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Validação de métodos alternativos qualitativos na detecção
de patógenos alimentares

Validation of qualitative alternative methods in the detection
of food-born pathogens

Resumo  As Doenças de Origem Alimentar (DOA)
são um perigo de grande relevância para a saúde
humana e para a economia dos indivíduos, famí-
lias e nações. O risco de disseminação de micror-
ganismos patogênicos vem crescendo continuamen-
te, e programas de controle de qualidade microbio-
lógica são empregados em toda a cadeia de produ-
ção alimentar a fim de minimizar o risco de infec-
ção e/ou intoxicação. A utilização de métodos de
detecção alternativos de microrganismos é uma das
ferramentas que podem ser utilizadas para garan-
tir a segurança microbiológica dos produtos. Con-
tudo, para que a metodologia utilizada forneça re-
sultados confiáveis é necessário que ela seja vali-
dada. A validação deve garantir, por meio de estu-
dos experimentais, que o método atenda às exigên-
cias das aplicações analíticas, assegurando a con-
fiabilidade dos resultados, devendo apresentar ní-
veis adequados de acurácia, precisão, limite de de-
tecção, robustez, repetitividade, reprodutibilidade,
especificidade, linearidade e exatidão. Embora exis-
tam diversos guias descrevendo a validação de mé-
todos analíticos, comparativamente, pouco se tem
dito a respeito da validação de métodos microbio-
lógicos e, menos ainda, de métodos moleculares. O
objetivo deste trabalho é fazer uma revisão dos pa-
râmetros necessários para validação de métodos
alternativos qualitativos na detecção de patógenos
alimentares.
Palavras-chave   Validação, Doenças de Origem
Alimentar, DOA

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.
Key words  Validation, Food-born diseases, FBD
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Introdução

As Doenças de Origem Alimentar (DOA) são
um perigo de grande relevância para a saúde hu-
mana e para a economia dos indivíduos, famílias
e nações1. Com o aumento de viagens e comércio
internacionais nos últimos anos, o risco de disse-
minação de microrganismos patogênicos
vem crescendo continuamente, e programas de
controle de qualidade microbiológica são empre-
gados em toda a cadeia de produção alimentar
a fim de minimizar o risco de infecção para o con-
sumidor2.

Neste cenário, o setor de controle de qualida-
de das empresas é dotado de atribuições e ferra-
mentas capazes de interromper um processo em
desacordo com as especificações, ou prevenir
eventos graves, como uma infecção ou intoxica-
ção alimentar veiculada por alimentos industria-
lizados3. A utilização de métodos de detecção de
microrganismos em alimentos é uma dessas fer-
ramentas usadas para garantir a segurança micro-
biológica dos produtos. Mas como garantir resul-
tados confiáveis? A resposta está na validação da
metodologia utilizada.

Segundo a Agência Nacional de Vigilância Sa-
nitária (Anvisa), conforme a RDC 210, validação
é um ato documentado que atesta que qualquer
procedimento, processo, equipamento, material,
operação ou sistema realmente leve aos resulta-
dos esperados4. De acordo com a RE 899, de 29 de
maio de 2003, da Anvisa, a validação deve garan-
tir, por meio de estudos experimentais, que o
método atenda às exigências das aplicações analí-
ticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.
Para tanto, deve apresentar especificidade, linea-
ridade, intervalo, precisão, sensibilidade, limite de
quantificação e limite de detecção e exatidão ade-
quados à análise5. É importante ressaltar que to-
dos os equipamentos e materiais devem se apre-
sentar devidamente calibrados, e os analistas de-
vem ser qualificados e adequadamente treinados5.

Os laboratórios de análise devem realizar a
validação de métodos para atender ao governo ou
a órgãos regulamentadores, sendo que os dados
obtidos farão parte do conjunto de informações
que serão apresentadas a agências como o Food
and Drug Administration6 ou à Anvisa.

Embora existam diversos guias descrevendo a
validação de métodos analíticos, comparativa-
mente, pouco se tem dito a respeito da validação
de métodos microbiológicos, e menos ainda, de
métodos moleculares, categorizados segundo a
Association of Official Analytical Chemists
(AOAC)7 como métodos alternativos.

