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RESUMO

As analises realizadas por laboratérios de microbiologia de alimentos exercem um
importante papel no suporte as agdes da Vigilancia Sanitaria. Materiais de referéncia
(MR) e materiais de referéncia certificados (MRC) sédo considerados ferramentas
fundamentais no acompanhamento do desempenho analitico. O uso de MR
microbiolégicos no controle interno de ensaios analiticos € inquestionavel e
recomendado pelos principais manuais de meétodos microbioldgicos oficiais. No
Brasil, as cepas de referéncia utilizadas como controle interno de ensaios séo
obtidas de provedores internacionais. Os altos custos para aquisicdo e os requisitos,
burocréaticos e sanitarios, para a importacdo de materiais bioldgicos dificultam sua
aquisicdo. Uma alternativa para tornar a utilizacdo das cepas de referéncia
importadas mais acessiveis aos laboratdrios brasileiros tém sido a replicacdo e o
fornecimento como cepas derivadas. Contudo, tais acoes podem ser comprometidas
por regras impostas por provedores, assim como, por barreiras relacionadas a
biosseguranga no mercado internacional. Assim, é clara a necessidade do pais em
investir no estudo e desenvolvimento desses materiais. O objetivo deste trabalho foi
estabelecer trés MRC microbioldgicos, com estirpes isoladas de alimentos, de
acordo com as normas técnicas oficiais de producéo e controle. A partir do uso das
metodologias do MALDI-TOF e do MLST, foram obtidos perfis proteémicos e
moleculares que auxiliaram na selecdo das estirpes utilizadas na elaboracdo dos
MR. Foram produzidos trés lotes candidatos a bactéria de referéncia (CBR) de
Salmonella Typhimurium, Escherichia coli e Listeria monocytogenes. Os materiais
foram aprovados quanto a pureza, viabilidade, homogeneidade e estabilidade.
Foram identificados fenotipicamente, genotipicamente e caracterizados
molecularmente pelas metodologias do MLST e ERIC-PCR. Os CBR foram testados
na rotina de ensaios de dois laboratérios de saude publica. Os lotes foram também
caracterizados pelo sequenciamento de genes espécie especificos. Os lotes de
Salmonella e de L. monocytogenes foram certificados qualitativamente. O CBR de E.
coli foi caracterizado quantitativamente, porém nao foi certificado por apresentar na
caracterizagdo qualitativa molecular indice de identidade de 92% na sequéncia de
nucleotideos do gene uspA com sequéncias do banco de dados do GenBank.

Palavras-chave: Bactérias de referéncia. Brasil. Métodos fenotipicos. Métodos

moleculares.



ABSTRACT

The analyzes carried out by food microbiology laboratories play an important role in
supporting the actions of Sanitary Surveillance. Certified reference materials (RM)
and certified reference materials (CRM) are considered key tools in monitoring
analytical performance. The use of microbiological reference materials in the internal
control of analytical assays is unquestionable and recommended by the main official
manuals of microbiological methods. In Brazil the reference strains used for internal
control of assays are of international origin. An alternative to making the use of
imported reference strains more accessible to Brazilian laboratories has been
replication and delivery as derived strains. Thus, it is clear the country's need to
invest in the study and development of these materials. The aim of this work was to
establish three batches of microbiologic CRM, with strains isolated from food,
according to the official technical standards of production and control. From the use
of the MALDI-TOF and MLST methodologies, were obtained proteomic and
molecular profiles that aided the selection of the strains used in the elaboration of
MR. Three RBC of Salmonella Typhimurium, Escherichia coli and Listeria
monocytogenes were produced. Were identified phenotypically, genotypically and
molecularly characterized by MLST, ERIC-PCR and tested in the routine of two
public health laboratories. Materials were also characterized by the sequencing of
specific species genes. The batches of Salmonella and L. monocytogenes were
qualitatively certified. E. coli RBC was quantitatively characterized but was not
certified to present a 92% identity index on the nucleotide sequence of the uspA

gene with sequences from the GenBank database.

Key-words: Reference Bacteria. Brazil. Phenotypic methods. Molecular methods.
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1 INTRODUGAO

1.1 Segurancga alimentar

A alimentacdo e a nutricdo sdo condicbes basicas para a promogao e
protecdo da saude, possibilitando a expressao plena do potencial de crescimento e
desenvolvimento humano, com qualidade de vida e cidadania (BADARO;
AZEREDO; ALMEIDA, 2007).

A protecdo da saude, em todos os estagios da produgdo alimentar € uma
prioridade econbémica e de saude publica, sendo desta forma uma obrigagcéo
exercida pelo Estado (TANCREDI; FERNANDES, 2014). Cabe as autoridades
reguladoras a responsabilidade da implementacdo de a¢des que garantam a saude
e segurancga dos alimentos, uma vez que dispde de competéncia para estabelecer
regulamentos, fiscalizar e avaliar o cumprimento das normas estabelecidas
(AZEVEDO; JORGE; AZEREDO, 2016).

No Brasil, as agbes de vigilancia sanitaria na area de alimentos abrangem trés
esferas de governo divididas entre diferentes niveis de gestdo, com
interdependéncia entre as agdes. Desta forma, o controle sanitario de alimentos é
realizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) do Ministério da
Saude (MS), juntamente como o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), com as Vigilancias Sanitarias estaduais e municipais e com os Laboratérios
Oficiais de Saude Publica. Cabe ao Ministério da Saude, o controle dos alimentos
industrializados, com excecdo de bebidas. E de responsabilidade do MAPA o
registro e fiscalizacdo de produtos de origem animal, vegetais in natura, mel,
bebidas alcodlicas e sucos (LATORRE, 2013).

1.2 Doencas transmitidas por alimentos

Doencas transmitidas por alimentos (DTA) abrangem um amplo espectro de
enfermidades e constituem um problema de saude publica em todo o mundo, com
implicagbes no bem estar das populacbes e na economia das nagdes. Um
levantamento realizado pela Organizagao Mundial da Saude (OMS) indicou, no ano
de 2010, uma estimativa de 600 milhdes de casos, com 420 mil mortes atribuidas a

doencas veiculadas por aguas e alimentos (WHO, 2015).
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Os agentes responsaveis pelas DTA podem ser de origem quimica, fisica ou
microbiolégica. No entanto, nos ultimos 20 anos ocorreu um aumento significativo de
doengas causadas por bactérias, virus e parasitas. Alguns fatores tém contribuido
para as mudancas nas taxas dessas doencas, dentre eles: o crescimento das
populacdes, o0 aumento da expectativa de vida e as mudangas nos habitos
alimentares como o consumo de alimentos crus e daqueles que necessitam somente
de aquecimento para serem consumidos (NEWELL et al, 2010).

Segundo dados divulgados pelo Center for Disease Control and Prevention
(CDC), somente no ano de 2016 ocorreram nos Estados Unidos da América, 24.029
casos de DTA de origem microbiologica com 98 mortes causadas por patégenos de
origem alimentar (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2017).
No Brasil, informagdes do MS referentes a casos de DTA de origem microbioldgica
ocorridos no periodo de 2007 a 2016, indicam o registro de 6.632 eventos, com 109
obitos. Do total de casos de DTA registrados 90,5% foram identificados como de
fonte bacteriana, 7,1% viral, 1,7% por agentes quimicos, 0,7% por protozoarios e
0,1% por fungos (BRASIL, 2016). De acordo com Silva e Tancredi (2014), a
pequena taxa de eventos de DTA registrados no pais se da pela baixa notificagao de
casos. Desta forma, os dados divulgados representam apenas uma pequena parcela
das doengas efetivamente transmitidas por alimentos no Brasil.

Neste contexto, cabe ressaltar a importancia da divulgagdo do banco de
dados da vigilancia das DTA, a fim de facilitar o acompanhamento das possiveis
tendéncias e incidéncia dos micro-organismos envolvidos nessas enfermidades ao
longo do tempo (NEWELL et al, 2010). Destaque tém sido dado ao National
Molecular Subtyping Network for Foodborn Disease Surveillance (PulseNet)
coordenado pelo CDC, que através da criagdo de uma rede de laboratoérios publicos
participantes dos cinco continentes, realiza a investigacdo epidemiolégica dos surtos
de DTA ocorridos no mundo, trazendo grandes beneficios a saude publica (SEITZ;
PREVOTS, 2013).

Entre os micro-organismos prevalentes em DTA estdo as bactérias do género

Salmonella e as espécies: Escherichia coli e Listeria monocytogenes.

1.3 Micro-organismos de importancia em microbiologia de alimentos

1.3.1 Salmonella spp.



19

1.3.1.1 Caracteristicas do género Salmonella

Bactérias do género Salmonella pertencem a familia Enterobacteriaceae. Sao
encontradas no solo, aguas, esgoto, assim como no intestino de varios animais.
Apresentam-se como bastonetes curtos, Gram negativos, moveis em sua grande
maioria devido a presenca de flagelos peritriquios. Crescem a 37 °C. Sao anaerdbios
facultativos, oxidase negativa e apresentam habilidade de metabolizar nutrientes
tanto por via respiratdria, quanto pela fermentativa. Produzem gas a partir da
fermentacao da glicose e nao fermentam sacarose e lactose. Utilizam citrato como
fonte de carbono, descarboxilam a lisina e ornitina, ndo hidrolisam a ureia e
geralmente produzem acido sulfidrico a partir da reducdo do enxofre (D’AOUST;
MAURER, 2007).

Na classificacdo taxondbmica, o género Salmonella é dividido em duas
espécies Salmonella enterica e Salmonella bongori. A espécie S. enterica é
subdividida em seis subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae
e indica. A grande maioria das salmonelas patogénicas para humanos e para
animais sdo pertencentes a S. enterica subsp. enterica e estdo associadas a
quadros de gastrenterites e a febre entérica (SU; CHIU, 2007). Em cada subespécie,
sdo conhecidos diferentes sorovares. Dentre os mais de 2.580 sorovares
conhecidos, aproximadamente 1.530 sao pertencentes a S. enterica subsp. enterica
(GRIMONT; WEILL, 2007).

Um monitoramento mundial realizado pela OMS relacionou a distribuicao dos
sorovares de Salmonella responsaveis por casos humanos ocorridos no periodo de
2001 a 2007. Os resultados indicaram a prevaléncia dos sorovares Salmonella
enterica enterica Enteritidis, seguido do Salmonella enterica enterica Typhimurium,
excetuando-se nos paises da América do Norte e da Oceania, onde a posigcédo da
prevaléncia foi invertida (HENDRIKSEN et al, 2011).

A sindrome mais grave causada pela infeccdo por Salmonella em humanos
tem sido as febres entéricas (febre tifoide e paratifoide), que consistem em infecgdes
invasivas, causadas pelos sorovares Salmonella enterica enterica Typhi e
Salmonella enterica enterica Paratyphi, patégenos exclusivamente humanos. As
manifestagdes clinicas incluem febre, dores abdominais, diarreia e constipagdo. A

infeccao pode gerar danos respiratorios, hepaticos, esplénicos e neuroldgicos fatais,
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com taxa de mortalidade variando de 10 a 20%, caso um antimicrobiano adequado
nao seja ministrado (FEASEY et al, 2012).

A maioria das salmonelas nao tifoides pode acometer tanto humanos como
animais. O contagio em humanos geralmente ocorre como consequéncia da
ingestdo de agua ou alimento contaminado, com periodo de incubagédo de 16 a 72
horas e dose infectante variando de 20 a 108 células.

A infeccdo por Salmonella, na maioria das vezes, origina apenas quadros
gastroentéricos, nao requerendo o uso de antimicrobianos. Entretanto, em
aproximadamente 5% dos individuos infectados ocorre a evolugéo da infecgéo para
bacteremia e infecgao sistémica (KARIUKI, 2015). Contudo, a habilidade da estirpe
de causar quadros mais graves esta atrelada a fatores como quantidade de inoculo
ingerido, estado imunolégico do hospedeiro e, sobretudo a viruléncia do sorovar
envolvido (LAVIGNE; BLANC-POTARD, 2008).

As salmonelas destacam-se, pela elevada relevancia clinica, tanto em paises
em desenvolvimento como nos desenvolvidos, onde constituem uma das causas
mais comuns de DTA e o maior agente de doencas diarreicas (FABREGA; VILA,
2013). Majowicz et al (2010) realizaram um levantamento global das gastroenterites
por Salmonella nao tifoide e estimaram um numero de 93 milhdes de casos anuais,
com 155.000 mortes. No Brasil, segundo informag¢des do MS, Salmonella spp. foi
apontada como o agente mais prevalente nos casos de DTA ocorridos entre 2007 a
2016, estando envolvida em 7,5% das toxinfec¢des alimentares notificadas no pais
(BRASIL, 2016).

Nas etapas do processo infeccioso, para sobreviver ao ambiente acido do
estdbmago, a salmonela sintetiza em torno de 50 proteinas, protegendo o ambiente
intracelular do meio externo (FOLEY et al, 2013). Sobrevivendo ao pH acido, a
bactéria chega ao intestino delgado, atravessa a camada de muco e ao atingir o
epitélio intestinal realiza contato com enterécitos e com células M das Placas de
Peyer. Envia sinais para a célula hospedeira provocando um rearranjo na estrutura
do citoesqueleto de actina, facilitando a sua internalizagdo (OLIVEIRA et al, 2013). A
bactéria atravessa a célula dentro de um vacuolo endocitico até a lamina prépria
onde se multiplica. As salmonelas sao fagocitadas pelos macréfagos e mondécitos
desencadeando uma resposta inflamatéria do hospedeiro com liberacdo de
prostaglandinas que estimulam a adenilciclase elevando os niveis de AMPc

resultando em aumento de fluido na luz intestinal desencadeando a diarreia aquosa.
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Dependendo do sistema de defesa do hospedeiro, as células de defesa que
fagocitaram a bactéria e ndo a eliminaram, retornam aos vasos sanguineos sendo
levadas para o bago e o figado, dando inicio a disseminagdo sistémica da
Salmonella (VIEIRA, 2009).

Os fatores de viruléncia que atribuem a salmonela a capacidade de
desencadear o quadro patogénico no hospedeiro sdo codificados por genes que
podem estar presentes em elementos genéticos médveis, como transposons ou
plasmideos, assim como fazer parte de regibes especificas do cromossomo,
denominadas ilhas de patogenicidade, que s&o representadas por grandes regides
conservadas do cromossomo, variando de 10 a mais de 100 Kb (FOLEY et al, 2013).

A resisténcia aos antimicrobianos entre sorovares de Salmonella é também
considerada um problema de saude publica mundial. No inicio dos anos 90, foi
registrado um aumento de 20 a 30% no perfil da resisténcia entre salmonelas nao
tifoides, chegando a 70% em alguns paises no final do ultimo século. Atualmente, a
situacdo tem se agravado pelo surgimento da resisténcia a classes de drogas
importantes no tratamento das infecgdes por Salmonella (CHEN et al, 2013). A taxa
de resisténcia entre as salmonelas varia entre os sorovares. Uma alta taxa de
multirresisténcia, acima de 55%, tem sido encontrada entre estirpes de S.
Typhimurium (FABREGA; VILA, 2013). A disperséo de resisténcia tem sido atribuida
a disseminacao de clones de resisténcia, como a S. Typhimurium fagotipo DT 104,
que emergiu a partir dos anos 90 do século passado, como um problema de saude
publica global, identificado como agente de doencgas tanto em humanos como em
animais. A infecgdo em humanos com isolados DT 104 tem sido associada ao
consumo de carnes de frango, bovina, suina e linguicas. Estirpes de DT 104 tém
apresentando resisténcia a ampicilina, cloranfenicol, streptomicina, sulfonamidas, tetraciclinas
e cefalosporinas de espectro estendido (CHEN et al, 2013).

Desta forma, a presenca do patégeno em alimentos é considerada um risco.
Assim, bases legais que estabelecem os critérios microbiolégicos para alimentos, em
varios paises instituem a auséncia de Salmonella na grande maioria dos alimentos,
como um critério de seguranca alimentar (FORSYTHE, 2005).

No controle da qualidade microbiolégica de alimentos, métodos tradicionais
de deteccdo de Salmonella envolvendo etapas de enriquecimento, isolamento e
identificacao sao ainda os mais utilizados e permanecem como padrao ouro devido a

seletividade e sensibilidade que apresentam. Uma variedade de métodos rapidos de
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ensaio tem sido propostos e utilizados com a finalidade de diminuir o tempo de
analise, como os baseados em reagdes imuno-enzimaticas, imunomagnéticas, entre
outras. No entanto, os métodos rapidos para patégenos servem como triagem e
precisam ser confirmados por métodos convencionais. A deteccdo rapida da
Salmonella pode ser realizada também por métodos moleculares. A principal
ferramenta é a reagdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction -
PCR), que além de propiciar o processo de deteccdo de patdégenos com mais
rapidez, em alguns casos, substituiu os tradicionais métodos de identificagao,
sorotipificagdo e caracterizagdo bacteriana (ODUMERU; LEON-VELARDE, 2012).
Como exemplo, pode-se citar a identificacdo de representantes do sorovar de S.
Typhimurium, através da reagcdo da PCR utilizandos-se o gene STM4497
cromossomal, com 603 pb que tem como produto uma proteina citoplasmatica

presente unicamente em representantes do referido sorovar (KIM et al, 2006).

1.3.2 Escherichia coli

1.3.2.1 Caracteristicas da espécie

Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae e tem como
caracteristica principal a apresentacdao de células em forma de bacilos Gram
negativos, ndo esporulados, fermentadores da glicose e da lactose com produgéo de
4cido e gas. E a espécie predominante da microbiota intestinal normal humana e de
animais de sangue quente. A espécie apresenta papel importante na manutengéo da
fisiologia intestinal (MENG et al, 2007).

Apesar da caracteristica comensal, algumas estirpes patogénicas podem
desencadear quadros de infeccdo intestinal em humanos, através de aguas e
alimentos contaminados, resultando em altas taxas de morbidade e mortalidade nas
diferentes regides do planeta. A gravidade da ocorréncia de infecgdes por E. coli
patogénica €& exemplificada por programas de monitoramento de surtos
estabelecidos em varios paises (CROXEN et al, 2013).

O tamanho do genoma da E. coli varia consideravelmente entre estirpes
comensais e patogénicas. Andlises comparativas mostraram que os genomas sao
divididos entre genes conservados compartilhados e um conjunto flexivel de genes

que confere caracteristicas adaptativas e de viruléncia, encontradas nas variacoes
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patogénicas (CROXEN et al, 2010). Um gene cromossémico conservado,
exclusivamente entre E. coli € o uspA que produz e regula a produg¢ao da proteina
citoplasmatica denominada UspA (Universal stress protein A). Esta proteina tem sua
sintese intensificada em condicdes extremas, como choque térmico, pressao
osmotica aumentada, exaustdo de nutrientes e presenca de agentes toxicos
(NYSTROM; NEIDHARDT, 1992, CHEN; GRIFFITHS, 1998).

As estirpes patogénicas tém adquirido atributos de viruléncia a partir da
aquisi¢cao horizontal de genes, através de transposons, sequéncias de insergao e
plasmideos, que a habilitam a causar manifestacdes intestinais e extra intestinais
(LAVIGNE; BLANC-POTARD, 2008). As E. coli patogénicas, mais tradicionalmente
conhecidas, sdo divididas em cinco patotipos caracterizados e agrupados, de acordo
com os fatores de viruléncia, com os quadros clinicos que desencadeiam em
humanos e com o perfil filogenético que apresentam.

E. coli enteropatogénicas (EPEC) causam lesao histopatolégica, com
modificagdo drastica nas microvilosidades dos enterdcitos. Apos a aderéncia na
superficie dos enterdcitos, translocam proteinas efetoras que desencadeiam
modificacdes no citoesqueleto da célula, com destruicdo das microvilosidades e
formacao da estrutura em forma de pedestal, conhecida por attaching and effacing
(A/E). Esse processo desencadeia a diarreia aquosa, e disfungdo na absorgéo
intestinal. Estdo entre os principais agentes de diarreia infantii em paises em
desenvolvimento (CLEMENTS et al, 2012).

E. coli enterotoxigénicas (ETEC) aderem e colonizam o intestino delgado,
através de fimbrias sem invadir a mucosa. Produzem toxinas termolabil e/ou do tipo
diarreica termoestavel, que estimulam o acumulo de fluidos e o quadro diarreico
aquoso (CORREA, 2012). As ETEC s3o consideradas os agentes etioldgicos mais
comuns dos casos de “diarreia do viajante”. A exposi¢cao ocorre geralmente pela
ingestao de agua ou de alimentos contaminados (CASTRO-ROSAS et al, 2012).

E. coli enteroinvasora (EIEC) penetra nas células epiteliais e causa disturbios
no intestino grosso, provocando febre e diarreia profusa, com muco e sangue,
semelhante as infecgdes causadas por Shigella. O processo de invasdo é iniciado
pela internalizacdo da bactéria nos enterécitos, onde ocorre uma supressédo da
resposta imune. Posteriormente, bactérias propagam-se lateralmente para as células

adjacentes. No local da invasdo ocorre um acumulo de actina e um desarranjo da
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estrutura celular levando a manifestagdes clinicas de pouco agravamento (MENG et
al, 2007).

E.coli enterohemorragica (EHEC) foi originalmente descrita pelo sorotipo
O157:H7 por desencadear quadro de colite hemorragica e/ou Sindrome Urémica
Hemolitica (SHU), na década de 80 do século passado. Desde entéo, sua vigilancia
e controle tem se tornado um dos mais importantes focos de saude publica. Outros
sorotipos de EHEC foram também associados a doenga e reportados em casos
esporadicos em diversos paises do mundo (BROOKS et al, 2005). O mecanismo de
patogenicidade da EHEC ocorre no intestino grosso e produz lesdao de adeséao e
desvanecimento semelhante ao das EPEC, culminando na destruicdo das
microvilosidades e formagcao da lesdo A/E. Em complemento, produz citotoxinas,
que inibem a sintese de proteinas, eventualmente levando a célula a morte. A
infecgado provoca diarreia, com quadro podendo evoluir para a SHU, enfermidade
que gera faléncia renal e morte (CLEMENTS et al, 2012). Bovinos sao
conhecidamente os maiores reservatérios de EHEC e geralmente a contaminagao
da carne se da pelo contato com o material fecal durante o abate (GYLES, 2007).
Aguas de enchentes podem contaminar rios, lagos e fontes de &gua. Alimentos
como hambdurguer, linguica, leite ndo pasteurizado, cidra de maga e hortalicas ja
foram incriminados como fontes de EHEC em surtos passados (CHAURET, 2011).
Em 2008 ocorreu nos Estados Unidos o maior surto envolvendo um sorotipo raro
0111, com um total de 341 pessoas doentes, 70 hospitalizadas, 25 desenvolveram
SUH e uma pessoa morreu. A fonte da contaminagao nao foi identificada (BRADLEY
et al, 2012).

A E. coli Enteroagregativa (EAEC) tem sido identificada como endémica em
todo o mundo. A diarreia é do tipo aquosa persistente, com duragcdo média de 14
dias, podendo apresentar muco e sangue. As bactérias aderem aos enterdcitos do
célon em forma de agregados, promovendo uma colonizagao persistente. Produzem
uma toxina termolabil, relacionada antigenicamente a hemolisina e, uma toxina
termoestavel enteroagregativa (OKHUYSEN; DUPONT, 2010). Estudos apontam
esta estirpe como o patdégeno bacteriano mais comumente identificado em amostras
de fezes diarreicas persistentes em criangas de até cinco anos (PABST et al, 2003;
NATARO et al, 2006).

Os procedimentos analiticos para deteccdo de E. coli patogénicas sao

peculiares e requerem etapas de enriquecimento, isolamento e identificacdo das
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estirpes antes dos testes especificos de viruléncia, que variam entre testes
moleculares, detecgao de toxinas, invasividade e aderéncia em cultura de células,
entre outros (FENG; WEAGANT; JINNEMAN, 2017) Os métodos convencionais de
controle da E. coli ndo patogénicas em alimentos sao realizados através de analises
quantitativas baseadas na fermentagao da lactose, como a técnica do Numero Mais
Provavel e a do plaqueamento que emprega o agar cristal violeta vermelho neutro
bile (VRBA) (FENG; WEAGANT; GRANT, 2017). Para amostras de agua, dentre as
técnicas sugeridas estd a baseada na atividade da B-glicuronidase, enzima que
hidrolisa o substrato 4-metil umbelliferil 3-D-glicuronideo (MUG) e libera o composto
4-metil umbelliferona, fluorescente quando exposto a luz ultra violeta (UV) (365 nm).
Ainda como opgdes para analise para agua sao descritas as técnicas de filtragdo por
membrana e a metodologia colorimétrica que emprega o meio de cultura proéprio
para o ensaio definido como caldo presenca/auséncia, com verificacdo da mudanca

de coloragao a partir da fermentacao da lactose (APHA, 2012).

1.3.3 Listeria monocytogenes

1.3.3.1 Caracteristicas da espécie

As espécies do género Listeria apresentam como caracteristicas principais, a
forma de bastonetes, Gram positivos, ndo esporulados, anaerébios facultativos,
catalase positiva, moveis por flagelos peritriquios a 25 °C, saprofitas, com baixo
conteudo G+C de 36-39% (SWAMINATHAN et al, 2007). Listeria monocytogenes
compdéem o género com outras dezoito espécies (LPSN, 2018). As espécies sao
diferenciadas fenotipicamente por provas de fermentacdo de acucares e pela
atividade hemolitica (LIU, 2013). A espécie L. monocytogenes é considerada a
principal do género, por ser patogénica tanto para humanos como para animais
(GASANOV; HUGHES; HANSBRO, 2005).

A sorotipificagdo, da L. monocytogenes identifica 13 sorotipos (1/2a, 1/2b,
1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e e 7). A importancia da diferenciagdo se da na
determinagdo da prevaléncia dos sorotipos em estudos epidemiolégicos e no
conhecimento da distribuicdo ambiental (LIU, 2013). Os sorotipos 1/2a, 1/2b e 1/2c
sdo conhecidos como agentes da maioria dos casos de infecgdo por L.

monocytogenes em humanos e o sorotipo 4b o mais prevalente em quadros de
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toxinfecgcao alimentar. No entanto, todos os sorotipos carreiam os mesmos fatores
de viruléncia, apresentando assim atributos potenciais para acarretar a infec¢ao
denominada listeriose (GASANOV; HUGHES; HANSBRO, 2005).

Os sorotipos de L. monocytogenes séao distribuidos em trés linhagens
evolutivas, com nichos ecologicos diferentes: linhagens | (1/2b, 3b, 3c e 4b),
linhagem Il (1/2a, 1/2c, 3a) e linhagem lll (4a, 4c, 3a). As cepas de linhagem |l sdo
encontradas em alimentos, parecem ser generalizadas nos ambientes naturais e
agricolas, e também sdo comumente isoladas de casos de listeriose animal e casos
clinicos esporadicos humanos (LOMONACO; NUCERA; FILIPELLO, 2015).

L. monocytogenes € um microrganismo patogénico, transmitido através de
alimentos, considerado um importante problema de saude publica. A espécie
apresenta caracteristicas peculiares como a ampla distribuicdo na natureza e a
habilidade de crescer em condi¢gdes ambientais extremas como: pH baixo, elevadas
concentracbes de sais e baixas temperaturas, que facilitam a sua entrada em
plantas de produgéo de alimentos. Além disso, apresenta capacidade de sobreviver
em alimentos por longos periodos de tempo. Tal versatilidade torna o controle da
espécie um grande desafio nas industrias de alimentos (NOORDHOUT, 2014).

A espécie é descrita como um patégeno atipico, devido principalmente a
severidade dos quadros clinicos que desencadeia, com taxas de mortalidade
variando geralmente entre 20 a 30%, pelo longo tempo de incubagédo no hospedeiro
de 3 a 70 dias e pela predilecido por individuos com a imunidade mediada por
células T comprometida (SWAMINATHAN et al, 2007). Em individuos saudaveis a
infeccdo se apresenta como gastroenterite com febre branda, geralmente auto
limitante. No entanto, em imunocomprometidos, mulheres gravidas, recém-nascidos,
idosos e criangas, que compdem o grupo de risco para listeriose, pode ocorrer a
evolugdo da infecgdo para quadros severos como septicemia, meningite e
encefalites. Em mulheres gravidas, a infecgdo pode resultar em nascimento
prematuro, aborto espontaneo ou nascimento do feto morto (MCLAUCHLIN, 2004).

O sucesso da infecgao depende da habilidade do patégeno conseguir realizar
a internalizacao nas células no epitélio intestinal. O processo ocorre através da
interacdo da proteina internalina, expressa na ceélula bacteriana com a caderina da
superficie da célula epitelial. Internalizado, o patégeno induz a lise do vacuolo
formado durante a entrada, ficando livre no citoplasma da célula hospedeira, onde

se multiplica. Utiliza entado filamentos de actina, se movimentando pelo citoplasma
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chegando a célula vizinha. A bactéria atravessa a camada de células do epitélio e se
dissemina pela corrente sanguinea para outros 6rgaos, como baco e figado. E entéo
internalizada por macréfagos, onde pode sobreviver e se multiplicar, iniciando o
mesmo ciclo inicial. Se o nivel de células T da resposta induzida nao for suficiente
para eliminar as células, pode ocorrer a disseminagao pela corrente sanguinea para
outros érgaos como cérebro e em gestantes para a placenta (KATHARIOU, 2002).

Surtos de listeriose ocorrem de forma esporadica. Entretanto, a taxa de
mortalidade é elevada (NOORDHOUT et al, 2014). No ano de 2011, um surto de
grandes proporc¢des, o maior registrado nos Estados Unidos da América, ocorreu no
Colorado a partir da ingestao de meldes contaminados com os sorotipos 1/2a e 1/2b,
resultando na infecgdo de 147 pessoas e 33 mortes. Em 2013, foi registrado um
novo surto acometendo cinco pessoas de quatro diferentes estados dos Estados
Unidos da América. Uma morte e um aborto foram registrados. O sorotipo envolvido
nao foi reportado (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2014).

No Brasil, segundo informag¢des do MS, nenhum surto de L. monocytogenes
de origem alimentar foi notificado entre 2007 a 2016 (BRASIL, 2016). No entanto, a
ocorréncia da L. monocytogenes no Brasil, tem sido descrita na forma de
publicagdes cientificas (BARBOSA et al, 2015, MARTINS et al, 2010, VALLIM et al,
2015).

Os métodos tradicionais de detecc¢ao de L. monocytogenes sao baseados em
cultivos com enriquecimentos seletivos, seguidos da identificagdo da espécie a partir
da morfologia colonial em meios com substratos colorimétricos ou cromogénicos; da
fermentacao de acgucares e da propriedade hemolitica da espécie. Esses métodos
sdo considerados padrdo ouro, porém s&o demorados, sendo muitas vezes
incompativeis para o controle de alimentos que apresentam vida de prateleira curta,
assim como na analise de alimentos envolvidos em surtos de DTA. Assim, métodos
mais rapidos foram desenvolvidos, como os que utilizam anticorpos e as técnicas
moleculares permitindo a finalizagdo de analises em até 48 horas (GASANOV;
HUGHES; HANSBRO, 2005).

A técnica da PCR é reconhecida como uma técnica reprodutivel e de grande
importancia na identificacdo e diferenciacdo da L. monocytogenes de outras
espécies sendo utilizados genes alvos que carreiam fatores de viruléncia. Jung et al
(2003) descreveram a técnica de identificagdo da espécie L. monocytogenes

utilizando os iniciadores inlA e inIB derivados dos genes cromossomais in/A de 2403
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pb e inIB com 1893 pb. As internalinas A e B sao proteinas de superficie especificas
da espécie, conhecidas por estarem associadas a invasédo de L. monocytogenes em

células de mamiferos, principalmente em hepatdcitos.

1.4 Legislagées brasileiras para o controle microbioléogico de aguas e

alimentos

Avaliagbes analiticas sdo ferramentas cujos resultados alicercam processos
de tomada de decisédo sobre questdes de segurancga dos alimentos. As analises de
controle microbioldgico de alimentos e aguas sao baseadas em critérios que definem
a aceitabilidade de um produto, em fungcdo da auséncia/presenga ou quantidades
limites de um micro-organismo, de suas toxinas ou de metabdlitos por unidade de
massa, volume ou lote (FORSYTHE, 2005).

No Brasil, a legislagdo sanitaria aplicada ao controle da qualidade de
alimentos, Resolugdo N° 12 de 02/01/2001 - MS/Anvisa, atualmente em revisao,
institui os critérios microbiologicos para alimentos destinados ao consumo humano
(BRASIL, 2012). A resolucdo estabelece padrbes que variam para os diferentes
grupos de alimentos, como: auséncia de Salmonella spp., auséncia de L.
monocytogenes e limites maximos de contaminacdo para coliformes totais,
coliformes termotolerantes; estafilococos coagulase positiva, Bacillus cereus e
clostridios a 46 °C.

A Portaria N° 2.914, de 12/12/2011 do MS em vigor até setembro de 2017
dispunha sobre os procedimentos de controle da dgua para consumo humano e seu
padrdo de potabilidade (BRASIL, 2011). O referido documento foi revogado pela
Portatia de Consolidagao N° 05 de 28/09/2017 do MS, que consolida as normas
sobre as agdes dos servicos de saude (BRASIL, 2017). A atual Portaria mantém
como padrdes microbiolégicos para agua de consumo humano: a auséncia de
coliformes totais e de E. coliem 100 mL.

Ja a Resolugao RDC n° 275 de 22/09/2005 da Anvisa, aprova o regulamento
técnico de caracteristicas microbiolégicas para agua mineral natural e agua natural
definindo a auséncia de E. coli em 100 mL do produto (BRASIL, 2005). Para os
demais grupos bacterianos citados na legislagdo, como coliformes totais,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococos e Clostridios sulfito redutores (ou

Clostridium perfringens), séo apresentados opgdes de padrdes, que variam com a



29

metodologia empregada no ensaio, tais como: “auséncia/100 mL” ou dos limites de
“1 UFC/100 mL” ou “1,1 NMP/100 mL.

1.5 O papel do laboratério de controle da qualidade microbiolégico de

alimentos na vigilancia das DTA

Os Laboratérios Centrais de Saude Publica (LACEN) encontram-se integrados
ao Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria compondo a Rede Nacional de
Laboratérios Oficiais de Controle de Qualidade coordenado pela Anvisa e realizam,
a avaliacdo de servicos e de produtos sob apreensao fiscal verificando o
cumprimento das leis, auxiliando nas a¢des da vigilancia sanitaria, participando de
programas de monitoramento e realizando analises de alimentos e aguas envolvidos
em surtos de DTA (LUCCHESE, 2001). Atualmente, o Brasil conta com 27 LACEN
distribuidos nos 26 estados brasileiros e um no Distrito Federal (BRASIL, 2018).

A finalidade principal de um laboratério analitico € a produ¢do de dados de
alta qualidade e adequados ao propdsito pretendido. A utilizacao de sistemas da
qualidade em laboratérios de ensaio € uma tendéncia mundial e tm como objetivo a
promog¢ao de melhorias no planejamento, na organizagao, no registro dos dados e
na documentagdo dos procedimentos empregados no laboratério, desde a
amostragem até a liberagdo dos resultados (CARDOSO, 2008, MORAES, 2014). A
norma ISO/IEC 17025 tem sido o sistema de qualidade mais amplamente
empregado entre os laboratorios de ensaios analiticos. Dentre os requerimentos
técnicos indicados na ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017 para a garantia da qualidade
dos ensaios, estdo: o emprego de metodologias oficiais, a utilizacdo de materiais de
referéncia para o controle interno de ensaios e a participacdo do laboratério em

ensaios de proficiéncia (ABNT, 2017a).

1.6 Métodos de tipificagao de micro-organismos

Métodos de tipificagdo proporcionam importante aplicagdo na diferenciagéo
de isolados bacterianos de espécies distintas ou de uma mesma espécie. Podem ser
usados para avaliar se duas ou mais estirpes apresentam relagdes ancestrais. Sao
ferramentas rapidas, precisas e eficientes na vigilancia de doengas e na detecg¢ao de

surtos. A escolha de um método de subtipificagdo apropriado depende
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significativamente da aplicagdo pretendida e do objetivo da subtipificacdo dos
isolados (WIEDMANN, 2002).

1.6.1 Espectrometria de Massas por lonizacdo e Dessorcao a Laser Assistida por
Matriz — MALDI-TOF

A tecnologia Matrix-Assisted Laser Desorption lonization — Time of
Flight/Mass Spectrometry (MALDI-TOF/MS) tem emergido como uma ferramenta
rapida, sensivel, altamente confiavel e com um amplo espectro de identificagdo de
micro-organismos, abrangendo bactérias, fungos e virus (DE CAROLIS et al, 2014).

O método tem sido utilizado no estudo de proteinas, proporcionando perfis
espectrais de massa, especificos para géneros, espécies e subespécies bacterianas
(FREIWALD; SAUER, 2009). Na metodologia do MALDI-TOF/MS as amostras sao
aplicadas juntamente com uma matriz polimérica, composta por uma mistura de
agua, solventes e um acido forte. Os solventes da matriz penetram na parede celular
bacteriana, tornando as proteinas intracelulares acessiveis a analise. Uma grande
porcentagem dos picos detectados no espectro do MALDI-TOF/MS é constituida por
proteinas com fungdes conservadas, correspondendo principalmente a proteinas
ribossomais, proteinas estruturais e proteinas regulatérias, que séo estaveis e
podem ser empregadas como biomarcadores filogenéticos (ANGELETTI, 2016).
Apds a evaporagdo dos solventes, inicia-se um processo onde moléculas de
proteinas e outros compostos celulares sao cristalizados junto a matriz. O material
cristalizado € entdo irradiado com um feixe de laser, geralmente de N2. A captacao
de energia do laser desencadeia a sublimacdo e ionizacdo da matriz e da amostra
em fase gasosa. Uma vez ionizadas, proteinas migram por um campo elétrico dentro
de um tubo de vacuo, onde os ions sdo separados, de acordo com o peso molecular
da proteina. Desta forma, cada molécula detectada, gera um pico ou espectro,
sendo assim estabelecido um perfil de espectros ou proteoma, para cada micro-
organismo analisado. Como a composi¢cdo de proteinas difere entre as espécies
bacterinas e mesmo entre estirpes da mesma espécie, diferentes espectros serao
gerados, permitindo a discriminacdo entre 0s micro-organismos estreitamente
relacionados (CLARK et al, 2013). Os espectros obtidos sao identificados a partir de
analise comparativa com uma base de dados contendo referéncias de perfis de
espécies microbioldgicas relevantes (WELKER; MOORE, 2011, DE CAROLIS et al,



31

2014). Em geral, os espectros de massas gerados nas analises sdo unicos para os
organismos individuais, com picos especificos para géneros e espécies. Quando o
espectro de massas do isolado teste é confrontado com o banco de dados de
espectros de referéncia; os organismos mais estreitamente relacionados sao
identificados com um valor fornecido quanto ao nivel de confianga na identificagéo.
Quanto mais alto o valor do nivel de confianga, mais exata sera a identificacdo do
organismo com relagao a familia, género ou nivel de espécie (PATEL, 2015).

Espécies devem ser representadas por variados isolados, assegurando que o
banco de dados cubra a variabilidade natural existente no grupo. A confiabilidade da
identificacao € avaliada pelo “score value” que o método fornece apds a obtencéo do
espectro de andlise e da avaliagao estatistica. Scores com baixos resultados sao
rejeitados (WELKER; MOORE, 2011).

A precisao da técnica é aumentada, quando a identificacao é feita a partir de
uma cultura, com biomassa acima de 10° células. Outro ponto de destaque é a
elevada influéncia da qualidade do banco de dados na interpretacdo dos resultados
(BAILEY et al, 2013).

Autores abordam a utilizagdo da metodologia MALDI-TOF na caracterizagéo
bacteriana. Dieckmann e Malorny (2011) avaliaram 913 estirpes de S. enterica
subsp. enterica, representando 89 diferentes sorovares. Biomarcadores, baseados
na combinagédo de género, espécie, sub-espécie e sorovar foram selecionados, para
a identificacdo de sorovares, mais prevalente como: Enteritidis, Typhimurium,
Virchow, Infantis, Hadar, Choleraesuis, Heidelberg e Gallinarum. O estudo indicou a
metodologia do MALDI-TOF como um método rapido e adequado na identificagéo
dos sorovares de importancia epidemioldgica, reduzindo o numero de amostras a
serem identificadas pela sorotipificacdo convencional.

