingredientes, exceto o ativo). A mistura é analisa-
da, e os resultados obtidos sdo comparados com
o resultado esperado;

3) Método Padrao de Adi¢do: umaamostra é
analisada e, posteriormente, uma quantidade co-
nhecida do constituinte ativo puro é adicionada.
Em seguida, a amostra é novamente analisada. A
diferenca entre os resultados das duas anélises é
comparada com o resultado esperado.

A acurdcia diagnostica pode também ser de-
finida como o grau de correspondéncia entre a
resposta obtida por PCR e a resposta obtida pelo
método de referéncia em amostras idénticas. Acu-
racia diagnostica é, portanto, igual as amostras
positivas para a PCR e o método de referéncia,
mais as amostras negativas paraa PCR e 0 méto-
do de referéncia dividido pelo nimero total de
amostras?®.

Limite de deteccéo

O método baseado em PCR deve ter um bai-
x0 (bom) limite de deteccdo. Padrdes internacio-
nais derivados de métodos tradicionais requerem
um limiar de detec¢do de uma célula por 25 gra-
mas de amostra. O limite de detecgéo tedrico de
uma célula microbiana por reagdo de PCR pode
ser traduzido na pratica em 103-10* células por
mL de amostra pré-enriquecida. Um pequeno
volume da matriz inicial é usado na reacdo de
PCR. Por esta razdo, a analise por PCR é usual-
mente precedida por uma etapa de enriquecimen-
to para se obter uma multiplicacao de células bac-

terianas. A PCR deve detectar ao menos 10-100
copias do DNA desejado. Além disto, o limite de
detecgdo deve ser determinado em relacéo ao cal-
culo da probabilidade de detecgdo®. Sendo assim,
afreqiiéncia relativa esperada de respostas positi-
vas da PCR para vérias concentrages de acidos
nucléicos ou células deve ser estabelecida.

Robustez

O método deve ser tolerante com relagdo a
varios parametros fisicos e quimicos. Os parame-
tros usualmente mais criticos sdo a qualidade do
DNA molde (template) —integridade fisicado cro-
mMOossomo e auséncia ou presenca de inibidores
da PCR —e umasérie de diferencas na pureza dos
reagentes, erros de pipetas, acuracia nas tempera-
turas alcancadas durante a PCR, adequacdo do
tempo de duragdo de cada etapa da PCR e taxa de
alteracdo (ramping rates) entre diferentes tempe-
raturas durante aamplificacdo. Um recente estu-
do interlaboratorial demonstrou claramente a
variacdo significativa no desempenho do termo-
ciclador no resultado do diagnéstico obtido por
PCR22, Portanto, a alta robustez de um método é
uma boa indicacdo de uma alta reprodutibilida-
de interlaboratorial. Contudo, os instrumentos
utilizados (termociclador, pipetas, etc.) devem ser
checados rotineiramente para um bom desempe-
nho, e os reagentes (microtubos, nucleotideos,
enzima polimerase, 4gua, por exemplo) devem ser
de uso adequado a biologia molecular.

Controles de amplificacdo

A robustez de um método de PCR pode ser
monitorada pelo uso de controle positivo e rea-
gente de teste (negativo) nas reacdes. A presenca
de inibidores da PCR pode ser monitorada pelo
uso de um apropriado controle interno de am-
plificacdo (CIA) em cada reagdo.

Um CIA é uma seqiiéncia de DNA nao-alvo
presente no tubo da reacéo, o qual é co-amplifi-
cado simultaneamente com a sequiéncia-alvo. Na
PCR sem um CIA, uma resposta negativa (sem
banda ou sinal) pode significar que nao ha pre-
senca da seqiliéncia-alvo na reagdo, mas também
pode significar que a reacdo foi inibida, como um
resultado de mau funcionamento do termocicla-
dor, preparacéo incorreta da mistura da PCR, bai-
xa atividade da polimerase e presenca de substan-
ciasinibidoras na matriz daamostra.