Os métodos clássicos de detecção de bactéri-
as em alimentos envolvem etapas de pré-enri-
quecimento e enriquecimento seletivo, seguidos
por testes de identificação morfológica, bioquí-
mica e imunológica. 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 vários dias pelos resulta-
dos8. Além disto, propriedades fenotípicas pelas
quais as bactérias são identificadas podem não
ser sempre expressadas, dificultando sua inter-
pretação e classificação2.

A introdução da reação em cadeia da polime-
rase (em inglês, Polymerase Chain Reaction –
PCR) em diagnósticos microbiológicos tem sido
estabelecida em pesquisas laboratoriais como uma
valiosa alternativa para os métodos tradicionais.
Rapidez, bom limite de detecção, seletividade e
potencial para otimização são as maiores vanta-
gens deste método. Entretanto, existem algumas
variáveis a serem consideradas no uso da PCR,
como o custo do alto investimento tecnológico, a
necessidade de aprovação oficial e regulamentos
e instruções padronizadas2.

Segundo Hoorfar et al.9, as dificuldades para
a reprodução de testes publicados, devido à vari-
ação no desempenho dos termocicladores, na efi-
ciência das diferentes polimerases e na presença
de inibidores da PCR na matriz da amostra, têm
dificultado a implementação pelos laboratórios,
particularmente aqueles com programas de garan-
tia da qualidade. É necessário ter métodos basea-
dos em PCR que sejam utilizados como padrões
reconhecidos internacionalmente10, 11.

A falta de padrões internacionais obriga os
laboratórios a gastar recursos substanciais na
adaptação dos testes publicados. Contudo, mui-
tos kits de PCR comerciais são utilizáveis, e é im-
portante para os laboratórios de rotina e labora-
tórios de referência ter acesso a PCR com fórmu-
las abertas, não comerciais e não patenteadas, nas
quais as informações dos genes-alvo e dos reagen-
tes estejam completamente disponíveis.

O pré-requisito para que um método basea-
do em PCR, publicado em literatura científica, seja
adaptado como um padrão é não ser patenteado
e ser validado por intermédio de um estudo cola-
borativo multicêntrico e de acordo com os crité-
rios internacionais10, 12, 13. Estudos de validação
multicêntricos de PCRs, não comerciais, para a
detecção de microrganismos patogênicos zoonó-
ticos têm sido realizados pelo projeto de valida-
ção e padronização europeu envolvendo 35 labo-
ratórios de 21 países  2, 14.
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Devido à falta de validação internacional e
protocolos padronizados, assim como a qualida-
de dos reagentes e equipamentos, o método não
validado produz resultados inconsistentes entre
peritos e laboratórios. Por exemplo, muitos con-
juntos de iniciadores (primers) que são utilizados
para a amplificação in vitro do DNA da bactéria
Salmonella pela PCR diferem em seus limites de
detecção e acurácia15-18. Em alguns casos, a cole-
ção de cepas utilizada na validação não 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 amplificação, necessário para
indicar resultados falso-negativos causados por
inibidores da PCR, é raramente incluído no teste
diagnóstico final.

Segundo Malorny et al.2, o desenvolvimento
de métodos baseados em PCR padronizados para
detecção de patógenos alimentares pode ser im-
plementado por intermédio de cinco estágios:

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

2) Avaliação das técnicas de preparação das
amostras com referência à matriz utilizada;

3) Comparação experimental dos métodos
baseados em PCR revisados no estágio 1, ou um
subconjunto deste, com deferência ao desempe-
nho para uso diagnóstico;

4) Validação do método que obteve o melhor
desempenho no estágio 3 em vários laboratórios,
em comparação com os testes-padrão convenci-
onais, para determinar sua reprodutibilidade.
Neste estágio, são recomendáveis a elaboração de
guias e a organização de treinamentos;

5) Preparação de padrões de acordo com os
formatos aceitos por organizações internacionais,
como o European Committee for Standardizati-
on (CEN), a Association of Official Analytical
Chemists (AOAC) ou o International Organiza-
tion for Standardization (ISO).

Além disto, estes estágios podem ainda ser
subdivididos nos estágios de harmonização e pa-
dronização propriamente ditos (Figura 1).

Critérios para a padronização do PCR
diagnóstico

Segundo Malorny et al.2, um método baseado em
PCR, padronizado para a detecção de patógenos
alimentares, deve cumprir os seguintes critérios:

Acurácia analítica e diagnóstica

O método baseado em PCR deve ter um alto
grau de acurácia analítica e diagnóstica. A acurá-
cia analítica abrange a seletividade e o limite de
detecção. Conseqüentemente, a seletividade do
método baseado em PCR compreende a inclusi-
vidade e a exclusividade.

