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VALIDACAO DE METODO PARA ENSAIO MICROBIOLOGICO,
UTILIZADO NA DETECCAO DE LISTERIA MONOCYTOGENES.

Lima, S.C.R. (UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO) ; Friedrich, M.T. (UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO)

RESUMO

Esta pesquisa teve por objetivo geral validar o procedimento de determinacao da Listeria
monocytogenes em alimentos pelo método Bax®, utilizado pelo laboratério de microbiologia do
Cepa (Centro de Pesquisa em Alimentos), da UPF (Universidade de Passo Fundo), levando em conta
parametros exigidos pelo Inmetro (Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia) e pela
ABNT (Associacao Brasileira de Normas Técnicas), através da ISO/IEC 17025:2005. Para tanto, foi
analisada uma amostra de queijo, em 10 repeticdes, por quatro analistas diferentes, em replicata,
pelo método em questdo e também por um método de referéncia.. Também seguiu-se nos ensaios
um branco. Conseguiu-se validar ndo apenas o método Bax®, mas também o método da I1SO
11290-1:1996.
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INTRODUCAO

Os alimentos sdo facilmente contaminados com microrganismos, na natureza, durante a
manipulacao e no processamento. Se esses microrganismos tiverem condicdes de crescer, podem
mudar as condicdes dos alimentos e também, poder ser responsaveis por intoxicacoes e infeccoes
transmitidas através deles (PELCZAR et al., 2005, p. 222). O conhecimento cada vez maior da
transmissdao de doencas através dos alimentos, tem determinado que um ndmero crescente de
paises considere a necessidade de submeté-los a provas, que confirmem sua qualidade (SILVA,
2002). Ja que, segundo Koneman (1999, p. 71) os microrganismos precisam encontrar uma porta de
entrada para instalar-se em algum hospedeiro, e causar os seus maleficios, deve-se considerar os
alimentos como veiculos facilitadores de acesso a essa porta de entrada. Além de possuir técnicas
para deteccdo de microrganismos, a fim de garantir a seguranca alimentar, os laboratérios
prestadores de servico ou particulares, devem garantir que seus métodos sao eficientes e atendem
aos requisitos a que se propdem (INMETRO, 2011). No Brasil hd duas agéncias credenciadoras,
responsaveis por avaliar a competéncia de laboratérios de ensaios, o Inmetro e a Anvisa (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria), elas determinam que para essa garantia de qualidade, os métodos
devem passar por um processo chamado de validacao (RIBANI et al., 2004). Métodos normalizados,
como os de compéndios, ja sao métodos validados e ndo é necessario efetuar uma validacao
completa, desde que nao ocorram variacoes significativas do mesmo (USP 25, 2002 apud BARROS,
2002). Os parametros a serem utilizados devem ser definidos depois de conhecido o método e as
condicdes em que ele serd utilizado, seguindo as resolucbes e orientacdes dessas agéncias (RIBANI
et al., 2004).

MATERIAL E METODOS

Para realizacao dos ensaios, foi utilizado como matriz o alimento queijo, que foi obtido pelo
laboratério de microbiologia do Cepa, da UPF. Para fins de obter os resultados necessarios, foi
analisada uma amostra em 10 repeticdes, por quatro analistas diferentes, em replicata. Também
seguiu-se nos ensaios um branco. As repeticdes aconteceram em dias diferentes, variando-se
equipamentos e lotes de meios de cultura. Para os ensaios dos dois métodos, foram utilizadas as
matrizes artificialmente contaminadas, com um nUmero conhecido de microrganismos alvo e
também de microrganismos interferentes. A cepa do microrganismo alvo utilizada foi a de Listeria
monocytogenes, sua contagem em todas as fortificacbes mantiveram-se entre 10 e 50 UFC
(unidades formadoras de colénia)/mL. As cepas de microrganismos interferentes sdo as seguintes:
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhimurium, Enterococcus faecalis,
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Escherichia coli e Enterobacter aerogenes. A contagem de todos os interferentes juntos, ficou na
faixa de 10000 a 100000 UFC/mL. A realizacao dos ensaios, e também a utilizacdo dos bioguimicos
seguiram as instrucbes da ISO 11290-1:1996 alteracdao 1:2004. Microbiologia de alimentos e
alimentacdo animal - Método horizontal para a deteccao e enumeracao de Listeria monocytogenes -
Parte 1 método de deteccao (ISO, 2004), assim como para a execucao do método BAX® orientou-se
pelo Manual do Usudrio de andlise em PCR com deteccao automatizada, fornecido pela DuPont
Qualicon (2005). Os resultados obtidos, tendo em vista que os métodos oferecem resultados
qualitativos, foram avaliados a nivel de percentual de concordancia, sendo que o nivel aceito como
satisfatério foi de 95%. Os parametros avaliados foram seletividade, repetitibilidade e precisao
intermediaria.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Realizou-se a interpretacdo dos resultados em funcdo de concordancias, desconsiderando os
brancos realizados. A seletividade deve avaliar quanto a metodologia é indiferente a presenca de
interferentes, na determinacao do analito, por isso as comparacfes foram feitas com todas as 10
amostras em replicata, ou seja para os 20 resultados, com o microrganismo alvo e também com os 6
microrganismos interferentes. Os dois métodos mostraram-se seletivos, tendo em vista que
conseguiram detectar em 19 das 20 amostras analisadas o analito, mesmo na presenca de um
ndmero aproximadamente 1000 vezes maior de microrganismos interferentes, em relagao ao
microrganismo alvo. Demonstrando um nivel de 95% de concordancia. Para a repetitibilidade os
resultados avaliados sao de analises realizadas sobre as mesmas condigdes de repetitibilidade.
Foram avaliados os resultados de um mesmo analista, que realizou os ensaios em um mesmo dia,
utilizando os mesmos equipamentos e 0os mesmos lotes de meios de cultura. Os dois métodos
conseguiram satisfazer ao parametro de repetitibilidade, tendo em vista que o analista em questao,
conseguiu identificar 6 presencas das 6 existentes. Demonstrando um nivel de 100% de
concordancia. Para a precisdo intermediéria, foram observados os niveis de concordancia entre as
repeticdes dos quatro analistas diferentes, realizadas em dois dias diferentes, variado equipamentos
e lotes de meios de cultura. Os dois métodos conseguiram satisfazer ao parametro da precisao
intermediaria, tendo em vista que foram encontradas 19 das 20 presenca. Demonstrando um nivel
de 95% de concordancia. Os trés parametros que puderam ser estudados apresentaram-se conforme
as especificacdes desejadas.

CONCLUSOES

Como os dois métodos j& sdo normalizados, podem ser considerados validados apenas com a
avaliacao destes parametros. conseguiu-se, portanto validar ndo apenas o método Bax®, mas
também o método da I1SO 11290-1:1996, que passard também a ser utilizado pelo laboratério da
realizacao da pesquisa na prestacao de servico. Pode-se considerar que o objetivo principal desta
pesquisa foi atingido, o método estd confirmado e aprovado para o uso pretendido, contribuindo
para o aperfeicoamento da formacao académica e também do sistema de qualidade ja existente no
Laboratério de Microbiologia do CEPA.
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