Em uma PCR com um CIA, um sinal de con-
trole vai ser sempre produzido quando existir uma
sequiéncia ndo-alvo presente. Quando nao ha pro-



dugdo do sinal do CIA nem do sinal do alvo, a
reacdo da PCR falha. Entdo, quando usarmos um
método baseado em PCR na anélise de rotina, um
ClAiraindicar resultados falso-negativos se a con-
centracgdo estiver ajustada corretamente. Isto §é,
resultados falso-negativos tornam-se um perigo
paraa populagdo, enquanto que resultados falso-
positivos somente requerem um esclarecimento
dos resultados presuntivos por intermédio de um
novo teste naamostra. O European Standardiza-
tion Committee (CEN), em colaboracéo com o
International Standard Organization (ISO), tem
proposto um guia geral para testes de PCR que
requerem a presencga do CIA na mistura da rea-
¢ao'?. Conseqlientemente, somente PCRs conten-
do CIA podem ser submetidos a estudos colabo-
rativos multicéntricos, que sdo um pré-requisito
para a padronizagao®.

Contaminagao

Um método baseado em PCR deve carrear um
risco minimo de contaminagdo. Para minimizar
este risco, praticas como o uso de areas de traba-
Iho separadas, a diminuigdo do nimero de etapas
com pipetas e 0 uso de ponteiras com filtros de-
vem ser adotadas.

Flexibilidade com respeito as vérias
matrizes da amostra

Os maiores impedimentos no diagndstico pela
PCR e, em particular, na determinacéo do limite
de deteccéo sdo o processo de pré-preparo daPCR
e a necessidade de flexibilidade com respeito a
aplicabilidade de varias matrizes. Todavia, 0 mé-
todo baseado em PCR padronizado pode incluir
varios métodos de preparacdo de amostras obje-
tivando:

1) Concentrar microrganismos-alvo;

2) Superar os efeitos das substancias inibido-
ras da PCR;

3) Reduzir a heterogeneidade bioldgica da
amostra para homogeneizar amostras compativeis
com a PCR, a fim de garantir variagdes entre as
matrizes.

Contudo, diversas técnicas de preparagdo de
amostras sdo muito complicadas, exigindo tem-
po em excesso, além de ndo apresentarem confia-
bilidade.

Aceitacdo pelos laboratérios

Se alguns beneficios do método padronizado
devem ser obtidos, estes surgirdo por intermédio

da larga disseminacéo, aceitacéo e adogdo destes
métodos. Além disso, ha necessidade de o méto-
do para diagndstico baseado em PCR ser valida-
do, e para isto é importante que nem o método
nem os reagentes sejam restritos para o uso pu-
blico ou patenteados.

Outro fator importante é que o método deve
ser apresentado de forma clara e acompanhado
de faceis e acessiveis protocolos para aplicacéo e
interpretacéo.

Limites para a harmonizagéo

Existem varios fatores que podem afetar os esfor-
¢os paraa harmonizagdo da PCR:

1) A qualidade de todos 0s seus componentes,
incluindo o DNA-molde originado do preparo da
amostra para PCR;

2) As condigdes da reacéo;

3) O sistema de deteccéo utilizado;

4) O equipamento utilizado;

5) O ambiente (temperatura, umidade, lim-
peza quimica e microbiologica);

6) Préatica do analista.

Todos estes fatores devem ser considerados no
desenvolvimento da PCR harmonizada. Todavia,
é quase impossivel comparar todos os tipos de
reagente, sistemas-tampao e equipamentos, com
respeito aos seus efeitos na eficiéncia da amplifi-
cacéo.

A comparacdo de conjuntos de iniciadores
deve ser efetuada com um Unico sistema de tam-
pdo e polimerase, e todos 0s outros componentes
e equipamentos devem ser os mesmos. Uma lista
de cepas de referéncia deve ser primeiramente
definida para o teste de seletividade dos conjun-
tos de iniciadores. Isto deve incluir as cepas epi-
demiologicamente mais importantes do organis-
mo-alvo e uma lista de cepas pertencentes a espé-
cies relacionadas ou sorotipos que podem n&o ser
detectados pelos iniciadores.

O protocolo para harmonizagdo de conjun-
tos especificos de iniciadores deve ser principia-
do com condicdes tipicas da PCR utilizando a
polimerase: ser determinada a seletividade dos
conjuntos de iniciadores selecionados com o0 DNA
isolado das cepas relevantes; testar a probabilida-
de de detecgo dos conjuntos de iniciadores mais
seletivos com diferentes quantidades de DNA; se
necessario, otimizar o resultado daPCR com uma
alta probabilidade de deteccdo; testar novamente
a seletividade do conjunto de iniciadores para
verificar as condi¢6es da PCR quando alteradas;
se a seletividade diminuir, escolher um segundo
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conjunto de iniciadores e comegar o procedimen-
to novamente?