A acurácia diagnóstica considera os micror-
ganismos desejados e os microrganismos não de-
sejados na presença da matriz biológica e inclui
os termos especificidade e sensibilidade. A espe-
cificidade diagnóstica é definida como o grau de
medida do quanto o método é afetado por com-
ponentes não desejados presentes na matriz bio-
lógica, que resulta em falso-negativos. A sensibi-
lidade diagnóstica é definida como a medida do

1
Organização para
a padronização

Figura 1
Estágios de harmonização e padronização2.
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grau de detecção de microrganismos patógenos
desejados na matriz biológica.

Um alto grau de acurácia diagnóstica signifi-
ca, portanto, detectar verdadeira e precisamente
o microrganismo desejado na presença da matriz
biológica, sem a interferência de componentes
não desejados.

Segundo Schulten et al.19, a acurácia de um
método analítico é definida como a proporção de
correspondência entre o valor determinado do
analito e o valor verdadeiro. O método utilizado
deve ser apropriado à matriz. Contudo, a acurá-
cia pode ser medida de diferentes maneiras:

1) Analisando uma amostra com uma concen-
tração conhecida e comparando o valor medido
com o “valor verdadeiro”. Todavia, um padrão de
referência deve ser utilizado;

2) Por meio de um placebo reforçado com o
constituinte ativo – método de recuperação. Nes-
te método, uma quantidade conhecida do consti-
tuinte ativo é adicionada a uma formulação de-
nominada branco (amostra que contém todos os
ingredientes, exceto o ativo). A mistura é analisa-
da, e os resultados obtidos são comparados com
o resultado esperado;

3) Método Padrão de Adição: uma amostra é
analisada e, posteriormente, uma quantidade co-
nhecida do constituinte ativo puro é adicionada.
Em seguida, a amostra é novamente analisada. A
diferença entre os resultados das duas análises é
comparada com o resultado esperado.

A acurácia diagnóstica pode também ser de-
finida como o grau de correspondência entre a
resposta obtida por PCR e a resposta obtida pelo
método de referência em amostras idênticas. Acu-
rácia diagnóstica é, portanto, igual às amostras
positivas para a PCR e o método de referência,
mais as amostras negativas para a PCR e o méto-
do de referência dividido pelo número total de
amostras20.

Limite de detecção

O método baseado em PCR deve ter um bai-
xo (bom) limite de detecção. Padrões internacio-
nais derivados de métodos tradicionais requerem
um limiar de detecção de uma célula por 25 gra-
mas de amostra. O limite de detecção teórico de
uma célula microbiana por reação de PCR pode
ser traduzido na prática em 103-104 células por
mL de amostra pré-enriquecida. Um pequeno
volume da matriz inicial é usado na reação de
PCR. Por esta razão, a análise por PCR é usual-
mente precedida por uma etapa de enriquecimen-
to para se obter uma multiplicação de células bac-

terianas. A PCR deve detectar ao menos 10-100
cópias do DNA desejado. Além disto, o limite de
detecção deve ser determinado em relação ao cál-
culo da probabilidade de detecção21. Sendo assim,
a freqüência relativa esperada de respostas positi-
vas da PCR para várias concentrações de ácidos
nucléicos ou células deve ser estabelecida.

Robustez

O método deve ser tolerante com relação a
vários parâmetros físicos e químicos. Os parâme-
tros usualmente mais críticos são a qualidade do
DNA molde (template) – integridade física do cro-
mossomo e ausência ou presença de inibidores
da PCR – e uma série de diferenças na pureza dos
reagentes, erros de pipetas, acurácia nas tempera-
turas alcançadas durante a PCR, adequação do
tempo de duração de cada etapa da PCR e taxa de
alteração (ramping rates) entre diferentes tempe-
raturas durante a amplificação. Um recente estu-
do interlaboratorial demonstrou claramente a
variação significativa no desempenho do termo-
ciclador no resultado do diagnóstico obtido por
PCR22. Portanto, a alta robustez de um método é
uma boa indicação 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, nucleotídeos,
enzima polimerase, água, por exemplo) devem ser
de uso adequado à biologia molecular.