Schaumann et al (2013) utilizaram o MALDI-TOF com excelentes resultados,
na identificacao e diferenciagao das espécies Shigella sonnei e E. coli e, na distingdo
dos sorovares S. Enteritidis, S. Typhimurium. Além disso, reportaram a capacidade
do método de diferenciar estirpes de E. coli enterohemorragicas e E. coli
enteropatogénicas de cepas de E. coli nao patogénicas.

Barbuddhe et al (2008) empregaram as técnicas de MALDI-TOF e do Pulsed
Field gel electrophoresis (PFGE) na caracterizagcdo de 146 isolados de Listeria,
envolvendo isolados clinicos e provenientes de surtos de intoxicagdo alimentar.

Foram identificadas seis espécies. Os isolados classificados como L.



32

monocytogenes foram corretamente separados em sorotipos, com resultados

correspondentes entre as duas técnicas.

1.6.2 Multilocus Sequence Typing

Multilocus Sequence Typing (MLST) tem sido descrito como um método
molecular amplamente utilizado na tipificacdo de micro-organismos, em pesquisas
epidemiolégicas e em sistemas de genética de populagdes. O método se baseia no
acompanhamento de possiveis variagcbes em fragmentos especificos de sete genes
constitutivos conservados, denominados housekeeping, distribuidos pelo
cromossomo bacteriano (MAIDEN et al, 1998). Esses genes sdo comuns entre seres
de uma espécie e apresentam taxa de evolugcdo lenta. Sdo responsaveis pela
codificacdo de enzimas essenciais no metabolismo celular (COOPER; FEIL, 2004).
Os perfis obtidos sao utilizados na determinagdo da relagao genética entre os
isolados (FOLEY; LYNNE; NAYAK, 2009).

As informagdes sobre os genes a serem sequenciados e o protocolo da PCR,
sdo padronizadas e disponibilizadas pelo banco de dados do MLST. Os resultados
da sequéncia de nucleotideos obtidos sdo comparados com dados previamente
depositados. Numeracdes sao atribuidas a cada um dos sete alelos, definindo assim
o perfil de alelos de cada isolado através do Sequence Type (ST) (JOOLEY et al,
2001, AANENSEN; SPRATT, 2005).

Inicialmente o método foi desenvolvido e validado para o estudo de clones em
uma populacado de Neisseria meningitidis, envolvendo isolados de casos clinicos e
de portadores assintomaticos (MAIDEN et al, 1998). Foi também empregado no
estudo de caracterizacdo de grande variedade de organismos, dentre eles os
envolvidos em surtos de toxinfecgdes alimentares.

Noda et al (2011) avaliaram 30 estirpes de S. Enteritidis isoladas no Japao no
periodo de 1973 a 2004, de fontes humanas, animais e de amostras de ovo, usando
MLST. Em analises anteriores, os isolados foram classificados como pertencentes a
nove diferentes fagotipos e a 17 perfis no PFGE. Através dos resultados do MLST
foram agrupados em um unico perfil, com a mesma sequéncia, sem nenhuma
diferencga nucleotidica nos sete genes housekeeping estudados. A avaliagao sugeriu

que S. Enteritidis seja de uma linhagem provinda de um unico ancestral.
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Achtman et al (2012) utilizaram MLST para investigar grupos evolutivos entre
espécies de S. enterica depositadas em duas cole¢des de cultura da University
College Cork e da colecdo FXW do Institut Pasteur. Foram analisados 4.257
isolados de Salmonella de 554 sorovares, originarios dos cinco continentes. As
cepas foram obtidas de individuos saudaveis, enfermos e de fontes ambientais. Os
isolados foram sorotipados e submetidos ao MLST. Os resultados indicaram a
diferenciacdo de 1.092 STs, ordenados em grupos geneticamente relacionados
chamados de eBurstGroups (eBGs). Muitos eBGs foram correspondentes a apenas
um sorovar. Contudo, alguns eBGs continham mais de um sorovar. Além disso,
isolados do mesmo sorovar foram distribuidos entre diferentes eBGs. Desta forma, a
designacéo dos sorovares néo correspondeu a analise evolucionaria dos grupos.

O banco de dados EnteroBase encontra-se disponivel no endereco eletrénico
da University of Warwick (https://enterobase.warwick.ac.uk/), Salmonella - Scheme
Achtman 7 Gene MLST. A consulta realizada em 04/12/17 indicou o depésito de
122.628 isolados, com analise de 4.456 diferentes perfis alélicos definidos.

A fim de avaliar o poder discriminatério do MLST para L. monocytogenes, no
primeiro estudo de MLST relatado para a espécie, Salcedo et al (2003) analisaram
62 isolados de diferentes fontes, provenientes de distintas regides da Espanha. As
cepas foram previamente classificadas como pertencentes aos sorotipos 1/2a, 1/2b
e 4b e submetidas a andlise por PFGE. Foram encontrados 29 perfis alélicos, sendo
22 representados por um isolado. Dois perfis, ST2 e ST6 abrigaram 10 e 14 isolados
do sorotipo 4b respectivamente, sugerindo a existéncia de 2 clones. Trés outros
perfis: ST7, ST8 e ST9, apresentaram diferencas de apenas um ou dois locus e
foram representados por apenas um isolado. Os resultados obtidos foram
concordantes com os do PFGE realizados anteriormente. Estudos prévios utilizando
outros métodos moleculares revelaram que, apesar da alta diversidade de L.
monocytogenes, apenas dois clones tem sido responsaveis pela maioria dos surtos
detectados nas ultimas décadas na Europa e América do Norte. Portanto, as cepas
com os perfis ST2 ou ST6 provavelmente devem pertencer aos clones envolvidos
em surtos alimentares.

Yde et al (2012) avaliaram o perfil epidemiolégico de 12 casos de listeriose,
envolvendo o sorotipo 1/2a, ocorridos na Bélgica em 2011. As evidéncias sugeriam
um surto, presumivelmente provocado pelo consumo de queijo produzido no pais, a

partir de leite pasteurizado. A tipificagdo molecular dos isolados clinicos, baseada no
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perfil em PFGE com as enzimas Ascl e Apal, indicou uma origem clonal. Perfil clonal
semelhante foi obtido quando as cepas foram submetidas ao MLST.

Atualmente o Instituto Pasteur disponibiliza no endereco eletronico:
http://bigsdb.pasteur.fr/ um banco de dados com informagdes sobre perfis de alelos
do MLST de patégenos de importancia em saude publica, dentre eles a espécie L.
monocytogenes. Em consulta realizada em 30/11/17 para a L. monocytogenes foram
encontrados 3.333 depodsitos de sequéncias, com a determinagao de 1.352 perfis
alélicos diferentes da espécie.

Isolados de E. coli envolvidos em infecgbes extra intestinais sdo conhecidos
como ExXPEC. O grupo inclui subgrupos de E. coli uropatogénicas (UPEC) para
humanos e E. coli patogénicas para aves (APEC). Independente da origem, as
estirpes de ExPEC compartiiham caracteristicas (KAPER; NATARO; MOBLEY,
2004). Surtos de infec¢des urinarias em Unidades de Tratamento Intensivo (UTI) tém
estimulado o interesse de se conhecer o potencial de estirpes de E. coli de fonte
animal para causarem infecgdes em humanos. Embora se reconhega que a principal
fonte de UPEC causadoras de infec¢des hospitalares seja da propria microbiota do
individuo, ndo esta completamente elucidado como clones virulentos habitam o
colén em individuos sadios. Existem relatos mostrando a possibilidade da
transferéncia de plasmideos de APEC contribuindo para a viruléncia das UPEC,
através da cadeia alimentar. Uma hipdtese é que frangos abriguem clones virulentos
de APEC sendo uma possivel fonte de contaminagdo para humanos (RODRIGUEZ-
SIEK et al, 2005). Johnson et al (2007) aplicaram a metodologia do MLST para
avaliar o potencial filogenético entre isolados de APEC e UPEC. Sete genes foram
avaliados (adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA, and recA). Os perfis estudados foram:
uma amostra de APEC, cinco cepas de UPEC, duas estirpes de E. coli K12 e uma
cepa de E. coli O157:H7 envolvida em quadro de infecgdo enterohemorragica. Os
resultados mostraram uma correlagao muito proxima entre APEC com uma estirpe
envolvida em casos de cistite hospitalar e uma estirpe de UPEC proveniente de um
quadro de meningite neonatal. As trés cepas apresentaram o mesmo perfil alélico
(ST95). Duas outras estirpes, uma isolada de infeccdo de UTI e outra de um caso de
cistite, também apresentaram o mesmo perfil alélico ST93 e uma correlagdao bem
proxima a APEC. As outras trés estirpes, nao apresentaram correlacao com a APEC.
A duas cepas K12 com perfil ST10 e a cepa O157:H7 com perfil ST11

apresentaram-se mais distantes da APEC que os outros genomas estudados. O
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estudo evidenciou que pelo menos alguns isolados humanos e de aves sao
altamente similares entre si e sugere a possibilidade de uma ligagédo entre cepas de
APEC e UPEC envolvidas em surtos alimentares.

O banco de dados EnteroBase encontra-se disponivel no endereco eletrdnico
da University of Warwick (https://enterobase.warwick.ac.uk/) Escherichia/Shigella,
Scheme Achtman 7 MLST. A atualizagdo de 04/12/17 assinalou 71.425 depdésitos e

a determinagao de 7.953 perfis alélicos.

1.6.3 Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus

A variabilidade genética de uma espécie bacteriana pode ser verificada a
partir da analise de fragmentos de DNA gerados pela amplificacdo de sequéncias
repetitivas existentes no genoma. Pouco se sabe sobre a origem, evolugdo ou
possiveis fungdes desses elementos. Muitas espécies bacterianas apresentam tais
elementos, enquanto outras ndo os possuem (WILSON; SHARP, 2006).

As sequéncias repetitivas intergénicas de enterobactérias, do inglés
enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC), representam um conjunto de
sequéncias conservadas e repetidas, presentes em regides intergénicas, nao
codificantes do genoma bacteriano. Constitui um palindromo imperfeito de 127 pb
que ocorre em multiplas copias no genoma de bactérias (HULTON; HIGGINS,
SHARP, 1991).

O método de tipificacdo pela ERIC-PCR utiliza como iniciadores elementos
repetitivos distribuidos no genoma de micro-organismos, cujas frequéncias de
ocorréncia diferem entre espécies e mesmo entre estirpes de uma espécie. Os
produtos da amplificacdo caracterizam perfis especificos, visualizados em distintos
padrées de bandas em gel de agarose (WILSON; SHARP, 2006; SMITH, 2012). Tais
sequéncias foram inicialmente identificadas em membros da familia
Enterobacteriaceae, com resultados indicando sequéncias conservadas, diferindo
entre espécies (HULTON; HIGGINS; SHARP, 1991).

Em 2006, Wilson e Sharp utilizaram a ERIC-PCR a fim de investigar a
distribuicdo dos elementos repetitivos na sequéncia do genoma de nove estirpes de
E. coli. Os autores evidenciaram um pequeno numero de sequéncias e variagoes

entre isolados com respeito a presenga de um elemento entre regides intergénicas.
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Fendri et al (2013) aplicaram a ERIC-PCR, juntamente com a metodologia
do PFGE, para tipificar 45 isolados de Salmonella derivados de diferentes fontes de
alimentos. Os perfis entre os isolados variaram de 3 a 9 bandas. Grande diversidade
de perfis entre os sorovares foi encontrada com o uso das duas metodologias.

Em um estudo da diversidade genética de isolados de L. monocytogenes,
Moreno et al (2013) utilizaram as metodologias de ERIC-PCR e polimorfismo de
comprimento de fragmento amplificado (Amplified Fragment Length Polymorphism -
AFLP) e compararam os perfis obtidos de isolados de industria de processamento
de carne suina com estirpes de casos de infecgdo humana. Ambas as técnicas
separaram os isolados por sorotipos e por origem, sendo que a ERIC apresentou
melhor poder discriminatério, com numero de fragmentos variando de seis a nove,
com tamanho de 200 a 3.000 pb.

Ardakani e Ranjbar (2016) usaram as metodologias para avaliar 98 cepas de
E. coli, obtidas de amostras clinicas de pacientes com infecgdo urinaria. A
combinagdo de metodologias propiciou a distincdo de seis clusters, com bandas

variando entre 100 a 3.000 pb, com perfis de 70% de similaridade entre eles.

1.6.4 Random Ampilification of Polimorphic DNA

Random Amplification of Polimorphic DNA (RAPD) é uma técnica
fundamentada na amplificagdo do DNA gendmico com a utilizagdo de pequenos
iniciadores que se ligam a sequéncias nucleotidicas arbitrarias (WILLIAMS et al,
1990). Na aplicagado da RAPD, nao é necessario conhecimento prévio da sequéncia
alvo a ser amplificada. Uma das caracteristicas da tipagem por RAPD é a
temperatura de anelamento que deve ser relativamente baixa, em torno de 25 a 40
°C, a fim de facilitar a baixa estringéncia, isto é especificidade entre o primer e as
sequéncias a serem amplificadas. A proximidade, niumero e localizagcdo dessas
sequéncias variam entre organismos sendo esses marcadores eficazes na
identificacdo de polimorfismo no DNA gendmico entre individuos de uma mesma
espécie. Os perfis de fragmentos gerados definem o fingerprinting dos DNA
avaliados (POWER, 1996).

RAPD tem sido utilizado na tipificacdo de diferentes organismos e
empregado em estudos epidemiolégicos de estirpes bacterianas obtidas de fontes

clinicas, de surtos de DTA, assim como de alimentos e animais (LIN et al, 2005).
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Quintaes et al (2004) otimizaram a reacdo da RAPD avaliando oito estirpes de
Salmonella, serovar Typhi obtidos de diferentes regides do Brasil. De dezesseis
primers utilizados, identificaram o primer 784 como o que apresentou melhor padrao
de diferenciagao fingerprint para os isolados estudados.

Taddele et al (2011) empregaram o RAPD na caracterizagao epidemioldgica
de isolados de Salmonella Gallinarum isoladas de frango de distintas regides da
India, com os primers: NSC |, NSC II, NSC Ill, URP-6 e 1290. Os autores verificaram
que a analise com o primer NSC Il resultou em um maior namero de perfis entre os
isolados, comparado com os outros primers utilizados no estudo, sendo capaz de
gerar perfis diferenciados, de acordo com as regides de origem dos isolados.

Akinyemi e colaboradores (2014) aplicaram o RAPD na tipificacdo de 63
isolados de Salmonella, de cinco diferentes sorovares suspeitas de apresentarem
resisténcia a cefalosporinas. Obtiveram a diferenciacdo em quatro distintos perfis de
RAPD, utilizando o primer OPA4, que separou os isolados pelo local onde foram
obtidos.

1.7 Materiais de referéncia microbiolégicos

Segundo o guia ABNT ISO GUIA 30, um material de referéncia (MR) é
definido como um material suficientemente homogéneo e estavel com respeito a
uma ou mais propriedades especificadas, estabelecido como adequado para o uso
pretendido em um processo de medicdo. Um MR é considerado material de
referéncia certificado (MRC), quando além de atender as especificagbes de um MR,
€ também caracterizado por um procedimento valido para uma ou mais propriedades
especificadas, acompanhado de um certificado que fornece o valor da propriedade,
sua incerteza e rastreabilidade associadas (ABNT, 2016).

Na microbiologia, MR sdo descritos como cepas de referéncia, podendo ser
também representados por partes replicaveis de micro-organismos como DNA
genbmico e plasmidial (BAETS et al, 2009, VAN IWAARDEN et al, 2006) ou por
toxinas produzidas por esses organismos (WEISEMANN et al, 2015, ZELENY et al,
2015). A grande dificuldade no estabelecimento de materiais bioldgicos esta na
manutengéo da viabilidade e da estabilidade das células (PHILLIPP et al, 2007).

A utilizagdo de MR microbioldgicos é essencial em atividades como: estudos

taxondmicos, validagdo de metodologias, identificagdo de patdégenos, testes de
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sensibilidade a antimicrobianos, pesquisas cientificas e controle da qualidade de
ensaios laboratoriais (DAY; STACEY, 2008).

A préatica do uso de cepas de referéncia tem sido descrita na maioria dos
manuais de métodos microbioldgicos oficiais, tais como: métodos microbiolégicos da
International Organization for Standardization (1SO), Bacteriological Analytical
Manual — Food and Drug Administration (BAM/FDA, 1998), Compendium of Methods
for the Microbiological Examination of Foods (APHA, 2001), Instrucao Normativa N°
62 do Ministerio da Agicultura - Métodos Microbiologicos para Controle de Produtos
de Origem Animal e Agua (BRASIL, 2003), Microbiology Laboratory Guide book of
United States Department of Agriculture (USDA, 1998), Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012), European Pharmacopoeia
(EUPHAR, 2016), The United States Pharmacopeia (USP, 2016), Farmacopeia
Brasileira (BRASIL, 2010), Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015),
entre outros.

No contexto, da garantia da qualidade laboratorial, MR sdo considerados
ferramentas fundamentais no acompanhamento do desempenho analitico, podendo
ser empregados como controle interno das analises ou como itens de ensaio (IE) em
ensaios de proficiéncia (EP). Essas duas diferentes utilizagbes dadas aos MR sao
citadas na norma da qualidade ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017, como
requerimentos técnicos para a garantia da qualidade dos ensaios analiticos (ABNT,
20179).

Materiais de referéncia bioldgicos certificados, possuem aplicabilidade em
processos analiticos mais complexos, tais como: validacao e desenvolvimento de
meétodos, controle em processos de calibragdo, avaliagdo de novos meios de cultura,
estudos Interlaboratoriais (IN'T VELD, 1998, MOOIJMAN et al, 1992. PHILIPP et al,
2007). Cabe destacar que, sempre que disponiveis MRC devem ser utilizados em
ensaios microbiolégicos qualitativos ou quantitativos (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2015).

1.8 A preservacgao de micro-organismos pela liofilizagao
A agua presente nas células bacterianas representa um componente critico

nos mecanismos de reacgao e contribui para a estabilidade das proteinas, do DNA e

dos lipidios, além de conferir a ordem estrutural celular. Métodos de dessecagao sao
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empregados com o objetivo de diminuir a agua intracelular, a fim de cessar ou
retardar o metabolismo, mantendo a estabilidade e a viabilidade celular por longos
periodos (MORGAN et al, 2006).

A dessecacdo por liofilizacgdo ¢ um dos métodos mais utilizados na
preservacao e estoque de materiais microbioldgicos por longos periodos. Consiste
na retirada lenta de cristais congelados de agua por sublimagdo sob pressao
reduzida (CARVALHO et al, 2004) e requer, via de regra, estocagem em atmosfera
inerte ou vacuo (SMITH, 2012). Embora alguns trabalhos considerem a liofilizacdo
como um método relativamente brando e seguro, os métodos de dessecacédo sao
inerentemente severos as células, podendo acarretar perda da viabilidade e induzir a
uma série de danos as células mais sensiveis (SCHOUG et al, 2006). Bactérias
Gram negativas sdo mais sucetiveis ao rompimento da parede celular durante o
processo de dessecacao e reidratacdo, uma vez que possuem a camada de
pepitidioglicano mais fina que as Gram positivas (SHINOHARA et al, 2000).

Cabe ressaltar que os procedimentos anteriores a liofilizacao, a técnica em si,
como também a reconstituicdo do liéfilo podem desencadear efeitos indesejaveis
aos micro-organismos, como por exemplo, o aumento da permeabilidade da
membrana celular e a desnaturacdo de proteinas sensiveis (PATIST; ZOERB,
2005). A utilizagao de crioprotetores como carboidratos, proteinas e polimeros tem
sido sugerida de modo a aumentar a estabilidade do micro-organismos durante o
processo de dessecagao, reconstituicdo e estocagem (CARVALHO et al, 2004,
MORGAN et al, 2006).

Os efeitos do uso de carboidratos durante a dessecacao das células sao
diversos. Durante a desidratagdo de um organismo, moléculas de agucar podem
substituir a agua intracelular que hidrata as proteinas da membrana da célula. Os
acucares podem assim, prevenir a desnaturagao das proteinas e a transi¢ao de fase
liotropica das membranas lipidicas. Este ultimo efeito ocorre quando a agua é
removida das bicamadas de fosfolipidios, aumentando a interacdo entre as cadeias
e resultando na transicao de fase lamelar para a fase gel. Desta forma, a formacao
da barreira de membrana lipidica pode ser perdida durante a fase de transicdo. No
entanto, quando a dessecacao é realizada na presenca de agucares, ocorre a
vitrificagdo que protege e mantem os componentes intracelulares separados,
sustentando a estrutura da membrana. A vitrificagdo extracelular apresenta igual

importancia, pois promove a separagao fisica das células (WESSMAN et al, 2010).
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Organismos resistentes ao processo de liofilizagdo acumulam naturalmente
agucares no meio intracelular, preferencial dissacarideos como a trealose e a
sacarose. Baseados nesses aspectos, estudos indicam que a adicdo de agentes
crioprotetores durante o crescimento bacteriano, como a trealose (STREETER et al,
2003) e a glicose (CARVALHO et al, 2004), pode proporcionar aumento do
crioprotetor no citoplasma e consequentemente, maior estabilidade e resistecia da
membrana celular durante a dessecacdo (BRANDAO et al, 2013a, LESLIE et al,
1995, WESSMAN et al, 2010).

1.9 Regras para o estabelecimento de materiais de referéncia

Atualmente, em consequéncia das exigéncias de resultados mais exatos e
confidveis nas &reas tecnoldgicas e cientificas, a demanda por MR de maior
qualidade é crescente. Produtores de materiais de referéncia devem garantir a
qualidade de seus materiais, disponibilizando informacdes de seus produtos sobre a
forma de certificados e relatérios, como também demonstrando competéncia na
producao desses elementos, seguindo os procedimentos descritos em normas de
padrao internacional e, preferencialmente, sendo acreditados nesses procedimentos.
A ABNT NBR ISO 17034:2017 apresenta os requisitos gerais para a competéncia de
produtores de materiais de referéncia. No documento estdo descritas as regras com
as quais os MR devem ser produzidos, identificados, controlados e disponibilizados,
seguindo as orientacbes da Norma ISO/IEC 17025 na aplicagcdo dos critérios
técnicos (ABNT, 2017a).

A ABNT NBR ISO 17034:2017 destaca a necessidade da elaboragao de um
planejamento de produgdo, detalhadamente documentado, e estabelece como
requisitos técnicos de controle, a obrigatoriedade da verificagdo da homogeneidade
e da estabilidade dos lotes dos materiais produzidos, citando o ABNT ISO GUIA
35:2012 como orientativo (ABNT, 2017b).

Na avaliagdo da homogeneidade de MR sao verificadas as condi¢cbes de
uniformidade na composi¢cao das amostras de um lote a partir de um numero de
unidades representativas ao tamanho do conjunto. Na avaliagdo da estabilidade das
propriedades de interesse do candidato, os materiais devem ser avaliados frente as
condicbes de armazenamento e transporte adotadas (ABNT, 2017). Lotes

produzidos para fins de certificacdo devem ter os componentes de incerteza da
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homogeneidade e da estabilidade incluidos na estimativa de incerteza do valor de
propriedade do MRC (ABNT, 2012b).

Com relacdo a caracterizacdo dos MR, a ABNT NBR ISO 17034:2017
determina a defini¢gao clara por uma propriedade quantitativa ou qualitativa. A Norma
indica diferentes abordagens de caracterizacdo de um MR: da mais simples, com a
utilizacdo de procedimento uUnico de medigdo de referéncia por deteminado
laboratério, até a caracterizacdo por estudo colaborativo envolvendo uma rede de
laboratérios. Requer que a caracterizagao de MRC seja bem especificada, de modo
que a propriedade de interesse seja avaliada com rastreabilidade apropriada, e que
os procedimentos para a atribuicdo de valores de propriedades e suas incertezas
sejam documentados.

Considerando a dificuldade de aplicacdo de métodos de medicdo que
possibilitem o estabelecimento de uma cadeia de rastreabilidade, deve-se garantir a
rastreabilidade de materiais bioldgicos que possa ser considerada de referéncia,
assim como é feito, com maior facilidade nas areas da fisica e da quimica, que
utilizam padrdes fisicos e MRC (PEREIRA, 2017).

Em se tratando de MR biolégicos, os controles aplicados devem garantir nao
somente a homogeneidade e estabilidade da concentragédo de células, mas também
a autenticidade do MR, assegurando a manutengao das caracteristicas fenotipicas e
a estabilidade genética do micro-organismo (CAMARO-SALA et al, 2015, DAVALOS;
QUEVEDO, 1991, STACEY; DAY, 2007).

Acompanhando uma tendéncia mundial de incentivo a politicas de
desenvolvimento da biotecnologia, o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (Inmetro) instituiu a Norma NIT-DICLA-061:2012, que estabelece os
requisitos para acreditacdo das atividades de ensaio e producdo de materiais de
referéncia para centros de recursos biolégicos (CRB), no dominio micro-organismos,
tendo como referéncia as “Diretrizes da Organizacdo para a Cooperagcédo e
Desenvolvimento Econémico” (OCDE) (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,
QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2012). O documento complementa os requisitos do
ABNT ISO GUIA 34:2012, atualmente substituido pela ABNT NBR ISO 17034:2017.

As orientagdes da NIT-DICLA-061:2012 tém como objetivo auxiliar na garantia
de que materiais bioldgicos sejam auténticos e do mais alto padrdo de qualidade.
Desta forma, o documento, indica os diferentes controles que devem ser aplicados

para assegurar que o0s elementos preservados de uma colegdo microbioldgica
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tenham as caracteristicas essenciais mantidas, dentre elas: o controle da pureza da
cultura; da viabilidade (capacidade de replicagdo); da autenticidade da cultura
preservada e da integridade do genoma, quando aplicaveis (INSTITUTO NACIONAL
DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2012).

1.10 Situacao do Fornecimento e Produg¢ao de MR Microbiolégicos no Brasil e

no Mundo

A pratica da producdo de MR microbiolégicos é antiga em paises da Europa
(ABDELMASSIH et al, 2011, IN'T VELD et al, 1998, MORGAN et al, 2006, PETERZ,
1992, PHILIPP et al, 2007). No Brasil, o estimulo ao desenvolvimento de tais
materiais data da primeira década do século XXI, quando se iniciou no pais a busca
da autossuficiéncia no fornecimento interno de MR para uso em ensaios de
proficiéncia. Até entdo, poucos eram os provedores de EP para ensaios
microbiolégicos de agua e alimentos existentes. Apds o periodo de encorajamento, o
cenario se modificou com o desenvolvimento de novos MR microbioldgicos
(BRANDAO et al, 2013a, 2013b, 2014, COSTA et al, 2015, ROSAS, 2010), que
atualmente sao disponibilizados aos laboratérios publicos brasileiros, na forma de
oferta de participacdo em ensaios de proficiéncia.

Em contrapartida, as cepas de referéncia utilizadas como controle interno de
ensaios no Brasil sdo obtidas de provedores internacionais, sendo os principais
fornecedores: o American Type Culture Collection (ATCC), o German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ); o National Collection of Type Cultures
(NCTC) e o Institute Pasteur (CIP). Todos eles acreditados como produtores de
materiais de referéncia. Contudo, os altos custos para aquisicdo e os requisitos
burocraticos e sanitarios para a importacdo de materiais biolégicos dificultam a
aquisicao de cepas de referéncia pelos laboratérios brasileiros (INCQS, 2008).

Uma alternativa utilizada pelos fornecedores brasileiros, para tornar as cepas
de referéncia internacionais mais acessiveis aos laboratérios do pais, tem sido a
replicacao e posterior disponibilizagdo como “cepas de referéncia derivadas”. No
entanto, existe a possibilidade de mudangas ou imposi¢cdo de regras por parte de
produtores internacionais, que possam impedir esta pratica de fornecimento.

Além disso, ha uma tendéncia para o surgimento de barreiras técnicas e

comerciais associadas a biosseguranga no mercado internacional que podem
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dificultar ainda mais o transito de produtos biolégicos entre paises (CANHOS et al,
2007).

Outra problemdtica a ser abordada, considerando as orientagdes da
Farmacopeia Americana (UNITED STATES PHARMACOPOEIA, 2016) e da
Farmacopeia Europeia (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2016) € o nUmero maximo
de cinco repiques no uso de cepas de referéncia, a fim de minimizar contaminacoes
e alteragdes fenotipicas e genotipicas. Essas recomendacbes tém sido aceitas e
seguidas por laboratérios e industrias em todo o0 mundo.

Desta forma, é clara a dependéncia do pais na aquisicdo de cepas de
referéncia internacionais e a necessidade de estudos e incentivos para o
estabelecimento de materiais microbiolégicos nacionais. Neste contexto, o Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), unidade técnico-cientifica da
Fundagao Oswaldo cruz (Fiocruz), abriga a Colegcédo de Bactérias de Referéncia em
Vigilancia Sanitaria (CBRVS) e uma colecado de pesquisa de isolados, provenientes
de projetos de pesquisa do Instituto, no ambito da Vigilancia Sanitaria e Ambiental,
que preserva linhagens de bactérias, fungos e arqueas. A CBRVS é o laboratério
brasileiro, indicado pela Farmacopeia Brasileira como provedor de materiais de
referéncia microbioldgicos para ensaios oficiais de controle da qualidade, e
disponibiliza atualmente bactérias de referéncia derivadas de colegbes
internacionais para laboratérios e instituicoes publicas brasileiras, como os LACEN,
universidades, hospitais e centros de pesquisa (INCQS, 2017). Desta forma, O
INCQS possui estrutura e conhecimento técnico necessario ao desenvolvimento de

cepas de referéncia.

1.11 Justificativa

Diante da importancia do uso de cepas de referéncia em diferentes praticas
laboratoriais e considerando a auséncia atual de produtores de cepas de referéncia
de origem nacional sdo necessarios esfor¢cos para o desenvolvimento de materiais
de referéncia microbioldgicos brasileiros, certificadas ou ndo, baseadas em normas
técnicas oficiais de producéao e controle.

O desenvolvimento de cepas de referéncia brasileiras, com micro-organismos
obtidos no territério nacional, permitira a aplicacdo de controles de analises com

materiais mais proximos a realidade das estirpes circulantes no pais.
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Cepas de referéncia produzidas no Brasil, com qualidade reconhecida e custo
de producgao reduzido, constituira uma alternativa a utilizacdo de MR de provedores
internacionais. Os materiais de referéncia nacionais contribuirdo para a garantia da
qualidade dos resultados de ensaios microbioldgicos de alimentos realizados nos
laboratérios publicos brasileiros, auxiliando na verificagdo do desempenho analitico
e reforcando as ag¢des de monitoramento de alimentos no pais.

Uma vez que a técnica de producado desses MR seja desenvolvida, aprovada
e reconhecida, outros materiais de referéncia poderdo ser estabelecidos com o
objetivo de atender a demanda dos laboratorios brasileiros que necessitam de

materiais mais acessiveis, em diferentes areas da saude publica e da ciéncia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estabelecer cepas de referéncia certificadas, a partir de estirpes isoladas de

alimentos, para uso em controle microbioldgico.

2.2 Objetivos especificos

¢ Identificar fenotipicamente e genotipicamente as estirpes estudadas;

e Avaliar o perfil do MLST das estirpes estudadas, visando tipifica-las e
determinar possiveis novos ST e CC;

¢ Avaliar o perfil proted6mico das estirpes estudadas;

e Selecionar entre estirpes nacionais de S. Typhimurium, E. coli e L.

monocytogenes, um candidato a cepa de referéncia de cada espécie;

¢ Produzir lotes candidatos a cepas de referéncia e identifica-los fenotipica e
genotipicamente;

¢ Analisar a homogeneidade e a estabilidade de longa e de curta duracao

dos lotes produzidos;

e Verificar a autenticidade dos lotes candidatos a bactéria de referéncia,

caracterizando-os por métodos moleculares;

¢ Avaliar o comportamento dos lotes na rotina laboratorial;

¢ Realizar a certificacdo dos lotes de cepas de referéncia produzidos.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi dividido em cinco etapas descritas no Apéndice A.

A primeira etapa foi constituida de atividades voltadas para a identificagao,
tipificacdo molecular e avaliagao do perfil proteébmico de isolados bacterianos dos
grupos: S. Typhimurium, E. coli e L. monocytogenes obtidos de fontes de alimentos.
Junto aos isolados foram utilizadas cepas de referéncia, que sao indicadas em
manuais metodologicos como material de referéncia para o controle interno de
ensaios microbioldgicos: Salmonella Typhimurium ATCC 13311, Salmonella
Typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC
23724, Escherichia coli ATCC 10536, Listeria monocytogenes ATCC 15313, Listeria
monocytogenes ATCC 7644 e Listeria monocytogenes ATCC BAA 751.

Na segunda etapa, foi selecionado um isolado de cada grupo, a partir da
proximidade dos perfis moleculares pelo MLST e protedémicos por MALDI-TOF com
as cepas de referéncia utilizadas.

Os isolados selecionados foram empregados no desenvolvimento de trés
distintos lotes de candidatos a bactérias de referéncia (CBR): CBR de S.
Typhimurium, CBR de E. coli e CBR de L. monocytogenes.

A terceira etapa foi caracterizada pelo controle da qualidade dos lotes CBR
produzidos, com representantes dos lotes de CBR submetidos a avaliagao analitica.
Foram primeiramente realizados os testes de viabilidade, pureza, homogeneidade e
da estabilidade do lote, critérios essenciais para os MR. Na sequéncia de ensaios
foram realizadas a identificagcdo fenotipica, a identificagdo genotipica e a
caracterizacdo molecular pelo MLST e ERIC-PCR.

Na quarta etapa os materiais foram avaliados por dois Laboratérios Oficiais de
Saude Publica, sendo empregados na rotina de seus ensaios de controle da
qualidade de aguas e alimentos.

Na ultima etapa do estudo os MR foram certificados.

As atividades de isolamento dos micro-organismos e producido dos lotes de
MR foram realizadas no Setor de Alimentos do Departamento de Microbiologia (DM)
do INCQS da Fiocruz. Os procedimentos de identificagdo e tipificagdo molecular
foram desenvolvidos no Setor de Identificagcdo Bacteriana e no Setor de Bactérias de
Referéncia, ambos no DM /INCQS. A caracterizagao pelo MALDI-TOF foi realizada

no Setor de Esterilidade Processos e Insumos (SEPIN) do Laboratério de Controle
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Microbiol6gico (LACOM) do Departamento da Qualidade de BioManguinhos/Fiocruz e o
sequenciamento obtido através da Plataforma PDTIS de Sequenciamento do
Instituto Oswaldo Cruz (IOC) da Fiocruz.

As atividades praticas deste estudo foram custeadas com a verba de
consumo do Projeto CNPQ/ANVISA CHAMADA CNPg/Anvisa N.° 05/2014,
intitulado: Desenvolvimento de Materiais de Referéncia Certificados para o Controle

da Qualidade de Ensaios em Laboratérios Publicos de Microbiologia de Alimentos.

3.1 Micro-organismos de referéncia utilizados no estudo

As seguintes cepas de referéncia foram utilizadas no estudo: Escherichia coli
ATCC 25922 (INCQS 033), Escherichia coli ATCC 23724 (INCQS 048), Escherichia
coli ATCC 10536 (INCQS 031), Enterobacter aerogenes ATCC 13048 (INCQS 145),
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (INCQS 147), Listeria grayi ATCC 25401
(INCQS 588), Listeria innocua ATCC 33090 (INCQS 354), Listeria ivanovii ATCC
19119 (INCQS 355), Listeria monocytogenes ATCC 15313 (INCQS 353), Listeria
monocytogenes ATCC 7644 (INCQS 0266), Listeria monocytogenes ATCC BAA 751
(INCQS 673), Listeria seeligeri ATCC 35967 (INCQS 589), Proteus vulgaris ATCC
13315 (INCQS 315), Salmonella Arizonae ATCC 13314 (INCQS 257), Salmonella
Cholerasuis ATCC 10708 (INCQS 028), Salmonella Enteritidis ATCC 13076 (INCQS
258), Salmonella Gallinarium ATCC 9184 (INCQS 378), Salmonella Pullorum ATCC
9120 (INCQS 261), Salmonella Typhimurium ATCC 13311 (INCQS 084), Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 (INCQS 150). Todas as cepas foram fornecidas pela
CBRVS do INCQS.

3.2 Triagem bioquimica e sorotipificagao das bactérias

Treze isolados de E. coli foram obtidos de amostras de hortalicas analisadas
no Setor de Alimentos/DM do INCQS, entre os anos de 2011 a 2013. Treze isolados
de L. monocytogenes foram adquiridos a partir de amostras de cortes de frango
resfriados e congelados analisadas no ano de 2014. Os alimentos analisados foram
adquiridos em estabelecimentos comerciais do Municipio do Rio de Janeiro, de
forma aleatéria. Para as atividades de pesquisa, isolamento e triagem bioquimica

das bactérias foram utilizadas as metodologias descritas no Bacteriological
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Analytical Manual (BAM/FDA, 1998), capitulos: 4 — “Enumeration of Escherichia coli
and the Coliform Bacteria’ e 10 — “Listeria monocytogenes”.

Quatorze isolados de Salmonella Typhimurium foram fornecidos pelo
Laboratério de Referéncia Nacional de Enteroinfecgbes Bacterianas (LABENT) do
IOC/FIOCRUZ. Os isolados foram obtidos entre os anos de 2011 a 2014, a partir de
amostras de carnes bovina e suina, frangos, peixes, ovos, saladas e embutidos. Dos
14 isolados, dois foram detectados em analises de rotina e os demais, de amostras
envolvidas em doze diferentes casos de surtos de toxinfeccdo alimentar ocorridos
nas regides Sul (6 casos), Sudeste (3), Nordeste (1) e Centro-Oeste (4) do Brasil.

Todos os isolados utilizados no estudo foram criopreservados em glicerol a

20% e mantidos a temperatura de - 70 °C.

3.3 Identificagao fenotipica

Os isolados de Salmonella e de E. coli foram submetidos a identificagdo em
equipamento semi-automatizado VITEK 2.0 Compact (bioMérieux, France),
utilizando o cartdo “Gram Negativos fermentadores e nao fermentadores” (GN),
seguindo as instrugbes do fabricante. As bactérias de referéncia: E. coli ATCC
25922, E. coli ATCC 23724, E. coli ATCC 10536, S. Typhimurium ATCC 13311 e S.
Typhimurium ATCC 14028 foram empregadas no controle do ensaio.

Os isolados de L. monocytogenes foram avaliados fenotipicamente por meio
da utilizacdo do kit API Listeria (bioMérieux, France), de acordo com as instrucées
do fabricante. As cepas de L. monocytogenes ATCC 15313, L. monocytogenes
ATCC 7644, L. monocytogenes ATCC BAA 751, Listeria innocua ATCC 33090 e
Listeria ivanovii ATCC 19119 foram utilizadas como controle do teste. A hemdlise em
agar de sangue de carneiro a 5% (DIFCO, USA) foi realizada como teste
complementar.

Os isolados de L. monocytogenes foram encaminhados ao Laboratério de

Zoonoses Bacterianas do IOC/FIOCRUZ para a identificagao dos sorotipos.

3.4 IDENTIFICACAO GENOTIPICA

3.4.1 Extracdo e dosagem do DNA
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A extracado do DNA foi realizada através da utilizagdo do kit DNeasy Blood &
Tissuet (Qiagen®, Germany), de acordo com as orientagdes do fabricante. A
concentracio do DNA foi verificada em aparelho NanoDrop 2000c
Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA). Os DNA foram diluidos a concentragao

aproximada de 10 ng/uL.

3.4.2 Protocolos de amplificagdo por PCR

Os isolados foram submetidos a identificacdo genotipica pela PCR, através da
deteccao do gene alvo, comum aos representantes de cada espécie.