Infra-estrutura e qualificagdo do
laborat6rio microbiol6gico

Segundo AmaraF, aimplantacéo do laboratério
destinado as analises microbioldgicas deve pre-
ver um local dedicado as suas diversas atividades.
O laboratorio de microbiologia deve contar com,
pelo menos, areas de lavagem de materiais e des-
carte, de preparo de materiais, de meios e reagen-
tes, de esterilizacdo, de inoculagéo, de leituras e
incubacdo, além da area de estudo e administra-
tiva. As areas citadas devem estar equipadas com
fluxo laminar, autoclave, estufa para incubacéo,
microscopio, estufa para secagem de material,
destilador ou um sistema capaz de produzir agua
purificada e refrigerador.

Capacitacao de pessoal

O treinamento é essencial para garantir a confia-
bilidade dos resultados e assegurar o bom desem-
penho dos técnicos e analistas. A estes devem ser
repassados os conhecimentos especificos sobre
rotinas analiticas e sobre o preparo de materiais e
insumos necessarios para a pratica laboratorial.

Teste de proficiéncia

A participacdo em testes de proficiéncia tem se
tornado sistematica para os laboratérios nos
ultimos anos, principalmente para os oficiais. Va-
rios esquemas de proficiéncia sao desenhados para
avaliar resultados qualitativos, assim como capa-
cidades analiticas quantitativas. Diversos progra-
mas de testes de proficiéncia tém sido estabeleci-
dos em todo o mundo, com 0s objetivos de:
identificar areas com problemas como instrumen-
tacdo obsoleta no laboratorio; prover experién-
cia para os analistas participantes e ajudar com
aimplementagdo de préaticas de controle de qua-
lidade.

Em contraste com o estudo de validagdo, o
programa de teste de proficiéncia néo especifica
que método sera utilizado na determinagao dos
resultados; ou seja, a escolha do método é feita
pelo laboratério. Todavia, o uso de métodos vali-
dados é uma obrigag¢do de laboratorios acredita-
dos. Esses testes sdo valiosas ferramentas para ava-
liar o desempenho analitico do laboratério. Os

organizadores do programa de proficiéncia pre-
param somente os materiais de teste, garantindo
que estes sejam uniformes. Os materiais de teste
que serdo analisados deverdo ser enviados aos la-
boratérios participantes como um material esta-
vel e uniforme, com composicéo e contaminagao
conhecida, garantindo entéo que esses resultados
possam ser seguramente comparaveis com um
valor de referéncia. Contudo, materiais natural-
mente contaminados também podem ser usa-
dosZ.

Os resultados dos testes dos laboratorios par-
ticipantes retornam para o coordenador do teste
de proficiéncia, juntamente com as informacdes
sobre 0o método utilizado, sobre a calibragdo dos
equipamentos, etc. O desempenho dos laborat6-
rios participantes é entdo avaliado pela compara-
¢do dos resultados com o “valor verdadeiro” (ma-
terial reforcado) ou pela combinacéo dos resul-
tados de todos os laboratdrios (aproximagéo re-
lativa). No caso de testes para investigar as capa-
cidades qualitativas, o nimero de falso-positivos
e falso-negativos serve de base paraaavaliagdo do
desempenho?.

Portanto, paraa PCR, ndo pode ser dado o sta-
tus diagndstico sem antes incluir, como um mi-
nimo, um controle interno de amplificagdo, um
controle positivo (&cido nucléico do microrganis-
mo alvo), um controle negativo (&cido nucléico
de microrganismo ndo-alvo), um controle para
0s reagentes ou “blank” (contém todos os reagen-
tes, menos &cido nucléico), um controle conten-
do amistura de reagentes sem acido nucléico, para
verificar a contaminagdo de DNAs no ambiente,
e de trés a quatro amostras contendo concentra-
¢Bes-padrao de nameros de copias conhecidas de
DNA em diluicBes 10X, em série acima do limite
de deteccéo?.