Controles de amplificação

A robustez de um método de PCR pode ser
monitorada pelo uso de controle positivo e rea-
gente de teste (negativo) nas reações. A presença
de inibidores da PCR pode ser monitorada pelo
uso de um apropriado controle interno de am-
plificação (CIA) em cada reação.

Um CIA é uma seqüência de DNA não-alvo
presente no tubo da reação, o qual é co-amplifi-
cado simultaneamente com a seqüência-alvo. Na
PCR sem um CIA, uma resposta negativa (sem
banda ou sinal) pode significar que não há pre-
sença da seqüência-alvo na reação, mas também
pode significar que a reação foi inibida, como um
resultado de mau funcionamento do termocicla-
dor, preparação incorreta da mistura da PCR, bai-
xa atividade da polimerase e presença de substân-
cias inibidoras na matriz da amostra.

Em uma PCR com um CIA, um sinal de con-
trole vai ser sempre produzido quando existir uma
seqüência não-alvo presente. Quando não há pro-
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dução do sinal do CIA nem do sinal do alvo, a
reação da PCR falha. Então, quando usarmos um
método baseado em PCR na análise de rotina, um
CIA irá indicar resultados falso-negativos se a con-
centração estiver ajustada corretamente. Isto é,
resultados falso-negativos tornam-se um perigo
para a população, enquanto que resultados falso-
positivos somente requerem um esclarecimento
dos resultados presuntivos por intermédio de um
novo teste na amostra. O European Standardiza-
tion Committee (CEN), em colaboração com o
International Standard Organization (ISO), tem
proposto um guia geral para testes de PCR que
requerem a presença do CIA na mistura da rea-
ção12. Conseqüentemente, somente PCRs conten-
do CIA podem ser submetidos a estudos colabo-
rativos multicêntricos, que são um pré-requisito
para a padronização9.

Contaminação

Um método baseado em PCR deve carrear um
risco mínimo de contaminação. Para minimizar
este risco, práticas como o uso de áreas de traba-
lho separadas, a diminuição do número de etapas
com pipetas e o uso de ponteiras com filtros de-
vem ser adotadas.

Flexibilidade com respeito às várias
matrizes da amostra

Os maiores impedimentos no diagnóstico pela
PCR e, em particular, na determinação do limite
de detecção são o processo de pré-preparo da PCR
e a necessidade de flexibilidade com respeito à
aplicabilidade de várias matrizes. Todavia, o mé-
todo baseado em PCR padronizado pode incluir
vários métodos de preparação de amostras obje-
tivando:

1) Concentrar microrganismos-alvo;
2) Superar os efeitos das substâncias inibido-

ras da PCR;
3) Reduzir a heterogeneidade biológica da

amostra para homogeneizar amostras compatíveis
com a PCR, a fim de garantir variações entre as
matrizes.

Contudo, diversas técnicas de preparação de
amostras são muito complicadas, exigindo tem-
po em excesso, além de não apresentarem confia-
bilidade.

Aceitação pelos laboratórios

Se alguns benefícios do método padronizado
devem ser obtidos, estes surgirão por intermédio

da larga disseminação, aceitação e adoção destes
métodos. Além disso, há necessidade de o méto-
do para diagnóstico baseado em PCR ser valida-
do, e para isto é importante que nem o método
nem os reagentes sejam restritos para o uso pú-
blico ou patenteados.

Outro fator importante é que o método deve
ser apresentado de forma clara e acompanhado
de fáceis e acessíveis protocolos para aplicação e
interpretação.

Limites para a harmonização

Existem vários fatores que podem afetar os esfor-
ços para a harmonização da PCR:

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

2) As condições da reação;
3) O sistema de detecção utilizado;
4) O equipamento utilizado;
5) O ambiente (temperatura, umidade, lim-

peza química e microbiológica);
6) Prática do analista.
Todos estes fatores devem ser considerados no

desenvolvimento da PCR harmonizada. Todavia,
é quase impossível comparar todos os tipos de
reagente, sistemas-tampão e equipamentos, com
respeito aos seus efeitos na eficiência da amplifi-
cação.

A comparação de conjuntos de iniciadores
deve ser efetuada com um único sistema de tam-
pão e polimerase, e todos os outros componentes
e equipamentos devem ser os mesmos. Uma lista
de cepas de referência 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 não ser
detectados pelos iniciadores.