Os isolados de S. Typhimurium foram identificados genotipicamente, segundo
metodologia descrita por Kim et al (2006), com alvo no gene STM 4497 gerando
fragmentos de 310 pb. O gene uspA foi empregado na identificacdo das estirpes da
espécie E. coli originando fragmentos de 434 pb (CHEN; GRIFFITHS, 1998). Para a
identificacdo dos isolados de L. monocytogenes foram utilizados os iniciadores inlA e
inIB gerando fragmentos de 902 pb (JUNG et al, 2003). Os genes, os iniciadores, 0
protocolo de reacdo, os programas de amplificagdo empregados nas reagdes e suas
referéncias s&o citados no Quadro 1.

A especificidade de cada um dos iniciadores foi verificada no programa “In
Silico PCR amplification” (http://insilico.ehu.es/PCR/).

Para as reagdes de controle da PCR com os genes alvo foram utilizadas

cepas de referéncia, citadas no item 3.1. Para o gene STM 4497, foram empregadas
as cepas: S. Typhimurium ATCC 13311, S. Typhimurium ATCC 14028, S. Arizonae
ATCC 13314, S. Cholerasuis ATCC 10708, S. Enteritidis ATCC 13076. Para o gene
uspA foram utilizadas: E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 23724, E. coli ATCC
10536, S. Typhimurium ATCC 14028, K. pneumoniae ATCC 13883 e E. aerogenes
ATCC 13048. Para o gene inlAB foram empregadas: L. monocytogenes ATCC
15313, L. monocytogenes ATCC 7644, L. monocytogenes ATCC BAA 751, L.
innocua ATCC 33090, L. ivanovii ATCC 19119 e L. seeligeri ATCC 35967.

As reacgbes de amplificagédo foram realizadas em aparelho SimpliAmp Thermal
Cycler (Applied Biosystems, Singapore).

Os produtos da reacéo foram aplicados em gel de agarose (Sigma, USA) a
2% em tampéo Tris Acetato EDTA (Invitrogen, USA) 1X, juntamente com marcador

de peso molecular 100 pb (Invitrogen, USA). O gel foi submetido a eletroforese a
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80V/60 min e, ap6s a corrida, corado em solugao de brometo de etidio a 0,5 pg/mL
(Sigma, USA) por 15 min. Em seguida o preparado foi visualizado em digitalizador
de imagens (GE Healthcare, Inglaterra) e avaliado através do programa ImageQuant
300.



Quadro 1- Genes alvo, iniciadores, ciclos de amplificagcao e referéncias metodolégicas dos protocolos aplicados na identificacéo

5 pL do DNA [10 ng/pL].

enotipica
. . Protocolo da Reagao Ciclos de o
Gene alvo Iniciadores (5°-3’) L Produto Referéncia
(volume 25 pL) amplificagcao
12,5 uL de MasterMix®; o .
Forward H 94 °C —-3min
1 puL STM4497M2 F [15 pmol/uLJ% 94°C —45s
STM4497 Kim et al, 2006
S Tvohimuri AACAACGGCTCCGGTAATGAGATTG | 1 yl STM4497M2 R [15 pmol/uL]?; 67°C—-30s [30X| 310pb
. Typhimurium o
Reverse 5,5 uL de agua livce DNAse/RNAse?; 72°C-30s
ATGACAAACTCTTGATTCTGAAGATCG 5 L do DNA [10 ng/piL]. 729C — 3 min
7] . .
P 12,5 uL de MasterMix'; 94 °C — 5 min
uspA CCGATACGCTGCCAATCAGT 4 uLuspA Up [1,25 pmol/uL]? 94°C —1 min Chen: Griffiths,
, D 55°C — 1 min 30X 884 pb
E. coli own 4 uL uspA Down [1,25 pmol/uL]?; 729G — 2 min 1998
ACGCAGACCGTAGGCCAGAT 4,5 L do DNA [10 ng/uL]. To o5 mir
AB1 12,5 yL de MasterMix’; 94 °C — 5 min
1 uL inlAB-1 [25 pmol/uL]2; 94 °C — 2 min
inlAB
CTTCAGGCGGATAGATTAGG 1 uL inlAB-2 [25 pmol/uL] 2 60°C —1min 30X | 902 pb Jung et al, 2003
L. monocytogens AB3 . )
5,5 uL de agua livre DNAse/RNAse?; 72°C -1 min
TTCGCAAGTGAGCTTACGTC 72°C — 10 min

Fonte: Do autor, 2015.
1- (Thermo Fisher Scientific, USA); 2- (Invitrogen, USA); 3- (BioBasic, Canada).
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3.5 Tipificagao molecular dos isolados pelo método MLST

A caracterizagao molecular foi realizada a partir da amplificacdo de sete
genes conservados especificos para cada um dos grupos bacterianos estudados,
descritos no Quadro 2. Para as reagbes, foram utilizados os DNA extraidos
anteriormente na etapa de identificacao genotipica (item 3.4.1).

No desenvolvimento da PCR-MLST de Salmonella foram seguidas as informagdes
do banco de dados: (http://mist.warwick.ac.uk/mist/dbs/Senterica.relacionadas),
referentes aos iniciadores e a temperatura de anelamento. Os procedimentos de
amplificacédo foram realizados de acordo com o protocolo proposto por Harbottle et al
(2006). Os ciclos da reagao consistiram em desnaturagao inicial de 94 °C/10 min, 34
ciclos de 94 °C/1 min, 55 °C/1 min, 72 °C/1 min e extenséo final de 72 °C/5 min. As
informagbes sobre os genes, iniciadores utilizados, temperaturas de anelamento e
tamanho dos fragmentos amplificados estdo apresentadas no Quadro 2. Foram
utilizadas as cepas: S. Typhimurium ATCC 13311 e S. Typhimurium ATCC 14028
como controle.

Todas as condicdes dos iniciadores e das reacdes de amplificagdo do MLST
de E. coli foram obtidas no banco de dados:
(http://mist.warwick.ac.uk/mist/dbs/Ecoli). As misturas da reagdo foram submetidas
aos ciclos de: 94 °C/4 min, 30 ciclos de 94 °C/30 s, 52 °C/30 s, 72 °C/2 min e
extensdo de 72 °C/10 min. Os genes, as temperaturas de anelamento e o0 os
fragmentos amplificados estdo indicados no Quadro 2. Foram utilizadas no estudo
as cepas: E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 23724 e E. coli ATCC 10536.

Para a metodologia do MLST de L. monocytogenes foram seguidas as
orientagbes do banco de dados: (http://bigsdb.pasteur.fr/listeriallisteria.html),
relacionadas aos iniciadores e as reag¢des de amplificagao. Os ciclos de amplificagédo
foram de: 94 °C/4 min, 35 ciclos de 94 °C/30 s, 52 °C/30 s, 72 °C/2 min e extensao
de 72 °C/10 min. A temperatura de anelamento para o gene bg/A foi de 45 °C. O
Quadro 2, descreve os genes, os iniciadores utilizados, as temperaturas de
anelamento e o tamanho dos fragmentos amplificados na reagdo. Foram utilizadas
as cepas L. monocytogenes ATCC 15313, L. monocytogenes ATCC 7644 e L.
monocytogenes ATCC BAA 751.
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As misturas das reagdes, informadas no Quadro 2, foram submetidas aos
ciclos de amplificagdo em termociclador SimpliAmp Thermal Cycler (Applied
Biosystems, Singapore).

Posteriormente, os amplicons foram purificados, em microplacas de 96
cavidades, com a utilizacdo do kit MinElute UF plates (Qiagen®), de acordo com as
instrucdes do fabricante. A reacao foi preparada em um volume total de 9 uL, nas
seguintes proporgdes: 0,7 uL de exosap, 1,4 uL de fosfatase alcalina e 7 pyL do
amplicon da reagdo. A placa foi submetida a um ciclo de 37 °C por 15 min e 80 °C
por 15 min, em aparelho termociclador.

As reacdes de sequenciamento foram realizadas com o uso do kit Big Dye®
Terminator Direct Sequencing v 3.1 (Applied Biosystems, USA) em microplacas de
96 cavidades. Para um volume de 10 pyL de reacao, foram aplicados 1,5 uL do
tampéao 5X (kit), 2 pyL do iniciador a uma concentracéo de 1,6 pmol, 1 uL do Big Dye
e 5,5 yL do DNA purificado. A placa foi levada a aparelho termociclador e submetida
a um programa de 40 ciclos, nas seguintes condigdes: 94 °C/10 s, 50 °C/5 s e 60
°C/4 min.

A precipitacdo da reacao foi realizada com a adicdo de 30 pL de isopropanol a
75%, em cada um dos orificios da placa. Foi aplicado um microfiime (Applied
Biosystems, USA) cobrindo os orificios da placa, que posteriormente foi submetida a
centrifugacao (BOECO Germany, U32-R, Alemanha) a 1000 g/10s. A placa foi
deixada em repouso por 15 min, sob o abrigo de luz e centrifugada a 4000 rpm por
45 min. O sobrenadante da reacao foi retirado e adicionados 50 pL de etanol a 75%
em cada orificio. Um novo microfilme foi aplicado e realizada nova centrifugagéo a
4000 rpm por 15 min. O sobrenadante foi desprezado e a placa mantida a
temperatura ambiente por 2 h, ao abrigo de luz. A placa foi vedada com microfilme e
mantida a -20 °C.

O sequenciamento segundo Sanger, foi realizado através da Plataforma
PDTIS de Sequenciamento/IOC, na qual foi utilizado o Analisador Automatico de
DNA ABI 3730 (Applied Biosystems, USA), de acordo com o protocolo de Otto et al
(2008).
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Quadro 2 - Genes conservados de S. enterica, E. coli e L. monocytogenes
utilizados na metodologia do MLST, condi¢gbes das reacdes e produtos da PCR

Gene/Produto

Iniciadores

Anelamento Produto pb

Salmonella enterica

thrA-aspartoquinase +
homoserina desidrogenase

carboxilase

sucA-alpha quetoglutarato
desidrogenase

hisD-histidinol desidrogenase

aroC-corismato sintetase

hemD-uroporfirinogen IlI

purE-fosforibosilaminoimidazole

F 5-GTCACGGTGATCGATCCGGT-3'
R 5-CACGATATTGATATTAGCCCG-3'
F1 5-GACACCTCAAAAGCAGCGT-3'
R2 5-AGACGGCGATACCCAGCGG-3'
F1 5-CGCGCTCAAACAGACCTAC-3'
R1 5-GACGTGGAAAATCGGCGCC-3'
F1 5-GAAACGTTCCATTCCGCGC-3'
R1 5-GCGGATTCCGGCGACCAG-3'
F 5-CCTGGCACCTCGCGCTATAC-3'
R 5-CCACACACGGATCGTGGCG-3'
F1 5-GAAGCGTTAGTGAGCCGTCTGCG-3'

55°C 852

55 °C [61°C]* 510

55 °C [61°C]* 643

55°C 894

55 °C [61°C]* 826

R2 5-CTGGGAAACATCAGCAATAAAC-3'

) 55°C 666
cosintase R 5-ATCAGCGACCTTAATATCTTGCCA-3'
dnaN-DNA polimerase Ill beta F 5-ATGAAATTTACCGTTGAACGTGA-3' 55 G 833
sub-unid R 5-AATTTCTCATTCGAGAGGATTGC-3'
Escherichia coli
) ) F1 5-ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG-3'
Adk-adenilato quinase 54 °C 583
R1 5-CCGTCAACTTTCGCGTATTT-3'
) F 5-TCACAGGTCGCCAGCGCTTC-3'
fumC-fumarato hidratase 54 °C 806
R 5-GTACGCAGCGAAAAAGATTC-3'
. F 5-TCGGCGACACGGATGACGGC-3'
gyrB-DNA girase 60 °C 911
R 5-ATCAGGCCTTCACGCGCATC-3'
lcd-isocitrato/isopropilamato F 5-ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA-3' 549C 878
desidrogenase R 5-GACGCAGCAGGATCTGTT-3'
. F 5-ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCGCTGCTGGCG-3'
mdh-malate desidrogenase 60 °C 932
R 5-TAACGAACTCCTGCCCCAGAGCGATATCTTTCT-3'
purA-adenilosuccinato F 5-CGCGCTGATGAAAGAGATGA-3' 5490 816
desidrogenase R 5-CATACGGTAAGCCACGCAGA-3'
recA-ATP/GTP motivo de F 5-CGCATTCGCTTTACCCTGACC-3' 589G 780
ligagao R 5-TCGTCGAAATCTACGGACCGGA-3'
Listeria monocytogenes
F 5-TCGCTGCTGCCAC ATCCA-3'
abcZ-ABC transportador 52°C 537
R 5-CTCAAGGTCGCCGTTTAGAG-3'
o F 5-GCCGAC ATGGGGTGGAG-3'
bglA-beta glicosidase 45°C 399
R 5-CCGATTAAATACGGTGCGGACATA-3'
F 5-ATTGGCGCA GATAGAGA-3'
cat-catalase 52°C 486
R 5-CAGATTGACGATTCCTGC G-3'
dapE-succinil diaminop. F 5-CGACTAATGGGCATGAAGAACAAG-3' 590G 462
desuccinylase R 5-CATCGAACTATGGGCATTITTACC-3'
dat-minotransferase D- F 5-GAAAGAGAAGATGCCACAGTTGA-3' 590G 471
aminoacido R 5-CTGCGTCCATAATACACCATCTTT-3'
) F 5-GTATGATTGACATAGATAAAGA-3'
Idh-L-lactato desidrogenase 52°C 453
R 5-TATAAATGTCGTTCATACCAT-3'
o ) F 5- AGAATGCCAACGACGAAACC-3'
IhkA-histidina quinase 52°C 480

Fonte: Do autor, 2015.
*- Temperatura otimizada
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As sequéncias obtidas, exportadas no formato FASTA, foram editadas e
analisadas utilizando o programa Sequencher e apds confirmagdo da qualidade,
foram submetidas aos bancos de dados do MLST para determinagao dos ST. As
sequéncias que nao apresentaram similaridade de 100% com os alelos existentes,
foram encaminhadas aos curadores dos bancos para a definicdo de novos alelos e
posterior depdsito. Os isolados estudados foram identificados em tipos sequenciais

ST e o possivel agrupamento em complexos clonais (CC).

3.6 Caracterizagao proteémica dos isolados

A caracterizacao proteémica foi realizada através da técnica de MALDI-TOF e
teve como objetivo buscar a similaridade entre os perfis protedmicos dos isolados
com os das cepas de referéncia.

As cepas de referéncia descritas no item 3.1 foram utilizadas como controle
da técnica. A cepa E. coli ATCC 8739, foi empregada como calibrador do ensaio.

Primeiramente, as estirpes foram cadastradas no sistema, utilizando-se o
software SARAMIS Target Manager (database version 1.12 e System version
3.5.1.3; 2010).

As andlises foram iniciadas com a transferéncia de parte de uma colbnia
isolada, do crescimento em agar sangue de carneiro a 5% (DIFCO, USA), para um
spot de uma lamina modelo Flexi-Mass-DS TO-430 (BioMérieux). O procedimento
(spot) foi realizado em duplicata para cada um dos isolados e em quadruplicata para
as cepas de referéncia. Na superficie de cada pogo foi adicionado um microlitro de
uma solugdo matriz de acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (VITEK MS-CHCA,
BioMérieux). A lamina, com a matriz cristalizada, foi analisada em equipamento
VITEK MS RUO (MALDI-TOF/MS, modelo AXIMA, Kratos/Shimadzu), com laser de
nitrogénio, operando a 337 nanémetros.

Os espectros de massa foram realizados em modo positivo linear, com
voltagem de aceleragcédo de + 20 kV. Os resultados foram analisados pelo software
SARAMIS Premium (Database version 4.10 e System version 4.0.0.4, 2010). Para
cada um dos isolados analisados no MALDI-TOF, foi gerado um espectro de massas
fingerprinting. Os espectros dos representantes de cada grupo, foram reunidos em

SuperSpectras, que apresentam informagdes sobre proteinas conservadas,
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identificadas numericamente e representadas por suas relagdes massa/carga (m/z)

(supermass).

3.7 Selegcao dos isolados para o preparo dos candidatos a bactéria de

referéncia

A partir dos espectros de massa obtidos, foram gerados dendrogramas, que
agruparam as estirpes, de acordo com a relagdo de proximidade dos perfis
protedmicos. A partir da visualizagdo dos dendrogramas foram destacados os
isolados de cada grupo com maior proximidade com uma das cepas de referéncia da
mesma especie.

Foi também considerada a similaridade obtida entre os perfis de alelos dos
sete genes do MLST, entre os isolados e as referidas cepas.

Trés isolados, um de cada espécie, foram selecionadas para o preparo de
trés lotes CBR. As cepas selecionadas foram depositadas na CBRVS do
INCQS/Fiocruz.

3.8 Producgao dos lotes candidatos a material de referéncia

Anteriormente a produgéo dos lotes, foram elaborados os planejamentos da
producao dos trés lotes de CBR. Os referidos documentos descrevem todos os
procedimentos necessarios a producdo e ao controle dos materiais e séo
apresentados no Apéndice B.

Os procedimentos de preparo dos CBR tiveram como base os desenhos
descritos por Rosas et al (2010) e Brandao et al (2013). O lote de salmonela foi
preparado em solugéo de leite desnatado a 10% volume contendo 100 mM de
trealose (Merck, Alemanha) e os demais em solugdo de leite desnatado a 10%
volume com 100 mM de sacarose (Merck, Alemanha). Os isolados foram cultivados
em caldo infusao cérebro coragao, do inglés brain heart infusion (BHI) (DIFCO, USA)
a 35 °C por 24 h. As culturas em BHI de S. Typhimurium e E. coli foram submetidas
a um segundo cultivo em caldo Luria-Bertani (LB) (Difco, USA) com 10% peso de
cloreto de sddio, incubacao a 35 °C por 28 h. As culturas de L. monocytogenes em
BHI e de S. Typhimurium e E. coli em LB foram centrifugadas a 10.000 g/10 min. Os

sedimentos de células de S. Typhimurium e E. coli foram suspensos em solugéo de
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trealose a 100 mM (Merck, Germany) e o de L. monocytogenes em solugdo de
sacarose a 100 mM (Merck, Germany). Para o preparo de cada um dos lotes, a
concentracdo de células foi ajustada em fotocolorimetro (Libra S2, Biochrom,
Inglaterra) a uma transmitancia de 2%, a fim de se alcancar concentragdo
aproximada de 10° UFC.mL'. No preparo dos lotes, a dois mililitros da suspensao
obtida foram adicionados a 598 mL de leite desnatado estéril, suplementado com
100 mM de sacarose no caso dos lotes de L. monocytogenes e E. coli, e leite
desnatado com 100 mM de trealose no lote de Salmonela. Apds a homogeneizagao
por 20 min, volumes de 1 mL foram distribuidos em 416 frascos de vidro estéreis
(Schott, Brasil), distribuidos em 8 estantes. Rolhas proéprias para liofilizagdo foram
posicionadas nos frascos. Os frascos foram transferidos para ultrafreezer a
temperatura aproximada de -70 °C (Thermo, USA). As estantes do lote foram
divididas em dois sub-lotes contendo 208 frascos. Os sub-lotes foram identificados
como sub-lote 1 e sub-lote 2 e posteriormente submetidos separadamente a ciclos
de liofilizagcdo a -40 °C por 24 h (K105, Liotop, Brasil). Apds a liofilizagéo, foi
realizado o controle do vacuo em cada um dos frascos, com aparelho emissor de
centelha elétrica (Bobina de Tesla Coil 2-12-8, Brasil). Os frascos que apresentaram
vacuo foram selecionados, lacrados e estocados a -70 °C em ultrafreezer (Thermo,
USA).

3.9 Procedimentos de controle dos CBR

Os controles foram realizados separadamente para cada um dos lotes.

Antes de serem submetidos aos testes de controle, as unidades dos lotes
liofilizadas foram reconstituidas com 1 mL de solugéo salina peptonada (SSP) a 0,1
% e mantidas em repouso por 10 minutos.

Os estudos da homogeneidade, estabilidade, viabilidade, pureza, identificacao
fenotipica, genotipica e de tipificagcdo molecular foram aplicados visando atender aos
requisitos da ABNT ISO GUIA 34:2012 e as orientagdes da NIT-DICLA 061:2012.

3.9 1. Estudos da viabilidade, pureza, homogeneidade e estabilidade

3.9.1.1 Estudos da viabilidade e da pureza
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Dez frascos, correspondentes a 2% do lote, cinco de cada sub-lote foram
selecionados de forma aleatéria. Cada lidfilo reconstituido foi semeado por
esgotamento na superficie de uma placa de agar tripticaseina de soja (TSA) (Difco,
USA) com 0,6% de extrato de levedura (Acumedia, USA). Apés a incubagao a 35 °C
por 48 h foi verificada a pureza do crescimento, caracterizada pela presenca de

apenas um tipo de morfologia colonial entre as placas do mesmo lote analisado.
3.9.1.2 Teste da homogeneidade

O teste da homogeneidade foi realizado a partir da avaliacao quantitativa da
concentracao de células dos frascos selecionados de cada lote. Foi realizado o
calculo do numero de unidades do lote a serem analisados em cada um dos sub-
lotes (N), através da aplicacao da equacao abaixo (BRITISH STANDARD, 1976):

N =3Vn Equacéo 1
Onde n é o numero de frascos produzidos.

Desta forma, o numero de frascos calculado para analise foi de 18. No
entanto, foram selecionados de forma aleatéria sistematica 20 (vinte) frascos, de
cada um dos sub-lotes.

Antes da analise do conteudo dos frascos foram realizadas diluigcdes
sucessivas, a partir da homogeneizacdo de 1 mL do liéfilo reconstituido, com 9 mL
de SSP a 0,1 %. Para os CBR de Salmonella e de E. coli foram realizadas trés
diluigdes sucessivas e para o CBR de L. monocytogenes quatro diluicdes. Os lotes
foram analisados em duplicata, pelo método pour-plate, sob as mesmas condi¢des
de repetibilidade. Para a analise de cada frasco foi utilizado 0,1 mL da maior diluicao
preparada, homogeneizado com 10 mL de TSA contendo 0,6% de extrato de
levedura. Apos a solidificacdo do agar foram adicionadas sobrecamadas de 5 mL de
meios seletivos indicadores especificos: agar cristal violeta vermelho neutro bile
glicose (VRBG) (Difco, USA) nas placas referentes ao CBR de Salmonella
(KORNACKI; JOHNSON, 2001); agar cristal violeta vermelho neutro bile (VRBA)
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(Difco, USA) para os representantes do CBR de E. coli (FENG; WEAGANT; GRANT,
2002) e agar cromogénico para Listeria (HITCHINS; JINNEMANE; CHEN, 2017)
para as unidades do CBR Listeria. As placas de VRBG e VRBA foram incubadas a
35 °C por 24 h e as de TSA com agar cromogénico para Listeria a 35 °C por 48 h.
Foram utilizados termdmetros calibrados no controle das temperaturas. Apds o
periodo de incubacédo foi realizada a contagens das unidades formadoras de
colénias (UFC) em equipamento contador de coldnias. Posteriormente os valores
obtidos em UFC foram expressos em base logaritma (logi) e submetidos a
avaliacio estatistica.

Na avaliacao estatistica, foram seguidas as orientacbes da ABNT ISO GUIA
35:2012. Os resultados foram plotados e submetidos a analise da variancia
(ANOVA) em planilha Excel, que consiste em uma ferramenta estatistica para
verificacao de possiveis variagcbes na composicdo das amostras.

Considerando os resultados dos sub-lotes, partiu-se para a avaliagdo da
homogeneidade de cada um dos lotes. Foram entdo aplicados testes estatisticos
adicionais, segundo orientagdes de Callegari-Jaques (2003). Foram estabelecidas
hipoteses estatisticas (equivaléncia entre os lotes), a um nivel de significancia de a=
0,05. Primeiramente foi aplicado o “teste F”, que verifica se as variancias entre dois
grupos sao equivalentes. No “teste F”, as hipéteses foram consideradas aceitas,
quando os valores de Fcalculado < Feritico uni-caudal. EM seguida, foi utilizado o “teste t”, que
avalia a diferenca entre as médias de dois grupos. Da mesma forma, a hipétese do
“teste t” foi aceita, quando Stat tcalculado < t critico bi-caudal.

O calculo da contribuicdo da incerteza da homogeneidade considerou as
informacgdes obtidas na andlise de variancia (ANOVA) fator unico. Como a “Média
Quadratica entre as unidades do lote” (MQentre) dos materiais de referéncia, para
cada lote foi maior que a “Média Quadratica dentro das unidades do lote” (MQgentro)
para cada lote utilizou-se, de acordo com as orientagdes da ABNT ISO GUIA

35:2012, a equacéio a sequir,

MQentre—MOQdentro
n

Uhomogeneidade) = \/ Equacéo 2

Onde n é o numero de replicatas realizadas no ensaio
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3.9.1.3 Estudos de estabilidade

Foram realizados os estudos de estabilidade de curta e de longa duragéo,
avaliando a manutengao da concentragcdo de células dos CBR. As metodologias de
contagem foram semelhantes as aplicadas no teste da homogeneidade (item
3.9.1.2).

O estudo de curta duracgao, verificou o efeito de duas temperaturas de 4 °C e
de 38 °C, na concentragdao de células dos materiais, considerando quatro dias o
tempo maximo de transporte a que os MR poderdo ser submetidos no ato do
fornecimento. Foi empregado o modelo is6crono (LAMBERTY; SCHIMMEL;
PAUWELS, 1998), que propicia a analise de diferentes amostras em condi¢des de
repetibilidade. Assim, anteriormente ao inicio das andlises, a cada dia, dois frascos
de cada lote foram acondicionados em embalagem propria para transporte de
material bioldgico, iniciando pelos frascos que foram incubados durante quatro dias,
até a incubagdo de um dia. Os frascos foram identificados pelo numero de dias de
incubacao. As condicoes de tempo e temperatura foram mantidas para todos os oito
frascos de cada grupo. Quatro dias apds a primeira incubagao, todos os frascos
foram analisados, sob as mesmas condi¢gdes de analise, com acréscimo de dois
frascos retirados da temperatura de referéncia (-70 °C), que representaram o tempo
zero. Assim, foram totalizados dezesseis frascos de cada lote. Para o calculo da
incerteza da estabilidade de curta duragao, foi considerada a condicado maxima de
transporte, a qual o material permaneceu estavel (4°C por 4 dias).

O estudo de longa duracgao foi realizado durante o periodo de um ano, sendo
baseado na verificacdo da estabilidade da concentracdo de células ao longo do
tempo. As analises foram realizadas em intervalo de 15 dias, com dois frascos
representantes de cada uma das temperaturas: armazenamento (-20 °C) e
referéncia (-70 °C). O estudo a — 20 °C teve como objetivo verificar a estabilidade
dos MR, na temperatura de estoque utilizada pela maioria dos laboratérios, que nao
dispdem de ultrafreezer. Os frascos submetidos ao estudo da estabilidade a -20 °C
foram selecionados aleatoriamente e transferidos da temperatura de referéncia (-70
°C) para a temperatura de armazenamento (-20 °C) apds o resultado do teste da
homogeneidade. Foram utilizados termémetros calibrados no controle das

temperaturas.
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A avaliacao estatistica da estabilidade foi baseada nas orientacbes do ABNT
ISO GUIA 35:2012, que preconiza a analise de regressao linear, verificando a
relagcado entre duas variaveis. No caso deste estudo, acompanhou-se a variagcao da
concentragcado do analito em funcdo do tempo. Foi considerada a média dos valores
de cada dia de estudo, convertidos em log1o.

A partir da anélise de regressao em planilha Excel foram apresentados dados
referentes ao intercepto (coeficiente linear), a inclinagao (coeficiente angular) e aos
valores dos intervalos de confianga do coeficiente angular. Com os intervalos de
confianga da inclinacao foi possivel inferir a correlagdo linear entre a variavel

independente x e a dependente y.

y =a + bx Equacao 3

onde: a = intercepto (coeficiente linear) e b = inclinagéo (coeficiente angular)

A avaliagao da estabilidade foi estabelecida, a partir do médulo do coeficiente
angular, que deve apresentar valor menor que o erro do coeficiente angular (sb)

multiplicado pela probabilidade t de Student.

|b1| < sp x ¢ Equacgao 4

Onde:

sb= erro do coeficiente angular (desvio padrdao do coeficiente angular da
regressao linear);

t = t de Student.

Desta forma, quando | b1 | < sb X t, 0 material avaliado é classificado como
estavel na temperatura estudada, sendo que o contrario | b1 | > sp x ¢, classifica o

material como nao estavel.

A contribuicdo da incerteza da estabilidade foi calculada a partir do desvio
padrdao do coeficiente angular da regressao linear, multiplicado pelo tempo de

estudo, na mesma unidade.
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U(estabilidade) = Sb X T Equagéo 5

Onde:
sb= erro do coeficiente angular (desvio padrdo do coeficiente angular da
regressao linear);

t= tempo de estudo.

3.9.2. Identificagao e caracterizagcdo molecular dos CBR

As analises de identificacdo fenotipica, genotipica e caracterizagdo molecular
por MLST e ERIC-PCR foram realizadas por apenas um laboratdrio.

Para o controle de cada lote foram utilizados oito unidades de cada CBR,
selecionadas aleatoriamente e retiradas da temperatura de referéncia de -70 °C.

Os lidfilos reconstituidos foram semeados em TSA com 0,6% de extrato de
levedura e incubados a 35 °C por 24 h.

Para os testes de identificagdo genotipica e caracterizagdo molecular foi
realizada a extracdo de DNA dos crescimentos obtidos, de acordo com os

procedimentos do item 3.4.1.

3.9.2.1 Identificagao fenotipica

As culturas em TSA com 0,6% de extrato de levedura, referentes as oito
unidades dos lotes do CBR de S. Typhimurium e do CBR de E. coli foram
submetidas a analise em equipamento semi-automatizado VITEK 2.0, utilizando
cartdao GN, juntamente com as cepas de referéncia: S.Typhimurium ATCC 13311,
S.Typhimurium ATCC 14028, E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 23724 e E. coli
ATCC 10536, especificas para cada grupo estudado.

As culturas das oito unidades do lote CBR L. monocytogenes foram
analisados em kit API Listeria. As cepas L. monocytogenes ATCC 15313, L.
monocytogenes ATCC 7644 e L. monocytogenes ATCC BAA 751 foram utilizadas

como controle.
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3.9.2.2 Identificagdo genotipica

Os DNA extraidos foram submetidos as metodologias de amplificagdo por
PCR descritas no item 3.4.2.

As reacdes de PCR, especificas para cada grupo estudado, foram também
realizadas com os DNA dos isolados selecionados para o preparo dos lotes e das
cepas de referéncia: S. Typhimurium ATCC 14028, S. Typhimurium ATCC 13311; E.
coli ATCC 25922, E. coli ATCC 23724, E. coli ATCC 10536; L. monocytogenes
ATCC 7644, L. monocytogenes ATCC 15313 e L. monocytogenes ATCC BAA 751.

Com os resultados obtidos, foram comparados os fragmentos de banda
obtidos das cepas de referéncia, dos isolados utilizados para o preparo de cada um

dos CBR e das oito unidades analisadas de cada CBR.

3.9.2.3 Tipificagdo molecular pelo MLST

Os DNA foram submetidos a caracterizagdo molecular dos sete genes
conservados, especificos para cada grupo estudado pelo método do MLST descrito
no item 3.5.

O perfil do isolado utilizado no preparo de cada CBR foi comparado com o

perfil das oito unidades de cada CBR analisadas.

3.9.2.4 Tipificagdo molecular pelo ERIC-PCR

Foi empregada a metodologia da ERIC-PCR proposta por Versalovic, Koeuth
e Lupski (1991), com o objetivo de verificar a semelhanca do perfil genotipico, entre
os isolados utilizados para a producao dos CBR, as oito unidades representantes
dos lotes e as cepas de referéncia: S. Typhimurium ATCC 14028, S. Typhimurium
ATCC 13311, E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 23724, L. monocytogenes ATCC
7644 e L. monocytogenes ATCC BAAT751.

Inicialmente foi realizada a verificacao da especificidade da PCR das cepas
de referéncia citadas acima com cada um dos primers: ERIC1IR (5-
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3) e ERIC 2 (5-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’) separadamente.
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Para o preparo da reagao foram utilizados 12,5 yL de Master Mix (Thermo
Fisher Scientific, USA), 2 uL de primer a 25 pmol, 5 yL de DNA e 5,5 pL de agua
livre DNAse/RNAse (BioBasic, Canada). A amplificacado foi realizada em aparelho
SimpliAmp Thermal Cycler (Applied Biosystems, Singapore), submetidas a um ciclo
de: 94 °C/5 min, 45 ciclos 94 °C/1min, 45 °C/1 min, 74 °C/1 min e extensdo de 74 °C/
1min. Volumes de 10 pyL dos amplicons foram aplicados em gel de agarose a 1,5%
em tampao Borato EDTA 0,5 X (pH 8,0), juntamente com o peso molecular 100 pb
(Invitrogen, USA). Os fragmentos foram marcados com o agente intercalante Gel
Red™, de acordo com as instrugdes do fabricante, sendo visualizados e avaliados
através do programa ImageQuant 300 (GE Healthcare).

O perfil de bandas obtido pela ERIC-PCR foi submetido a analise através do
programa BioNumerics versdo 6.6 (Applied Maths, Bélgica). Foram gerados
dendrogramas, a fim de facilitar a visualizagcdo do perfil de bandas, entre as

amostras analisadas.

3.9.2.5 Tipificagdo molecular pelo RAPD

A reagdo da RAPD foi empregada na diferenciacdo de DNA de estirpes de
Salmonella Typhimurium. Os primers: OPA1 (5 CAGGCCCTTC 3’), OPA2 (%
TGCCGAGCTG 3’) e OPA3 (5 AGTCAGCCAC 3) foram testados separadamente
com as cepas de referéncia S. Typhimurium ATCC 14028, S. Typhimurium ATCC
13311 e com o isolado selecionado para o preparo do lote CBR de S. Typhimurium.

Em cada reagao foram empregados 12,5 yL de Master Mix (Thermo Fisher
Scientific, USA), 5 yL do primer a 3 pmol, 5 uyL de DNA e 2,5 uL de agua livre
DNAse/RNAse (BioBasic, Canada). A reacdo de amplificacdo foi realizada em
aparelho SimpliAmp Thermal Cycler (Applied Biosystems, Singapore), utilizando os
seguintes parametros: um ciclo de 95 °C/3 min, seguidos de 45 ciclos de 94 °C/1min,
36 °C/1 min, 72 °C/2 min e extensdo de 72 °C/ 7min. Volumes de 10 uL dos
amplicons foram aplicados em gel de agarose a 1,5% em tampao Borato EDTA 0,5
X (pH 8,0), marcados com o agente intercalante Gel Red™, juntamente com o peso
molecular 100 pb (Invitrogen, USA) e submetidos a eletroforese a 60 V por
aproximadamente 2 horas. Os fragmentos foram visualizados e avaliados através do

programa ImageQuant 300 (GE Healthcare).
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Os perfil de bandas foram submetidos a andlise através do programa
BioNumerics versao 6.6 (Applied Maths, Bélgica). Foram gerados dendrogramas, a

fim de facilitar a visualizagédo do perfil de bandas, entre as amostras analisadas.

3.10 Estudo colaborativo para o acompanhamento do uso dos CBR

Apos a finalizagdo da etapa de controle dos CBR, foi iniciado um estudo de
acompanhamento do uso dos materiais, com a participagcdo de dois Laboratdrios
Centrais de Saude Publica (LACEN). O estudo teve como objetivo verificar o
comportamento dos CBR, como controle interno, na rotina de laboratérios que
realizam ensaios de controle microbioldgico de alimentos.

Foram enviados dois frascos de cada CBR para os participantes, juntamente

com formulario com orientagdes relativas a utilizagao dos materiais.

3.11 Protocolos de amplificagao por PCR do Gene Uida

Apds os resultados do estudo colaborativo de E. coli, foi aplicada a
metodologia proposta por Bej et al (1991) com o desenho dos primers modificado
por Heijnen e Medema (2006), descritos na quadro 3. A reagao foi realizada com
uma unidade do MR, ao lado das cepas de referéncia E. coli ATCC 25922, E. coli
ATCC 23724 e E. coli ATCC 10536 utilizadas como controle positivo e das cepas E.
aerogenes ATCC 13048 e K. pneumoniae ATCC 13883 como controle negativo da

reacgao.

Quadro 3 — Sequéncia de prime do gene uidA

Primer Sequéncia
UAL1939b 5-ATGGAATTTCGCCGATTTTGC-3
UAL2105b 5-ATTGTTTGCCTCCCTGCTGC-3

Fonte: Do autor, 2015.
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3.12 Caracterizagao molecular adicional dos cbr pelo sequenciamento dos

genes espécie especificos

Para a caracterizacao molecular adicional foram aplicados os protocolos de
amplificacdo da PCR, descritos no item 3.4.2. Para as reag¢des de PCR foi utilizada
uma unidade selecionada do CBR de S. Typhimurium, no qual foi realizada a reagéo
da PCR do gene STM 449. Uma unidade do CBR de E. coli foi submetida a reagao
de amplificacédo do gene uspA. Da mesma forma, em uma unidade do lote de CBR
de L. monocytogenes foi realizada a amplificagao do gene inlAB.

Os produtos da PCR foram purificados, sequenciados segundo Sanger, pela
Plataforma PDTIS de Sequenciamento/IOC, no Analisador Automatico de DNA ABI
3730 (Applied Biosystems, USA), de acordo com o protocolo de Otto et al (2008).

A partir da utilizagdo do programa Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST), foi comparada a sequéncia dos nucleotideos obtidas, para cada CBR, com
as sequéncias do GenBank database e calculada a significancia estatistica das

correlacoes.

3.13 Certificacdao dos CBR

Para a certificacdo dos CBR foram adotados os procedimentos de certificagao
estabelecidos na ABNT ISO GUIA 35:2012.

3.13.1 Certificagédo dos lotes CBR S. Typhimurium e L. monocytogenes

A certificacdao dos lotes CBR de S. Typhimurium e de L. monocytogenes,
baseada somente nas propriedades qualitativas, foi realizada considerando os
valores de referéncia obtidos e o grau de confianga das metodologias aplicadas nos
controles de caracterizagdo dos CBR. A abordagem aplicada na caracterizagao

qualitativa foi a da utilizacdo de diferentes métodos por um unico laboratoério.

3.13.2 Certificacao do lote CBR E. coli

Até esse ponto, a certificagdo do CBR de E. coli foi realizada com os

resultados das andlises qualitativas, com abordagem semelhante a aplicada aos
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outros lotes. No entanto, além do estudo qualitativo foi aplicado ao lote do CBR de
E. coli a certificacdo da propriedade quantitativa. Para isso, foram utilizadas as
incertezas combinadas, geradas nos testes da homogeneidade, estabilidade e na
caracterizagado quantitativa.

Para o calculo da incerteza combinada (u) foi empregada a férmula:

— 2 2 2 2
UMRC)= | Upomogeneidade T U™ estabitdade T U estabilidade Tt Ucaracterizagio
de longa duracao de curta duragao

Equacao 6

Onde
u?: incerteza;
A incerteza expandida (U) foi determinada considerando um fator de

abrangéncia de aproximadamente 95%, com k = 2.

Umrc) = k x UMRC) Equagao 7
Onde:
k : fator de abrangéncia

UMRc): incerteza combinada
3.13.2.1 Célculo da contribuicdo incerteza da caracterizagcao

A contribuicdo da incerteza da caracterizacdo (ucar) foi obtida a partir de um
estudo interlaboratorial, com a participacédo de dois laboratérios do Departamento de
Microbiologia do INCQS/FIOCRUZ (Setor de Alimentos e Setor de Produtos ndo
Estéreis). Cada laboratério recebeu trés amostras do CBR de E. coli e foi orientado a
realizar a analise quantitativa de cada amostra por trés vezes, semeando aliquotas
das repeticbes em duplicata. Para a quantificagcdo dos itens, foi empregada a
metodologia de contagem em placas utilizada nos controles da homogeneidade e
estabilidade.

Foi calculada a incerteza padrao, isto é, desvio padrao por raiz de n.