DefinicGes segundo Feldsine et al .’

Validagdo: E um conjunto de operagdes neces-
sarias para demonstrar que um procedimento é
adequado para a aplicagdo pretendida. Ou, ain-
da, a validagdo é composta por duas fases: um
estudo em que o diagnéstico do método basea-
do na PCR é comparado com um método de
referéncia (métodos de deteccdo de patdgenos
alimentares baseados em meios tradicionais, por
exemplo) usando amostras de alimentos conta-
minadas artificialmente ou naturalmente e um
estudo interlaboratorial.

Validagdo de um método alternativo: De-
monstracdo de que adequada confianca é conse-



guida quando os resultados obtidos pelo méto-
do alternativo sdo comparados aqueles obtidos
usando o método de referéncia, por meio de cri-
térios estatisticos contidos no protocolo de vali-
dacdo aprovado.

Método de referéncia: Dado em ordem de
prioridade, os procedimentos de cultura de refe-
réncia da AOAC, Food and Drug Administrati-
on/Bacteriological Analytical Manual (FDA/
BAM) ou United States Department of Agricul-
ture (USDA) aplicaveis para a analise do tipo de
analito ou de amostra que o método alternativo
pretende detectar. Outros métodos reconhecidos
internacionalmente também podem ser utiliza-
dos como métodos de referéncia e considerados
€aso a caso.

Método alternativo: E o método de analise
gue demonstra ou estima, para uma dada catego-
ria de produtos, o mesmo analito como é medido
por intermédio do método de referéncia corres-
pondente. Pode ser proprio ou ndo comercial e
nao precisaenvolver todo o procedimento de ana-
lise, que compreende desde a preparacdo das
amostras até os resultados do teste.

Método qualitativo: Método de analise que
responde tanto pela presen¢a quanto pela au-
séncia do analito detectado diretamente (enume-
ra¢do em uma massa ou volume, por exemplo)
ou indiretamente (cromatografia ou impedan-
cia, por exemplo) em uma determinada quanti-
dade de amostra.

Método quantitativo: Método de analise que
responde pela quantidade do analito medido di-
retamente (enumeracdo em uma massa ou volu-
me, por exemplo) ou indiretamente (cromatogra-
fia ou impedéancia, por exemplo) em uma deter-
minada quantidade de amostra.

Cultura de referéncia: Culturas de micror-
ganismos obtidas de cole¢Bes nacionais reconhe-
cidas.

Estoques de referéncia: Culturasdereferén-
cia mantidas pelo laboratorio.

Precisdo relativa: O grau de correspondén-
cia entre os resultados do método sob avaliagdo
e aqueles obtidos usando método de referéncia
reconhecido, assim como aqueles fornecidos pelo
National Standards Organisation, pelo Internati-
onal Organization for Standardisation (1SO) ou
por uma organizagdo de comércio propria, como,
por exemplo, International Dairy Federation
(IDF).

Culturas de estoque: Culturas de microrga-
nismos derivadas das culturas de referéncia para
serem utilizadas no dia-a-dia.

Limite de deteccdo: Representa o niimero

mais baixo de microrganismos em exame que
pode ser detectado com certo limite de confiabi-
lidade, utilizando um determinado procedimen-
to experimental.

Limite de determinagdo: Representa o nu-
mero mais baixo de organismos com variabili-
dade definida, que pode ser determinado sob con-
digdes experimentais pelo método analisado.

Repetitividade: E o grau de concordancia
entre os resultados das analises individuais, quan-
do o procedimento é aplicado repetidamente a
multiplas analises da mesma amostra homogé-
nea, em condicOes idénticas.

Reprodutibilidade: E o grau de concordan-
ciaentre os resultados das medicGes de um mes-
mo mensurando, efetuadas sob condicdes varia-
das de medigdo.

Taxa de recuperacao: O critério de validagéo
é satisfeito quando um conjunto comum de amos-
tras rende um ndmero parcial de determinagdes
positivas e um nimero parcial de determinagGes
negativas, neste mesmo conjunto de amostras. A
proporgao de amostras positivas dever ser de apro-
ximadamente 50% do total de amostras do con-
junto.

Amostra: E a matriz a ser analisada.