O protocolo para harmonização de conjun-
tos específicos de iniciadores deve ser principia-
do com condições típicas da PCR utilizando a
polimerase: ser determinada a seletividade dos
conjuntos de iniciadores selecionados com o DNA
isolado das cepas relevantes; testar a probabilida-
de de detecção dos conjuntos de iniciadores mais
seletivos com diferentes quantidades de DNA; se
necessário, otimizar o resultado da PCR com uma
alta probabilidade de detecção; testar novamente
a seletividade do conjunto de iniciadores para
verificar as condições da PCR quando alteradas;
se a seletividade diminuir, escolher um segundo
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conjunto de iniciadores e começar o procedimen-
to novamente2.

Infra-estrutura e qualificação do
laboratório microbiológico

Segundo Amaral3, a implantação do laboratório
destinado às análises microbiológicas deve pre-
ver um local dedicado às suas diversas atividades.
O laboratório de microbiologia deve contar com,
pelo menos, áreas de lavagem de materiais e des-
carte, de preparo de materiais, de meios e reagen-
tes, de esterilização, de inoculação, de leituras e
incubação, além da área de estudo e administra-
tiva. As áreas citadas devem estar equipadas com
fluxo laminar, autoclave, estufa para incubação,
microscópio, estufa para secagem de material,
destilador ou um sistema capaz de produzir água
purificada e refrigerador.

Capacitação 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 específicos sobre
rotinas analíticas e sobre o preparo de materiais e
insumos necessários para a prática laboratorial.

Teste de proficiência

A participação em testes de proficiência tem se
tornado sistemática para os laboratórios nos
últimos anos, principalmente para os oficiais. Vá-
rios esquemas de proficiência são desenhados para
avaliar resultados qualitativos, assim como capa-
cidades analíticas quantitativas. Diversos progra-
mas de testes de proficiência têm sido estabeleci-
dos em todo o mundo, com os objetivos de:
identificar áreas com problemas como instrumen-
tação obsoleta no laboratório; prover experiên-
cia para os analistas participantes e ajudar com
a implementação de práticas de controle de qua-
lidade.

Em contraste com o estudo de validação, o
programa de teste de proficiência não especifica
que método será utilizado na determinação dos
resultados; ou seja, a escolha do método é feita
pelo laboratório. Todavia, o uso de métodos vali-
dados é uma obrigação de laboratórios acredita-
dos. Esses testes são valiosas ferramentas para ava-
liar o desempenho analítico do laboratório. Os

organizadores do programa de proficiência pre-
param somente os materiais de teste, garantindo
que estes sejam uniformes. Os materiais de teste
que serão analisados deverão ser enviados aos la-
boratórios participantes como um material está-
vel e uniforme, com composição e contaminação
conhecida, garantindo então que esses resultados
possam ser seguramente comparáveis com um
valor de referência. Contudo, materiais natural-
mente contaminados também podem ser usa-
dos23.

Os resultados dos testes dos laboratórios par-
ticipantes retornam para o coordenador do teste
de proficiência, juntamente com as informações
sobre o método utilizado, sobre a calibração dos
equipamentos, etc. O desempenho dos laborató-
rios participantes é então avaliado pela compara-
ção dos resultados com o “valor verdadeiro” (ma-
terial reforçado) ou pela combinação dos resul-
tados de todos os laboratórios (aproximação re-
lativa). No caso de testes para investigar as capa-
cidades qualitativas, o número de falso-positivos
e falso-negativos serve de base para a avaliação do
desempenho23.

Portanto, para a PCR, não pode ser dado o sta-
tus diagnóstico sem antes incluir, como um mí-
nimo, um controle interno de amplificação, um
controle positivo (ácido nucléico do microrganis-
mo alvo), um controle negativo (ácido nucléico
de microrganismo não-alvo), um controle para
os reagentes ou “blank” (contém todos os reagen-
tes, menos ácido nucléico), um controle conten-
do a mistura de reagentes sem ácido nucléico, para
verificar a contaminação de DNAs no ambiente,
e de três a quatro amostras contendo concentra-
ções-padrão de números de cópias conhecidas de
DNA em diluições 10X, em série acima do limite
de detecção20.

Definições segundo Feldsine et al.7

Validação: É um conjunto de operações neces-
sárias para demonstrar que um procedimento é
adequado para a aplicação pretendida. Ou, ain-
da, a validação é composta por duas fases: um
estudo em que o diagnóstico do método basea-
do na PCR é comparado com um método de
referência (métodos de detecção de patógenos
alimentares baseados em meios tradicionais, por
exemplo) usando amostras de alimentos conta-
minadas artificialmente ou naturalmente e um
estudo interlaboratorial.