Assim, a incerteza da caracterizacdo quantitativa foi calculada pela férmula:



N

ucaracterizagéo - vn

Onde:
S: desvio padrao de todos os resultados;

n: nimero de resultados.
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Equacéo 8



69

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ldentificagao e tipificagdo dos isolados

4.1.1 ldentificacdo Fenotipica

A anadlise fenotipica pelo sistema ViteK 2 resultou na confirmacédo da
identidade dos isolados e das cepas de referéncia de Salmonella e de E. coli. Os
resultados referentes aos isolados e as cepas de referéncia de S. Typhimurium e de
E. coli apresentaram porcentagem de homologia de 96 a 99%, com nivel de
confianga de “excelente identificacao”, gerada pelo equipamento para todas as
analises.

A analise fenotipica de L. monocytogenes foi realizada a partir da analise pelo
kit Api. A identidade dos dez isolados avaliados como L. monocytogenes foi
confirmada, todos com o mesmo cédigo gerado pelo Kit: 6.5.1.0, com nivel de
confianga de 98,9%. Os testes com as cepas de referéncia de L. monocytogenes, L.
innocua e L. ivanovii, levaram a correta identificacdo das diferentes espécies. Os
resultados do teste da hemdlise auxiliaram na identificagdo da espécie L.
monocytogenes, com todos os isolados apresentando reacdo de fraca hemdlise,
caracteristico da espécie.

Todos isolados de L. monocytogenes enviados para sorotipificagcdo foram
classificados como sorotipo 1/2a. Os dados encontrados evidenciaram a prevaléncia
do sorotipo 1/2a entre os isolados obtidos de carne de frangos. Os resultados se
alinham com os resultados de Vallim et al (2015), que ao avaliarem 2.248 estirpes
da referida espécie, obtidos de alimentos carneos no Brasil, entre 1990 a 2012

indicaram o sorotipo 1/2a como o mais prevalente, seguido dos sorotipos 1/2b e 4b.

4.1.2 ldentificacao Genotipica

A identificagdo genotipica dos isolados avaliados e das cepas de referéncia
foi realizada por PCR convencional com genes espécie especificos. Os resultados
apresentaram boa resolugdo, com os isolados de cada grupo de bactérias estudadas
exibindo o mesmo perfil de bandas. A sensibilidade e especificidade das reacdes

foram verificadas a partir da utilizacdo de cepas de referéncia.
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Os isolados de S. Typhimurium tiveram sua identificagdo confirmada pela
PCR com alvo no gene STM 4497, gerando fragmentos de 310 pb (Figura 1). Bons
resultados foram também obtidos por outros autores ao utilizarem a metodologia de
Kim et al (2006) (SHANMUGASUNDARAM et al, 2009, PARK et al, 2009, PARK;
RICKE, 2014).

Figura 1- Identificagdo genotipica de Salmonella Typhimurium com alvo no
gene STM 4497.

310pb

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Fonte: Do autor, 2015.

Linha 1: S. Typhimurium ATCC 13311; linha 2: S. Typhimurium ATCC 14028; linha 3: S.
Arizonae ATCC13314; linha 4: S. Cholerasuis ATCC 10708; linha 5: S. Enteritidis ATCC 13076;
linha 6: peso molecular de 100 pb; linhas 7 a 20: isolados SALM 09 ao 22.

A identificagao dos isolados de E. coli, foi verificada pela amplificagdo do gene
uspA, resultando na produgéo de fragmentos de 884 pb (Figura 2). Diversos autores
também evidenciaram boa resolugdo no emprego da metodologia descrita por Chen
e Griffiths (1998) (OSEK, 2001, ANASTASI et al, 2010, GODAMBE; BANDEKAR;
SHASHIDHAR, 2017).

Figura 2 - ldentificacdo genotipica de Escherichia coli com amplificacdo do

gene uspA.
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Fonte: Do autor, 2015.

Linha 1: E. coli ATCC 25922; linha 2: E. coli ATCC 23724; linha 3: E. coli ATCC 10536; linha 4:
S. Typhimurium ATCC 14028; linha 5: K. pneumoniae ATCC 13883; linha 6: E. aerogenes
ATCC 13048; linha 7: peso molecular de 100 pb; linhas 8 a 20: isolados EC 49, 59, 61, 81, 84,
88, 90, 92, 96, 98, 99, 102 e 139.
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A confirmacao dos isolados de L. monocytogenes foi realizada com alvo no
gene inlAB, com fragmentos de 902 pb (Figura 3). Resultados satisfatorios foram
similarmente descritos por outros autores (WU et al, 2015, LEAL et al, 2015), ao

utilizarem a metodologia de Jung et al (2003).

Figura 3 - Identificagdo genotipica de Listeria monocytogenes com alvo nos genes
inlAB.

902 pb
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Fonte: Do autor, 2015.

Linha 1: L. monocytogenes ATCC 15313; linha 2: L. monocytogenes ATCC 7644; linha 3: L.
monocytogenes ATCC BAA 751; linha 4: L. innocua ATCC 33090; linha 5: L. ivanovii ATCC 19119;
linha 6: L. seeligeri ATCC 35967, linha 7: peso molecular de 100 pb; linhas 8 a 20: isolados LIST
09 ao 22.

4.1.3 Tipificacdo Molecular pelo Método MLST

A analise por MLST dos isolados de S. Typhimurium resultou na identificacao
de quatro tipos sequenciais: ST 19 (10 estirpes), ST 50 (2), ST 313 (1), ST 679 (1),
distribuidos em trés Burst Group (eBG), representados por clusters relacionados. A
cepa de referéncia S. Typhimurium ATCC 14028 foi agrupada no ST 19 e a S.
Typhimurium ATCC 13311 no ST 2066.

A Tabela 1, define os perfis de alelos das estirpes de Salmonella avaliadas
pelo MLST, com a indicacédo dos ST e dos eBG.

O eBG 1 congregou 12 (75%) das estirpes avaliadas: o ST 19, 0 ST 313 e o
ST 2066, que compartilham pelo menos cinco alelos iguais entre si. Um isolado com
indicagdo de um possivel novo alelo no gene sucA, e consequentemente a
apresentagao de um novo ST, também apontado como pertencente ao eBG 1 foi
submetido ao banco de dados para designagao de novo alelo. O ST 50 foi associado
ao eBG 14 e 0 ST 679 ao eBG 155.

A cepa de referéncia S. Typhimurium ATCC 14028 apresentou o mesmo perfil
de ST de nove isolados avaliados. A cepa S. Typhimurium ATCC 13311 apresentou
um ST distinto de todas as estirpes avaliadas, contudo foi classificada como

pertencente ao eBG 1.
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Tabela 1 - Perfis de alelos das estirpes de Salmonella Typhimurium avaliadas
pelo MLST.

Perfil de Alelos

Estifpes aroC dnaN hemD hisD purE sucA thrA ST e8G
S. Typhimurium ATCC 13311 10 456 12 9 70 9 2 2066 1
S. Typhimurium ATCC 14028 10 7 12 9 5 9 2 19 1
SALM 09 10 7 12 9 5 9 2 19 1
SALM 10
SALM 11 10 7 12 9 5 9 2 19 1
SALM 12 10 7 12 9 5 9 2 19 1
SALM 13 10 7 12 9 5 9 2 19 1
SALM 14 46 122 3 18 6 19 1 679 155
SALM 15
SALM 16 10 7 12 9 5 9 2 19 1
SALM 17 10 7 12 9 5 9 2 19 1
SALM 18 10 7 12 9 5 PNA 2 A 1
SALM 19 10 7 12 9 5 9 2 19 1
SALM 20 10 7 12 9 5 9 2 19 1
SALM 21 10 7 12 9 5 9 2 19 1
SALM 22 10 7 12 9 122 9 2 313 1

Fonte: Do autor, 2015.
ST- Tipo sequencial, eBG- Burst Group; PNA- possivel novo alelo; A- em analise, possivel novo ST.

O banco de dados EnteroBase (https://enterobase.warwick.ac.uk) para
Salmonella, Scheme Achtman 7 Gene MLST consultado em 04/12/2017 apresentava
122.628 depdsitos e 4.456 diferentes ST. O ST 19 é descrito como o principal ST do
eBG 1 (ACHTMAN et al, 2012), que abriga em quase sua totalidade representantes
do sorovar Typhimurium. O ST 19 € um dos ST mais comuns no banco de dados de
Salmonella, representado por 13.726 depdsitos. Sdo agrupadas neste ST estirpes
virulentas de S. Typhimurium, frequentemente associada a multirresisténcia a
drogas antimicrobianas. Cooke et al (2008) avaliaram treze estirpes de S.
Typhimurium DT104 e as associaram ao ST 19.

O EnteroBase conta com 31 depdsitos de ST 19 de origem brasileira, sendo a
maioria proveniente de fontes animais e humanas, com isolados associados a
gastrenterite classica.

Os dados do presente estudo indicam uma alta incidéncia do ST 19,
representado por nove (64%) dos 14 isolados avaliados e pela cepa de referéncia S.
Typhimurium ATCC 14028. A prevaléncia do ST 19 entre as estirpes de S.

Typhimurium no Brasil foi também descrita por Almeida et al (2017). Os autores
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utilizaram o MLST na tipificagdo de 88 isolados de S. Typhimurium, obtidos no
periodo de 1983 a 2013, de fontes humanas e de alimentos de diferentes estados do
pais, e identificaram 76 isolados (86,4%) como ST 19.

O ST 19 é conhecido como o ST de S. Typhimurium mais prevalente na
maioria das regidoes do mundo (ACHTMAN et al, 2012). Pode-se destacar algumas
excegdes, como na China, onde o ST 34 é o mais prevalente, seguido pelo ST 19
(SUN et al, 2014) e no sub-Saharan da Africa onde o ST 313 é o mais encontrado,
acompanhado do ST 19 (KINGSLEY et al, 2009). Ashton et al (2016) indicaram a
predominancia dos ST 19 e 34 de S. Typhimurium ao avaliarem 6.687 isolados de
Salmonella provenientes da Inglaterra.

Os resultados deste estudo evidenciaram também a presenga de uma estirpe
proveniente de um surto na regido Sul do pais ocorrido no ano de 2014, que foi
agrupado no ST 313 do eBG 1. S. Typhimurium ST 313 consiste em uma estirpe
endémica em alguns paises do continente africano, multirresistente a drogas
antimicrobianas, com grande potencial invasivo e taxas de mortalidade
ultrapassando 25% (KINGSLEY et al, 2009). Similarmente a este trabalho, Almeida
et al (2017) descreveram a identificacdo de nove estirpes do ST 313 entre 88
isolados de S. Typhimurium isoladas no Brasil entre 1989 a 2003 de fonte humana e
de alimentos. As estirpes do referido trabalho foram submetidas a avaliagao do perfil
de resisténcia a antimicrobianos e apenas uma apresentou resisténcia a ampicilina.

O banco de dados apresenta 2.383 depdsitos do ST 313, com apenas 1
depésito brasileiro, de origem humana, realizado em 2011.

Com relacdo aos demais ST obtidos neste estudo, o banco de dados
EnteroBase apresenta 886 depdsitos para o ST 50, com nove depdsitos brasileiros
de isolados humanos e animais (marisco e gado). Para o ST 679, exitem 33 isolados
de fonte humana, nenhum brasileiro, sendo a grande maioria originaria da América
do Norte. Ja para o ST 2066, referente a cepa S. Typhimurium ATCC 13311, existem
nove depdsitos de origem humana e ambiental, nenhum proveniente do Brasil.

A Figura 4 apresenta o Minimum spannig tree (MST) dos ST de S.
Typhimurium encontrados. O MST aponta os ST 19, 313, 2066 e um ST ainda n&o
definido associados ao eBG 1, por possuirem 6 alelos em comum. A figura aponta a
relacédo filogenética distante entre os ST do eBG 1 com o ST 50 (eBG 14), que
possuem apenas um alelo semelhante. Assim como a relacido distanciada entre o

ST 50 (eBG 14) com o ST 679 (eBG 155), da mesma forma, com apenas um alelo
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em comum. O MST ilustra a dispersdo do ST 19 em quatro regides do pais,
indicando ser o clone de S. Typhimurium de maior circulagdo. A partir da avaliagao
da figura, pode-se sugerir a maior diversidade de ST de S. Typhimurium, em curso
nas regides Sudeste e Cento-Oeste do pais.

Considerando Salmonella, o principal agente de surtos de DTA no Brasil
(BRASIL, 2016), os resultados deste estudo poderdo contribuir para o estudo da
epidemiologia das estirpes de S. Typhimurium no territério brasileiro. Outras
avaliagdes envolvendo maior niumero de isolados, de diferentes fontes, obtidos em
diferentes periodos, poderdao auxiliar na elucidacdo e entendimento das

caracteristicas epidemiolégicas da S. Typhimurium no Brasil.

Figura 4 - Minimum spannig tree (MST) dos ST das estirpes de Salmonella
Typhimurium.
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Fonte: Do autor, 2015.

A elaboragédo da arvore foi baseada na analise do perfil alélico dos genes aroC, dnaN,
hemD, hisD, purE, sucA e thrA concatenados. Os circulos indicam o ST especifico e a
variagao do tamanho dos circulos, apontam o ndmero de isolados em cada ST. As cores
dos circulos representam quatro regides do Brasil, como descrito na legenda. As linhas
grossas solidas que ligam os ST, assinalam diferengas de um alelo, a linha de largura
intermediaria diferenga de dois alelos e as linhas finas diferenga de 6 alelos. O halo que
circula o ST 19, ST 313, ST 2066 e PNST assinala a formacao do complexo clonal eBG 1. A
relagéo entre os ST foi determinada pela analise com BioNumerics (BioNumerics 6.6).

A partir da avaliagéo das estirpes de E. coli pelo MLST, foram determinados
seis ST: ST 160, 638, 657, 5442, 5523, 6736. O ST 638, relativo a cepa de
referéncia E. coli ATCC 25922, foi o Unico associado a um CC. Para as demais

estirpes, foram identificados cinco possiveis novos alelos, dentre eles, do isolado EC
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96 no gene fumC, do isolado EC 59 no gene gyrB, do isolado EC 61 do gene mdh e
do isolado EC 139 dos genes gyrB e fumC. Foram detectados também seis
possiveis novos ST, entre os isolados EC 49, 81, 88, 90, 92 e a cepa E. coli ATCC
10536. Todos ja encaminhados ao banco de dados para designagao de possiveis
novos alelos e ST. Os perfis de alelos dos isolados de E. coli avaliados pelo MLST
encontram-se descritos na Tabela 2.

Os resultados encontrados sugerem a ocorréncia de uma grande
heterogeneidade entre os isolados de E. coli. A diversidade entre representantes da
espécie tem sido descrita por outros autores como Doumith et al (2015) que ao
analisarem 318 sequéncias de genomas de E. coli depositados no banco de dados
GenBank identificaram 130 diferentes ST. Em outro estudo, os autores avaliaram
448 isolados de E. coli de fontes humanas, ambientais e de alimentos na Espanha e
detectaram 177 ST (OJER-USOZ; GONZALEZ; VITAS, 2017). Os dois trabalhos
obtiveram a média de apenas 2,5 isolados para cada ST, mostrando a diversidade

entre as estirpes avaliadas.

Tabela 2 - Perfis de alelos das estirpes de Escherichia coli avaliadas pelo
MLST.

Perfil de Alelos

Estirpe adk fumC gyrB icd mdh purA recA = e

E. coli ATCC 25922 76 24 9 13 17 11 25 638 73
E. coli ATCC 23724 468 11 4 8 8 8 2 5442 ND
E. coli ATCC 10536 ND ND
EC 49 575 4 5 26 7 13 6 ND ND

EC 59 502 11 PNA 8 8 8 325 A A

EC61 92 231 87 96 PNA 58 2 A A

EC 81 511 30 15 18 43 8 7 ND ND

EC 84 6 6 15 16 11 26 6 160 ND

EC 88 502 29 3 1 11 62 6 ND ND

EC 90 ND ND

EC 92 623 27 4 8 8 8 164 ND ND

EC 96 511 PNA 3 1 24 23 7 A A

EC 98 12 192 8 254 27 1 2 6736 ND

EC 99 64 7 1 561 8 8 6 5523 ND

EC 102 20 45 41 43 5 50 46 657 ND

EC 139 18 PNA PNA 6 4 5 4 A A

Fonte: Do autor, 2015.
ST- Tipo sequencial, CC- complexo Clonal; PNA- possivel novo alelo; ND-nao definido pelo banco
de dados; A- em analise.

O banco de dados EnteroBase (https://enterobase.warwick.ac.uk) para
Escherichia/Shigella MLST Scheme Achtman em consulta realizada em 04/12/2017,
apresentava 71.425 depésitos de isolados e 7.953 ST. O banco conta com 2
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depositos do ST 160, um isolado de fonte humana associado a quadro de diarreia,
originario de Ghana e um de fonte desconhecida da Australia. Dois depdsitos do ST
6736 estdo sem informagdes sobre fonte e origem. Conta também com nove
depositos do ST 5523, quatro de fontes humanas enviados pela Dinamarca e Japao,
e seis sem informagdes de fontes e origens. Com relagcdo ao ST 657 foram
encontrados 23 depésitos, quatro de fontes humanas, trés de animais, um ambiental
e 15 de fontes desconhecidas originarias da Alemanha, Estados Unidos, Inglaterra e
Japao, sendo que um dos depdsitos realizado pela Alemanha apresenta a
classificacado de E. coli enterohemorragica (EHEC).

O presente estudo indicou, a partir da consulta ao EnteroBase, que as
estirpes avaliadas, isoladas de amostras de hortalicas, foram agrupadas em ST,
onde foram também congregadas outras estirpes associadas a quadros de
enfermidades em humanos, podendo-se sugerir a possibilidade de potenciais de
patogenicidade entre os representantes do grupo.

A Figura 5 apresenta o Minimum spannig tree (MST) dos ST de E. coli
definidos neste estudo. Observa-se no grafico o arranjo de 16 circulos, cada um
abrigando uma unica estirpe. Os isolados que mais se aproximaram, em numeragao
de alelos, as cepas de referéncia foram o EC 59 e o EC 92, apresentando quatro
alelos em comum com a cepa E. coli ATCC 23724. Na comparacao entre os
isolados, a maior proximidade foi identificada entre 0o EC 88 e 0 EC 90 e entre o EC
59 e 0 EC 92, ambas as duplas com apenas trés alelos em comum. O MST ilustra a
diversidade genética entre as estirpes avaliadas.

A variedade genética dentro da espécie E. coli reflete a plasticidade genémica
do grupo, resultante das altas taxas de recombinacdo génica (TENAILLON et al,
2010, KOHLER; DOBRINDT, 2011).
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Figura 5 - Minimum spannig tree (MST) dos ST das estirpes de E. coli.
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Fonte: Do autor, 2015.

A elaboracao da arvore foi baseada na analise do perfil alélico dos genes adk, fumC,
gyrB, icd, mdh, pura e recA. Os circulos de diferentes cores indicam os distintos ST.
As linhas grossas solidas que ligam os ST assinalam diferenga de trés alelos, a linha
pontilhada diferenca de quatro alelos e as linhas finas diferenca de 6 ou 7 alelos. A
relagéo entre os ST foi determinada pela analise com BioNumerics (BioNumerics 6.6).

Na metodologia do MLST de Listeria, todas as estirpes foram agrupadas em
quatro ST, revelando alta clonalidade. Oito isolados, LIST 9, 10, 14, 16, 17, 18, 19 e
20, apresentaram o mesmo perfil nos sete genes sendo associados ao ST 155 (CC
155). Dois isolados foram classificados como ST 11 (CC 11), dois outros como ST
121 (CC 121) e um como ST 8 (CC 8). As cepas de referéncia de L. monocytogenes
utilizadas exibiram perfis diferenciados, sendo distribuidas em trés tipos sequenciais
distintos: L. monocytogenes ATCC BAA751 como ST 3 (CC 3), L. monocytogenes
ATCC 15313 como ST 107 (CC 7) e L. monocytogenes ATCC 7644 como ST 122
(CC 9). Todos os CC definidos agruparam somente um ST de cada cepa de
referéncia utilizada. A Tabela 3 apresenta os perfis de alelos definidos pelo MLST

para os isolados de L. monocytogenes avaliados.
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Tabela 3 - Perfis de alelos das estirpes de L. monocytogenes avaliadas pelo MLST.

. Perfil de Alelos
Estirpe ST CC
abcz bglA cat dapE dat Idh lhk

L. monocytogenes ATCC 15313

L. monocytogenes ATCC 7644 6 4 1 62 1 122 9
L. monocytogenes ATCC BAA 751 4 4 4 3 2 1 5 3 3
LIST 09 7 10 16 7 5 2 1 155 155
LIST 10 7 10 16 7 5 2 1 155 155
LIST 11 5 6 2 9 5 3 1 8 8
LIST 12 7 6 10 6 1 2 1 11 11
LIST 13 7 6 10 6 1 2 1 11 11
LIST 14 7 10 16 7 5 2 1 155 155l
LIST 15 7 6 8 8 6 37 1 121 121
LIST 16 7 10 16 7 5 2 1 155 155
LIST 17 7 10 16 7 5 2 1 155 155
LIST 18 7 10 16 7 5 2 1 155 155
LIST 19 7 10 16 7 5 2 1 155 155
LIST 20 7 10 16 7 5 2 1 155 155
LIST 21 7 6 8 8 6 37 1 121 121

Fonte: Do autor, 2015.
ST- Tipo sequencial, CC- complexo Clonal.

A consulta realizada em 30/11/17 no banco de dados Institute Pasteur MLST
and Whole Genome database _ L. monocytogenes (http://bigsdb.pasteur.fr/) Indicou
um total de 3.333 depdsitos, com 1.352 ST. Com relagdo aos ST determinados
neste estudo, o banco de dados fornece as seguintes informagbes: o ST 121 é
descrito como o sexto ST mais frequente do banco e conta com 97 depdsitos. O ST
155 o oitavo em frequéncia, com 72 depdsitos. O ST 8 é classificado na décima
sexta posicdo com 38 isolados e o ST 11 na vigésima nona posicdo, com 17
depositos. Na lista do banco de dados, de todos os ST citados, sdo encontradas
informacdes sobre depdsitos de isolados provenientes de variadas fontes, incluindo
alimentar, ambiental, animal e humana. Um destaque para o ST 8, que de 38
depositos, 17 foram provenientes de fontes humanas, relacionados a quadros de
bacteremia, meningite e infeccdes materno-fetais. Segundo as informacdes do
banco de dados, os isolados dos ST relatados foram provenientes dos cinco
continentes, exceto o ST 11 cujos 17 depdsitos foram originarios da América do
Norte e da Europa.

Os resultados dos perfis moleculares encontrados neste estudo, apesar de
terem sido referentes a um pequeno numero de amostras obtidas de frango in
natura, indicaram a incidéncia dos ST 155 (61,5% dos isolados), ST 121 (15,3%), ST
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11 (15,3%) e ST 8 (7,6%). Todos esses ST sao classificados como pertencentes a
Linhagem Il de L. monocytogenes, que agrupa, em sua maioria, os sorotipos 1/2a e
1/2c, importantes agentes de listeriose no mundo. Pode-se entdo estimar que os
isolados obtidos neste estudo, classificados como sorotipos 1/2a e associados a um
ST que agrupa estirpes isoladas de quadros de listeriose, podem também
apresentar potenciais de patogenicidades para desencadear a infecgéo.

Ao compararmos os dados obtidos pelo MLST neste estudo, com dados de
outros paises, podemos perceber que alguns ST, como ST 155, ST 121 e ST 8 sao
clonais em outras regides do mundo. Na China, um estudo com 212 estirpes
isoladas de alimentos, no periodo de 2000 a 2008, identificou a seguinte incidéncia
de ST: ST 9 (29,1%), ST 8 (10,7%), ST 87 (9,2%), ST 121 (6,1%) e ST 155 (3,3%)
(WANG et al, 2012). Na Australia, Jenninson et al (2017) avaliaram 224 isolados de
L. monocytogenes, obtidos entre 1931 a 2015, de fontes humanas, animais,
ambientais e de alimentos e classificaram como mais comuns o ST 1, ST 3, ST 204,
ST 155, ST 9 e ST 121. Em uma avaliacdo de 387 isolados de casos de listeriose na
Dinamarca entre 2000 e 2012, os ST identificados como mais comuns foram: o ST8
(121 casos), ST2 (52), ST6 (48), ST1 (36), ST9 (22) e ST155 (27) (JENSEN et al,
2016).

A Figura 6 apresenta o Minimum spannig tree (MST) dos ST de L.
monocytogenes identificados neste estudo. A elaboragdo da arvore foi baseada na
analise do perfil alélico dos genes abcZ, bglA, cat, dapE, Idh, dat e IhKA.

Apesar do MST esbocar a presenca do clone ST 155, indica também uma
heterogeneidade entre os isolados estudados. O grafico ilustra uma relagdo de
distanciamento evolutivo entre os ST 155 e ST 11, assim como entre o ST 11 e ST
121, que compartilham somente trés alelos em comum. Aponta também uma fraca
relacdo de proximidade evolutiva entre o ST 107 associado a cepa L.
monocytogenes ATCC 15313, com os ST 155 e ST 8, com apenas dois alelos em
comum. Da mesma forma, ST 122 que abriga a cepa L. monocytogenes ATCC 7644

com o ST 11, por possuirem somente dois alelos semelhantes.
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Figura 6 - Minimum spannig tree (MST) dos ST das estirpes
de L. monocytogenes.
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Fonte: Do autor, 2015.

Os circulos indicam o ST especifico e a variagdo do tamanho dos
circulos, apontam o numero de isolados em cada ST. As linhas mais
escuras que ligam os ST indicam diferengas de 4 alelos e as linhas
mais finas diferengas de 5 a 7 alelos. A relacdo entre os ST foi
determinada pela andlise com BioNumerics (BioNumerics 6.6).

4.1.4 Tipificacdo Protedmica

Os resultados obtidos na metodologia do MALDI-TOF foram analisados pelo
software Saramis, que atribuiu scores de qualidade, dentre eles o nivel de confianga,
descrito em porcentagem e um datacount estimado, que representa o0 numero de
picos do espectro de proteinas. Na identificacido das estirpes pelo MALDI-TOF os
resultados com scores de qualidade acima de 85% e datacount na faixa de 110 a
200 proporcionaram identificacdo como espécie ou sub-espécie. Resultados abaixo
dos valores descritos indicaram identificacdo somente até género.

Assim, no total das 38 estirpes de Salmonella e de E. coli analisadas, todas
foram identificadas somente até o género e 33 (86,8%) como espécie. No caso das
estirpes de Salmonella, a identificagdo obtida foi a de sub-espécie S. enterica spp

enterica para a grande maioria das estirpes, com excegao dos isolados SALM 10,



81

11, 12 e 22 e da cepa de referéncia S. Arizonae ATCC 13314, que foram
identificadas somente até o género. No caso da E. coli todas as estirpes foram
corretamente identificadas como E. coli. Outros autores relataram a identificacdo de
representantes da familia Enterobacteriaceae por MALDI-TOF: Richter et al (2013)
avaliaram 965 isolados de representantes da familia Enterobacteriaceae e obtiveram
resultados de 97% e 84%, para identificagdo a nivel de género e espécie,
respectivamente; Van Veen, Claas e Kuijper (2010) ao analisarem 89 isolados da
familia Enterobacteriacea identificaram 100% como género e 86 (96,6%) como
espéecie.

Com relacao as estirpes de Listeria, os isolados LIST 16 e 17 e as cepas de
referéncia: L. ivanovii ATCC 19119, L. seeligeri ATCC 35967 e L. innocua ATCC
33090 geraram identificacdo somente até género, diferentemente dos demais
isolados e das cepas de referéncia de L. monocytogenes (ATCC 7644, ATCC 15313
e ATCC BAA751) e da cepa L. grayi ATCC 25401, identificados como espécie.
Alguns autores ao avaliarem o desempenho do MALDI-TOF MS com espécies do
género Listeria evidenciaram que uma grande parcela dos isolados foram
identificados somente até género, excetuando-se a espécie L. grayi, comumente
identificada como espécie (RYCHERT et al, 2013, FARFOUR et al, 2012). Hsueh et
al (2014) analisaram 139 isolados da espécie L monocytogenes, obtendo um score
de 90% na identificagdo no nivel de espécie. Segundo Farfour et al (2012), a
dificuldade de diferenciacdo entre as espécies de Listeria ocorre pelo fato das
diferentes espécies apresentarem espectros de proteinas muito semelhantes, o que
ndo ocorre com a L. grayi, por se tratar de uma espécie evolutivamente distante das
outras espécies.

Com os resultados obtidos na analise do MALDI-TOF foram gerados
espectros de massas fingerprinting entre os isolados e as cepas de referéncia da
mesma espécie. Os resultados foram agrupados em SuperSpectras, com
informacbes sobre proteinas conservadas entre cada espécie, identificadas
numericamente e representadas por suas relagdes massa/carga (m/z) (supermass).
Os SuperSpectras obtidos estdo representados no Anexo A, com informacgdes de
massa/carga variando de 3.000 a 19.982 m/z.

Com os espectros de massa obtidos, foram gerados dendrogramas (Figuras
7, 8 e 9) que agruparam as estirpes, de acordo com a proximidade dos perfis

protedmicos. A partir da visualizagdo dos dendrogramas foram destacados os
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isolados com os perfis mais proximos a uma das cepas de referéncia da mesma
espécie utilizada, que sao consideradas como materiais de referéncia para controle
interno de ensaios microbioldégicos. Na parte superior dos SuperSpectras sao
listadas as numeracdes dos isolados e das cepas de referéncia da mesma espécie
relacionadas nos dendrogramas.

A relagdo da massa/carga comum entre o isolado selecionado e a cepa de
referéncia encontra-se sinalizada em cada um dos SuperSpectra (Anexo A). No
SuperSpectra relacionado as estirpes de Salmonella, o isolado SALM 16
apresentou, de um total de 288 espectros avaliados, 66 picos em comuns com a
cepa S. Typhimurium ATCC 14028. Do SuperSpectra de E. coli de um total de 249
espectros, o isolado EC 84 exibiu 87 picos similares com a E. coli ATCC 25922. Para
as estirpes de L. monocytogenes, o isolado LIST 12 apresentou de um total de 298
espectros, 68 em comum com a cepa L. monocytogenes ATCC 7644.

Os resultados do MALDI-TOF, que indicaram o isolado com perfil protedbmico
mais préximo ao de uma das cepas de referéncia foram confrontados com os
resultados obtidos na caracterizagdo molecular pelo MLST.

Na analise pelo MLST para Salmonella, o isolado SALM 16 e a cepa de
referéncia S. Typhimurium ATCC 14028 apresentaram os mesmos resultados para
os sete alelos, sendo associados ao ST 19 (CC1). Para a E. coli os perfis obtidos no
MALDI-TOF que indicaram o isolado EC 84 mais préximo da cepa E. coli ATCC
25922, nao foram compativeis com os resultados do MLST, que definiu apenas dois
alelos semelhantes para essas duas estirpes. Por outro lado, a metodologia revelou
quatro alelos em comum entre o isolado EC 59 e a cepa E. coli ATCC 23724, que
foram agrupadas com maior distanciamento no dendrograma do MALDI-TOF. Ja
para a L. monocytogenes, o isolado LIST 12, que apesar de nao apresentar o
mesmo ST da cepa L. monocytogenes ATCC 7644, compartilha 2 alelos em comum,
o maximo de similaridade encontrado entre os isolados e as cepas de referéncia
avaliadas.

A selecao dos isolados: SALM 16, EC 84 e LIST 12 para o preparo dos MR,
foi baseada nas metodologias do MALDI-TOF e do MLST. No entanto, nesta etapa
do estudo para a selecao dos isolados para o preparo dos MR foi dada maior énfase
aos resultados do MALDI-TOF, uma vez que a avaliagdo protedmica apresenta uma

abordagem mais ampla, envolvendo um grande numero de proteinas ribossomais



83

como principais constituintes do espectro de massa gerado, propiciando uma melhor

comparacao entre os isolados e as cepas de referéncia.



Figura 7 - Perfil proteémico por MALDI-TOF dos isolados e das cepas de referéncia de S Typhimurium.
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Nr | sample Species Genus Family
5 S. Enteritidis ATCC 13076 enterica ssp enterica Salmeonella Family | Enterobacteriaceae
12 |5alm 12 Salmonella Family | Enterobacteriaceae
6 |5 pullorum ATCC G120 enterica ssp enterica salmonella Family | Enterobacteriaceae
14 |salm 16 mrphqlerica Salmonella Family | Enterobacteriaceae
2 |S. Tiphymurium ATCC 14028 ewteriw Salmonella Family | Enterobacteriaceae
3 S. Tiphymurium ATCC 14028 enterica ssp enterica Salmonella Family | Enterobacteriaceae
16 |Salm 20 enterica ssp enterica Salmonella Family | Enterobacteriaceae
13 |Salm 13 enterica ssp enterica salmonella Family | Enterobacteriaceae
& |salm17 enterica ssp enterica Salmonella Family | Enterobacteriaceae
10 |Salm 9 enterica ssp enterica Salmonella Family | Enterobacteriaceae
17 |5alm 10 Salmonella Family 1 Enterobacteriaceae
4 |8, Typhimurium ATCC 13311 enterica ssp enterica salmonella Family | Enterobacteriaceae
21 |Salm 14 enterica ssp E_I!I_erica Salmonella Family | Enterobacteriaceae
7 |S. Choleraesuis ATCC 10708 enterica ssp enterica Salmonella Family | Enterobacteriaceae
15 |Salm 19 enterica ssp enterica Salmonella Family | Enterobacteriaceae
1 |salm 18 enterica ssp enterica Salmonella Family | Enterobacteriaceae
11 |salm 11 Salmonella Family | Enterobacteriaceae
20 |Salm 21 enterica ssp enterica Salmonella Family | Enterobacteriaceas
22 |Salm 15 enterica ssp enterica Salmonella Family | Enterobacteriaceae
19 |Salm 22 Salmonella Family | Enterobacteriaceae
18 |5, Gallinarum ATCC 9184 enterica ssp enterica salmonella Family | Enterobacteriaceae
9 |5, Arizonae ATCC 13314 Salmonella Family | Enterobacteriaceae




Figura 8 - Perfil proteémico dos isolados e das cepas de referéncia de E. coli utilizados no estudo.
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o v » ®» 4 ®m  ® T ® @
% Nr | sample Species Genus Family
11 |EC 102 coli Escherichia Family | Entercbacteriaceae
12 EC 139 coli Escherichia Family | Entercbacteriaceae
1 EC 90 coli Escherichia Family | Enterobacteriaceae
16 |EC 81 ;c:li Escheri_c_hia Family | Enterobacteriaceae
15 |EC B coli Escherichia Family | Enterobacteriaceae
3 EC 84 Toli Escherichia Family | Enterobacteriaceae
4 E. coli ATCC 25922 et Escherichia Family | Enterocbacteriaceae
10 [EC 99 coli Escherichia Family | Enterobacteriaceae
2 EC 59 coli Escherichia Family | Enterobacteriaceae
EC 88 ;:-oli Escherichia Family | Enterobacteriaceae
8 EC 96 coli Escherichia Family | Enterobacteriaceae
14 | E. coli ATCC 23724 coli Escherichia Family | Enterobacteriaceae
9 EC 98 coli Escherichia |Family | Enterobacteriaceae
— 5 |E. coli ATCC 10536 coli \Escherichia Family | Enterobacteriaceae
__i_3 EC 49 coli Escherichia Family | Enterobacteriaceae
7 |EC92 coli Escherichia Family | Enterobacteriaceae

Fonte: Do autor, 2015.




Figura 9 - Perfil protedmico dos isolados e das cepas de referéncia de L. monocytogenes utilizados no estudo.
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4.2 Selecao dos isolados e preparo dos lotes CBR

As cepas selecionadas foram depositadas na CBRVS do
INCQS/FIOCRUZ com as seguintes identificagées: S. Typhimurium isolado
SALM 16 identificacdo de depdsito P5432; E. coli isolado EC 84 com
identificacdo P5444 e L. monocytogenes, isolado LIST 12 com identificagdo de
depésito de P5445.

A partir das cepas selecionadas, foram produzidos trés lotes candidatos a
bactérias de referéncia: CBR de S. Typhimurium, CBR de E. coli e CBR de L.
monocytogenes, seguindo os “Planejamentos da Produgao”, descritos no

Apéndice B.

4.3 Controle dos lotes de cbr produzidos

Os controles aplicados aos CBR tiveram como objetivo atender aos
requisitos técnicos essenciais das normas com escopos relacionados a
producao de materiais de referéncia. Primeiramente foi aplicada uma das
orientacbes da NIT-DICLA 61:2012 que aborda a viabilidade e pureza de
materiais biolégicos, considerada condi¢ao fundamental na aceitagdo dos lotes
microbioldgicos produzidos. A avaliagdo da homogeneidade e estabilidade,
destacada na ABNT NBR ISO GUIA 34:2012, em vigor no momento do estudo,
foram considerados requisitos essenciais na garantia da manutengao das
propriedades dos materiais de referéncia, apds o preparo.

Dos 416 frascos produzidos de cada lote, onze frascos do CBR de S.
Typhimurium (oito do sub-lote 1 e trés do sub-lote 2), 23 do CBR de E. coli (15
do sub-lote 1 e trés do sub-lote 2) e dez do CBR de L. monocytogenes (trés do
sub-lote 1 e trés do sub-lote 2) apresentaram resultado insatisfatorio para o teste

de vacuo e foram descartados.

4.3.1 Estudo da Viabilidade e da Pureza

O cultivo em &gar TSA, contendo 0,6% de extrato de levedura,

evidenciou para os trés lotes avaliados, excelente recuperagao dos micro-
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organismos preservados, com culturas puras, caracterizadas pelo crescimento

de apenas um tipo de morfologia colonial em cada um dos lotes preparados.

4.3.2 Resultados do Teste da Homogeneidade

Os resultados das contagens de col6nias realizadas visualmente de 20
frascos de cada sub-lote expressas em UFC.mL" e as respectivas conversoes

em log encontram-se nas Tabelas, 4, 5 e 6.