Analito: E o componente medido pelo méto-
do de andlise. No caso de métodos microbiol6-
gicos, € 0 microrganismo ou seus produtos as-
sociados (por exemplo, enzimas ou toxinas).

Linearidade: Em um procedimento analiti-
co, representa sua capacidade de gerar resulta-
dos diretamente proporcionais as concentragdes
da substancia em exame, dentro de um intervalo
conhecido.

Exatiddo: A exatiddo de um procedimento
analitico representa o grau de concordancia en-
tre os resultados individuais encontrados e um
valor aceito como referéncia.

Inclusividade: E a deteccéio do microrganis-
mo desejado de uma grande variedade de cepas?.
Segundo Feldsine et al.”, inclusividade ou sensi-
bilidade ¢ a habilidade de um método alternativo
para detectar o analito alvo em umagrande quan-
tidade de cepas.

Exclusividade: E a deficiéncia na resposta de
uma relevante variedade de cepas intimamente
relacionadas, mas nao desejadas?. Segundo Feld-
sine et al.’, exclusividade ou especificidade é a
perda de interferéncia de um método alternativo
de uma relevante variagdo de cepas ndo-alvo, que
sdo potenciais reag@es cruzadas.

Valores aberrantes: Sdo aqueles que néo fa-
zem parte da populacdo de valores gerados du-
rante as etapas de validacdo do método.
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Homo/heterocedasticidade: Independéncia/
dependéncia, respectivamente, da variancia das
respostas do método com as concentragdes das
amostras analisadas.

Precisdo intermediaria: Medida do erro ale-
atorio expressado pela dispersdo obtidaem uma
série de medidas repetidas, realizadas em dias di-
ferentes.

Teste de robustez: Submeter o método alter-
nativo proposto a pequenas modificagdes no pro-
cedimento ou a fatores ambientais para deter-
minar que influéncia eles tém no processo. Tam-
bém pode ser utilizado para medir diferencas ana-
liticas no mesmo laboratério que podem resul-
tar em modificacdes nas condi¢Bes operacionais
e ambientais.

Seletividade/Especificidade: E a medida do
grau de resposta de amostras puras dos micror-
ganismos desejados e dos microrganismos ndo
desejados2. E definida também como a habilida-
de da PCR para ndo detectar o microrganismo
quando ele nédo é detectado pelo método de refe-
réncia; ou seja, é aamostra negativa paraa PCR e
também negativa para o método de referéncia,
dividida pelo namero total de amostras negati-
vas, vezes 1002,

Sensibilidade: E a habilidade do método de
detectar variagdes leves do nimero de microrga-
nismos de uma dada matriz. Pode também ser
definida como a habilidade da PCR para detectar
0s microrganismos quando sdo detectados pelo
método de referéncia; ou seja, é aamostra positi-
va paraa PCR e também positiva para 0 método
de referéncia, dividida pelo nimero total de amos-
tras positivas, vezes 100%.

Desvio negativo: Ocorre quando um méto-
do alternativo fornece resultados negativos sem
confirmagdo, e 0 método de referéncia fornece
um resultado positivo. Este desvio torna-se um
resultado falso-negativo quando um resultado
verdadeiro pode ser provado como positivo.

Desvio positivo: Ocorre quando um méto-
do alternativo fornece um resultado positivo sem
confirmagdo, e 0o método de referéncia fornece um
resultado negativo. Este desvio torna-se um re-
sultado falso-positivo quando um resultado ver-
dadeiro pode ser provado como sendo negativo.

Protocolo de Validagdo (AOAC)

Segundo Feldsine etal.”, o protocolo de validacéo
de procedimento de anéalise qualitativa consiste em
uma série de experiéncias na qual sdo avaliados
0S seguintes parametros:

Validacdo intralaboratorial

Categorias de alimentos: Analisar pelo me-
nos 20 tipos diversos de alimentos selecionados
das categorias de alimentos, segundo o anexo A
do documento AOAC International Methods
Committee Guidelines for Validation of Quali-
tative and Quantitative Food Microbiological
Official Methods of Analysis’. Se ndo for possi-
vel validar o método para os 20 tipos, validar
para pelo menos seis tipos de alimentos. Se ndo
for possivel adquirir um namero suficiente de
tipos de alimentos naturalmente contaminados
para cada categoria, a contaminacao artificial
podera ser utilizada.