Validação de um método alternativo: De-
monstração de que adequada confiança é conse-
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guida quando os resultados obtidos pelo méto-
do alternativo são comparados àqueles obtidos
usando o método de referência, por meio de cri-
térios estatísticos contidos no protocolo de vali-
dação aprovado.

Método de referência: Dado em ordem de
prioridade, os procedimentos de cultura de refe-
rência da AOAC, Food and Drug Administrati-
on/Bacteriological Analytical Manual (FDA/
BAM) ou United States Department of Agricul-
ture (USDA) aplicáveis para a análise 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 referência e considerados
caso a caso.

Método alternativo: É o método de análise
que demonstra ou estima, para uma dada catego-
ria de produtos, o mesmo analito como é medido
por intermédio do método de referência corres-
pondente. Pode ser próprio ou não comercial e
não precisa envolver todo o procedimento de aná-
lise, que compreende desde a preparação das
amostras até os resultados do teste.

Método qualitativo: Método de análise que
responde tanto pela presença quanto pela au-
sência do analito detectado diretamente (enume-
ração em uma massa ou volume, por exemplo)
ou indiretamente (cromatografia ou impedân-
cia, por exemplo) em uma determinada quanti-
dade de amostra.

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

Cultura de referência: Culturas de micror-
ganismos obtidas de coleções nacionais reconhe-
cidas.

Estoques de referência: Culturas de referên-
cia mantidas pelo laboratório.

Precisão relativa: O grau de correspondên-
cia entre os resultados do método sob avaliação
e aqueles obtidos usando método de referência
reconhecido, assim como aqueles fornecidos pelo
National Standards Organisation, pelo Internati-
onal Organization for Standardisation (ISO) ou
por uma organização de comércio própria, como,
por exemplo, International Dairy Federation
(IDF).

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

Limite de detecção: Representa o número

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

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

Repetitividade: É o grau de concordância
entre os resultados das análises individuais, quan-
do o procedimento é aplicado repetidamente a
múltiplas análises da mesma amostra homogê-
nea, em condições idênticas.

Reprodutibilidade: É o grau de concordân-
cia entre os resultados das medições de um mes-
mo mensurando, efetuadas sob condições varia-
das de medição.

Taxa de recuperação: O critério de validação
é satisfeito quando um conjunto comum de amos-
tras rende um número parcial de determinações
positivas e um número parcial de determinações
negativas, neste mesmo conjunto de amostras. A
proporção de amostras positivas dever ser de apro-
ximadamente 50% do total de amostras do con-
junto.

Amostra: É a matriz a ser analisada.
Analito: É o componente medido pelo méto-

do de análise. No caso de métodos microbioló-
gicos, é o microrganismo ou seus produtos as-
sociados (por exemplo, enzimas ou toxinas).

Linearidade: Em um procedimento analíti-
co, representa sua capacidade de gerar resulta-
dos diretamente proporcionais às concentrações
da substância em exame, dentro de um intervalo
conhecido.

Exatidão: A exatidão de um procedimento
analítico representa o grau de concordância en-
tre os resultados individuais encontrados e um
valor aceito como referência.

Inclusividade: É a detecção do microrganis-
mo desejado de uma grande variedade de cepas2.
Segundo Feldsine et al.7, inclusividade ou sensi-
bilidade é a habilidade de um método alternativo
para detectar o analito alvo em uma grande quan-
tidade de cepas.

Exclusividade: É a deficiência na resposta de
uma relevante variedade de cepas intimamente
relacionadas, mas não desejadas2. Segundo Feld-
sine et al.7, exclusividade ou especificidade é a
perda de interferência de um método alternativo
de uma relevante variação de cepas não-alvo, que
são potenciais reações cruzadas.

Valores aberrantes: São aqueles que não fa-
zem parte da população de valores gerados du-
rante as etapas de validação do método.
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Homo/heterocedasticidade: Independência/
dependência, respectivamente, da variância das
respostas do método com as concentrações das
amostras analisadas.

Precisão intermediária: Medida do erro ale-
atório expressado pela dispersão obtida em uma
série de medidas repetidas, realizadas em dias di-
ferentes.