Tabela 4 - Resultados das contagens da homogeneidade dos sub-lotes do CBR
de S. Typhimurium obtidas em UFC.mL-' e em log

Sub-lote | Sub-lote 11
Unidade Contagem log Contagem log Unidade Contagem log Contagem log
do lote " " » 4, | do lote " " 1 “
[UFC.mI"] [UFC.mI"]| [UFC.mI"] [UFC.mI] [UFC.mI"] [UFC.mI"]| [UFC.mI"] [UFC.mI]
10 1,6E+06 6,20 1,9E+06 6,30 218 2,0E+06 6,28 2,9E+06 6,46
20 2,7E+06 6,43 2,8E+06 6,28 228 1,9E+06 6,45 2,9E+06 6,46
32 1,9E+06 6,28 2,3E+06 6,40 240 2,5E+06 6,36 2,7E+06 6,43
42 2,5E+06 6,40 2,9E+06 6,38 250 2,4E+06 6,46 2,6E+06 6,41
50 1,8E+06 6,26 3,1E+06 6,30 258 2,0E+06 6,49 3,9E+06 6,59
63 1,6E+06 6,20 1,6E+06 6,30 270 2,0E+06 6,20 2,5E+06 6,40
72 3,0E+06 6,48 3,0E+06 6,34 280 2,2E+06 6,48 2,5E+06 6,40
84 3,2E+06 6,51 3,5E+06 6,26 292 1,8E+06 6,54 2,1E+06 6,32
94 2,8E+06 6,45 3,5E+06 6,40 302 2,5E+06 6,54 3,1E+06 6,49
102 3,8E+06 6,58 3,8E+06 6,28 310 1,9E+06 6,58 1,9E+06 6,28
114 2,0E+06 6,30 2,0E+06 6,45 322 2,8E+06 6,30 3,4E+06 6,53
124 2,8E+06 6,45 3,5E+06 6,26 332 1,8E+06 6,54 2,0E+06 6,30
136 2,5E+06 6,40 3,0E+06 6,18 344 1,5E+06 6,48 1,9E+06 6,28
146 2,8E+06 6,45 3,5E+06 6,30 354 2,0E+06 6,54 2,6E+06 6,41
154 2,2E+06 6,34 2,7E+06 6,26 362 1,8E+06 6,43 2,8E+06 6,45
166 2,4E+06 6,38 2,5E+06 6,15 374 1,4E+06 6,40 1,8E+06 6,26
176 1,8E+06 6,26 3,0E+06 6,15 384 1,4E+06 6,48 2,0E+06 6,30
188 2,6E+06 6,41 2,9E+06 6,18 396 1,5E+06 6,46 2,5E+06 6,40
198 2,4E+06 6,38 2,8E+06 6,08 406 1,2E+06 6,45 1,3E+06 6,11
206 2,9E+06 6,46 2,9E+06 6,26 414 1,8E+06 6,46 2,3E+06 6,36

Fonte: Do autor, 2016.
UFC.ml"'- unidade formadora de colénia por mililitro
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Tabela 5 - Resultados das contagens da homogeneidade dos sub-lotes do CBR
de E. coli obtidas em UFC.mL" e em log

Sub-lote | Sub-lote 11
Unidade Unidade
do lote Contagem log Contagem log do lote Contagem log Contagem log
[UFC.mI"] [UFC.mI"]| [UFC.mI"] [UFC.mI'] [UFC.mI"] [UFC.mI"]| [UFC.mI"] [UFC.mI']

2 1,7E+06 6,23 1,8E+06 6,34 210 2,2E+06 6,26 2,3E+06 6,36
21 1,1E+06 6,04 1,7E+06 6,08 229 1,2E+06 6,23 1,9E+06 6,28
32 1,3E+06 6,11 1,8E+06 6,08 240 1,2E+06 6,26 1,6E+06 6,20
39 1,6E+06 6,20 1,8E+06 6,00 247 1,0E+06 6,26 1,6E+06 6,20
51 1,1E+06 6,04 1,2E+06 6,18 259 1,5E+06 6,08 1,8E+06 6,26
54 1,7E+06 6,23 2,0E+06 6,08 262 1,2E+06 6,30 1,9E+06 6,28
73 1,1E+06 6,04 1,5E+06 6,15 281 1,4E+06 6,18 1,7E+06 6,23
74 1,2E+06 6,08 1,4E+06 6,18 292 1,5E+06 6,15 1,5E+06 6,18
91 1,5E+06 6,18 1,8E+06 6,15 299 1,4E+06 6,26 1,8E+06 6,26
103 1,0E+06 6,00 1,9E+06 6,00 311 1,0E+06 6,28 1,3E+06 6,11
106 1,1E+06 6,04 1,2E+06 6,04 314 1,1E+06 6,08 1,3E+06 6,11
125 9,0E+05 5,95 1,7E+06 5,85 333 7,0E+05 6,23 7,0E+05 5,85
136 1,0E+06 6,00 1,8E+06 6,08 344 1,2E+06 6,26 1,4E+06 6,15
143 8,0E+05 5,90 1,3E+06 5,95 352 9,0E+05 6,11 1,2E+06 6,08
155 7,0E+05 5,85 8,0E+05 5,90 363 8,0E+05 5,90 1,3E+06 6,11
158 1,1E+06 6,04 1,7E+06 5,85 365 7,0E+05 6,23 1,2E+06 6,08
177 8,0E+05 5,90 1,6E+06 6,15 385 1,4E+06 6,20 1,9E+06 6,28
188 1,0E+06 6,00 1,0E+06 6,00 396 1,0E+06 6,00 1,6E+06 6,20
192 1,5E+06 6,18 1,5E+06 5,90 403 8,0E+05 6,18 1,0E+06 6,00
207 1,4E+06 6,15 2,1E+06 6,20 408 1,6E+06 6,32 2,1E+06 6,32

Fonte: Do autor, 2016.
UFC.ml'- unidade formadora de col6nia por mililitro

Tabela 6 - Resultados das contagens da homogeneidade do lote CBR de L.
monocytogenes obtidas em UFC e em log

Sub-lote | Sub-lote Il
Unidade Unidade
do lote Contagem log Contagem log do lote Contagem log Contagem log
[UFC.mI"] [UFC.mI"]| [UFC.mI""] [UFC.mI"] [UFC.mI"] [UFC.mI"]| [UFC.mI"] [UFC.mI"]

4 1,5E+07 7,18 1,6E+07 7,23 212 1,7E+07 7,20 1,8E+07 7,26
11 1,3E+07 7,11 1,3E+07 7,15 219 1,4E+07 7,11 1,5E+07 7,18
24 1,3E+07 7,11 1,5E+07 7,18 232 1,5E+07 7,18 1,5E+07 7,18
35 1,4E+07 7,15 1,4E+07 7,15 243 1,4E+07 7,15 1,4E+07 7,15
47 1,8E+07 7,26 1,9E+07 7,11 255 1,3E+07 7,28 1,3E+07 7,11
56 1,5E+07 7,18 1,5E+07 7,18 264 1,5E+07 7,18 1,7E+07 7,23
63 1,3E+07 7,11 1,4E+07 7,15 271 1,4E+07 7,15 1,6E+07 7,20
76 1,6E+07 7,20 1,7E+07 7,08 284 1,2E+07 7,23 1,4E+07 7,15
87 1,3E+07 7,11 1,4E+07 7,11 295 1,3E+07 7,15 1,4E+07 7,15
99 1,6E+07 7,20 1,8E+07 7,18 307 1,5E+07 7,26 1,6E+07 7,20
108 1,6E+07 7,20 1,7E+07 7,11 316 1,3E+07 7,23 1,4E+07 7,15
115 1,5E+07 7,18 1,5E+07 7,18 323 1,5E+07 7,18 1,5E+07 7,18
128 1,5E+07 7,18 1,5E+07 7,20 336 1,6E+07 7,18 1,6E+07 7,20
139 1,6E+07 7,20 1,6E+07 7,26 347 1,8E+07 7,20 1,9E+07 7,28
151 1,7E+07 7,23 1,9E+07 7,20 359 1,6E+07 7,28 1,8E+07 7,26
160 1,6E+07 7,20 2,0E+07 7,20 368 1,6E+07 7,30 1,6E+07 7,20
167 1,6E+07 7,20 1,7E+07 7,18 375 1,5E+07 7,23 1,5E+07 7,18
180 1,5E+07 7,18 1,5E+07 7,20 388 1,6E+07 7,18 1,6E+07 7,20
191 1,6E+07 7,20 1,6E+07 7,23 399 1,7E+07 7,20 1,7E+07 7,23
203 1,3E+07 7,11 1,5E+07 7,23 410 1,7E+07 7,18 2,0E+07 7,30

Fonte: Do autor, 2016.
UFC.ml-'- unidade formadora de colénia por mililitro

A avaliagao estatistica do teste pela ANOVA, classificou todos os sub-

lotes analisados individualmente como “suficientemente homogéneos”.
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A Tabela 7 fornece os dados pela analise da ANOVA, obtidos em
planilha Excel, relativos a avaliagdo da homogeneidade dos sub-lotes

produzidos.

Tabela 7 - Resultados do teste da homogeneidade dos sub-lotes produzidos
pela analise da variancia (ANOVA)

lotes
Dados da ANOVA S.Typhimurium | E. coli | L. monocytogenes
Sub-lote | Sub-lote Il Sub-lote | Sub-lote Il Sub-lote| Sub-lote Il

Desvio Padrdo (cp) 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Valores dispersos eliminados NE NE NE NE NE NE
Médias contagens placas 6,414 6,328 6,123 6,117 7,188 7,187
Desvio Padrao Toleravel (call2) 0,0056 0,0056 0,0056 0,0056 0,0056 0,0056
Variancia Analitica (San2) 0,0043 0,0085 0,0013 0,0096 0,0007 0,0006
Variancia entre Amostras (Sam2)| 0,0067 0,0049 0,0029 0,0095 0,0017 0,0019
"c" critico 0,011 0,014 0,016 0,014 0,009 0,009
Resultado SH SH SH SH SH SH

Fonte: Do autor, 2016.
NE- nenhum; SH- “suficientemente homogéneos”.

A avaliagdo da homogeneidade entre cada dois sub-lotes liofilizados em
momentos diferentes foi realizada com a aplicagdo do teste F, em planilha
Excel. Foi estabelecida a hipétese de equivaléncia entre os sub-lotes. Seguindo
os dados das Tabelas 10 a 12, pode-se observar que os resultados obtidos,
nos trés grupos de sub-lotes, apresentaram F > Fcritico, indicando a rejeicdo da
hipétese de equivaléncia para cada uma das trés duplas de sub-lotes.

Foi entdo aplicado o teste t (Tabelas 8 a 10), em planilha Excel,
presumindo variancias diferentes, porém buscando-se a hipodtese de
equivaléncia entre as médias das duplas. O teste t, aplicado para a dupla de
sub-lotes dos CBR de S. Typhimurium, citado na Tabela 8, gerou Stat t > t critico
bi-caudal € @ hipotese foi rejeitada, sendo os sub-lotes considerados néo
equivalentes. Entretanto, para os sub-lotes dos CBR de E. coli e CBR de L.
monocytogenes, os resultados descritos nas Tabelas 9 e 10 indicaram Stat t <t
critico bi-caudal S€NdO as hipdteses das equivaléncias aceitas.

Assim, os sub-lotes CBR de E. coli e CBR de L. monocytogenes foram
considerados homogéneos, passando a representar lotes unicos de CBR. Ja,
os sub-lotes do CBR de S. Typhimurium classificados como ndo homogéneos
passaram a ser representados como sub-lote | e sub-lote II.

Assim, para os sub-lotes do CBR de S. Typhimurium a verificagdo da

estabilidade, que avalia o parametro quantitativo, foi realizada para cada um
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dos sub-lotes separadamente. Para os demais testes de controle, todos
fundamentados em parametros qualitativos, a selecdo dos fracos foi feita
aleatoriamente, contemplando metade do numero de frascos de cada um dos
sub-lotes.

Apesar dos materiais terem sido preparados pelo mesmo processo, a
nao equivaléncia numérica de contagem entre os sub-lotes do CBR de S.
Typhimurium, verificada pela avaliagdo estatistica das contagens, pode ser
atribuida ao fato de terem sido liofilizados em momentos distintos, porém em
condicbes de dessecacdo semelhantes, mas que foram diferenciadas pelo

funcionamento do equipamento.

Tabela 8. Teste F e teste t aplicados no estudo da

homogeneidade dos sub-lotes de S. Typhimurium
Teste-F: duas amostras para variancias

Varidvel 1 Varidvel 2
Média 6,413619607 6,328143223
Variancia 0,01086904 0,013249784
Observagoes 40 40
gl 39 39
F 0,820318285
P(F<=f) uni-caudal 0,269607032
F critico uni-caudal 0,586694336
Teste-t: duas amostras presumindo variancias diferentes

Varidvel 1 Varidvel 2
Média 6,413619607 6,328143223
Varidncia 0,01086904 0,013249784
Observagodes 40 40
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 77
Statt 3,48095233
P(T<=t) uni-caudal 0,000413147
t critico uni-caudal 1,664884537
P(T<=t) bi-caudal 0,000826293

tcritico bi-caudal 1,991254395

Fonte: Do autor, 2016.



Tabela 9 - Teste F e teste t aplicados no estudo da

homogeneidade dos sub-lotes de CBR E. coli
Teste-F: duas amostras para variancias

Varidvel 1 Varidvel 2
Média 6,122911887 6,11717293
Variancia 0,015817504 0,018859756
Observacgoes 40 40
gl 39 39
F 0,838690784
P(F<=f) uni-caudal 0,292728781
F critico uni-caudal 0,586694336
Teste-t: duas amostras presumindo variancias diferentes

Varidvel 1 Varidvel 2
Média 6,122911887 6,11717293
Variancia 0,015817504 0,018859756
Observagoes 40 40
Hipotese da diferenca de média 0
gl 77
Statt 0,194912878
P(T<=t) uni-caudal 0,422987265
t critico uni-caudal 1,664884537
P(T<=t) bi-caudal 0,845974531

t critico bi-caudal 1,991254395

Fonte: Do autor, 2016.

Tabela 10 - Teste F e teste t aplicados no estudo da
homogeneidade dos sub-lotes de CBR L. monocytogenes

Teste-F: duas amostras para variancias

Varidvel 1 Varidvel 2
Média 7,188431346 7,186939945
Variancia 0,002296859 0,002390265
Observagoes 40 40
gl 39 39
F 0,960922471
P(F<=f) uni-caudal 0,450788937
F critico uni-caudal 0,586694336
Teste-t: duas amostras presumindo variancias diferentes

Varidvel 1 Varidvel 2

Média 7,188431346
Variancia 0,002296859
Observagodes 40
Hipotese da diferenga de média 0
gl 78
Statt 0,137775225
P(T<=t) uni-caudal 0,445386555
t critico uni-caudal 1,664624645

P(T<=t) bi-caudal
t critico bi-caudal

0,890773111
1,990847069

7,186939945
0,002390265
40

Fonte: Do autor, 2016.
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4.3.3 Resultados do Estudo da Estabilidade

4.3.3.1 Estabilidade de Longa Duragéo

A estabilidade de longa duracéo avaliou a instabilidade dos materiais sob
condicbes de estoque, nas temperaturas de armazenamento (-20 °C) e de
referéncia (-70 °C), ao longo de um ano. As analises foram realizadas
quinzenalmente, com dois frascos armazenados em cada uma das temperaturas.
As Tabelas 11, 13, 15 e 17 descrevem as médias das contagens em UFC.mL"!
dos lotes CBR, nas temperaturas avaliadas.

As Tabelas 12, 14 e 16 apresentam os dados da analise de residuos de
regressao linear, obtidos no programa Microsoft Excel, com os valores do
coeficiente angular de inclinacdo, do erro do coeficiente angular e da
probabilidade t de Student, que definem a estabilidade do material. Como critério
de avaliagdo, foi estabelecido que o moddulo do coeficiente angular deve
apresentar valor menor que o produto da probabilidade t de Student pelo erro do
coeficiente angular (sp) (ABNT, 2012b).

As Figuras 10 a 12 ilustram as varia¢gdes da concentragdo de células, nas
duas temperaturas, ao longo do estudo. Os graficos mostram os valores de
contagem, convertidos em Log1o, posicionados no eixo y, correlacionados com a

variavel tempo, posicionada no eixo x.
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Tabela 11. Resultado do estudo da estabilidade de longa duracdo nas
temperaturas de -20 e -70°C

-20°C -70°C
Inter;/ialo €M hédia item 1| média item 2 log das médias | média item 1 | média item 2 | log das médias

as [UFC.mI"] [UFC.mI"] [UFC.mI"] [UFC.mI"] [UFC.mI"] [UFC.mI"]
0 2,1E+06 2,5E+06 6,36 2,9E+06 2,5E+06 6,43
13 2,0E+06 2,1E+06 6,31 2,4E+06 2,4E+06 6,38
27 2,0E+06 2,0E+06 6,30 2,7E+06 2,6E+06 6,42
41 1,6E+06 2,4E+06 6,30 2,3E+06 2,6E+06 6,39
55 2,8E+06 1,9E+06 6,37 2,4E+06 2,0E+06 6,34
69 2,0E+06 2,8E+06 6,38 2,4E+06 2,1E+06 6,35
78 2,4E+06 2,7E+06 6,41 2,9E+06 2,1E+06 6,40
99 2,3E+06 1,1E+06 6,23 1,7E+06 2,4E+06 6,31
110 2,3E+06 2,4E+06 6,37 2,0E+06 2,2E+06 6,32
134 2,5E+06 1,6E+06 6,31 2,1E+06 1,7E+06 6,28
146 1,7E+06 2,4E+06 6,31 2,1E+06 2,6E+06 6,37
160 2,1E+06 1,2E+06 6,22 1,8E+06 1,4E+06 6,20
174 1,2E+06 1,3E+06 6,10 1,6E+06 1,7E+06 6,22
189 1,6E+06 1,8E+06 6,23 2,0E+06 1,8E+06 6,28
202 2,3E+06 1,7E+06 6,30 1,7E+06 2,1E+06 6,28
222 2,0E+06 2,0E+06 6,30 2,5E+06 1,8E+06 6,33
236 1,8E+06 1,7E+06 6,24 1,8E+06 1,6E+06 6,23
251 2,3E+06 1,9E+06 6,32 1,5E+06 2,0E+06 6,24
265 2,3E+06 2,2E+06 6,35 2,4E+06 2,5E+06 6,39
281 2,0E+06 2,1E+06 6,31 2,7E+06 2,5E+06 6,41
204 1,5E+06 1,4E+06 6,16 1,7E+06 1,9E+06 6,26
309 1,8E+06 1,2E+06 6,18 2,6E+06 2,4E+06 6,40
327 2,1E+06 1,3E+06 6,23 2,6E+06 2,8E+06 6,43
341 1,7E+06 2,0E+06 6,27 2,4E+06 2,5E+06 6,39
356 1,8E+06 1,9E+06 6,27 2,3E+06 2,6E+06 6,39

Fonte: Do autor, 2016.
UFC.ml'- unidade formadora de coldnia por mililitro.

Tabela 12 - Analise de residuos de regressao linear do Sub-lote 1 do
CBR S. Typhimurium a -20 e -70 °C

Coeficiente

Erro do coef.

Temperatura Angular (b)  Angular (sb) t S xt bl Resultado
-20 °C -0,000302 0,000129 2,068658 0,000267 0,000302 Instavel
-70 °C 0,000066 0,000137 2,068658 0,000283 0,000066 Estavel

Fonte: Do autor, 2016.
t — t de Student
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Tabela 13 - Resultado do estudo da estabilidade de longa duragdo nas
temperaturas de -20 °C e -70 °C do Sub-lote 2 do CBR Salmonella
Typhimurium

Intervalo em

-20°C -70°C

média item 1 | média item 2 | log das médias | média item 1 | média item 2 | log das médias

dias [UFC.mI"] | [UFC.mI™] [UFC.mI""] [UFC.mI"] | [UFC.mI™] [UFC.mI"]
0 1,0E+06 2.0E+06 6,29 1,8E+06 2,1E+06 6,29
13 1,9E+06 2,1E+06 6,30 1,6E+06 2,0E+06 6,26
27 2,0E+06 2,3E+06 6,33 1,7E+06 2,1E+06 6,28
41 2,5E+06 1,4E+06 6,29 2.9E+06 1,8E+06 6,37
55 3,26+06 3,8E+06 6,54 2,5E+06 2,0E+06 6,37
69 2,0E+06 2,06+06 6,32 2,0E+06 1,9E+06 6,31
78 2,5E+06 2,6E+06 6,41 2,4E+06 2,7E+06 6,41
99 1,6E+06 1,6E+06 6,20 1,6E+06 1,6E+06 6,20
110 2,0E+06 2,0E+06 6,32 1,8E+06 2,0E+06 6,37
134 1,2E+06 1,8E+06 6,18 1,2E+06 2,0E+06 6,20
146 1,0E+06 1,8E+06 6,15 1,4E+06 1,3E+06 6,13
160 1,2E+06 1,8E+06 6,18 2.0E+06 1,6E+06 6,28
174 1,4E+06 1,6E+06 6,18 2,1E+06 2,0E+06 6,33
189 1,3E+06 1,4E+06 6,13 1,8E+06 2,4E+06 6,32
202 1,4E+06 2,0E+06 6,23 2,0E+06 2,0E+06 6,32
222 1,6E+06 1,6E+06 6,20 2,3E+06 2,6E+06 6,39
236 1,4E+06 1,6E+06 6,18 2,4E+06 2,5E+06 6,39
251 1,5E+06 1,4E+06 6,16 2,4E+06 2,7E+06 6,41
265 2,3E+06 2,06+06 6,35 2,4E+06 2,5E+06 6,39
281 2,0E+06 2.0E+06 6,30 2,7E+06 2,4E+06 6,41
294 1,4E+06 1,3E+06 6,13 2,0E+06 2,8E+06 6,40
309 11E+06 2,1E+06 6,20 2,0E+06 2,5E+06 6,37
327 2,1E+06 2,0E+06 6,31 2,7E+06 2,7E+06 6,43
341 1,6E+06 1,7E+06 6,22 2,4E+06 2,8E+06 6,41
356 1,7E+06 2.0E+06 6,27 2,0E+06 2,4E+06 6,36

Fonte: Do autor, 2016.
UFC.ml"'- unidade formadora de col6nia por mililitro.

Tabela 14 - Andlise de residuos de regressao linear do sub-lote 2 do
CBR S. Typhimurium a -20 e -70 °C

Coeficiente  Erro do coef.

Temperatura Angular (b)  Angular (s0) t sb X t |b] Resultado
-20 °C -0,000083 0,000096 2,068658  0,000200 0,000083 Estavel
-70 °C 0,000136 0,000245 2,068658 0,000507 0,000136 Estavel

Fonte: Do autor, 2016.
t—t de Student

Figura 10. Variagdo da concentracdo de células dos Sub-lotes do
CBR S. Typhimurium ao longo de 356 dias de estoque a -20 e a

-70 °C
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Fonte: Do autor, 2016.



Tabela 15 - Resultado do estudo da estabilidade de longa duragdo nas

temperaturas de —20 e -70 °C do CBR E. coli
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Intervalo em -20°C -70°C
dias média item 1 | média item 2 | log das médias | média item 1 [ média item 2 | log das médias
[UFC.mI™] [UFC.mI"] [UFC.mI"] [UFC.mI™] [UFC.mI™] [UFC.mI™]
0 1,6E+06 2,0E+06 6,26 1,8E+06 1,6E+06 6,23
13 9,9E+05 1,8E+06 6,14 1,4E+06 9,3E+05 6,07
27 2,9E+06 1,9E+06 6,38 2,2E+06 2,4E+06 6,36
41 2,8E+06 2,4E+06 6,41 2,1E+06 2,3E+06 6,34
55 1,7E+06 2,3E+06 6,30 2,0E+06 1,7E+06 6,27
69 2,0E+06 1,8E+06 6,28 2,1E+06 8,5E+05 6,17
78 1,2E+06 9,0E+05 6,02 1,3E+06 1,3E+06 6,11
99 1,6E+06 1,6E+06 6,20 1,7E+06 1,5E+06 6,20
110 1,1E+06 1,3E+06 6,08 1,0E+06 1,6E+06 6,11
134 1,0E+06 1,0E+06 6,00 1,0E+06 1,0E+06 6,00
146 9,8E+05 1,2E+06 6,04 1,0E+06 1,1E+06 6,02
160 1,4E+06 1,5E+06 6,16 1,4E+06 1,7E+06 6,19
174 1,2E+06 1,3E+06 6,10 1,3E+06 1,4E+06 6,13
189 1,1E+06 1,2E+06 6,06 1,1E+06 1,6E+06 6,13
202 1,2E+06 2,3E+06 6,24 1,2E+06 1,6E+06 6,15
222 1,2E+06 1,3E+06 6,10 1,5E+06 1,4E+06 6,16
236 1,4E+06 1,7E+06 6,19 1,5E+06 1,5E+06 6,18
251 1,1E+06 1,5E+06 6,11 1,3E+06 1,5E+06 6,15
265 1,7E+06 1,8E+06 6,24 1,7E+06 1,8E+06 6,24
281 1,1E+06 1,1E+06 6,04 1,2E+06 1,2E+06 6,08
294 1,5E+06 1,6E+06 6,19 1,5E+06 1,5E+06 6,18
309 1,5E+06 1,6E+06 6,19 2,1E+06 1,8E+06 6,29
327 1,4E+06 1,6E+06 6,18 2,0E+06 1,8E+06 6,28
341 1,6E+06 1,1E+06 6,13 1,5E+06 2,1E+06 6,26
356 1,4E+06 1,5E+06 6,16 1,6E+06 2,1E+06 6,27

Fonte: Do autor, 2016.
UFC.ml-'- unidade formadora de col6nia por mililitro.

Tabela 16. Analise de residuos de regressao linear do CBR E. coli a -20

e-70°C
Coeficiente  Erro do coef.
Temperatura Angular (b)  Angular (sb) t s xt bl Resultado
-20 °C -0,000291 0,000191 2,068658 0,000395 0,000291 Estavel
-70 °C 0,000084 0,000177 2,068658  0,000366 0,000084 Estavel

Fonte: Do autor, 2016.
t—t de Student.

Figura 11. Variacdo da concentracéo de células do CBR E. coli ao
longo de 356 dias deestoque a -20 e a -70 °C
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Tabela 17 - Resultado do estudo da estabilidade de longa duragdo nas
temperaturas de —20 e -70 °C do CBR L. monocytogenes

-20°C -70°C
Inter;;l: em média item 1 | média item 2 | log das médias | média item 1 | média item 2 | log das médias
[UFC.mI™] [UFC.mI] [UFC.mI™] [UFC.mI™] [UFC.mI™] [UFC.mI"]

0 2,2E+07 1,7E+07 7,29 1,5E+07 2,1E+07 7,26
13 1,7E+07 1,7E+07 7,23 1,9E+07 2,0E+07 7,29
27 1,6E+07 1,8E+07 7,23 1,6E+07 1,7E+07 7,22
41 1,7E+07 1,8E+07 7,24 1,8E+07 1,5E+07 7,22
55 1,4E+07 1,1E+07 7,10 1,2E+07 1,1E+07 7,06
69 2,0E+07 2,2E+07 7,32 1,2E+07 1,2E+07 7,08
79 1,2E+07 1,6E+07 7,15 1,2E+07 1,1E+07 7,06
100 1,9E+07 1,8E+07 7,27 1,6E+07 1,9E+07 7,24
111 1,9E+07 1,7E+07 7,26 1,6E+07 1,4E+07 7,18
132 1,8E+07 1,5E+07 7,22 1,3E+07 1,8E+07 7,19
145 1,1E+07 9,8E+06 7,02 1,2E+07 1,1E+07 7,06
159 1,0E+07 1,1E+07 7,02 1,1E+07 1,1E+07 7,04
173 9,8E+06 1,1E+07 7,02 1,1E+07 1,0E+07 7,02
188 1,5E+07 1,4E+07 7,16 1,6E+07 1,3E+07 7,16
201 1,0E+07 1,0E+07 7,00 1,2E+07 1,0E+07 7,04
222 1,3E+07 1,3E+07 7.1 1,4E+07 1,5E+07 7,16
236 1,5E+07 1,3E+07 7,15 1,6E+07 1,6E+07 7,20
251 1,2E+07 1,3E+07 7,10 1,1E+07 1,2E+07 7,06
264 1,2E+07 1,2E+07 7,08 1,1E+07 1,1E+07 7,04
281 1,3E+07 1,2E+07 7,10 1,2E+07 1,5E+07 7,13
292 1,3E+07 1,3E+07 7,11 1,4E+07 1,3E+07 713
309 1,0E+07 1,0E+07 7,00 1,1E+07 1,1E+07 7,04
327 1,1E+07 1,2E+07 7,06 1,0E+07 1,4E+07 7,08
341 1,0E+07 1,2E+07 7,04 1,4E+07 1,2E+07 711
355 1,2E+07 1,3E+07 7,10 1,4E+07 1,6E+07 7,18
370 — —— ——- 1,6E+07 1,6E+07 7,20

Fonte: Do autor, 2016.
UFC.ml'- unidade formadora de coldnia por mililitro.

Tabela 18 - Andlise de residuos de regressao linear do CBR
L. monocytogenes a -20 e -70 °C

Coeficiente  Erro do coef.

Temperatura Angular (b)  Angular (s0) t sbxt |b]| Resultado
-20 °C -0,000590 0,000138 2,068658 0,000286 0,000590 Instavel
-70 °C -0,000216 0,000132 2,063899 0,000273 0,000216 Estavel

Fonte: Do autor, 2016.
t —t de Student.
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Figura 12 - Variacdo da concentracdo de células do CBR de L.
monocytogenes ao longo de 375 dias de estoque a -20 e a -70 °C
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Fonte: Do autor, 2016.

Os resultados encontrados definem que os lotes de CBR testados néao
apresentaram variagdes na concentragcdo de células ao longo do periodo do
estudo, sendo todos os lotes classificados como estaveis na temperatura de
referéncia (-70 °C). No entanto, na temperatura de armazenamento (-20 °C), o
sub-lote 1 do CBR de S. Typhimurium e o CBR de L. monocytogenes
apresentaram instabilidade no decorrer do teste. Novos calculos de regressao
linear foram aplicados aos dois lotes citados, a fim de determinar o prazo maximo
de estabilidade a -20 °C. Para o sub-lote 1 do CBR de S. Typhimurium foi
determinada a estabilidade a -20 °C em até 225 dias de estoque (Tabela 19). Para
o lote de L. monocytogenes, foi verificada a estabilidade a -20 °C por um periodo
maximo de 165 dias (Tabela 20).

Tabela 19 - Analise de residuos de regressao linear do sub-lote 1 do CBR
Salmonella Typhimurium a -20 °C, durante 225 dias de armazenamento

Coeficiente  Erro do coef.
Temperatura t b Resultado
peratu Angular (b)  Angular (sb) @ xi bl
-20 °C -0,000534 0,000265 2,144787  0,000569 0,000534 Estavel
Fonte: Do autor, 2016.

t—t de Student.
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Tabela 20 - Analise de residuos de regressao linear do CBR de L.
monocytogenes a -20 °C, durante 165 dias de armazenamento

Coeficiente  Erro do coef.
Temperatura Angular Angular (s0) t sbxt |b]| Resultado
-20 °C -0,001094 0,000504 2,228139  0,001123 0,001094 Estavel
Fonte: Do autor, 2016.

t —t de Student.

O estudo da estabilidade indicou uma diferenca da estabilidade dos
materiais nas duas temperaturas estudadas, mostrando que apesar dos materiais
terem sido submetidos ao processo de liofilizagcao, que é reconhecidamente uma
técnica que promove estabilidade as células, a temperatura de -70 °C, como era
esperado exerceu efeito mais adequado na manutencdo dos materias. Os
resultados encontrados se alinham com as informagdes de autores que sugerem
que bactérias submetidas a processos de dessecagdo como spray drying ou
liofilizagdo apresentam maior estabilidade quando estocadas em temperaturas
abaixo de -20 °C (IN'T VELD, 1998, GU; CHOI; KIM, 2001).

O estudo da estabilidade a -70 °C sera continuado, durante a utilizagao e
estoque dos lotes, com intervalos de analise mais prolongados de trés meses.

Os dados gerados no estudo da estabilidade foram comparados com
resultados obtidos por pesquisadores do Institute for Reference Materials and
Measurements (IRMM) da Bélgica, que desenvolveram materiais de referéncia
microbioldgicos certitificados, produzidos em formato de esferas, chamados
BioBall. A producdo dos referidos MR foi realizada com a utilizagdo de um
citometro de fluxo visando definir concentragbes precisas dos micro-organismos.
Os MRC de S. Enteritidis (BAETS et al, 2008a) e de E. coli O157 (BAETS et al,
2008b) foram produzidos em concentracées aproximadas de 5 UFC/esfera e os
materiais de Candida albicans (BAETS; MEEUS; SCHIMMEL, 2009a) e de
Enterococcus faecalis (BAETS; MEEUS; SCHIMMEL, 2009c) em concentragdes
de 1.000UFC/esfera. Em uma segunda etapa, os materiais foram congelados e
liofilizados em matriz composta de proteina e carboidrato, cuja composicdo nao
foi informada.

Os MR foram estocados a -70 °C e a -20 °C e submetidos ao estudo da
estabilidade através da contagem de UFC/esfera em meios de cultura ricos em
nutrientes. Os MRC contendo S. Enteritidis € E. coli O157 permaneceram estaveis

a -20 °C por até 12 meses € a -70 °C por até 54 meses. Os lotes preparados com
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Enterococcus faecalis e Candida albicans foram descritos como estaveis a -20 °C
e a-70 °C por até 18 meses (BAETS; MEEUS; SCHIMMEL, 2009b, 2009c).

Os resultados indicaram os materiais do IRMM mais estaveis a -20 °C que
os materiais deste estudo. Isto pode ser fungao de procedimentos de produgao
diferenciados, ou pela utilizacdo da matriz combinada com proteina e carboidrato,

nao definida pelos autores.

4.3.3.2 Estabilidade de Curta Duragéo (estabilidade de transporte)

O estudo da estabilidade de curta duragcdo avaliou as variagbes na
concentracao de células, durante quatro dias nas temperaturas de 4 e 38 °C. O
estudo teve como objetivo avaliar a manutencdo da concentragdo de células
neste periodo, simulando o tempo de transporte dos materiais do provedor ao
laboratorio.

Os resultados do estudo com os CBR encontram-se descritos nas Tabelas
21 a 28. A avaliagao estatistica por regressao linear mostrou estabilidade de
todos os lotes avaliados a 4 °C, indicando que a concentracdo de células dos
lotes ndo variou durante o periodo de estudo. Contudo, foi demonstrada a queda
da concentracdo de células dos CBR, quando expostos a temperatura de 38 °C.
As Figuras 13 a 15 esbogam a concentracao de células ao longo dos 4 dias de

estudo nas temperaturas de 4 e 38 °C.

Tabela 21 - Resultado do estudo da estabilidade de curta duragao na temperatura

de 4 °C e 38°C do Sub-lote 1 do CBR de S. Typhimurium
4°C 38 °C
Inter\(;?allz em média item 1 | média item 2 |log das médias | média item 1 | média item 2 |log das médias
[UFC.mI""] [UFC.mI""] [UFC.mI""] [UFC.mI""] [UFC.mI""] [UFC.mI""]
0 2,1E+06 2,3E+06 6,34 2,1E+06 2,3E+06 6,34
1 1,9E+06 2,0E+06 6,29 1,1E+06 1,2E+06 6,07
2 2,2E+06 2,2E+06 6,34 9,0E+05 1,0E+06 5,98
3 2,0E+06 2,3E+06 6,33 6,8E+05 7,4E+05 5,85
4 2,0E+06 2,6E+06 6,36 4,4E+05 4,7E+05 5,65

Fonte: Do autor, 2016.
UFC.ml"'- unidade formadora de coldnia por mililitro



Tabela 22 - Analise de residuos de regressao linear do Sub-lote 1 do

CBR de S. Typhimurium a4 e a 38 °C

Coeficiente Erro do coef.

Temperatura Angular Angular (sb) t sb x t |b] Resultado
4°C 0,006550 0,007859 3,182446 0,025011 0,006550 Estavel
38°C -0,158476 0,015974 3,182446 0,050836 0,158476 Instavel

Fonte: Do autor, 2016.
t — t de Student.

Tabela 23 - Resultado do estudo da estabilidade de curta duragao na
temperatura de 4 °C e 38 °C do Sub-lote 2 do CBR de S. Typhimurium
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4°C 38 °C
Inter;.alo €M Mmédia item 1 [média item 2 log das médias [ média item 1 [ média item 2 |log das médias
1as [UFC.mI™"] [UFC.mI™"] [UFC.mI™"] [UFC.mI™"] [UFC.mI™"] [UFC.mI™"]
0 2,2E+06 2,4E+06 6,36 2,2E+06 2,4E+06 6,36
1 1,8E+06 2,0E+06 6,27 1,2E+06 1,3E+06 6,09
2 2,0E+06 2,2E+06 6,32 7,6E+05 7,6E+05 5,88
3 2,0E+06 2,1E+06 6,30 5,8E+05 6,1E+05 5,77
4 2,0E+06 2,2E+06 6,32 4,3E+05 5,2E+05 5,67

Fonte: Do autor, 2016.
UFC.ml-'- unidade formadora de colénia por mililitro.

Tabela 24 - Analise de residuos de regressao linear do Sub-lote 2 do

CBR de S. Typhimurium a4 e a 38 °C

Coeficiente Erro do coef.

Temperatura Angular Angular (sb) t sb x t |b| Resultado
4°C 0,005019 0,010892 3,182446 0,034663 0,005019 Estavel
38 °C -0,168626 0,022243 3,182446 0,070786 0,168626 Instavel

Fonte: Do autor, 2016.
t—t de Student

Figura 13 - Variagcao da concentracao diaria de células dos Sub-lotes
1 e 2 do CBR S. Typhimurium durante simulagao de transporte a 4 e

a 38 °C
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Fonte: Do autor, 2016.



Tabela 25 - Resultado do estudo da estabilidade de curta duragao na
temperatura de 4 °C e 38°C do CBR de E.coli
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4°C 38°C
Inter;'fllo €M Mmédia item 1 |média item 2 log das médias [ média item 1 [ média item 2 |log das médias
fas [UFC.mI"] [UFC.mI"] [UFC.mI"] [UFC.mI"] [UFC.mI"] [UFC.mI"]
0 1,4E+06 1,4E+06 6,14 1,4E+06 1,4E+06 6,13
1 1,2E+06 1,2E+06 6,07 8,4E+05 9,5E+05 5,95
2 1,1E+06 1,2E+06 6,04 8,2E+05 8,0E+05 5,91
3 1,1E+06 1,5E+06 6,11 6,2E+05 6,2E+05 5,79
4 1,4E+06 1,4E+06 6,14 2,6E+05 2,9E+05 5,44

Fonte: Do autor, 2016.
UFC.ml"'- unidade formadora de col6nia por mililitro.

Tabela 26 - Anadlise de residuos de regressao linear do CBR de E. coli

adeal38°C
Coeficiente Erro do coef.
Temperatura Angular Angular (sb) t sb x t |b| Resultado
4°C 0,008330 0,013570 3,182450 0,043186 0,008330 Estavel
38°C -0,136140 0,021420 3,182450 0,068168 0,136140 Instavel

Fonte: Do autor, 2016.
t—t de Student.

Figura 14 - Variagdo da concentragéo diaria de células do CBR E.
coli durante simulacdo de transporte a4 e a 38 °C

Estabilidade de curta duragao CBR E. coli

6,4
6,2

6,0

5,8
5,6
5,4

Contagem (log céls/g)

5,2 T T T 1
0 1 2 3 4
Dias
= 4 9C = 38°C

Fonte: Do autor, 2016.



Tabela 27. Resultado do estudo da estabilidade de curta duragéo na
temperatura de 4 °C e 38°C do CBR de L. monocytogenes
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4°C 38 °C
Inter\éiaalt; €M Mhédia item 1 [média item 2 log das médias [ média item 1 [ média item 2 |log das médias
[UFC.mI"] [UFC.mI"] [UFC.mI™] [UFC.mI™] [UFC.mI™] [UFC.mI™]
0 1,9E+07 2,0E+07 7,29 1,9E+07 2,0E+07 7,28
1 1,8E+07 1,9E+07 7,26 1,6E+07 1,6E+07 7,19
2 1,8E+07 1,8E+07 7,25 7,8E+06 7,4E+06 6,88
3 1,4E+07 1,8E+07 7,20 5,6E+06 4,1E+06 6,65
4 1,6E+07 1,7E+07 7,23 4,3E+06 5,1E+06 6,62
Fonte: Do autor, 2016.
UFC.ml-'- unidade formadora de col6nia por mililitro.
Tabela 28. Analise de residuos de regressao linear, do CBR de
L. monocytogenes
Temperatura Coeficiente | Erro do coef. t sb x t |b| Resultado
P Angular Angular (sb)
4°C 0,018759 0,006878  3,182446 0,021888 0,018759 Estavel
38°C -0,186713 0,025948 3,182446 0,082578 0,186713 Instavel
Fonte: Do autor, 2016.
t — t de Student.
Figura 15 - Variagcao da concentracao diaria de células do CBR
L. monocytogenes durante simulacdo de transporte a4 e a 38 °C
Estabilidade de curta duragdo CBR L. monocytogenes
7,4
7.2
g
w 7,0
o
£68
&
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Fonte: Do autor, 2016.

Com conclusdes semelhantes as retiradas neste estudo Rosas et al (2010)

indicaram a estabilidade de um MR de Salmonella liofilizado em matriz leite (skim

milk) a 4 °C, e a reducao significativa do nimero de células em temperaturas de

25 e 37 °C, durante sete dias de exposicao.

Resultados nao concordantes com os dados deste estudo foram reportados

por Brandao et al (2013a) para lotes de E. coli liofilizados em matriz leite

suplementado com diferentes crioprotetores: skim milk a 10%, skim milk a 10%
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com 100 mM de sacarose e skim milk a 10% com 100 mM de trealose. Foi
observada a estabilidade dos lotes por cinco dias a 4, 25 e 35 °C em todas as

temperaturas estudadas.

4.4 Identificacao e caracterizagao molecular dos CBR

Na sequéncia, sdo apresentados os resultados de controles aplicados aos
CBR a fim de atender os requisitos da ABNT ISO GUIA 34:2012, documento
vigente no momento do estudo, complementado pelos requesitos da NIT-DICLA
61:2012 referentes a verificacdo da identidade microbiolégica dos MR, da
manutencao das caracteristicas fenotipicas e da integridade dos genomas.