Niveis de indculo e controles: Cada tipo de
alimento deve ser dividido em pelo menos duas
porcdes. Uma porgao sera utilizada como controle
negativo e a outra, inoculada a um nivel que ird
produzir a taxa de recuperagdo.

NUmero de amostras testadas: O nimero de
porgdes testadas por indculo é 20.

Amostras contaminadas naturalmente: Ao
menos dois lotes de cada tipo de alimento conta-
minado naturalmente sdo requeridos.

Controles contaminados: Controles de amos-
tras inoculadas e ndo inoculadas devem ser pre-
parados no mesmo periodo para verificar se ha
contaminagdo cruzada. Se uma porgdo-controle
ndo inoculada fornecer resultado positivo para
0 microrganismo inoculado, os resultados séo
invalidados e o procedimento deve ser repetido.

Validagdo interlaboratorial

Numero de laboratérios: Séo requeridos, no
minimo, dez laboratorios validos por alimento.
No entanto, devem ser incluidos de 12 a 15 labo-
ratdrios, em virtude de alguns serem eliminados
por razd@es distintas.

Categorias de alimentos: O numero de cate-
gorias depende da aplicabilidade do método. Por
exemplo: 0 microrganismo em um alimento ou o
microrganismo em todos os alimentos.

Culturas de inoculagdo: A escolha das cul-
turas deve ser vasta o suficiente para represen-
tar a variacdo inerente aos microrganismos de
interesse.

Niveis de inéculo e controles: Cada tipo de
alimento deverd ser dividido em trés porg¢des, sen-
do uma inoculada, uma sem inoculagéo (bran-
co) e uma com um alto nivel de inoculagéo.

Numero de amostras testadas: Seis por¢des
por analito para cada tipo de alimento e seis por-
¢cOes-controle negativas para cada tipo de alimen-



to sdo requeridas. As por¢des devem ter cddigos
cegos quando forem enviadas aos laboratérios
participantes da andlise.

Uso de amostras contaminadas naturalmen-
te e artificialmente: O uso de ambas as amos-
tras é adequado.

Testes paradiferenca significativa e indica-
dores de desempenho: Examinar os dados para
verificar se algum laborat6rio apresenta resulta-
dos aberrantes, que diferem das determinagdes
de outros laboratdrios?.

Segundo Feldsine et al.”, existem ainda indi-
cadores de desempenho do método qualitativo,
como:

Razdo de especificidade (p-) para um tipo de
alimento e um nivel de inoculagdo: A probabili-
dade de o método classificar o teste da amostra
como negativo, dado um teste que é realmente
negativo. A razdo da especificidade é definida
como o numero total de porc¢des negativas ana-
lisadas pelo método, dividido pelo nimero total
de porgdes negativas confirmadas por ambos 0s
métodos, alternativo e de referéncia.

Razéo de sensibilidade (p+) para um tipo de
alimento e um nivel de inoculagdo: A probabili-
dade de 0o método, alternativo ou de referéncia,
classificar o teste daamostra como positivo, dado
que o teste da amostra é realmente positivo. A
razdo da sensibilidade é definida como o nimero
total de porc¢des positivas pelo método, dividido
pelo ndmero total de porc¢des positivas confir-
madas por ambos os métodos, alternativo ou de
referéncia.

Razéo de falso-negativo (pf-) para um tipo de
alimento e um nivel de inoculagdo: A probabili-
dade de um teste, conhecidamente positivo, ser
classificado como negativo pelo método. A razéo
de falsos-negativos é o nimero de testes positi-
vos erroneamente classificados, divido pelo nu-
mero total de testes positivos. A incidéncia de
falsos-negativos é igual a 100, menos a razdo de
sensibilidade.

Razao de falso positivo (pf+) para um tipo de
alimento e um nivel de inoculagdo: A probabili-
dade de um teste, conhecidamente negativo, ser
classificado como positivo pelo método. A razéo
de falsos-positivos é o nimero de testes negati-
vos erroneamente classificados, divido pelo ni-
mero total de testes negativos. A incidéncia de
falsos-negativos é igual a 100, menos a razdo de
especificidade.