Teste de robustez: Submeter o método alter-
nativo proposto a pequenas modificações no pro-
cedimento ou a fatores ambientais para deter-
minar que influência eles têm no processo. Tam-
bém pode ser utilizado para medir diferenças ana-
líticas no mesmo laboratório que podem resul-
tar em modificações nas condições operacionais
e ambientais.

Seletividade/Especificidade: É a medida do
grau de resposta de amostras puras dos micror-
ganismos desejados e dos microrganismos não
desejados2. É definida também como a habilida-
de da PCR para não detectar o microrganismo
quando ele não é detectado pelo método de refe-
rência; ou seja, é a amostra negativa para a PCR e
também negativa para o método de referência,
dividida pelo número total de amostras negati-
vas, vezes 10020.

Sensibilidade: É a habilidade do método de
detectar variações leves do número de microrga-
nismos de uma dada matriz. Pode também ser
definida como a habilidade da PCR para detectar
os microrganismos quando são detectados pelo
método de referência; ou seja, é a amostra positi-
va para a PCR e também positiva para o método
de referência, dividida pelo número total de amos-
tras positivas, vezes 10020.

Desvio negativo: Ocorre quando um méto-
do alternativo fornece resultados negativos sem
confirmação, e o método de referência 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
confirmação, e o método de referência 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 Validação (AOAC)

Segundo Feldsine et al.7, o protocolo de validação
de procedimento de análise qualitativa consiste em
uma série de experiências na qual são avaliados
os seguintes parâmetros:

Validação 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 Analysis7. Se não for possí-
vel validar o método para os 20 tipos, validar
para pelo menos seis tipos de alimentos. Se não
for possível adquirir um número suficiente de
tipos de alimentos naturalmente contaminados
para cada categoria, a contaminação artificial
poderá ser utilizada.

Níveis de inóculo e controles: Cada tipo de
alimento deve ser dividido em pelo menos duas
porções. Uma porção será utilizada como controle
negativo e a outra, inoculada a um nível que irá
produzir a taxa de recuperação.

Número de amostras testadas: O número de
porções testadas por inóculo é 20.

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

Controles contaminados: Controles de  amos-
tras inoculadas e não inoculadas devem ser pre-
parados no mesmo período para verificar se há
contaminação cruzada. Se uma porção-controle
não inoculada fornecer resultado positivo para
o microrganismo inoculado, os resultados são
invalidados e o procedimento deve  ser repetido.

Validação interlaboratorial

Número de laboratórios: São requeridos, no
mínimo, dez laboratórios válidos por alimento.
No entanto, devem ser incluídos de 12 a 15 labo-
ratórios, em virtude de alguns serem eliminados
por razões distintas.

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

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

Níveis de inóculo e controles: Cada tipo de
alimento deverá ser dividido em três porções, sen-
do uma inoculada, uma sem inoculação (bran-
co) e uma com um alto nível de inoculação.

Número de amostras testadas: Seis porções
por analito para cada tipo de alimento e seis por-
ções-controle negativas para cada tipo de alimen-
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to são requeridas. As porções devem ter códigos
cegos quando forem enviadas aos laboratórios
participantes da análise.

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

Testes para diferença significativa e indica-
dores de desempenho: Examinar os dados para
verificar se algum laboratório apresenta resulta-
dos aberrantes, que diferem das determinações
de outros laboratórios24.

Segundo Feldsine et al.7, existem ainda indi-
cadores de desempenho do método qualitativo,
como:

Razão de especificidade (p-) para um tipo de
alimento e um nível de inoculação: A probabili-
dade de o método classificar o teste da amostra
como negativo, dado um teste que é realmente
negativo. A razão da especificidade é definida
como o número total de porções negativas ana-
lisadas pelo método, dividido pelo número total
de porções negativas confirmadas por ambos os
métodos, alternativo e de referência.

Razão de sensibilidade (p+) para um tipo de
alimento e um nível de inoculação: A probabili-
dade de o método, alternativo ou de referência,
classificar o teste da amostra como positivo, dado
que o teste da amostra é realmente positivo. A
razão da sensibilidade é definida como o número
total de porções positivas pelo método, dividido
pelo número total de porções positivas confir-
madas por ambos os métodos, alternativo ou de
referência.