Oito unidades de cada um dos lotes de CBR de E. coli e de L.
monocytogenes foram selecionadas aleatoriamente e submetidos aos testes de
identificacdo e caracterizagdo molecular. Para a analise do CBR de S.
Typhimurium, subdividido em dois sub-lotes foram selecionadas aleatoriamente

oito unidades do CBR, contemplando quatro unidades de cada sub-lote.

4.4 .1 |ldentificagao Fenotipica dos CBR

O controle da identificagédo fenotipica realizado no equipamento VITEK com
oito unidades do lote CBR de S. Typhimurium e com as cepas de referéncia S.
Typhimurium ATCC 13311 e S. Typhimurium ATCC 14028 identificou sete
unidades do lote e as cepas de referéncia com scores de “excelente identificacao”
(nivel de confianga de 99%). Uma unidade do lote foi identificada com score de
‘muito boa identificagdo” (nivel de confiangca de 93%). Esta ultima unidade
apresentou resultado positivo para a acdo da urease, sendo o resultado apontado
pelo sistema VITEK como “resultado que contradiz ao perfil biolégico tipico da
Salmonella’. O referido teste foi repetido pelo método convencional que revelou
resultado negativo para o teste da urease.

Oito unidades do lote de CBR de E. coli, juntamente com as cepas de
referéncia E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 23724 e E. coli ATCC 10536 foram
analisadas em equipamento VITEK. Os resultados indicaram a identificacdo de
todas as unidades do lote e das cepas de referéncia como E. coli, com nivel de

confianga de 96 a 99% e com scores de “excelente identificagao”.
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A avaliagao fenotipica das oito unidades do CBR de L. monocytogenes e
das cepas de referéncia L. monocytogenes ATCC 15313, L. monocytogenes
ATCC 7644 e L. monocytogenes ATCC BAA 751 foi realizada através do uso do
kit Api Listeria, que gerou o codigo de identificacdo “6.5.1.0” para as unidades do
lote. O mesmo caodigo de identificagao foi obtido no inicio do estudo para o isolado
utilizado no desenvolvimento do lote, com nivel de confianca de 98,9%. O teste
complementar da hemolise foi também realizado e os resultados demonstraram a
formagao de halo de B hemdlise fraca, tipico da espécie L. monocytogenes.

Assim, as identificagdes fenotipicas dos lotes de CBR foram confirmadas.
O detalhamento das caracteristicas fenotipicas de um representante de cada um

dos CBR encontram-se no Anexo B.

4.4 .2 |ldentificacdo Genotipica dos CBR

A identidade genotipica dos CBR foi confirmada através da PCR com a
utilizacdo dos mesmos iniciadores utilizados na identificagdo genotipica dos
isolados (item 3.4).

Oito unidades do lote CBR S. Typhimurium, o isolado utilizado no preparo
do lote (SALM 16) e as cepas de referéncia S. Typhimurium ATCC 13311 e S.
Typhimurium ATCC 14028 apresentaram o mesmo perfil de bandas na
amplificacédo do gene STM 4497, com fragmento de 310 pb.

As oito unidades do lote CBR de E. coli, juntamente com o isolado utilizado
no preparo do lote (EC 84) e as cepas de referéncia E. coli ATCC 25922, E. coli
ATCC 23724 e E. coli ATCC 10536 apresentaram perfil de bandas semelhantes
na amplificacdo do gene uspA com fragmentos de 884 pb. As unidades do CBR
de L. monocytogenes, o isolado utilizado no preparo do lote (LIST 12) e as cepas
de referéncia L. monocytogenes ATCC 15313, L. monocytogenes ATCC 7644 e L.
monocytogenes ATCC BAA 751 foram também identificadas pelos genes alvo

inlAB, com fragmentos de 902 pb, respectivamente.

4.4.3 Caracterizagao Molecular dos CBR pelo Método MLST

Apesar dos procedimentos aplicados na producao e preservacao dos CBR

nao oferecerem riscos de mutagdes as células, a caracterizacao dos MRC pelo
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MLST foi importante para a confirmagado da manutengao da integridade dos sete
genes avaliados na primeira etapa do estudo.

O estudo aplicado as oito unidades de cada um dos lotes e no caso do
CBR de Salmonella das quatro unidades de cada sub-lote, revelou a permanéncia
da numeracdo de alelos, obtidas anteriormente para as estirpes utilizadas na
producao dos CBR (Tabelas 29, 30 e 31).

Tabela 29 - Perfil de alelos no MLST do CRB S. Typhimurium

CRB Genes MLST sT | eBG

. . aroC |dnaH |(hemD | hisD | purE | sucA | thrA
S. Typhimurium
10 7 12 9 5 9 2 19 1

Fonte: Do autor, 2017.

Tabela 30 - Perfil de alelos no MLST do CRB E.coli

CRB Gene.s MLST ST cc
adK |fumC | gyrB | icd | mdh | puA | recA

6 11 15 16 11 26 6 160 | ND

Fonte: Do autor, 2017.
ND- Nao definido

E. coli

Tabela 31 - Perfil de alelos no MLST do CRB L. monocytogenes

CRB Genes MLST sT | cc
abcZ | bglA | cat |dapE | dat | Idh Ihk
7 6 10 6 1 2 1 11 11

Fonte: Do autor, 2017.

L. monocytogenes

4.4 .4 Caracterizacao Molecular dos CBR pelo Método da ERIC-PCR

A reacao da ERIC-PCR com a utilizagao do primer ERIC 1 ndo demonstrou
poder discriminatério e reprodutibilidade entre as linhagens estudadas. O padrao
de bandas obtido com o primer ERIC 1 produziu um nimero de bandas inferior ao
encontrado com a utilizagdo do primer ERIC 2, que proporcionou resultados com
boa reprodutibilidade. Desta forma, o primer ERIC 2 foi selecionado e empregado
na avaliagao dos trés CBR.

Foram verificados diferentes perfis de bandas na analise das cepas E. coli
ATCC 25922, E. coli ATCC 23724 e E. coli ATCC 10536 na comparagao com o
isolado EC84 utilizado no preparo do CBR de E. coli e as unidades do lote. Da

mesma forma, as cepas L. monocytogenes ATCC 15313, L. monocytogenes
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ATCC 7644 e L. monocytogenes ATCC BAA 751 apresentaram diferentes perfis
de bandas com o isolado LIST 12 selecionado para o desenvolvimento do CBR de
L. monocytogenes e as unidades do CBR. A similaridade entre os perfis de
bandas das unidades dos CBR com os isolados selecionados para o preparo de
cada um dos lotes, evidenciou a estabilidade e uniformidade genémica entre as
estirpes utilizadas para o preparo dos CBR e as oito unidades de cada lote
produzido.

As Figuras 16, 17 e 18 exibem os dendrogramas, com a representagao dos
fingerprints obtidos na analise da ERIC-PCR 2.

No caso do CBR de S. Typhimurium a analise pela ERIC-PCR 2, apesar de
ter demonstrado a estabilidade e uniformidade gendémica entre o isolado SALM 16
e as oito unidadesdo lote, nado indicou diferenciacéo no perfil de bandas, entre as
cepas de referéncia utilizadas e o isolado SALM 16.

Foi entdo realizado o método da RAPD testando-se trés diferentes
iniciadores. O primer OPA3 apresentou maior capacidade na producido de
fragmentos. A utilizagdo do OPA3 possibilitou a diferenciacéo entre as cepas S.
Typhimurium ATCC 13311, S. Typhimurium 14028 e o isolado SALM 16, como
também confirmou perfis iguais entre o isolado SALM 16 e as unidades do CBR
S. Typhimurium. A Figura 19 apresenta o dendrograma da RAPD obtido, com a

avaliagao das estirpes de Salmonella estudadas.



108

Figura 16 - Perfil de bandas representativo da ERIC2-PCR no estudo da

uniformidade genética do lote CBR E. coli
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Fonte: Do autor, 2018.
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Figura 17 - Perfil de bandas representativo da ERIC2-PCR no estudo da
uniformidade genética do lote CBR L. monocytogenes
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Figura 18 - Perfil de bandas representativo da ERIC2-PCR no estudo da

uniformidade  genética
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Figura 19 Perfil de bandas representativo da RAPD no estudo da

uniformidade genética do lote CBR de S. Typhimurium
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Fonte: Do autor, 2018.

A ERIC-PCR foi considerada uma ferramenta de tipificagao eficiente, rapida
e adequada para a verificacdo de possiveis alteracdes genéticas entre os
representantes dos grupos de MR de E. coli e L. monocytogenes. Produziu
padrées de bandas diferenciados e péde ser usada com um numero relativamente
grande de cepas, sem gerar custos elevados. No entanto ndo diferenciou cepas
de S. Typhimurium possivelmente por todas pertencerem ao mesmo sorovar.

A capacidade reprodutivel e discriminatéria da ERIC-PCR foi anteriormente
descrita em estudos que utilizaram a metodologia na diferenciacao de estirpes
dentro das espécies: Salmonella enterica, E. coli e L. monocytogenes (JERSEK et
al, 1999, LIM et al, 2005, WILSON; SHARP, 2006, FENDRI et al, 2013, MORENO
et al, 2013).

Com relacdo a RAPD, outros autores obtiveram bons resultados na
aplicagao da técnica na diferenciagdo de isolados relacionados a uma mesma
espécie ou a um mesmo sorovar (MARIPANDI et al, 2007, QUINTAES et al, 2004,
TADDELE et al, 2011).

4.5 Estudo colaborativo para acompanhamento do uso dos CBR

O estudo para o acompanhamento do uso dos CBR contou com a
colaboragao de dois LACEN que realizam atividades de controle microbiolégico
de aguas e alimentos. Os laboratérios foram orientados a utilizar os materiais
como controle interno nos ensaios de rotina e a preencher os formularios de

resultados (Apéndice C), enviados juntamente com os materiais.
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Os dados das avaliagdes emitidas pelos laboratérios demostraram que a
utilizacdo dos MR de Salmonella e de L. monocytogenes como controle interno na
rotina de ensaios foi satisfatéria. O MR de E. coli foi empregado como controle
interno de metodologias para analise de alimentos e aguas. O MR foi considerado
satisfatério como controle positivo das metodologias de analise de alimentos. No
entanto, na andlise de agua, o material foi empregado pelos dois laboratdrios,
como controle da metodologia que utiliza o substrato enzimatico 4-
metillumbelifril3-D-glicuronideo (MUG) e se baseia na agdo da enzima B-D-
glicuronidase. O controle fenotipico do CBR pelo equipamento VITEK, havia
indicado o material como fraco negativo para a atividade da enzima B-D-
glicuronidase. Desta forma, o material ndo apresentou perfil adequado como
controle positivo no ensaio do MUG.

A B-D-glicuronidase é uma enzima indutivel codificada pelo gene uidA na
espécie E. coli. Cerca de 94% das estirpes de E. coli, produzem 3-D-glicuronidase
(FENG et al, 1991). Entretanto, a expressao da atividade desta enzima é afetada
pela repressdo de catabdlitos. Assim, algumas E. coli sdo B-D-glicuronidase
negativas, embora carreiem o gene uidA (FENG; WEAGANT; GRANT, 2002). A
presenga de E. coli B-glicuronidase negativa, coincidentes aos resultados deste
estudo, tem sido reportada por alguns autores (LECLERCQ et al, 2001, PERIN et
al, 2010).

Com o resultado negativo para o teste da 3-D-glicuronidase, foi realizada a
amplificacdo da regido do gene uidA que codifica a enzima, a fim de se confirmar
a presenga do gene no genoma bacteriano. Os produtos da PCR geraram

fragmentos de bandas de 166 pb (Figura 20).
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Figura 20 - Identificagao da Escherichia coli com amplificagao do gene uidA.

Fonte: Do autor, 2018.

Linha 1: E. coli ATCC 25922; linha 2: E. coli ATCC 23724; linha 3: E. coli ATCC 10536; linha 4:
unidade do CBR de E. coli; linha 5: peso molecular de 100pb; linha 6: E. aerogenes ATCC
13048; limha 7: K. pneumoniae ATCC 13883.

Diante deste resultado, foi verificada a necessidade de se evidenciar,
durante a elaboracao do certificado do material de referéncia, a informacéao do
mesmo n&o ser adequado como controle positivo para ensaios que se baseiam na

hidrdlise do substrato MUG, por ndo expressar a enzima -D-Glicuronidase.

4.6 Caracterizagdao molecular adicional dos cbr pelo sequenciamento de

genes espécie especificos

Foi realizado o sequenciamento de DNA dos produtos de amplificacao dos
genes espécies especificos utilizados na identificacdo genotipica do estudo, de
modo a evidenciar a autenticidade dos materiais. Para o CBR S. Typhimurium foi
utilizado uma unidade selecionada entre os dois sub-lotes do CBR de S.
Typhimurium, no qual foi realizado o sequenciamento de um fragmento do gene
STM 4497. Para a unidade do CBR de E. coli a reagao de sequenciamento com o
fragmento do gene uspA e para o CBR de L. monocytogenes sequenciamento do
gene inlAB.

A partir da utilizacdo do BLAST, foi comparada a sequéncia dos
nucleotideos com as sequéncias do GenBank database e calculada a
significancia estatistica das correlagdes. As sequéncias depositadas no GenBank
ainda nao foram disponibilizadas, mas receberam os seguintes numeros de
acesso: Salmonella gene STM 4497 (MG924931) e Listeria gene inlAB

(MG924932). O resultado de similaridade dos alinhamentos das sequéncias dos
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CBR no GenBank indicou 99% de similaridades para o gene STM 4497 da
Salmonella e 99% para o gene inlAB da L. monocytogenes. Para o gene uspA foi
obtida similaridade de 92%, indicando possivel falha no sequenciamento. Um
novo sequenciamento foi realizado, e também apresentou baixa similaridade. No
cromatograma obtido no sequenciamento, que indica a ordenacdo dos
nucleotideos, foram verificados picos sobrepostos sugerindo contaminagado da
sequéncia estudada. Um novo sequenciamento sera reproduzido, usando novos
iniciadores da reagao de PCR do gene uspA.

As sequéncias dos genes STM 4497 e inlAB utilizadas na pesquisa no

GenBank, definidas no modo FASTA, encontam-se expressas abaixo:

>S Typhimurium_STM4497
AAAGCTAATATTTGATATCCTGCTCAGAATGAGCTGCAGGTGCGTGAACA
CCTGAAGTATCTGTTGCGTAATCTGGAAAAGGACCACAAGTTCGCGCACC
TCAACATCTTTCAGATCATCGTCGACATGCTCACTGAACGTGGGTTATTT
GACCGCGTCTGTCAGCAGGAAGTGAAAGTCGGTACCGAAGCGCTGAAAAA
ACAACTCGTTGGCTTATTGAATCAGAAAAAGATCGCGGATTACATAGCAA
AAAAAGTCGATCTTCAGAATCAAGAGTTTGTCAAGAAGTGAGTGCCCCCC
TTAATAGTGAAGATAAAATTTGGTGGCGTTACGGGCATAGTTTTGCCCGC
TTGAGTATAGAATAATGTTTTGCATGATCCTTGTTTTGTTGTATCTCATT
TTCATTATGTATTTCTATTTACCCCCGGAGATTGATGAAAGAATTTGGGC
GGTTTGGG

>l _monocytogenes_inlAB
CCTCCGCATGGAGTGCATACTTGACATTTAACACAAATAAATTTCAGCA
ATAATCAACTTACGGACATAACGCCATTTAAATATTTAACTAAGTTAGTT
GATATTTTGATGAATAATAATCAATTAGCAGATATAACTCCGCTAGCTAA
TTTGACGAATCTAACTGGTTTGACTTTGTTCAACAATCAGATAACGGATA
TAGACCCGCTTAAAAATCTAACAAATTTAAATCGGCTAGAACTATCCAGT
AACACGATTAGTGATATTAGTGCGCTTTCAGGTTTAACTAGTCTACAGCA
ATTATCTTTTGGTAATCAAGTGACAGATTTAAAACCATTAGCTAATTTAA
CAACACTAGAACGACTAGATATTTCAAGTAATAAGGTGTCGGATATTAGT
GTTCTGGCTAAATTAACCAATTTAGAAAGTCTTATCGCTACTAACAACCA
AATAAGTGATATAACTCCACTTGGGATTTTAACAAATTTGGACGAATTAT
CCTTAAATGGTAACCAGTTAAAAGATATAGGCACATTGGCGAGTTTAACA
AACCTTACAGATTTAGATTTAGCAAATAACCAAATTAGTAATCTAGCACC
ACTGTCGGGTCTAACAAAACTAACTGAGTTAAAACTTGGAGCTAACCAAA
TAAGTAACATCAGTCCCCTAGCAGGTTTAACCGCACTCACTAACTTAGAG
CTTAATGAAAATCAGCTGGAAGATATTAGCCCAATTTCTAACCTGAAAAA
TCTCACATATTTAACTTTGTACTTTAATAATATAAGTGATATAAGCCCAG
TTTCTAGTTTAACAAAGCTTCAAAGATATTTTTCTATAATAACAAGGTAA
GTGACGACTTCCTTTCGGCAAAAAA
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4.7 Certificagcao dos CBR

4.7.1 Certificagdo Quantitativa do CBR E. coli

Somente o CBR de E. coli, foi submetido a caracterizacdo quantitativa,
baseado na concentragdo de células em UFC.mL-'. Foi calculada a incerteza
combinada, obtida através da soma das incertezas da caracterizagdo quantitativa,
homogeneidade e da estabilidade, que contribuem significativamente para a
incerteza associada ao valor atribuido ao mensurando. A incerteza combinada
serviu de base para o calculo da incerteza expandida.

Nao foram realizadas as certificacbes quantitativas dos CBR de S.
Typhimurium e de L. monocytogenes, uma vez que o objetivo do estudo foi de
produzir materiais de referéncia dos referidos grupos bacterianos exclusivamente

para controle interno de ensaios qualitativos.

4.7.1.1 Calculo da Incerteza da Caracterizacdo Quantitativa do CBR E. coli

A atribuicdo do valor de propriedades do CBR de E. coli foi calculada a
partir dos resultados obtidos no estudo interlaboratorial, realizado por dois
diferentes laboratdrios que empregaram a mesma metodologia de analise.

Nao foi utilizado MRC como controle, uma vez que o unico MRC certificado
disponivel no mundo para E. coli “IRMM 351 — E. coli O157 (NCTC 12900)"
apresenta concentracdo de células muito reduzida com aproximadamente 4
UFClesfera. Além disso, o referido MRC foi certificado quantitativamente a partir
de ensaio que emprega metodologia e meios de cultura diferenciados dos
utilizados no presente estudo.

Os dados foram analisados estatisticamente pela analise da variancia
(ANOVA), avaliando cada um dos 36 resultados obtidos (Tabela 32).



114

Tabela 32 — Resultado do estudo interlaboratorial para caracaterizagao do CBR E.
coli

Laboratério| Amostras Contagem 1 log Contagem 2 log Média log s oV
[UFC.mI"] [UFC.mI"] [UFC.mI"]

6,00 6,00 6,00 0,00 0,00

Amostra1 6,04 6,23 6,14 0,13 2,18

6,38 6,34 6,36 0,03 0,42

'{\0\ 6,49 6,41 6,45 0,05 0,84

o@\o Amostra2 6,43 6,43 6,43 0,00 0,00

Véo 6,40 6,38 6,39 0,01 0,20

6,30 6,32 6,31 0,01 0,24

Amostra3 6,40 6,40 6,40 0,00 0,00

6,40 6,36 6,38 0,03 0,40

6,34 6,30 6,32 0,03 0,46

Amostra4 6,28 6,23 6,25 0,03 0,55

6,11 6,18 6,15 0,04 0,72

\ofl, 6,26 6,41 6,34 0,11 1,78

@\‘é Amostrab 6,28 6,23 6,25 0,03 0,55

\g;oo 6,34 6,40 6,37 0,04 0,62

6,26 6,32 6,29 0,05 0,75

Amostra6 6,30 6,32 6,31 0,01 0,24

6,28 6,45 6,36 0,12 1,87

Fonte: Do autor, 2018.

Tabela 33 — Valor de referéncia do estudo interlaboratorial

Média | U valor designado | k (95,45%, n-1)

6,306 0,020 2,073
Fonte: Do autor, 2016.
k: fator de abrangéncia.

Nenhum resultado encontrado foi aberrante, segundo a metodologia de
Grubb’s. Foi calculada a incerteza padrao, a partir do desvio padrao pela raiz
quadrada de “n”. O desvio padrao utilizado foi o de “todos os resultados”, sendo
“n” o numero de resultados totais obtidos.

Com resultado final da caracterizagdo = (6,31 + 0,020) logio UFC.mL-",

correspondendo a 0,317%.
4.7.1.2 Célculo da Contribuigdo da Incerteza da Homogeneidade do CBR E. coli
A analise da variancia da ANOVA, realizada para as 40 unidades avaliadas

no teste da homogeneidade forneceu os dados descritos na Tabela 34 para o

calculo da incerteza.
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Tabela 34 — Dados para o calculo da incerteza da

homogeneidade
Média dentro das unidades (MQgentro) 0,01128518
Média entre as unidades (MQgnire) 0,0231196
Média da homogeneidade 6,12
Uhomogeneidade (N=2) 0,077

Fonte: Do autor, 2018.

Resultado final da homogeneidade: (6,120 + 0,077) logio UFC.mL",

correspondendo a 1,26 %.

4.7.1.3 Calculo da Incerteza da Estabilidade do CBR E. coli

Na realizagcédo do calculo da incerteza da estabilidade de longa duracéo foi
empregado o erro do coeficiente angular gerado na andlise da regressao linear,
para a temperatura de referéncia (-70 °C) pelo numero de dias de estudo, como

descrito na Tabela 35.

Tabela 35 — Dados para o calculo da estabilidade de longa duragao
Estabilidade de longa

Erro do co%flm_ente anguI?r gerado na analise 0,000177
da regresséo linear (-70 °C)

Dias de estudo 356
Uestabilidade de Longa 0,063

Fonte: Do autor, 2018.

Resultado final da estabilidade de longa duragdo: (6,164 + 0,063) log1o
UFC.mL"", correspondendo a 1,02%.

No célculo da incerteza da estabilidade de curta duracao foi utilizado o erro
do coeficiente angular, gerado na analise da regressao linear, na temperatura de
4 °C nos quatro dias de estudo, representando a condicdo maxima de transporte

avaliada, em que o material permaneceu estavel (Tabela 36).
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Tabela 36 — Dados para o calculo da estabilidade de curta duragao
Estabilidade de curta
Erro do coeficiente angular gerado na analise

da regresséo linear (4 °C) 0,01357
Dias de estudo 4
Uestabilidade de Curta 0’054

Fonte: Do autor, 2016.

Resultado final da estabilidade de curta duragdo: (6,075 + 0,054) log1o
UFC.mL™", correspondendo a 0,89%.

4.7.1.4 Incerteza Combinada do CBR de E. coli

A incerteza combinada do CBR E. coli foi obtida pela soma das incertezas

associadas:

ure) =0,115013613 log1o UFC.mL""

Considerando um fator de abrangéncia de aproximadamente 95%, teremos

k = 2 e a incerteza expandida sera:

Ucsr) = 0,230027226 log1o UFC.mL""

Assim, o foi valor de referéncia da concentracao de células calculado para
a certificagdo quantitativa do CBR de E. coli foi de (6,31 + 0,23) log1o UFC/mL-".

4.7.2 Certificacao Qualitativa dos CBR

A Tabela 37 apresenta os valores de referéncia e os graus de confianca
obtidos nos controles realizados com os lotes de CBR estudados. As certificagao
dos CBR foi realizada a partir dos resultados das analises fenotipicas,
identificacbes genotipicas e das caracterizagbes moleculares de cada um dos
lotes, seguidos os niveis de confiabilidade das metodologias, quando declarados.

Com relagdo ao CBR de E. coli, o resultado do sequenciamento do gene

uspA foi considerado baixo, para o propdsito de verificagdo da autenticidade do
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material. Desta forma, o CBR de E. coli ndo foi certificado, apesar dos calculos de
certificacdo quantitativa terem sido realizados.
Os certificados dos materiais de referéncia de S. Typhimurium e L.

monocytogenes sao apresentados no Apéndice D.

Tabela 37 — Valores de referéncia (Vref) € graus de confianga dos CBR

Identificacio | Identificacdo Caracterizacao molecular

- R - fenotipica genotipica
4 Vitek 2.0 / PCR MLST ERIC.PCR Sequenciamento
API Listeria i de DNA
aroC 10; dnaN 07; analise da sequéncia
identificacédo " . hemD 12, hisD 11; de DNA que codifica
satisfatéria sgcacao o urE 05;  sucA 09; P G a regido do gene
S. Typhimurium gene STM 4497 | P . " i bandas entre g 9
Grau de confianca com 310 ob thrA 02 400 a 1600 ob STM 4497
de 93 a 99% P *Tipo sequencial 19 e P Grau de confianca
eBurst Groups 01 de 99%
i B daindh anélise da sequéncia
identificacdo : % aue i 1 : de DNA que codifica
G amplificacdo do | mdh 11; purA 26; perfil de 3 e
4 satisfatoria a regido do gene
E. coli gene uspA com recA 06 bandas entre
Grau de confianca 884 pb *Tipo sequencial 160 | 700 a 1100 pb usph
de 96 a 99% A Grau de confianca
Complexo Clonal ndo
. de 92%
definido
abcZ 07; bglA 06; andlise da sequéncia

identificacdo g cat 10; dapE 06; de DNA que codifica
B amplicacédo do ; perfil de 4 B
L. monocytogenes el e g R Pl bandas entre | 2 "69'd0 do gene
g g Grau de confianca IhkA 01 inlAB

i *Tipo sequencial 11 e bl s Grau de confianca

Complexo Clonal 11 de 99%

de 98,9%

Fonte: Do autor, 2018.

Os materiais foram desenvolvidos seguindo as exigéncias de produgéo e
caracterizacdo das normas: ABNT NBR ISO 17034:2017, ISO GUIA 35:2012 e da
NIT-DICLA 61:2012.

Um ponto de extrema relevancia verificado foi relacionado a dificuldade de
se obter informacdes, na literatura cientifica, sobre os niveis de confiabilidade dos
métodos de identificacdo genotipica e moleculares utilizados na etapa de
caracterizacdo dos materiais. No entanto, o sequenciamento dos genes espécie
especificos e a comparagao com depdsitos do NCBI garantiram a autenticidade
dos MR com niveis de confiabilidade elevados.

A problematica de se assegurar a rastreabilidade metroldégica na
certificacdo de materiais biolégicos foi abordada por Pereira (2017). Dos poucos
MRC bioldgicos disponiveis no mundo, raros sdo os provedores que apresentam

informagdes que assegurem a rastreabilidade dos materiais.



118

Dentre os provedores de materiais de referéncia microbiolégicos, o IRMM é
0 unico que divulga as formas de controle dos materiais de referéncia certificados
produzidos. No escopo de MRC microbiolégicos disponibilizados pelo IRMM,
caracterizados quantitativamente e em nivel molecular, encontram-se os materiais
de S. Typhimurium (BAETS et al, 2008a), E. coli O157 (BAETS et al, 2008b),
Candida albicans (BAETS; MEEUS; SCHIMMEL, 2009b) e Enterococcus faecalis
(BAETS; MEEUS; SCHIMMEL, 2009c). Nos relatérios de certificagcao do IRMM
sao descritos, além da avaliagdo da homogeneidade e da estabilidade, a forma de
caracterizacdo quantitativa realizada por estudos interlaboratoriais, empregando-
se métodos de contagens baseados no numero de UFC/esferas. A caracterizacao
molecular dos MR desenvolvidos pelo IRMM tem sido realizada a partir de
analises da sequéncia de genes espécie especificos, com posterior comparagao
com sequéncias de bancos de dados, coincidente com a pratica de
sequenciamento utilizada no presente estudo.

Desta forma, ao compararmos os controles aplicados neste trabalho,
pioneiro no pais, com os utillizados pelo IRMM que tem seus produtos
reconhecidos e comercializados nos paises da Europa e do mundo, podemos
inferir que os procedimentos utilizados para a caracterizagdo dos materiais
desenvolvidos foram adequados, considerando a aplicabilidade como cepas de
referéncia certificadas. Para novos materiais a serem produzidos, protocolos
reduzidos de controle que atendam as exigéncias da NIT-DICLA 61:2012 poderao
ser avaliados.

Com a perspectiva da disponibilizagao das cepas de referéncia produzidas
neste e em futuros estudos, cabe destacar, a necessidade da aprovacédo e
reconhecimento dos materiais produzidos, pela organizagao de acreditacao oficial
do pais. O Inmetro, através da verificagdo da conformidade das atividades de

producao, controle e certificacdo, dara maior confiabilidade a esses materiais.
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5 CONCLUSOES

e A utilizagdo da metodologia do MLST permitiu determinar a diversidade
genética das estirpes de Salmonella estudadas e inferir o ST 19 (eBG 1) como o
circulante no pais. Foi evidenciada a presenca de uma estirpe classificada como
ST 313, isolada de um surto de DTA ocorrido na regiao Sul do pais. Foi também

identificado um possivel novo alelo entre os isolados estudados.

e A analise do MLST indicou uma alta variedade genética entre as estirpes de
E. coli avaliadas, com a determinacao de seis ST, para seis estirpes distintas.

Foram identificados cinco possiveis novos alelos e seis possiveis novos ST.

e O estudo do MLST de L. monocytogenes classificou as 16 estirpes em sete
ST, com oito isolados associados a um mesmo ST 155 (CC 155), revelando uma
alta clonalidade entre eles. Todas as cepas de referéncia apresentaram ST
diferentes entre si e entre os isolados. A analise identificou trés ST entre os
isolados (155, 121 e 8), que sao clonais em outras regides do mundo. Apesar da

clonalidade observada, nao ha relacao filogenética evidente entre os isolados.

e Foi selecionada a estirpe SALM 16 a partir das informacdes obtidas no
MALDI-TOF classificada como ST 19 (eBG 1) pelo MLST. Foi também
selecionada a estirpe LIST 12 associada ao ST 11 (CC 11) no MLST. A estirpe de
E. coli selecionada EC 84 foi agrupada pelo MLST no ST 160 (CC nao definido).

e Os sub-lotes dos CBR de E. coli e L. monocytogenes foram considerados
homogéneos. Ja os sub-lotes de Salmonella foram identificados como nao
homogéneos, ficando estabelecida a verificacdo da estabilidade para cada um

dos sub-lotes de Salmonella, separadamente.

e Os lotes de CBR de E. coli e L. monocytogenes e os sub-lotes de Salmonella
foram todos estaveis na temperatura de referéncia a -70 °C durante o periodo

aproximado de um ano de estudo. No estudo da temperatura de armazenamento
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a -20 °C o CBR de L. monocytogenes e o sub-lote 1 do CBR de Salmonella foram

estaveis até o periodo de 165 e 225 dias, respectivamente.

e O estudo da estabilidade de curta duracdo indicou a temperatura de 4 °C

como adequada para o transporte dos trés materias durante quatro dias.

e A uniformidade genbmica dentro dos lotes foi verificada através da
metodologia da ERIC-PCR.

e A autenticidade dos materiais foi garantida através da caracterizagcdo das
sequéncias de DNA dos produtos de amplificagdo de genes que codificam

caracteristicas especificas.

e Foi realizada a certificacdo dos lotes de Salmonella e L. monocytogenes. O
lote CBR de E. coli ndo apresentou resultado satisfatério na caracterizacao

molecular pelo sequenciamento, o que inviabilizou a certificagdo do material.

e Os materiais certificados desenvolvidos neste estudo consistem nas primeiras
bactérias de referéncia certificadas produzidas no Brasil e reunem os requisitos
de um material de referéncia estabelecidos pela norma ABNT NBR ISO
17034:2016. Os parametros homogeneidade, estabilidade e caracterizagado foram

cumpridos e relacionados nos certificados que acompanharao os materiais.

e Com relagédo as diretrizes da norma NIT-DICLA 061:2012, pode-se garantir
que os materiais certificados produzidos atendem as caracteristicas de
viabilidade, pureza, autenticidade e estabilidade genética, indicados no referido

documento.
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6 PERSPECTIVAS

e Disponibilizar os MR desenvolvidos para laboratérios brasileiros, com énfase
nos Laboratorios Centrais de Saude Publica (LACEN) e outros laboratérios

publicos;

e Produzir um novo lote de E. coli utilizando uma das estirpes avaliadas no
estudo, que atenda a todas as caracteristicas fenotipicas e genotipicas da

espécie;

e Utilizar os procedimentos aplicados no presente estudo para a producao de

novas cepas de referéncia de interesse em Vigilancia Sanitaria.
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APENDICE A - FLUXOGRAMA DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS NO
ESTUDO

Obtencgao das estirpes bacterianas =

y

Identificagéo fenotipica

Identificagdo genotipica L 1° Etapa

y

Caracterizagdao molecular

y

Comparacgao do perfil proteémico

Selecao dos Isolados

© — o]
Produg&o dos lotes de CBR 2° Etapa

Controle dos CBR Produzidos

l

Testes da homogeneidade e estabilidade

l

" 0
v' Teste da viabilidade e pureza 3° Etapa
v' Identificagdo fenotipica do CBR
v’ |dentificacdo genotipica do CBR
v’ Caracterizagdo molecular do CBR
Avaliagdo dos MR - LACEN 4° Etapa
Certificagdo dos MR 5° Etapa

Fonte: Do autor, 2018...
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APENDICE B - PLANEJAMENTOS DA PRODUGAO
PLANEJAMENTO DA PRODUGAO:

Lote Candidato a Material de Referéncia Microbiolégico
Salmonella enterica Typhimurium

1.INTRODUGAO
Este documento apresenta as condicoes de preparo e controle do lote candidato a

bactéria de referéncia (CBR) microbioldgico qualitativo de Salmonella enterica Typhimurium. Os
controles da qualidade que serao aplicados ao CBR visam atender aos requisitos da ABNT ISO
GUIA 34:2012 e as orientagdes da NIT-DICLA 061:2012.

Apés a produgéo e controle sera realizada a certificacdo do material.

2.FINANCIAMENTO

A producdo deste material de referéncia sera realizada com recursos do projeto
CNPQ/ANVISA — 44012720149 e com a infraestrutura do INCQS.

3.0BJETIVOS
Produzir material de referéncia (mr) para uso como controle interno de ensaios destinados

a laboratérios publicos e privados, que atuam em atividades na area da microbiologia.

4.SUBCONTRATAGAO

Foi utilizado o equipamento MALDI-TOF de Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, na etapa anterior
a produgao, quando foi realizada a selegdo da cepa empregada no perparo de lote.

Na caracterizacdo molecular do lote serdo utilizados os servigos de sequenciamento
genético, da plataforma de sequenciamento localizada no Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ.

Os servigos citados sdo unicos na FIOCRUZ, sendo o uso disponibilizado para a
comunidade cientifica da instituigao.

5.COMITE TECNICO (CT) RESPONSAVEL PELO DESENVOLVIMENTO DO LOTE
CANDIDATO A MR

Carla de O. Rosas, Ivano Raffaele V. de Filippis Capasso, Marcelo Luiz L.
Brandao, Marcus Henrique C. de la Cruz, Silvia dos Reis Lopes, Valéria de Mello Medeiros.

6.DISPONIBILIZAGCAO DO MATERIAL
O material sera disponibilizado como bactéria de referéncia Salmonella spp certificada.

Pretende-se que o lote esteja disponivel a partir de abril de 2018. Ao ser fornecido, sera
transportado em condi¢des que atendam aos critérios de transporte de material bioldgico da
International Air Transport Association - IATA. Serado considerados os resultados do estudo de
estabilidade de curta duragdo descritos neste documento, para a escolha da temperatura de
transporte do MR com seguranga.

7.DOCUMENTAGAO DO MR

Juntamente com o MR, sera fornecida documentagdo com orientagbes sobre os
procedimentos adequados para o manuseio do material, biosseguranca, aplicagédo apropriada e
armazenamento.

Constardo na documentagdo informagdes sobre os ensaios de controles e os testes de
caracterizagao aplicados ao material e a validade das informagdes declaradas.
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8.SELEGAO DO ISOLADO A SER UTILIZADO NA PRODUGAO DO MR

(Ja realizada na 1° etapa do estudo, antes da elaboragdo do planejamento de

produgao).

Para a selegédo da estirpe a ser utilizada na produgao do MR foi realizado um estudo
anterior com 14 cepas de Salmonella enterica Typhimurium, isoladas de amostras de alimentos
envolvidos em surtos de doencgas transmitidas por alimentos no territorio brasileiro, cedidos pelo
Laboratério de Referéncia de Enterobactérias (LABENT) do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ,
juntamente com as seguintes cepas de referéncia: Salmonella enterica Typhimurium ATCC 14028
e Salmonella enterica Typhimurium ATCC 13311.

Todos os isolados e as cepas de referéncia foram submetidos a testes para identificagao
fenotipica, genotipica, como também a caracterizagdo molecular e protedmica.

8.1Verificagao da Identidade Fenotipica e Genotipica das Estirpes Avaliadas

A identidade fenotipica dos isolados foi confirmada, através da analise no sistema semi-
automatizado ViteK 2.0 (bioMérieux, France), que forneceu dados sobre o perfil fenotipico dos
micro-organismos, frente aos substratos bioquimicos presentes no cartdo GN.

Foi também realizado teste de identificagao genotipica, na qual foi empregada a Reagéo
da Cadeia da Polimerase, baseada na metodologia de Kim et al (2006), que com alvo o gene
STM4497, comum entre estirpes de Salmonella Typhimurium.

8.2.Caracterizagao Molecular

A tipificagdo molecular foi realizada através da técnica do Multilocus Sequence Typing
(MLST). O estudo da caracterizagdo dos alelos de sete genes constitutivos conservados (thrA,
purE, sucA, hisD, aroC, hemD, dnaN) foi empregado, de acordo com as informagdes descritas no
banco de dados do MLST da Universidade de Warwick
(http://mlist.warwick.ac.uk/mist/dbs/Senterica). De cada um dos 14 isolados e das duas cepas de
referéncia foram obtidas numeracdes referentes a identificagdo do alelo de cada um dos genes
estudados.

8.3.Método de Caracterizagdo Utilizado na Selegdo da Cepa a ser Empregada na
Produgao do Candidato a MR

Para a selegdo do isolado foi empregada a metodologia do MALDI-TOF. Todas as 14
estirpes de S. Typhimurium e as duas cepas de referéncia utilizadas foram submetidas a analise
do perfil protedmico por MALDI-TOF (Sistema VITEK MS, BioMerieux, France) de Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ. Para cada estirpe avaliada foram atribuidos scores de qualidade, seguidos
da identificagao da espécie. A partir de um dendrograma gerado pelo software Saramis Premium
(Database version 4.10 e System version 4.0.0.4, 2010), foi possivel selecionar um isolado, cujo
perfil protebmico mais se aproximasse ao de uma das cepas de referéncia utilizadas. Desta forma,
foi selecionado o isolado, cujo perfil protedbmico foi proximo ao da cepa S. Typhimurium ATCC
14028.

Foi verificada a correlagcdo da numeragao dos alelos dos isolados selecionado, obtido no
MLST, com a numeracgao de alelos das cepas de referéncia S. Typhimurium ATCC 14028.

A cepa SALM 16 selecionada para o preparo do lote foi depositada na “Colegcao de Micro-
organismos de Referéncia do INCQS/FIOCRUZ”, identificada como P5432.

9.PRODUGAO DO LOTE DE MATERIAL DE REFERENCIA
9.1.Matriz

Como matriz, sera utilizado o leite desnatado (Difco, USA), esterilizado a 115 °C por 15
minutos, suplementado com 100 mM de trealose (SIGMA, USA).
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9.2. Ambientes Adequados para os Aspectos de Produgao

A produgdo do MR sera realizada no Setor de Alimentos do Departamento de
microbiologia do INCQS. A primeira etapa, que compreende no preparo da cultura, concentragéo
do inoculo, contaminagdo da matriz e distribuigdo do material nos frascos sera realizada no
laboratorio de microbiologia, localizado na sala 109 do Bloco 02 do INCQS. Os procedimentos de
concentragao da cultura seréo realizados em cabine de seguranca bioldgica.