Acordancia: E o percentual ou a chance de
dois materiais de teste idénticos, analisados pelo
mesmo laboratdrio sob as condicdes de repetiti-
vidade, fornecerem os mesmos resultados (0s
dois positivos ou os dois negativos)?®.

Concordancia: E o percentual ou a chance de
dois materiais de teste idénticos analisados, envi-
ados por laboratérios diferentes, fornecerem os
mesmos resultados (os dois positivos ou os dois
negativos)?>.

Tratamento estatistico dos dados

Existem varios testes estatisticos que podem ser
utilizados em uma anélise qualitativa. Abaixo,
descrevemos 0s mais comuns.

Testes para métodos qualitativos

Teste de McNemar (teste do Qui-quadra-
do — X?): A proporgdo de positivos confirma-
dos para 0 método alternativo ndo deve diferir
estatisticamente da proporcéao de positivos
confirmadas pelo método de referéncia para
cada tipo de alimento e cada nivel de inocula-
¢do. O teste de McNemar (Qui-quadrado) é
utilizado para comparar as propor¢des dos
métodos. O Qui-quadrado definido por
McNemar é: X2=(Ja-b|-1)*/a+Db

Onde:

a é igual aos testes dados como positivos con-
firmados pelo método alternativo, mas que
sdo negativos pelos testados pelo método de re-
feréncia.

b é igual aos testes dados como negativos pelo
método alternativo, mas que sdo positivos con-
firmados pelo método de referéncia.

Valores do Qui-quadrado maiores ou iguais
a 3,84 indicam que as proporgdes positivas con-
firmadas pelos métodos alternativos e de refe-
réncia diferem significativamente para um nivel
de significancia p menor ou igual a 0,05.

Determinagéo da acordancia para o labo-
ratério®: Acordancia (estimada) = {k (k- 1) +
(n=-k)y(n-k-1)}/n(n-1)

Onde:

n é o numero de resultados.

k é o nimero destes resultados que sdo posi-
tivos.

A acordancia de todos os laboratérios parti-
cipantes do teste é a média das probabilidades de
cada laboratorio.

Determinacdo da concordancia®: Concor-
dancia (estimada) ={2r (r-nL) + nL (nL-1) —
AnL (n-1)}/{(n**2) L (L-1)}

Onde:

r € o numero total de positivos.

L é o nUmero de laboratorios.
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N é o nimero de repeticGes pelo laboratdrio.

Aéaacordancia, expressada como uma pro-
porgao.

Uma comparagcdo entre acordancia e concor-
dancia pode ser utilizada para avaliar a magnitu-
de da variagdo entre os laboratérios. Se a concor-
dancia é menor do que a acordancia entre labo-
ratdrios (isto é, asamostras analisadas no mesmo
laboratorio sdo mais provaveis de fornecerem o
mesmo resultado do que aquelas enviadas por di-
ferentes laboratorios), a variagdo esta presente.
Isto pode se dever, por exemplo, a variagdes na
qualidade dos meios entre laboratorios, a diferen-
cas na probabilidade de contaminagdo cruzada ou
a diferentes interpretac6es dos guias pelos técni-
cos dos laboratdrios.

A magnitude da concordancia e da acordan-
cia depende grandemente da sensibilidade, tor-
nando dificil avaliar o grau de variagdo entre os
laboratérios. Uma alternativa € calcular a odds
ratio da concordancia (COR):

COR = acordancia * (100 — concordancia) /
concordancia * (100 — acordéncia).

O ideal é que odds ratio seja bem préxima de
1,0, indicando que os resultados s&do imparciais e
provaveis de serem 0s mesmos, sem restrigao tanto
para os mesmos laboratorios, quanto para labo-
ratorios diferentes.

Conclusao

Os métodos alternativos qualitativos podem ser
utilizados como uma poderosa ferramenta na de-
teccdo de microrganismos patogénicos em ali-
mentos. Porém, ha necessidade de padronizagdo
de protocolos e de validagdo internacional. Apds
anos da introducédo da PCR, a sua aplicacdo na
deteccdo de patogenos alimentares devera ser ace-
lerada por intermédio da padronizagéo. Este pro-
cesso, que envolve varias fases de comparagdes
experimentais e de elaboracéo de guias, € dina-
mico, sendo um continuo desenvolvimento. Com
este trabalho, esperamos contribuir para este de-
senvolvimento.
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