Razão de falso-negativo (pf-) para um tipo de
alimento e um nível de inoculação: A probabili-
dade de um teste, conhecidamente positivo, ser
classificado como negativo pelo método. A razão
de falsos-negativos é o número de testes positi-
vos erroneamente classificados, divido pelo nú-
mero total de testes positivos. A incidência de
falsos-negativos é igual a 100, menos a razão de
sensibilidade.

Razão de falso positivo (pf+) para um tipo de
alimento e um nível de inoculação: A probabili-
dade de um teste, conhecidamente negativo, ser
classificado como positivo pelo método. A razão
de falsos-positivos é o número de testes negati-
vos erroneamente classificados, divido pelo nú-
mero total de testes negativos. A incidência de
falsos-negativos é igual a 100, menos a razão de
especificidade.

Acordância: É o percentual ou a chance de
dois materiais de teste idênticos, analisados pelo
mesmo laboratório sob as condições de repetiti-
vidade, fornecerem os mesmos resultados (os
dois positivos ou os dois negativos)25.

Concordância: É o percentual ou a chance de
dois materiais de teste idênticos analisados, envi-
ados por laboratórios diferentes, fornecerem os
mesmos resultados (os dois positivos ou os dois
negativos)25.

Tratamento estatístico dos dados

Existem vários testes estatísticos que podem ser
utilizados em uma análise qualitativa. Abaixo,
descrevemos os mais comuns.

Testes para métodos qualitativos

Teste de McNemar (teste do Qui-quadra-
do – X2): A proporção de positivos confirma-
dos para o método alternativo não deve diferir
estatisticamente da proporção de positivos
confirmadas pelo método de referência para
cada tipo de alimento e cada nível de inocula-
ção. O teste de McNemar (Qui-quadrado) é
utilizado para comparar as proporções dos
métodos. O Qui-quadrado definido por
McNemar é: X2 = (| a-b | - 1)2 / a + b

Onde:
a é igual aos testes dados como positivos con-

firmados pelo método alternativo, mas que
são negativos pelos testados pelo método de re-
ferência.

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

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

Determinação da acordância para o labo-
ratório25: Acordância (estimada) = {k (k – 1) +
(n – k) (n – k – 1)} / n (n-1)

Onde:
n é o número de resultados.
k é o número destes resultados que são  posi-

tivos.
A acordância de todos os laboratórios parti-

cipantes do teste é a média das probabilidades de
cada laboratório.

Determinação da concordância25 : Concor-
dância (estimada) = {2r (r – nL) + nL (nL – 1) –
AnL (n – 1)} / {(n**2) L (L – 1)}

Onde:
r é o número total de positivos.
L é o número de laboratórios.
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N é o número de repetições pelo laboratório.
A é a acordância, expressada como uma pro-

porção.
Uma comparação entre acordância e concor-

dância pode ser utilizada para avaliar a magnitu-
de da variação entre os laboratórios. Se a concor-
dância é menor do que a acordância entre labo-
ratórios (isto é, as amostras analisadas no mesmo
laboratório são mais prováveis de fornecerem o
mesmo resultado do que aquelas enviadas por di-
ferentes laboratórios), a variação está presente.
Isto pode se dever, por exemplo, a variações na
qualidade dos meios entre laboratórios, a diferen-
ças na probabilidade de contaminação cruzada ou
a diferentes interpretações dos guias pelos técni-
cos dos laboratórios.

A magnitude da concordância e da acordân-
cia depende grandemente da sensibilidade, tor-
nando difícil avaliar o grau de variação entre os
laboratórios. Uma alternativa é calcular a odds
ratio da concordância (COR):

COR = acordância * (100 – concordância) /
concordância * (100 – acordância).

O ideal é que odds ratio seja bem próxima de
1,0, indicando que os resultados são imparciais e
prováveis de serem os mesmos, sem restrição tanto
para os mesmos laboratórios, quanto para labo-
ratórios diferentes.

Conclusão

Os métodos alternativos qualitativos podem ser
utilizados como uma poderosa ferramenta na de-
tecção de microrganismos patogênicos em ali-
mentos. Porém, há necessidade de padronização
de protocolos e de validação internacional. Após
anos da introdução da PCR, a sua aplicação na
detecção de patógenos alimentares deverá ser ace-
lerada por intermédio da padronização. Este pro-
cesso, que envolve várias fases de comparações
experimentais e de elaboração de guias, é dinâ-
mico, sendo um contínuo desenvolvimento. Com
este trabalho, esperamos contribuir para este de-
senvolvimento.
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