Logo apds o material ser distribuido em frascos, serdo encaminhados a Sala de Preparo
de ltens de Ensaio e de Materiais de Referéncia do Setor de Alimentos/DM, localizado no sub-solo
do bloco 6 do INCQS, onde seréo estocados em ultrafreezer (Thermo, USA) a temperatura inferior
a -70 °C por 24 horas e posteriormente liofilizados.

9.3.Processamento do Material

Todas as informacdes sobre os materiais e equipamentos utilizados durante a producao,
assim como os resultados obtidos serdo registrados formularios de controle com dados da
produgao.

9.4.Preparo da Suspensao Bacteriana

A partir do criotubo contendo a cepa S. Typhimurium P5432, depositada na Colegcdo de
Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria - INCQS/FIOCRUZ, sera realizado o teste
de pureza do material, pela técnica de esgotamento em agar tripticaseina de soja (TSA) (Difco,
USA) suplementado com 0,6% de extrato de levedura (Acumedia, USA). Paralelamente, 100 pL do
material sera semeado em um tubo contendo 10 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) (BD,
USA). A placa de TSA e o caldo BHI serdo incubados a 35 + 2 °C por 24 h. Apés a incubagéo,
sera verificada a pureza da cultura no TSA. O resultado sera registrado em um formulario com
dados da produgao.

Da cultura do caldo BHI, sera transferida uma aliquota de 500 yL para tubo contendo 15
mL de caldo Luria Bertani (LB) (Difco, USA) acrescido de 2,4% de cloreto de sodio (Merck,
Alemanha), que sera incubado a 35 * 2 °C por 28 h. Apds o periodo de incubagao, 8 aliquotas de
1mL da cultura obtida, serdo transferidas para oito microtubos estéreis com capacidade de 2 mL.
Os microtubos serdao centrifugados a 10.000 rpm/10 min (Eppendorf 5418, Germany) e os
sobrenadantes descartados. Em quatro microtubos sera acrescentado um volume de 1 mL de
Solugdo Salina Peptonada (SSP) a 0,1 % (preparo por formulagdo). Os microtubos seréo
homogeneizados em aparelho agitador de tubos (lka, USA), até que todo o precipitado solte do
fundo do tubo. As suspensdes obtidas serdo transferidas, cada uma para um dos quatro
microtubos restantes, que posteriormente serdo homogeneizados e centrifugados a 10.000 rpm
por 10 min. Os precipitados de dois microtubos serao ressuspendidos com 2 mL de solugao de
trealose a 100 mM. A suspenséao obtida sera homogeneizada e transferida para tubos 10 x 80mm
para o controle da concentracdo de células, a partir da leitura da transmitancia em aparelho
colorimetro (Libra S2, Biochrom, England) em comprimento de onda de 520 nm, calibrado com a
mesma solugdo utilizada na suspensdo do micro-organismo. A concentracdo da suspensédo de
células sera ajustada para uma transmitancia de 2% (equivalente a 2 x 10° UFC.mL™"). Apds a
leitura, a suspensao sera mantida a 2 a 8 °C durante aproximadamente 30 minutos.

9.5.Contaminagao da Matriz e Controle da Concentragao de Células

Um volume de 3 mL da suspenséo sera transferido para um béquer contendo 597 mL de
leite desnatado estéril, suplementado com 100 mM de trealose. Sera adicionado um magneto
estéril ao béquer e posicionado na superficie de um aparelho agitador magnético. A suspensao
sera submetida a agitacao por aproximadamente 20 minutos. Nesta etapa, espera-se obter uma
concentragdo aproximada de 1,0 x 107 UFC.mL"".

Para a analise de controle da concentracao de células na matriz, serdo preparadas cinco
diluicdes decimais, de forma a se obter contagens entre 25-250 unidades formadoras de colénias
(UFC). Aliquotas de 1 mL e 0,1 mL da diluigdo 10, serdo adicionadas separadamente e em
duplicata, em placas de Petri vazias e estéreis, onde serdo acrescentados, aproximadamente 20
mL de TSA com 0,6% de extrato de levedura, previamente fundido e mantido em banho
termostatico a temperatura aproximada de 48 + 2 °C. As placas serdo incubadas em posicao
invertida a 35 £ 2 °C por 48 h e posteriormente submetidas a contagem, a fim de se verificar a
concentragao de células esperada foi atingida. Os resultados das contagens serao registrados.

9.6.Distribuicdao do Material

Volumes de 1 mL da suspenséo da matriz contendo o micro-organismo serao distribuidos
em 416 frascos de vidro estéreis (Schott, Brasil), através da utilizagdo de uma bomba peristaltica
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(Watson, England) calibrada. Posteriormente, em cada frasco, sera acoplada uma rolha de
borracha (West, Brasil) estéril, prépria para liofilizagdo. As estantes contendo os frascos serao
transportadas dentro de recipientes plasticos, limpos e fechados para a sala de preparo de
materiais de referéncia e estocados em ultrafreezer a aproximadamente -70 °C, por um periodo
minimo de 15 h.

9.7.Liofilizacdo do Material

Os frascos do lote serdo divididos em dois sub-lotes, a fim de atender a capacidade do
equipamento liofilizador (K105 Liotop, Brasil). Cada sub-lote sera submetido a um ciclo de
liofilizagdo por um periodo de 24 h. Apds o término do ciclo, os frascos serdo fechados sob vacuo
e serado registrados os parametros da liofilizagéo. A presenga de vacuo nos frascos sera verificada,
com a utilizagdo de um aparelho emissor de centelha elétrica (Bobina de Tesla Coil 2-12-8, Brasil).
Os frascos que ndo apresentarem vacuo no interior, quando submetidos a centelha elétrica seréo
descartados.

Os frascos de cada sub-lote serdo numerados e identificados, como pertencentes ao lote,
com as seguintes especificagbes: “Candidato a Bactéria de Referéncia”, com a sigla CBR, com a
identificacdo da bactéria, do ano de produgao e da numeracéo do frasco no lote.

Os frascos serdo lacrados com tampa de metal utilizando alicate recravador, armazenados
em caixas identificadas e estocados em ultrafreezer a aproximadamente -70 °C. Sera registrada a
quantidade de frascos cujo resultado da verificagdo de vacuo foi satisfatoria e dos que foram
descartados por falta de vacuo ou por apresentarem outras caracteristicas visiveis tais como:
rachadura nos frascos ou caramelizagdo da matriz.

9.8.Faixa de Concentragao Esperada

E esperado que o lote candidato a MR apresente concentragdo aproximada de Salmonella
de 1 x 107 UFC.mL". No entanto, caso a concentragdo alcangada, apds a finalizagdo do preparo
nao seja a definida, ndo constituira um fator limitante para a utilizagdo do lote. A concentragao final
do candidato a MR devera ser avaliada pelo Comité Técnico Responsavel pelo Desenvolvimento
do Material Candidato a MR.

10.CONTROLES A SEREM APLICADOS AO LOTE CANDIDATO A MR
10.1.Estudo da Pureza do Material

Dez frascos, que correspondem a 2% do lote produzido, serdo selecionados de forma
aleatdria e submetidos ao teste de pureza. Cada li6filo sera reconstituido e semeado pela técnica
de esgotamento na superficie de uma placa de TSA com extrato de levedura. Apds a incubacgao a
35°C/48 h, devera ser verificado apenas um tipo de morfologia colonial em todas as placas
semeadas.

10.2.Teste da Homogeneidade do Lote

Para o teste da homogeneidade sera realizada uma avaliagdo quantitativa. Os frascos
serdo analisados sob condi¢des de repetitividade, conforme metodologia de plaqueamento direto,
em em 10 mL de TSA com 0,6% de extrato de levedura, com sobrecamada de 5 mL de agar cristal
violeta vermelho neutro bile glicose (VRBG), descrita por Kornachi & Johson no Compendium of
Methods for the Microbiological Examination of Food, 4° Edition, 2001.

Serao selecionados de forma aleatéria sistematica 20 (vinte) frascos de cada sub-lotes.
Sub-lote. O célculo do numero minimo de frascos a serem analisados no teste, sera obtido através
da aplicagdo da férmula: 3x3/n, onde n é o nimero de frascos produzidos.

As andlises referentes ao teste seréo realizadas de acordo com as datas estabelecidas no
cronograma deste planejamento.

Os valores das contagens serdo expressos em logio € registrados. A avaliagao estatistica
do teste sera baseada na analise da variancia (ANOVA) seguindo as orientagdes da ABNT ISO
GUIA 35:2012.

10.3.Estudos de Estabilidade do Lote

Sera realizado o estudo de estabilidade de curta duragdo e de longa duragédo. A
metodologia de contagem sera a mesma aplicada no teste da homogeneidade.

O estudo de longa duragao sera realizado nas temperaturas de armazenamento (-20 °C) e
de referéncia (menor que -70 °C). As analises serao realizadas com 2 (dois) frascos de cada uma
das temperaturas a cada 15 dias e ter4 a duragédo aproximada de 1 (um) ano. Os frascos
selecionados aleatoriamente para o estudo da temperatura de armazenamento (-20 °C) serdo
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transferidos da temperatura de referéncia (menor que -70°C) para a temperatura de
armazenamento (-20 °C) apos o resultado do teste da homogeneidade.

O estudo de curta duragéo sera desenhado no modelo isécrono (Lamberty, Schimmel e
Pauwels 1997), nas temperaturas de 4 °C e 38 °C. O tempo zero sera avaliado a partir de dois
itens de ensaio armazenados na temperatura de referéncia. Serdo utilizados 8 frascos para o
estudo em cada uma das temperaturas.

Para a avaliagéo estatistica da estabilidade sera considerada a média dos valores de cada
dia de estudo, convertidos em logio. As avaliagbes estatisticas da estabilidade serdo realizadas
utilizando como base a ABNT ISO GUIA 35:2012, que preconiza a anadlise de residuos da
regressao linear.

11.CARACTERIZAGAO DO CBR

11.1.Verificagao da Autenticidade Fenotipica do CRB Apés a Produgiao

Para a verificagdo da autenticidade do material e caracterizagdo fenotipica, seréo
utilizados oito frascos, selecionados aleatoriamente, que serdo submetidos aos testes fenotipicos
no sistema semi-automatizado ViteK 2.0. Serao utilizadas as cepas de referéncia: S. Typhimurium
ATCC 13311 e S. Typhimurium ATCC 14028.

11.2.Verificagao da Autenticidade Genotipica do CRB Apés a Produgédo

O ensaio para a verificagdo da autenticidade genotipica sera realizado com o isolado
utilizado para o preparo do lote, com oito frascos do lote produzido selecionados aleatoriamente e
com as cepas de referéncia S. Typhimurium ATCC 13311 e S. Typhimurium ATCC 14028. Todos
serdo submetidos a metodologia de reagao em cadeia da polimerase descrita por Kim et al (2006).

11.3. Caracterizagao Molecular dos CBR pelo Método MLST

Oito frascos retirados da temperatura de referéncia serdo submetidos ao sequenciamento
e a avaliagao dos alelos dos sete genes constitutivos conservados pela técnica do MLST da
Universidade Warwick, como descrito no item 8.2. Os resultados deverdo ser os mesmos aos
obtidos com a estirpe selecionada, antes da producédo do lote estudado, a fim de assegurar a
inexisténcia de alteragdes genotipicas importantes para o MR.

11.4. Caracterizagao Molecular dos CBR pelo Método da ERIC-PCR

No método da ERIC-PCR serao utilizadas as cepas de referéncia S. Typhimurium ATCC
13311 e S. Typhimurium ATCC 14028, a estirpe utilizada para o preparo do CBR e oito unidades
analisadas do lote. Sera verificada a estabilidade e uniformidade genémica entre a estirpe utilizada
no preparo do CBR e as unidades analisadas do lote, que devem apresentar o mesmo perfil de
bandas.

11.5.Caracterizagcao Molecular Adicional do CBR pelo Sequenciamento do gene STM
4497

Uma unidade do lote sera cultivada para posterior extragdo de DNA, que sera submetido a
reacéo de PCR com o gene STM4497. O produto da amplificagéo sera purificado e sequenciado.
A sequéncia de nucleotideos obtida sera comparada com as sequéncias do GeneBank database,
obtendo-se a significancia estatistica da correlagéo.

Resultados nédo esperados na caracterizagao fenotipica, genotipica e molecular, deverao
ser avaliados pelo Comité Técnico Responsavel pelo Desenvolvimento do Material Candidato a
MR (CT).

12.ATRIBUIGAO DE VALORES E PROPRIEDADES

Esta propriedade sera determinada a partir da confirmacao dos resultados dos testes de
autenticidade fenotipica e genotipica e da caracterizagdo molecular da cepa utilizada no
desenvolvimento do MR.
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13.ROTULAGEM DO MATERIAL

Apés a aprovacgao do lote como MRC, os frascos serao submetidos a troca das etiquetas.
Na nova etiqueta, tera o logo do INCQS/Fiocruz, a identificaggo do MR como Bactéria de
Referéncia Certificada, a identificagdo da espécie bacteriana e a numeracdo corrente das
Bactérias de Referéncia Certificadas (BRC).

CRONOGRAMA

Todas as etapas da producgéao e controle do lote candidato a MR, estao listadas na Tabela

1.

Descricado das Atividades Datas
Confirmagéo da Identidade fenotipica e genotipica dos isolados e Ja realizado
das cepas

Caracterizagao proteOmica dos isolados e das cepas Ja realizado
Caracterizagdo molecular dos isolados e das cepas Ja realizado
Preparagao do lote candidato a MR 26/07 a 04/08/2016
Estudo de Homogeneidade Até 15/08/16
Inicio do Estudo de Estabilidade de Longa Duragao Até 15/08/16
Envio dos Resultados de Homogeneidade Até 20/08/16
Estudo de Estabilidade de Curta Duragéo Até 24/10/16
Verificagdo das Caracteristicas Fenotipicas e Genotipicas Até 15/09/16
Caracterizagdo Molecular Até 20/09/16
Reunido com a Equipe Participante do Projeto Até 05/10/16
Estabelecimento de Planilhas de Incerteza e Estimativas de Até 05/10/16
Incerteza de Valores Certificados

1° Certificagdo do Material Até 30/12/16

REFERENCIAS

ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICA. ABNT NBR ISO GUIA 35: materiais de
referéncia — principios gerais e estatisticos para certificagdo. Rio de Janeiro, 2012.

KIM, H.J., PARK, S.H.; KIM, H.Y. Comparison of Salmonella enterica serovar Typhimurium LT2
and nonLT2 Salmonella genomic sequences, and genotyping of salmonellaee by using PCR. Appl
Environ Microbiol v.72, p.6142-6151, 2006.

KORNACKI, J.L.; JOHNSON, J.L. Enterobacteriaceae, Coliforms, and Escherichia coli as Quality
and Safety Indicators. In: AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION. Compendium of
methods for the microbiological examination of foods. 4 ed. Washington, D.C: APHA, 2001.
chap. 8, p. 69-80.

LAMBERTY, A.; SCHIMMEL, H.; PAUWELS, J. The study of the stability of reference materials by
isochronous measurements. Fresenius J Anal Chem, v.360, p.359-361, 1998.

Elaboragdo do documento: 12 de junho de 2016.
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PLANEJAMENTO DA PRODUGAO:

Lote Candidato a Material de Referéncia Microbioldgico
Escherichia coli

1.INTRODUGAO:
Este documento apresenta as condigdes de preparo e controle do lote candidato a bactéria de

referéncia (CBR) microbiologico qualitativo e quantitativo de Escherichia coli. Os controles da
qualidade que serdo aplicados ao CBR visam atender aos requisitos da ABNT ISO GUIA 34:2012 e
as orientagdes da NIT-DICLA 061:2012.

Apbs a produgédo e controle sera realizada a certificacdo do material.

2.FINANCIAMENTO

A producdo deste material de referéncia sera realizada com recursos do projeto
CNPQ/ANVISA — 44012720149 e com a infraestrutura do INCQS.

3.0BJETIVOS

Produzir Material de Referéncia (MR) para uso como controle interno de analises destinados
a laboratdrios publicos e privados, que atuam em atividades na area da microbiologia.

4.SUBCONTRATAGAO

Foi utilizado o equipamento MALDI-TOF de Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, na etapa anterior a
producgéo, quando foi realizada a selegdo da cepa empregada no perparo de lote.

Na caracterizagao molecular do lote serdo utilizados os servigos de sequenciamento genético,
da plataforma de sequenciamento localizada no Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ.

Os servigos citados s&o unicos na FIOCRUZ, sendo o uso disponibilizado para a comunidade
cientifica da institui¢ao.

5.COMITE TECNICO (CT) RESPONSAVEL PELO DESENVOLVIMENTO DO LOTE
CANDIDATO A MR

Carla de O. Rosas, lvano Raffaele V. de Filippis Capasso, Marcelo Luiz L. Branddo, Marcus
Henrique C. de la Cruz, Silvia dos Reis Lopes, Valéria de Mello Medeiros.

6.DISPONIBILIZAGAO DO MATERIAL
O material sera disponibilizado como bactéria de referéncia E. coli certificada.

Pretende-se que o lote esteja disponivel a partir de margo de 2018. Ao ser fornecido, sera
transportado em condigbes que atendam aos critérios de transporte de material bioldégico da
International Air Transport Association - IATA. Serdao considerados os resultados do estudo de
estabilidade de curta duragdo descritos neste documento, para a escolha da temperatura de
transporte do MR com seguranca.

7.D0CUMENTAGAO DO MR

Juntamente com o MR, sera fornecida documentagdo com orientagbes sobre os
procedimentos adequados para o manuseio do material, biosseguranga, aplicacdo apropriada e
armazenamento.

Constardo na documentagdo informagdes sobre os ensaios de controles e os testes de
caracterizagao aplicados ao material e a validade das informagdes declaradas.
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8.SELECAO DO ISOLADO A SER UTILIZADO NA PRODUGAO DO MR

(Ja realizada na 1° etapa do estudo, antes da elaboragdao do planejamento de
produgao).

Para a selecdo da estirpe a ser utilizada na produgdo do MR foi realizado um estudo
anterior com 13 isolados de E. coli, obtidos de amostras de alimentos, no Setor de Alimentos do
Departamento de Microbiologia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saldde da
Fundagdo Oswaldo Cruz (INCQS/Fiocruz), juntamente com as seguintes cepas de referéncia do
provedor American Type Culture Collection (ATCC): E. coli ATCC 25922; E. coli ATCC 23724 e E. coli
ATCC 10536.

Todos os isolados e as cepas de referéncia foram submetidos a testes para identificagédo
fenotipica, identificagdo genotipica, caracterizagdo molecular e protedmica.

8.1.Verificagdo da Identidade Fenotipica e Genotipica das Estirpes Avaliadas

A identidade fenotipica dos isolados foi confirmada, através da analise no sistema semi-
automatizado ViteK 2.0 (bioMérieux, France), que forneceu dados sobre o perfil fenotipico dos micro-
organismos, frente aos substratos bioquimicos presentes no cartdo GN.

Foi também realizado um teste de identificagdo genotipica, na qual foi empregada a Reagao
da Cadeia da Polimerase, baseada na metodologia de Chen & Griffiths (1998), que tem como alvo o
gene uspA, comum ente as estirpes de E coli.

8.2.Caracterizagao Molecular

A tipificagdo genotipica foi realizada através da técnica do Multilocus Sequence Typing
(MLST). O estudo da caracterizagédo dos alelos de sete genes constitutivos conservados (adK, fumC,
gyrB, icd, mdH, purA e recA) foi empregado, de acordo com as orientagdes descritas no banco de
dados do MLST de E. coli da Universidade de Warwick (http://mist.warwick.ac.uk/mist/dbs/Ecoli). De
cada um dos 13 isolados e das trés cepas de referéncia foram obtidas numeragdes referentes a
identificagdo do alelo de cada um dos sete genes estudados.

8.3.Método de Caracterizagao Utilizado na Selecdo da Cepa a ser Empregada na
Produgao do Candidato a MR

Para a selegdo do isolado foi empregada a metodologia do MALDI-TOF. Todas as 13
estirpes de E. coli e as trés cepas de referéncia utilizadas foram submetidas a analise do perfil
protedémico por MALDI-TOF (Sistema VITEK MS, BioMerieux, France) de Bio-Manguinhos/FIOCRUZ.
Para cada estirpe avaliada foram atribuidos scores de qualidade, seguidos da identificagdo da
espécie. A partir de um dendrograma gerado pelo software Saramis Premium (Database version 4.10
e System version 4.0.0.4, 2010), foi possivel selecionar um isolado, cujo perfil proteémico mais se
aproximasse ao de uma das cepas de referéncia utilizadas. Desta forma, foi selecionado o isolado,
cujo perfil protedmico foi proximo ao da cepa E. coli ATCC 25922,

Foi verificada a correlagdo da numeragédo dos alelos do isolado selecionado, obtido pelo
MLST, com a numeracgao de alelos das cepas de referéncia cepa E. coli ATCC 25922.

A cepa EC 84 selecionada foi depositada na “Colegéo de Micro-organismos de Referéncia
do INCQS/FIOCRUZ”, identificada como P5444.

9.1.PRODUGAO DO LOTE DE MATERIAL DE REFERENCIA
9.1.Matriz

Como matriz, sera utilizado o leite desnatado (Difco, USA), esterilizado a 115 °C por 15
minutos, suplementado com 100 mM de sacarose (DIFCO, USA).

9.2 Ambientes Adequados para os Aspectos de Produgao

A producdo do MR ser4 realizada no Setor de Alimentos do Departamento de microbiologia
do INCQS. A primeira etapa, que compreende no preparo da cultura, concentragdo do inoculo,
contaminagdo da matriz e distribuicdo do material nos frascos sera realizada no laboratdrio de
microbiologia, localizado na sala 109 do Bloco 02 do INCQS. Os procedimentos de concentragao da
cultura serao realizados em cabine de seguranca biolégica.

Logo apds o material ser distribuido em frascos, serdo encaminhados a Sala de Preparo de
ltens de Ensaio e de Materiais de Referéncia do Setor de Alimentos/DM, localizado no sub-solo do
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bloco 6 do INCQS, onde serao estocados em ultrafreezer (Thermo, USA) a temperatura inferior a -70
0C por 24 horas e posteriormente liofilizados.

9.3.Processamento do Material

Todas as informagbes sobre os materiais e equipamentos utilizados durante a produgéo,
assim como os resultados obtidos serao registrados formularios de controle com dados da produgéo.

9.4.Preparo da Suspensao Bacteriana

A partir do criotubo contendo a cepa E. coli P5444, depositada na Colecdo de
Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria - INCQS/FIOCRUZ, sera realizado o teste de
pureza do material, pela técnica de esgotamento em &gar tripticaseina de soja (TSA) (Difco, USA)
suplementado com 0,6% de extrato de levedura (Acumedia, USA). Paralelamente, 100 uL do material
sera semeado em um tubo contendo 10 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) (BD, USA). A placa
de TSA e o caldo BHI serdo incubados a 35 + 2 °C por 24 h. Apés a incubacgao, sera verificada a
pureza da cultura no TSA. O resultado sera registrado em um formulario com dados da produgao.

Da cultura do caldo BHI, sera transferida uma aliquota de 500 uL para tubo contendo 15 mL
de caldo Luria Bertani (LB) (Difco, USA) acrescido de 2,4% de cloreto de sdédio (Merck, Alemanha),
que sera incubado a 35 + 2 °C por 28 h. Apds o periodo de incubagéo, 8 aliquotas de 1mL da cultura
obtida, serdo transferidas para oito microtubos estéreis com capacidade de 2 mL. Os microtubos
serdo centrifugados a 10.000 rpm/10 min (Eppendorf 5418, Germany) e os sobrenadantes
descartados. Em quatro microtubos sera acrescentado um volume de 1 mL de Solugcdo Salina
Peptonada (SSP) a 0,1 % (preparo por formulagdo). Os microtubos serdo homogeneizados em
aparelho agitador de tubos (lka, USA), até que todo o precipitado solte do fundo do tubo. As
suspensodes obtidas serdo transferidas, cada uma para um dos quatro microtubos restantes, que
posteriormente serdo homogeneizados em aparelho agitador de tubos e centrifugados a 10.000 rpm
por 10 min. Os precipitados de dois microtubos serdo ressuspendidos com 2 mL de solucdo de
trealose a 100 mM. A suspenséo obtida sera homogeneizada e transferida para tubos 10 x 80 mm
para o controle da concentragdo de células, a partir da leitura da transmitancia em aparelho
colorimetro (Libra S2, Biochrom, England) em comprimento de onda de 520 nm, calibrado com a
mesma solucdo utilizada na suspensdo do micro-organismo. A concentracdo da suspensdo de
células sera ajustada para uma transmitancia de 2% (equivalente a 2 x 10° UFC.mL-"). Apds a leitura,
a suspensao sera mantida a 2 a 8 °C durante aproximadamente 30 minutos.

9.5. Contaminagao da Matriz e Controle da Concentragao de Células

O volume de 3 mL da suspenséo sera transferido para um béquer contendo 597 mL de leite
desnatado estéril, suplementado com 100 mM de sacarose. Sera adicionado um magneto estéril ao
béquer e posicionado na superficie de um aparelho agitador magnético. A suspensao sera submetida
a agitacdo por aproximadamente 20 minutos. Nesta etapa, espera-se obter uma concentragédo
aproximada de 1 x 107 UFC.mL"".

Para a analise de controle da concentragcdo de células na matriz, serdo preparadas cinco
diluicdes decimais, de forma a se obter contagens entre 25-250 unidades formadoras de coldnias
(UFC). Aliquotas de 1 mL e 0,1 mL da diluicdo 10, serdo adicionadas separadamente e em
duplicata, em placas de Petri vazias e estéreis, onde serdo acrescentados, aproximadamente 15 mL
de TSA com 0,6% de extrato de levedura, previamente fundido e mantido em banho termostatico a
temperatura aproximada de 48 + 2 °C. As placas ser&o incubadas em posigao invertida a 35 + 2 °C
por 48 h e posteriormente submetidas a contagem, a fim de se verificar a concentragdo de células
esperada foi atingida. Os resultados das contagens serao registrados.

9.6.Distribuicdao do Material

Volumes de 1 mL da suspensado da matriz contendo o micro-organismo serao distribuidos
em 416 frascos de vidro estéreis (Schott, Brasil), através da utilizagdo de uma bomba peristaltica
(Watson, England) calibrada. Posteriormente, em cada frasco, sera acoplada uma rolha de borracha
(West, Brasil) estéril, propria para liofilizacdo. As estantes contendo os frascos serao transportadas
dentro de recipientes plasticos, limpos e fechados para a sala de preparo de materiais de referéncia e
estocados em ultrafreezer a aproximadamente -70 °C, por um periodo minimo de 15 h.

9.7.Liofilizagdo do Material

Os frascos do lote serdo divididos em dois sub-lotes, a fim de atender a capacidade do
equipamento liofilizador (K105 Liotop, Brasil). Cada sub-lote sera submetido a um ciclo de liofilizagéo
por um periodo de 24 h. Apds o término do ciclo, os frascos serdo fechados sob vacuo e seréo
registrados os parametros da liofilizagdo. A presenga de vacuo nos frascos sera verificada, com a
utilizagdo de um aparelho emissor de centelha elétrica (Bobina de Tesla Coil 2-12-8, Brasil). Os
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frascos que ndo apresentarem vacuo no interior, quando submetidos a centelha elétrica serédo
descartados.

Os frascos de cada sub-lote serdo numerados e identificados, como pertencentes ao lote,
com as seguintes especificagbes: “Candidato a Bactéria de Referéncia”’, com a sigla CBR, com a
identificacdo da bactéria, do ano de produgao e da numeracéo do frasco no lote.

Os frascos serao lacrados com tampa de metal utilizando alicate recravador, armazenados
em caixas identificadas e estocados em ultrafreezer a aproximadamente -70 °C. Sera registrada a
quantidade de frascos cujo resultado da verificagdo de vacuo foi satisfatorio e dos que foram
descartados por falta de vacuo ou por apresentarem outras caracteristicas visiveis tais como:
rachadura nos frascos ou caramelizagdo da matriz.

9.8.Faixa de Concentragao Esperada

E esperado que o lote candidato a MR apresente concentracéo aproximada de E. coli de 1 x
107 UFC.mL"". No entanto, caso a concentragdo alcangada apds a finalizagdo do preparo ndo seja a
definida, ndo constituira um fator limitante para a utilizagao do lote. A concentragéo final do candidato
a MR devera ser avaliada pelo Comité Técnico Responsavel pelo Desenvolvimento do Material
Candidato a MR.

10.CONTROLES A SEREM APLICADOS AO LOTE CANDIDATO A MR
10.1.Estudo da Pureza do Material

Dez frascos, que correspondem a 2% do lote produzido, seréo selecionados de forma
aleatdria e submetidos ao teste de pureza. Cada liofilo sera reconstituido e semeado pela técnica de
esgotamento na superficie de uma placa de TSA com 0,6% de extrato de levedura. Apds a incubagéo
a 35°C/48 h, devera ser verificado apenas um tipo de morfologia colonial em todas as placas
semeadas.

10.2.Teste da Homogeneidade do Lote

Para o teste da homogeneidade sera realizada uma avaliagdo quantitativa. Os frascos seréo
analisados sob condi¢des de repetitividade, através de contagem por plaqueamento direto em 10 mL
de TSA com 0,6% de extrato de levedura, com sobrecamada de 5 mL de agar cristal violeta vermelho
neutro bile (VRBA), conforme metodologia descrita por Feng et al (2002). Serdo selecionados de
forma aleatdria sistematica 20 (vinte) frascos de cada sub-lotes. Sub-lote. O calculo do numero
minimo de frascos a serem analisados no teste, sera obtida através da aplicacdo da formula: 3x¥/n,
onde n é o nimero de frascos produzidos.

As andlises referentes ao teste serdo realizadas de acordo com as datas estabelecidas no
cronograma deste planejamento.

Os valores das contagens serdo expressos em log e registrados. A avaliagéo estatistica
do teste sera baseada na analise da variancia (ANOVA) seguindo as orientagdes da ABNT ISO GUIA
35:2012.

10.3. Estudos de Estabilidade do Lote

Sera realizado o estudo de estabilidade de curta duracdo e de longa duragdo. A
metodologia de contagem sera a mesma aplicada no teste da homogeneidade.

O estudo de longa duragao sera realizado nas temperaturas de armazenamento (-20 °C) e
de referéncia (menor que -70 °C). As analises serao realizadas com 2 (dois) frascos de cada uma das
temperaturas a cada 15 dias e tera a duragdo aproximada de 1 (um) ano. Os frascos selecionados
aleatoriamente para o estudo da temperatura de armazenamento (-20 °C) serdo transferidos da
temperatura de referéncia (menor que -70°C) para a temperatura de armazenamento (-20 °C) apds o
resultado do teste da homogeneidade.

O estudo de curta duragdo sera desenhado no modelo is6crono (Lamberty, Schimmel e
Pauwels 1997), nas temperaturas de 4 °C e 38 °C. O tempo zero sera avaliado a partir de dois itens
de ensaio armazenados na temperatura de referéncia. Serao utilizados 8 frascos para o estudo em
cada uma das temperaturas.

Para a avaliagdo estatistica da estabilidade sera considerada a média dos valores de cada
dia de estudo, convertidos em logio. As avaliagbes estatisticas da estabilidade serdo realizadas
utilizando como base a ABNT ISO GUIA 35:2012, que preconiza a analise de residuos da regressao
linear.
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11CARACTERIZAGAO DO CBR
11.1.Verificagao da Autenticidade Fenotipica do CRB Apods a Produgido

Para a verificagdo da autenticidade do material e caracterizagdo fenotipica, serao utilizados
oito frascos, selecionados aleatoriamente, que serdo submetidos aos testes fenotipicos no sistema
semi-automatizado Vitek 2.0. Serdo utilizadas as cepas de referéncia: E. coli ATCC 10536, E. coli
ATCC 23724 e E. coli ATCC 25922.

11.2.Verificagdo da Autenticidade Genotipica do CRB Apds a Produgéo
O ensaio para a verificagado da autenticidade genotipica sera realizado com o isolado utilizado

para o preparo do lote, com oito frascos do lote produzido selecionados aleatoriamente e com as
cepas de referéncia E. coli ATCC 10536, E. coli ATCC 23724 e E. coli ATCC 25922. Todos serdao
submetidos a metodologia de reagdo em cadeia da polimerase descrita por Chen & Giriffiths (1998) e
deverdo apresentar o mesmo perfil de banda na amplificagdo do gene uspA com fragmentos de 884
pb.

11.3. Caracterizagao Molecular dos CBR pelo Método MLST

Oito frascos retirados da temperatura de referéncia serao submetidos ao sequenciamento e
a avaliacdao dos alelos dos sete genes constitutivos conservados pela técnica do MLST da
Universidade Warwick, como descrito no item 8.2. Os resultados deverao ser os mesmos aos obtidos
com a estirpe selecionada, antes da produgéo do lote estudado, a fim de assegurar a inexisténcia de
alteragbes genotipicas importantes para o MR.

11.4. Caracterizagao Molecular dos CBR pelo Método da ERIC-PCR

No método da ERIC-PCR serao utilizadas as cepas de referéncia E. coli ATCC 10536, E.
coli ATCC 23724 e E. coli ATCC 25922, a estirpe utilizada para o preparo do CBR e oito unidades
analisadas do lote. Sera verificada a estabilidade e uniformidade genémica entre a estirpe utilizada no
preparo do CBR e as unidades analisadas do lote, que devem apresentar o mesmo perfil de bandas.

11.5.Caracterizagao Molecular Adicional do CBR pelo Sequenciamento do gene uspA

Uma unidade do lote sera cultivada para posterior extracdo de DNA, que sera submetido a
reagdo de PCR com o gene uspA. O produto da amplificagéo sera purificado e sequenciado. A
sequéncia de nucleotideos obtida sera comparada com as sequéncias do GeneBank database,
obtendo-se a significancia estatistica da correlagéo.

Resultados ndo esperados na caracterizagao fenotipica, genotipica e molecular, deverao ser
avaliados pelo Comité Técnico Responsavel pelo Desenvolvimento do Material Candidato a MR (CT).

Resultados ndo esperados na caracterizagédo fenotipica, genotipica e molecular, deveréo
ser avaliados pelo Comité Técnico Responsavel pelo Desenvolvimento do Material Candidato a MR
(CT).

12. ATRIBUICAO DE VALORES E PROPRIEDADES

Esta propriedade sera determinada a partir da confirmagédo dos resultados dos testes de
autenticidade fenotipica e genotipica e da caracterizagdo molecular da cepa utilizada no
desenvolvimento do MR.

13. ESTABELECIMENTO DE PLANILHAS DE INCERTEZA E ESTIMATIVA DE
INCERTEZA(S) DE VALORE(S) CERTIFICADO(S)

A certificagdo sera baseada na concentragdo de células em UFC.mL-'. Sera calculada a
incerteza combinada e a expandida, através da soma das incertezas da caracterizagao quantitativa,
homogeneidade, das estabilidades e de um estudo interlaboratorial.

14. ROTULAGEM DO MATERIAL

Os frascos do lote aprovado como MRC serdo submetidos a troca das etiquetas. Na nova
etiqueta, tera o logo do INCQS/Fiocruz, a identificacgdo do MR como Bactéria de Referéncia
Certificada, a identificacdo da espécie bacteriana e a numeracao corrente da Bactéria de Referéncia
Certificadas (BRC).
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As etapas da producgéo e controle do lote candidato a MR s&o listadas na Tabela 1.
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Descrigdo das Atividades Datas
Confirmagéo da Identidade fenotipica e genotipica dos isolados e das | Ja realizado
cepas

Caracterizagdo protedmica dos isolados e das cepas Ja realizado
Caracterizagdo molecular dos isolados e das cepas Ja realizado

Preparagao do lote candidato a MR

26/07 a 04/08/2016

Estudo de Homogeneidade

Até 15/08/16

Inicio do Estudo de Estabilidade de Longa Duragéo

Até 15/08/16

Envio dos Resultados de Homogeneidade Até 20/08/16
Estudo de Estabilidade de Curta Duragéo Até 24/10/16
Verificagdo das Caracteristicas Fenotipicas e Genotipicas Até 15/09/16
Caracterizagdo Molecular Até 20/09/16
Reunido com a Equipe Participante do Projeto Até 05/10/16
Estabelecimento de Planilhas de Incerteza e Estimativas de Incerteza | Até 05/10/16
de Valores Certificados

1° Certificagdo do Material Até 30/12/16
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PLANEJAMENTO DA PRODUGAO:

Lote Candidato a Material de Referéncia Microbioldgico
Listeria monocytogenes

1. INTRODUGAO:
Este documento apresenta as condigdes de preparo e controle do lote candidato a material de

referéncia microbioldgico qualitativo de Listeria monocytogenes. Os controles da qualidade que seréo
aplicados ao CBR visam atender aos requisitos da ABNT ISO GUIA 34:2012 e as orientagdes da NIT-
DICLA 061:2012.

Apos a produgédo e controle sera realizada a certificacdo do material.

2. FINANCIAMENTO

A producdo deste material de referéncia sera realizada com recursos do projeto
CNPQ/ANVISA — 44012720149 e com a infraestrutura do INCQS.

3. OBJETIVOS

Produzir Material de Referéncia (MR) para uso como controle interno de ensaios destinados
a laboratérios publicos e privados, que atuam em atividades na area da microbiologia.

4.SUBCONTRATAGAO
Foi utilizado o equipamento MALDI-TOF de Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, na etapa anterior a
producéo, quando foi realizada a selegao da cepa empregada no perparo de lote.

Na caracterizagao molecular do lote serao utilizados os servigos de sequenciamento genético,
da plataforma de sequenciamento localizada no Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ.

Os servigos citados sédo unicos na FIOCRUZ, sendo o uso disponibilizado para a comunidade
cientifica da instituicao.

4.COMITE TECNICO (CT) RESPONSAVEL PELO DESENVOLVIMENTO DO LOTE
CANDIDATO A MR

Carla de O. Rosas, lvano Raffaele V. de Filippis Capasso, Marcelo Luiz L. Brandao, Marcus
Henrique C. de la Cruz, Silvia dos Reis Lopes, Valéria de Mello Medeiros.

5.DISPONIBILIZAGAO DO MATERIAL
O material sera disponibilizado como bactéria de referéncia L. monocytogenes certificada.

Pretende-se que o lote esteja disponivel a partir de abril de 2018. Ao ser fornecido, sera
transportado em condigbes que atendam aos critérios de transporte de material bioldégico da
International Air Transport Association - IATA. Serdao considerados os resultados do estudo de
estabilidade de curta duragdo descritos neste documento, para a escolha da temperatura de
transporte do MR com seguranca.

6.DOCUMENTAGAO DO MR

Juntamente com o MR, sera fornecida documentagcdo com orientagbes sobre os
procedimentos adequados para o manuseio do material, biosseguranca, aplicacdo apropriada e
armazenamento do MR.

Constardo na documentacdo informagbdes sobre os ensaios de controles e os testes de
caracterizagao aplicados ao material e a validade das informagdes declaradas.
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8.SELECAO DO ISOLADO A SER UTILIZADO NA PRODUGAO DO MR

(Ja realizada na 1° etapa do estudo, antes da elaboragdo do planejamento de
produgao).

Para a selecdo da estirpe a ser utilizada na produgdo do MR foi realizado um estudo
anterior com 13 isolados de L. monocytogenes, obtidos de amostras de alimentos no Setor de
Alimentos do Departamento de Microbiologia do INCQS/FIOCRUZ. Foram também utilizadas as
seguintes cepas de referéncia: L. monocytogenes ATCC 15313, L. monocytogenes ATCC 7644 e L.
monocytogenes ATCC BAA 751.

Todos os isolados e as cepas de referéncia foram submetidos a testes para identificagédo
fenotipica, genotipica, como também a caracterizagdo molecular e protedmica.

8.1.Verificagao da Identidade Fenotipica e Genotipica das Estirpes Avaliadas

A identidade fenotipica dos isolados foi confirmada através da analise no kit api listeria (bio-
merieux, france) que forneceu dados sobre o perfil bioquimico das estirpes, frente aos substratos
bioquimicos presentes no kit, especificos para o género listeria.

Foi também realizado teste de identificagdo genotipica, na qual foi empregada a Reagao da
Cadeia da Polimerase, baseada na metodologia de Jung et al (2003), com alvo no gene InlAB,
comum entre estirpes da espécie L. monocytogenes.

8.2.Caracterizagao Molecular

A tipificagdo molecular foi realizada através da técnica do Multilocus Sequence Typing
(MLST). O estudo da caracterizagédo dos alelos de sete genes constitutivos conservados (abcZ, bglA,
cat, dapE, dat, Idh, IhkA) foi empregado, de acordo com as informagdes descritas no banco de dados
do MLST do Instituto Pasteur (http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mist/Lmono.html). De
cada um dos 13 isolados e das trés cepas de referéncia foram obtidas numeragdes referentes a
identificacdo do alelo de cada um dos genes estudados.

8.3.Método de Caracterizagdo Utilizado na Selegdo da Cepa a ser Empregada na
Producio do Candidato a MR

Para a selegdo do isolado foi empregada a metodologia do MALDI-TOF. Todas as 13
estirpes de L. monocytogenes e as trés cepas de referéncia utilizadas foram submetidas a analise do
perfil protedbmico por MALDI-TOF (Sistema VITEK MS, BioMerieux, France) de Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ. Para cada estirpe avaliada foram atribuidos scores de qualidade, seguidos da
identificagdo da espécie. A partir de um dendrograma gerado pelo software Saramis Premium
(Database version 4.10 e System version 4.0.0.4, 2010), foi possivel selecionar um isolado, cujo perfil
protedbmico mais se aproximasse ao de uma das cepas de referéncia utilizadas. Desta forma, foi
selecionado o isolado, cujo perfil protedmico foi préximo ao da cepa L. monocytogenes ATCC 7644.
Foi verificada a correlagdo da numeragéo dos alelos do isolado selecionado, obtido no MLST, com a
numeracgao de alelos da cepa de referéncia L. monocytogenes ATCC 7644.

A cepa LIST 12 selecionada para o preparo do lote foi depositada na “Colegdo de Micro-
organismos de Referéncia do INCQS/FIOCRUZ”, identificada como P5445.

9. MATERIAL DE REFERENCIA
9. 1Matriz

Como matriz, sera utilizado o leite desnatado (Skim Milk, Difco), esterilizado a 115 °C por 15
minutos, suplementado com 100 mM de sacarose (DIFCO, USA).
9.2. Ambientes Adequados para os Aspectos de Produgao

A producdo do MR ser4 realizada no Setor de Alimentos do Departamento de microbiologia
do INCQS. A primeira etapa, que compreende no preparo da cultura, concentragdo do inoculo,
contaminagdo da matriz e distribuicdo do material nos frascos sera realizada no laboratdrio de
microbiologia, localizado na sala 109 do Bloco 02 do INCQS. Os procedimentos de concentragdo da
cultura serao realizados em cabine de seguranca biolégica.

Logo apds o material ser distribuido em frascos, serdo encaminhados a Sala de Preparo de
Itens de Ensaio e de Materiais de Referéncia do Setor de Alimentos/DM, localizado no sub-solo do
bloco 6 do INCQS, onde serdo estocados em ultrafreezer (Thermo, USA) a temperatura inferior a -70
0C por 24 horas e posteriormente liofilizados.

9.2Processamento do Material
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Todas as informagbes sobre os materiais e equipamentos utilizados durante a produgéo,
assim como os resultados obtidos serao registrados formularios de controle com dados da produgéo.

9.3Preparo da Suspensao Bacteriana

A partir de um criotubo contendo a cepa de L. monocytogenes P5445, depositada na
Colegao de Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria - INCQS/FIOCRUZ) sera realizado
o teste de pureza do material em agar tripticaseina de soja (TSA) (DIFCO, USA), suplementado com
0,6% de extrato de levedura (Acumedia, USA). Paralelamente, 100 uL do material sera semeado em
dois tubos contendo 10 mL de caldo fripticaseina de soja (TSB) (Difco, USA) suplementados com
0,6% de extrato de levedura. A placa de TSA e os tubos de caldo TSB ser&o incubados a 35 + 2 °C
por 24 h. Apds a incubagéo, sera verificada a pureza da cultura no TSA. O resultado sera registrado
em um formulario com dados da producéo.

Da cultura do caldo TSB, serdo transferidas aliquotas de 1mL da cultura, para 20
microtubos estéreis com capacidade de 2 mL. Os microtubos serao centrifugados a 10.000 rpm/10
min (Eppendorf 5418, Germany) e os sobrenadantes descartados. Os pellets de dez microtubos
serdo ressuspendidos em um volume de 1 mL de Solugéo Salina Peptonada (SSP) a 0,1 % (preparo
por formulagdo). As suspensdes obtidas serdo transferidas, cada uma para um dos dez microtubos
restantes, que posteriormente serdo homogeneizados em aparelho agitador de tubos (lka, USA) e
centrifugados a 10.000 rpm por 10 min. Para a leitura da transmitancia, sera utilizado o precipitado de
um microtubo, ressuspendido em 1 mL de solugdo de sacarose (Difco, USA) a 100 mM. A suspensao
obtida sera homogeneizada e transferida para tubos 10 x 80 mm para o controle da concentragédo de
células, a partir da leitura da transmitancia em aparelho colorimetro (Libra S2, Biochrom, England) em
comprimento de onda de 520 nm, calibrado com a mesma solugdo de sacarose 100 mM utilizada na
suspensdo do micro-organismo. A concentragdo da suspensdo de células sera ajustada para uma
transmitancia de 6% (equivalente a 3 x 108 UFC.mL"").

9.4Contaminagao da matriz e controle da concentragao de células

Um volume de 20 mL da suspensdo a uma transmitancia de 6%, sera transferido para um
béquer contendo 580 mL de leite desnatado estéril, suplementado com 100 mM de sacarose. Sera
adicionado um magneto estéril ao béquer, que sera posicionado na superficie de um aparelho
agitador magnético. A suspenséo sera submetida a agitagao por aproximadamente 20 minutos. Nesta
etapa, espera-se obter uma concentragdo aproximada de 1 x 107 UFC.mL".

Para a analise de controle da concentragcdo de células na matriz, serdo preparadas cinco
diluicdes decimais, de forma a se obter contagens entre 25-250 unidades formadoras de col6nias
(UFC). Aliquotas de 1 mL e 0,1 mL da diluicdo 105, serdo adicionadas separadamente e em
duplicata, em placas de Petri vazias e estéreis, onde serdo acrescentados, aproximadamente 20 mL
de TSA com 0,6% de extrato de levedura, previamente fundido e mantido em banho termostatico a
temperatura aproximada de 48 + 2 °C. As placas serdo incubadas em posicao invertida a 35 + 2 °C
por 48 h e posteriormente submetidas a contagem, a fim de se verificar a concentragdo de células
esperada foi atingida. Os resultados das contagens seréo registrados.

9.5Distribuicdo do material

Volumes de 1 mL da suspensdo da matriz contendo o micro-organismo serdo distribuidos
em 416 frascos de vidro estéreis (Schott, Brasil), através da utilizagdo de uma bomba peristaltica
(Watson, England) calibrada. Posteriormente, em cada frasco, sera acoplada uma rolha de borracha
(West, Brasil) estéril, propria para liofilizagdo. As estantes contendo os frascos serao transportadas
dentro de recipientes plasticos, limpos e fechados para a sala de preparo de materiais de referéncia e
estocados em ultrafreezer a aproximadamente -70 °C, por um periodo minimo de 15 h.

9.6Liofilizagao do material

Os frascos do lote serdo divididos em dois sub-lotes, a fim de atender a capacidade do
equipamento liofilizador (K105 Liotop, Brasil). Cada sub-lote sera submetido a um ciclo de liofilizagao
por um periodo de 24 h. Apdés o término do ciclo, os frascos serdo fechados sob vacuo e serdo
registrados os parametros da liofilizagdo. A presenga de vacuo nos frascos sera verificada, com a
utilizacdo de um aparelho emissor de centelha elétrica (Bobina de Tesla Coil 2-12-8, Brasil). Os
frascos que ndo apresentarem vacuo no interior, quando submetidos a centelha elétrica serédo
descartados.

Os frascos de cada sub-lote serdo numerados e identificados, como pertencentes ao lote,
com as seguintes especificagbes: “Candidato a Bactéria de Referéncia”’, com a sigla CBR, com a
identificagdo da bactéria, do ano de produgao e da numeragéao do frasco no lote.
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Os frascos serao lacrados com tampa de metal utilizando alicate recravador, armazenados
em caixas identificadas e estocados em ultrafreezer a aproximadamente -70 °C. Sera registrada a
quantidade de frascos cujo resultado da verificagdo de vacuo for satisfatéria e dos que foram
descartados por falta de vacuo ou por apresentarem outras caracteristicas visiveis tais como:
rachadura nos frascos ou caramelizagdo da matriz.

9.8Faixa de concentragao esperada

E esperado que o lote candidato a MR apresente concentracdo aproximada de L.
monocytogenes de 1 x 107 UFC.mL-'. No entanto, caso a concentragdo alcangada, apds a finalizagao
do preparo ndo seja a definida, ndo constituira um fator limitante para a utilizagdo do lote. A
concentragdo final do candidato a MR devera ser avaliada pelo Comité Técnico Responsavel pelo
Desenvolvimento do Material Candidato a MR.

10.CONTROLE A SEREM APLICADOS AO LOTE CANDIDATO A MR

10.1.Estudo da Pureza do Material

Dez frascos, que correspondem a 2% do lote produzido, serdo selecionados de forma
aleatdria e submetidos ao teste de pureza. Cada liofilo sera reconstituido e semeado pela técnica de
esgotamento na superficie de uma placa de TSA com extrato de levedura. Apds a incubagéo a
35°C/48 h, devera ser verificado apenas um tipo de morfologia colonial em todas as placas
semeadas.

10.2.Teste da Homogeneidade do Lote

Para o teste da homogeneidade sera realizada uma avaliagdo quantitativa. Os frascos de
cada sub-lote serdo analisados sob condicdes de repetitividade, conforme metodologia de
plaqueamento direto, com uma camada base de 10 mL de agar tripticaseina de soja contendo 0,6%
de extrato de levedura. Posteriormente adicionando uma sobremacada de 5 mL de agar Cromogénico
para Listeria, segundo metodologia descrita por Hitchins, Jinneman and Chen (2016).

Serdo selecionados de forma aleatdria sistematica 20 (vinte) frascos de cada sub-lotes.
Sub-lote. O célculo do numero minimo de frascos a serem analisados no teste, serd obtido através da
aplicacéo da férmula: 3x3/n, onde n é o nimero de frascos produzidos. As andlises referentes ao
teste seréo realizadas de acordo com as datas estabelecidas no cronograma deste planejamento.

Os valores das contagens serdo expressos em logi e registrados. A avaliagéo estatistica
do teste sera baseada na analise da variancia (ANOVA) seguindo as orientagbes da ABNT ISO GUIA
35:2012.

10.3Estudos de Estabilidade do Lote

Sera realizado o estudo de estabilidade de curta duragdo e de longa duragdo. A
metodologia de contagem sera a mesma aplicada no teste da homogeneidade.

O estudo de longa duragéo sera realizado nas temperaturas de armazenamento (-20 °C) e
de referéncia (menor que -70 °C). As analises serao realizadas com 2 (dois) frascos de cada uma das
temperaturas a cada 15 dias e tera a duragdo aproximada de 1 (um) ano. Os frascos selecionados
aleatoriamente para o estudo da temperatura de armazenamento (-20 °C) serdo transferidos da
temperatura de referéncia (menor que -70°C) para a temperatura de armazenamento (-20 °C) apos o
resultado do teste da homogeneidade.

O estudo de curta duragdo sera desenhado no modelo is6crono (Lamberty, Schimmel e
Pauwels 1997), nas temperaturas de 4 °C e 38 °C. O tempo zero sera avaliado a partir de dois itens
de ensaio armazenados na temperatura de referéncia. Serdo utilizados 8 frascos para o estudo em
cada uma das temperaturas.

Para a avaliagdo estatistica da estabilidade sera considerada a média dos valores de cada
dia de estudo, convertidos em logio. As avaliagbes estatisticas da estabilidade serdo realizadas
utilizando como base a ABNT ISO GUIA 35:2012, que preconiza a analise de residuos da regresséo
linear.

11.CARACTERIZAGAO DO CBR

11.1.Verificagdo da Autenticidade Fenotipica do CRB Apds a Produgao

Para a verificagdo da autenticidade do material e caracterizagao fenotipica, serdo utilizados
oito frascos, selecionados aleatoriamente, que serdo submetidos aos testes fenotipicos no Kit Api
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20E. Serao utilizadas as cepas de referéncia: L. monocytogenes ATCC 15313, L. monocytogenes
ATCC 7644 e L. monocytogenes ATCC BAA 751

11.2.Verificagdo da Autenticidade Genotipica do CRB Apds a Produgéo

O ensaio para a verificagdo da autenticidade genotipica sera realizado com o isolado
utilizado para o preparo do lote, com oito frascos do lote produzido selecionados aleatoriamente e
com as cepas de referéncia L. monocytogenes ATCC 15313, L. monocytogenes ATCC 7644 e L.
monocytogenes ATCC BAA 751. Todos serdo submetidos a metodologia de reagdo em cadeia da
polimerase descrita por Jung et al (2003) e deverdo apresentar o mesmo perfil de banda na
amplificagdo do gene inlAB com fragmentos de 902 pb.

11.3. Caracterizagao Molecular dos CBR pelo Método MLST

Oito frascos retirados da temperatura de referéncia serao submetidos ao sequenciamento e
a avaliagdo dos alelos dos sete genes constitutivos conservados pela técnica do MLST do Instituto
Pasteur, como descrito no item 8.2. Os resultados deverdo ser os mesmos aos obtidos com a estirpe
selecionada, antes da produgéo do lote estudado, a fim de assegurar a inexisténcia de alteragbes
genotipicas importantes para o MR.

11.4. Caracterizagao Molecular dos CBR pelo Método da ERIC-PCR

No método da ERIC-PCR seréo utilizadas as cepas de referéncia L. monocytogenes ATCC
15313, L. monocytogenes ATCC 7644 e L. monocytogenes ATCC BAA 751, a estirpe utilizada para o
preparo do CBR e oito unidades analisadas do lote. Sera verificada a estabilidade e uniformidade
gendmica entre a estirpe utilizada no preparo do CBR e as unidades analisadas do lote, que devem
apresentar o mesmo perfil de bandas.

11.5.Caracterizagdao Molecular Adicional do CBR pelo Sequenciamento do gene in/AB

Uma unidade do lote sera cultivada para posterior extracdo de DNA, que sera submetido a
reagcdo de PCR com o gene inlAB. O produto da amplificagcdo sera purificado e sequenciado. A
sequéncia de nucleotideos obtida sera comparada com as sequéncias do GeneBank database,
obtendo-se a significancia estatistica da correlagéo.

Resultados ndo esperados na caracterizagédo fenotipica, genotipica e molecular, deveréo
ser avaliados pelo Comité Técnico Responsavel pelo Desenvolvimento do Material Candidato a MR
(CT).

12. ATRIBUIGAO DE VALORES E PROPRIEDADES

Esta propriedade sera determinada a partir da confirmagéo dos resultados dos testes de
autenticidade fenotipica e genotipica e da caracterizagdo molecular da cepa utilizada no
desenvolvimento do MR.

13.ROTULAGEM DO MATERIAL Apods a aprovagdo do lote como MRC, os frascos serdao
submetidos a troca das etiquetas. Na nova etiqueta, terd o logo do INCQS/Fiocruz, a identificagdo do
MR como Bactéria de Referéncia Certificada, a identificagdo da espécie bacteriana e a numeragéao
corrente das Bactérias de Referéncia Certificadas (BRC).
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CRONOGRAMA

Todas as etapas da produgao e controle do lote candidato a MR, estéo listadas na Tabela 1.
Descrigdo das Atividades Datas
Confirmacgéao da Identidade fenotipica e genotipica dos isolados e Ja realizado
das cepas
Caracterizagao protedmica dos isolados e das cepas Ja realizado
Caracterizacdo molecular dos isolados e das cepas Ja realizado
Preparacéo do lote candidato a MR 26/07 a 04/08/2016
Estudo de Homogeneidade Ate 15/08/16
Inicio do Estudo de Estabilidade de Longa Duragdo Ate 15/08/16
Envio dos Resultados de Homogeneidade Ate 20/08/16
Estudo de Estabilidade de Curta Durag&o Ate 24/10/16
Verificacdo das Caracteristicas Fenotipicas e Genotipicas Até 15/09/16
Caracterizagdo Molecular Até 20/09/16
Reuni&o com a Equipe Participante do Projeto Até 05/10/16
Estabelecimento de Planilhas de Incerteza e Estimativas de Até 05/10/16
Incerteza de Valores Certificados
1° Certificagdo do Material Até 30/12/16
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APENDICE C - FORMULARIOS DO ESTUDO COLABORATIVO

Ministério da Salde

FIODCRUZ ﬁf%
Fundagdo Oswaldo Cruz

Instituto Macional de Controle de Qualidade em Sadde ||'1|':_:Q'5

FORMULARIO PARA O ACOMPANHAMENTO DO USO
DE MATERIAIS DE REFERENCIA (ME) MICROBIOLOGICOS

Salmonella Typhimurium
N® do frasco: Inicio da andlise: ! !
Metodologia Utilizada:

CONTROLE DA ETAPA DE ISOLAMENTO SELETIVO:

Meio Utilizado Caracteristicas coloniais esperadas? R_;?.-:_u]t.a-:'io mm."? “R
SatisfatdriodInsatisfatono

{ )Sim ( ) Nio {...)Sat { )Insat

{ )Sim ( ) Nio {..)Sat { )Insat

{ ) Sim { )Nio (...)Sat ( )Insat

{ )Sim ( ) Nio {...)Sat { )Insat

{ )8im ( )Nip (...)Sat ({ )Insat

Obs:

CONTROLE DA ETAPA DE IDENTIFICACAQ BIOQUIMICA:

IS S - Resultado com o MR
Meio Utilizado Caracteristicas esperadas? Satisfatrio/Insatisfatorio
{ ) Sim { )Nio (...)Sat ( )Insat
{ )Sim ( ) Nio {...)Sat { )Insat
{ 1Sim ( ) Nio {---)Sat { )Insat
{ ) Sim { )Nio (...)Sat ( )Insat
{ )Sim ( ) Nio {...)Sat { )Insat
{ 1Sim ( ) Nio {---)Sat { )Insat
{ ) Sim { )Nio (...)Sat ( )Insat
{ )Sim ( ) Nio {...)Sat { )Insat

Caso seja realizado o teste da sorologia polivalente informar no campo observacio.
Obs:

Resultado da uiilizacho do MR:

O MR apresentou as caracteristicas de uma cepa de referéncia de Salmonefla spp.?
{ )SIM | NAO

Térming da analise: _ / !

POP 65.1101.008 = Anemmn C = Fev. 01

Av_ Brasil, 4365 Manguinhos CEP 21040-800 Rio de Janeiro R Brasil www.incos. fiocruz. b
Tel (21) 3B65-5151 Fax (21) 2200-0915 ——
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Ministério da Salde
FIODCRUZ %
Fundacgdo Oswaldo Cruz

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sadde IEC_IQS

FORMULARIO PARA O ACOMPANHAMENTO DO USO
DE MATERIAIS DE REFERENCIA (ME) MICROBIOLOGICOS

Escherichia coli
N do frasco: Inicio da andlise: ! !
Metodologia Utilizada:

CONTROLE DA ETAPA DE ENRIQUECIMENTO SELETIVO / PRESUNTIVO:caso seja aplicads na metodologia)

I . Resultado com o MR
. - o - ol
Meio Utilizado Caractensticas esperadas? SatisfarériofInsatisfaério
{ )Sim ( ) Nio {..)Sat { Jnsat
Ohbs:

COMTROLE DA ETAPA DE CON FIRMAC.-;LCI PARA COLIFORMES TOTAIS:mso seja aplicado na metodologi)
Resultado com o MR
Satisfatdrio/Insatisfatdrio

{ )Sim { ) Nio {..)Sat | )Insat

Meio Utilizado Caractensticas esperadas?

Ohbs:

CONTROLE DA ETAPA DE CONFIRMACAO PARA COLIFORMES TERMOTOLERANTES: (caso seja aplicado
ma metodologia)

Resultado com o MR
SatisfatdriofInsatisfatdrio
{ )Sim ( ) Nio {...)8at { )nsat

Meio Utilizado Caracteristicas coloniais esperadas?

Obs:

CONTROLE DA ETAPA DE IDENTIFICACAD BIOQUIMICA: (mso seja aplicado na metodologia)

- . . Resultado com o MR
Meio Utilizado Caractenisticas esperadas? SatisfarériofInsatisfatério
{ )Sim ( ) Nio (...)Sat { )nsat
{ )Sim { ) Nio {..)Sat { )Insat
{ ) Sim ( ) NMNio {...)Sat { )Insat
{ )Sim { ) Nio (..)5ar ( )Insat
{ )Sim ( ) Nio {..)5at | )Insat

Caso seja realizada a sorologia informar no campo observacio.
Ohbs:

Resultado da utilizacio do MR:

O MR apresentou as caracteristicas de uma cepa de referéncia de Escherichia coli?
[ )SIM  ( NAD

Término da andlise: _ / !

POP 85.1101 .006 = Anexo C = Rev. 01

Av_ Brasil, 4385 Manguinhos CEP 21040-200 Rio de Janeiro R Brasd wwwincgs. fiocruz.br
Tel (21) 3865-5151 Fax (21) 2200-0915 ——
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Ministério da Salnde
FIOCRUZ ﬁf%

Fundagio Oswalde Cruz
Institute Macional de Controle de Qualidade em Sadde "j(_:'QE

FORMULARIO PARA O ACOMPANHAMENTO DO USO
DE MATERIAIS DE REFERENCIA (MR) MICROBIOLOGICOS

Listeria monocytogenes
N do frasco: Inicio da andlise: /! !
Metodologia Utilizada:

CONTROLE DA ETAPA DE ISOLAMENTO:

Meio Utilizado Caracteristicas coloniais esperadas? 5 R_e:.q_n.ult.afia com.u? “R
Satisfardriof Insatisfatdrio
{ )Sim { )Nio (...)Sat { )Insat
{ )1 Sim () Nio (...)Sat { )Insat
{ )Sim ( )Nio {...)Sat { )Insat
Obs:

CONTROLE DA ETAPA DE IDENTIFICACAO BIOQUIMICA:

Meio Utilizado Caractensticas esperadas? 5;;:;;:;?; Efmn:i:f::;ia
() Sim_{_ ) Nio (...)Sat { JInsat
{ )Sim ( )Nio {...)Sat { )Insat
{ )Sim ( )Nio {...)Sat { )Insat
{ )Sim { )Nio (...)Sat { )Insat
{ )1 Sim () Nio (...)Sat { )Insat
{ )Sim ( )Nio {...)Sat { )Insat
{ )Sim ( )Nio (...)Sat { )Insat
() Sim { ) Nio (...)Sal ( )Insat

Caso seja realizado o teste da sorologia polivalente informar no campo observacio.
Obs:

Resultado da utilizachio do ME:
O MR apresentou as caracteristicas de uma cepa de referéncia de Listeria monocyiogenes?
( )8IM { INAOD

Término da analise: [/

POP 65.1101.006 = Anexn C = Rev. 01

Av_ Brasil, 4365 Manguinhos CEP 21040-300 Rio de Janeiro R Brasid wawwincgs, fiacruz br
Tel (21) 3B65-5151 Fax (21) 2290-0915 T




APENDICE D - CERTIFICADOS DOS MATERIAIS DE REFERENCIA

Salmonella

Ministério da Sadde

FIOCRUZ
Fundagao Oswaldo Cruz

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sadde IN—CQS
MATERIAL DE REFERENCIA CERTIFICADO
INCQS-MRCA03

INCQS 03/2018R02

Nimaero do Certificado

COMISSAO DO PROGRAMA DE MATERIAIS DE REFERENCIA CERTIFICADOS EM ALIMENTOS
INCQS/FIOCRUZ

— Identificagdo do Item
Material de Referencia Certificado (MRC): Salmonelfa Typhimurium

Certificador: INCQS-Fiocruz/Comissdo do Programa de Materiais de Referéncia
Certificados em Alimentos

Cédigo do Lote: INCQS-MRCAO3

Apresentagdo do Material: 1 frasco contendo (1,0 £ 0,1) g de material liofilizado
Condigoes de Estocagem: Manter em freezer, 4 temperatura igual ou inferior a -20 °C
Caracterizagao do Material: Realizada em fevereiro de 2018

Data de Emissao do Certificado: 26/02/18

1T f
'y \ /
¥, f

Marcus H. C dea Cruz Marcels L. Brand&o
Coordenadar Técnico da CPMRA Coo'denador da Qualidade da CPMRA
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Carla de O. Rosas
Responsavel pelo Setor de Alimentos do Departamento de Microbiologia

O MRC e seu CERTIFICADO atendem aos requisitos dos guias ABNT 1SO GUIA 31, ABNT 1SO GUIA 34, ABNT 150 GUIA 35,
NIT-DICLA-061 & das normas ABNT NBR ISO/EC 17025 & ABNT NBER IS0 17034 Este CERTIFICADO @ apenas valido para

o item acima, ndo sendo extensivo a quaisquer outros & somente pode ser reproduzido de forma integral.
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Descrigdo do MRC
Este material de referéncia foi preparado utilizando-se um isolado de Salmonella
Typhimurium obtido de amostra de alimentos envolvida em surtos de Doencga Transmitida
por Alimentos (DTA), ocorrida no territério brasileiro, no ano de 2014. O isolado foi fornecido
pelo Laboratério de Referéncia Nacional de Enterobactérias (LABENT) do Instituto Oswaldo
Cruz da Fundacgao Oswaldo Cruz (I0C/Fiocruz).
Anteriormente ac preparo do lote, foi realizada a identificacdo fenotipica, genotipica e a
caracterizagdo molecular do isolado pelo Método Multilocus Sequence Typing (MLST). Para
a selecdo do isolado foi empregada a metodologia do MALDI-TOF, que em um estudo
anterior, entre perfis protedmicos, apontou similaridade entre o isolado utilizado no preparo
do MRC com a cepa S. Typhimurium ATCC 14028.
Para o preparo do material, células bacterianas foram concentradas e ressuspendidas em
leite desnatado estéril. A suspensao foi homogeneizada, distribuida em frascos, liofilizada e
estocada a temperatura de -70 “C.
Posteriormente ao preparo do lote, foram aplicados testes de controle com o isolado
bacteriano utilizado no preparo do MRC e com oito unidades do lote produzido, a fim de se
verificar a identidade fenotipica e genotipica, assim como a caracterizagdo molecular da
bactéria utilizada na produgao do material.

Metodologia Utilizada no Estudo de Estabilidade e Homogeneidade do Material

Foi empregada a metodologia de contagem em placas utilizando uma camada base de agar
tripticaseina de soja contendo 0,6% de extrato de levedura, com posterior adicdo de uma
sobrecamada de agar cristal violeta vermelho neutro bile glicose (VRBG), segundo
metodologia descrita por Kornachi & Johnson (2001).

Metodologia Utilizada na Caracterizacao do Material de Referéncia

Os ensaios analiticos referentes & caracterizagao qualitativa do MRC ocorreram em um
laboratério do INCQS/Fiocruz. O laboratério procedeu a verificaco qualitativa comparando
oito unidades do lote utilizando as metodologias de identificacao fenotipica, identificacéo
genotipica, tipificagdo molecular pelos métodos do Multilocus Sequence Typing (MLST) e do
da Random Amplification of Polimorphic DNA (RAPD). Foi também realizado o

sequenciamento do gene STM 4497.
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Identificagao fenotipica:
Foi utilizado o sistema automatizado VITEK 2.0, que se baseia na identificagdo de espécies
bacterianas, a partir da agac enzimatica do micro-organismo frente a substratos bioguimicos

liofilizados presentes em cartdo “GN”", de uso especifico do referido equipamento.

Identificagdo genotipica:
A identificacdo genotipica foi realizada por Polymerase Chain Reaction (PCR), segundo
metodologia descrita por Kim et al (2006), com alvo no gene STM4497, cromossomal,

comum ao sarovar S. enterica subsp. enferica sarovar Typhimurium.

Tipificagdo Molecular pelo Método do Multilocus Sequence Typing (MLST):

Foi realizada a tipificacdo, segundo a metodologia do MLST, fundamentada no
acompanhamento de possiveis variagbes em fragmentos especificos de sete genes
constitutivos conservados distribuidos pelo cromossomo bacteriano, responsaveis pela
codificacdo de enzimas essenciais ao metabolismo celular € comuns enfre seres de uma
espécie. Para a metodologia do MLST de S. enterica foram seguidas as orientagbes do
banco de dados: http://mlst. warwick.ac.uk/mist/dbs/Senterica.relacionadas.

Tipificagdo Molecular pelo Método Random Amplification of Polimorphic DNA (RAPD):
Para a caracterizacao molecular foi também empregada a metodologia do RAPD, gue utiliza
pequenos iniciadores que se ligam a sequéncias nucleotidicas arbitrarias (WILLIAMS et al,
1990). A proximidade, numero e localizagdo dessas sequéncias variam entre organismos
sendo esses marcadores eficazes na identificagdo de polimorfismo no DNA gendmico entre
individuos de uma mesma espécie. Os perfis de fragmentos gerados definem o fingerprinting
dos DNA avaliados (POWER, 1996).

Sequenciamento do gene STM4497

O produto da reacao da PCR com o gene STM4497 de uma unidade do lote foi purificado,
sequenciado segundo Sanger, pela Plataforma PDTIS de Sequenciamento/IOC, no
Analisador Automatico de DNA ABI| 3730 (Applied Biosystems, USA), de acordo com o
protocolo de Otto et al (2008). Posteriormente, a partir da utilizagdo do programa Basic Local

Alignment Search Tool (BLAST), foi comparada a sequéncia dos nucleotideos obtidas com
Av. Brasil, 4365 Manguinhos CEP 21040-900 Rio de Janeiro RJ Brasil www.incgs.fiocruz.br
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sequéncias depositadas no GenBank databasese calculada a significincia estatistica das

correlagGes obtidas.

Finalidade de Uso

Este MRC é indicado para os seguintes propdsitos:

. Ensaios qualitativos de detecgao de Salmonella spp.;

. Em metodologias oficiais que descrevam a utilizagdo de uma cepa de referéncia de

Salmonella spp para o controle de ensaios.

Armazenagem e Manipulagio

Este MRC deve ser armazenado em local protegido contra a incidéncia da luz e em
temperatura igual ou inferior a -20 °C (freezer), preferencialmente a -70 °C, até o momento
de uso.

O MRC devera ser manipuladoc em ambiente laboratorial, em condigbes assépticas e
utilizado por profissional que apresente conhecimento de técnicas de manipulagdo de micro-
organismos e de biosseguranca.

Reconstituigdo do MRC

Reconstituir o material com 1 mL de meio rico liquido, tais como caldo infusdo cérebro
coracado (BHI) ou caldo tripticaseina de soja (TSB), utilizando todo o volume do frasco,
em uma unica vez.

O material devera ser usado para o preparo de culturas bacierianas, que poderdo ser
utilizadas para uso direto, ou preferencialmente para o preparo de aliquotas destinadas a
criopreservagdo. Devera ser obedecida a quantidade de repiques a serem aplicados ao
material, ndo ultrapassando cinco passagens, contadas a partir da reconstituicao do liofilo
(EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2013; UNITED STATES PHARMACOPOEIA, 2016).

Informagoes Sobre Seguranga
A bactéria presente no material € classificada como classe de risco biologico I,
apresentando risco individual moderado. Deve ser evitado contato direto do material com

mucosas ou pele ndo integra.
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Valores de Referéncia e Grau de Confianga
Na Tabela 1 sdo apresentados os valores de referéncia e os graus de confianga para as
analises gualitativas das unidades do lote INCQS-MRCAOQ3 analisadas.

Tabela 1 — Valores de referéncia (V) & graus de confianca

5. Typhimurium Vet Grau de Confianga
Witk 2.0 ¢oioquimice) Identificacgo Satisfatoria para as unidades do lote avaliadas 0-00%
PCR (molecular) Amplificagdo do gene STM4497 com fragmentos de 310pb 95% (Estimado)

para as unidades do lote avaliadas

Perfis de alelos dos genes:
MLST (molecular) aroC 10; dnaN 07, hemD 12, hisD 11; 95% (Estimado)
purE 05, sucA 09 e thrA 02.
*Tipo sequencial 19 e complexo clonal 01
para as unidades do lote avaliadas

RAPD i
: ; 95% (Estimado)
(Primer OPA3) Mesmo perfil de bandas para as unidades do lote avaliadas
Comparacdo da
sequénciade DNAQUe  (Gephank Accession n® MG924931) para a unidade do 99 %
codifica o gene STM lote avaliada

4497, com sequéncias
do Genbank

*Classificagado  segundo informagdes do  banco de dados  do MLST para 5. enterica
({hitp:/fmist. warwick ac ukimlst/dbs/Senterca. relacionadas).

Rastreabilidade Metrolégica

O valor certificado possui rastreabilidade metrologica garantida por uso das bactérias de
referéncia: Salmonella enterica subsp. entérica serovar Typhimurium ATCC 14028 e
Salmonella enterica subsp. entérica serovar Typhimurium ATCC 13311 e na calibracdo dos

equipamentos utilizados nas analises qualitativas .

Prazo de Validade
Este MRC tem seu prazo de validade até o dia 04 de dezembro de 2018, desde que
armazenado a temperaturas iguais ou inferiores a -20°C. Apds esse periodo, conforme

os resultados do monitoramento, esse prazo podera ser redefinido.
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O INCQS assegura a integridade deste MRC até o momento da abertura do recipiente de
vidro onde esta acondicionado, desde que as condices de armazenagem e manipulacao

sejam obedecidas.
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MATERIAL DE REFERENCIA CERTIFICADO
INCQS-MRCAO02
INCQS 02/2018R02

[Nimero do Certificado

COMISSAO DO PROGRAMA DE MATERIAIS DE REFERENCIA CERTIFICADOS EM ALIMENTOS
INCQS/FIOCRUZ

— Identificagdo do ltem
Material de Referencia Certificado (MRC): Listeria monocytogenes

Certificador: INCQS-Fiocruz/Comissdo do Programa de Materiais de Referéncia
Certificados em Alimentos

Cadigo do Lote: INCQS-MRCAD2

Apresentagdo do Material: 1 frasco contendo (1,0 + 0,1) g de material liofilizado
Condicoes de Estocagem: Manter em freezer, a temperatura igual ou inferior a -20 °C
Caracterizagao do Material: Realizada em fevereiro de 2018

Data de Emissao do Certificado: 24/02/2018

17
£V
4 I / e T .
LD

Marcus H. C de-ia Cruz /" Marce'o L. Brand&o
Coordenador Técnico da CPMRA Cocrdenador da Qualidade da CPFMRA
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Carla de O. Rosas
Responsavel pelo Setor de Alimentos do Departamento de Microbioclogia

O MRC e seu cERTIFICADO atendem aos requisitos dos guias ABNT 1SO GUIA 31, ABNT ISO GUIA 34, ABNT ISO GUIA 35,
MIT-DICLA-061 e das normas ABNT NBR ISO/NEC 17025 e ABNT NBR SO 17034. Este CERTIFICADO & apenas valido para
o item acima, ndo sendo extensivo a quaisquer outros e somente pode ser reproduzido de forma integral.
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Descrigdao do MRC

Este material de referéncia foi preparado utilizando-se um isolado de Listeria

-

monocytogenes obtido a partir de amostras de cortes de frango cru em analise realizada no
Setor de Alimentos do departamento de Microbiologia do INCQS/FIOCRUZ.

Anteriormente ao preparo do lote, foi verificada a identificacdo fenotipica, genotipica e a
caracterizagdo molecular pelo Método Multilocus Sequence Typing (MLST). Para a selecdo
do isolado foi empregada a metodologia do MALDI-TOF, que em um estudo anterior entre
perfis proteémicos apontou similaridade entre o isolado utilizado no preparo do MRC com a
cepa L. monocytogenes ATCC 7644.

Para o preparo do material, células bacterianas foram concentradas e ressuspendidas em
leite desnatado estéril. A suspenséo foi homogeneizada, distribuida em frascos, liofilizada e
armazenada a temperatura de -70 °C.

Posteriormente ao preparo do lote, foram aplicados testes de controle com o isolado
bacteriano utilizado no preparo do MRC e com oito unidades do lote produzido, a fim de se
verificar a identidade fenotipica e genotipica, assim como a caracterizagdo molecular da
bactéria utilizada na producgio do material.

Metodologia Utilizada no Estudo de Estabilidade e Homogeneidade do Material de
Referéncia

Foi utilizada a metodologia de contagem de Listeria monocytogenes em placas utilizando
uma camada base de agar tripticaseina de soja contendo 0,6% de extrato de levedura. Com
posterior adigdo de uma sobrecamada de agar Cromogénico para Listeria (HITCHINS;
JINNEMANE; CHEN, 2017).

Metodologias Utilizadas na Caracterizagao do Material de Referéncia

Os ensaios analiticos referentes a caracterizagdo qualitativa do MRC ocorreram em um
laboratério do INCQS/FIOCRUZ. O laboratério procedeu a verificagdo qualitativa de oito
unidades do lote utilizando as metodologias de identificacdo fenotipica, identificagdo
genotipica, tipificacdo molecular pelos métodos do Multilocus Sequence Typing (MLST) e do
da Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC-PCR). Foi também realizado o
sequenciamento do gene [nlAB.
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Identificagao fenotipica:

Foi utilizado o teste bioquimico miniaturizado de identificac@o Api Listeria, que se baseia na
acdo enzimatica do micro-organismo frente a substratos bioquimicos liofilizados presentes
no kit, que permite a identificacdo de espécies representantes do género Lisferia.

Identificagdo genotipica:
A identificacdo genotipica foi realizada pela técnica da Polymerase Chain Reaction (PCR),

segundo metodologia descrita por Jung et al (2003), com alvo nos gene cromossomal /nlAB.

Tipificagdo Molecular pelo Método do Multilocus Sequence Typing (MLST):

Foi realizada a tipificagdp, segundo a metodologia do MLST, fundamentada no
acompanhamento de possiveis variacbes em fragmentos especificos de sete genes
constitutivos conservados, distribuidos pelo cromossomo bacteriano, responsaveis pela
codificacdo de enzimas essenciais ao metabolismo celular e comuns entre seres de uma
espécie. Para a metodologia do MLST de L. monocytogenes foram seguidas as orientagées
do banco de dados: hifp:/bigsdb.pasteur. fi/listeria/listeria. himl.

Tipificagdo Molecular pelo Método Entferobacterial Repetitive Intergenic Consensus
(ERIC-PCR):

Para a caracterizagdo foi também empregada a metodologia do ERIC-PCR, que utiliza como
iniciadores elementos repetitivos (ERIC) distribuidos no genoma bacteriano. As regides
localizadas entre os elementos sdo amplificadas, produzindo diferentes padrbes de bandas,

que variam entre espécies. A metodologia foi realizada seguindo os procedimentos descritos
por Versalovic, Koeuth e Lupski (1991), com a utilizag&o do primer ERIC 2.
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Sequenciamento do gene InlAB

Os produtos da reacgdo da PCR com o gene InlAB foram purificados, sequenciados segundo
Sanger, pela Plataforma PDTIS de Sequenciamento/IOC, no Analisador Automatico de DNA
ABI 3730 (Applied Biosystems, USA), de acordo com o protocolo de Otto et al (2008).
Posteriormente, a partir da utilizagdo do programa Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST), foi comparada a sequéncia dos nucleotideos obtidas com sequéncias depositadas
no GenBank databasese calculada a significancia estatistica das correlagdes obtidas.

Finalidade de Uso
Este MRC é indicado para os seguintes propositos:
« Ensaios qualitativos cuja deteccdo e identificagdo de Listeria monocylogenes é
condicdo requerida; e
« Em metodologias oficiais que descrevam a utilizagdo de uma cepa de L.
monocytogenes para o controle de ensaios.
Armazenagem e Manipulacéo
Este MRC deve ser armazenado em local protegido contra a incidéncia da luz e em
temperatura igual ou inferior a -20 °C (freezer), preferencialmente a -70 °C, até o momento
de uso.
O MRC devera ser manipulado em ambiente laboratorial, em condigbes assépticas e
utilizado por profissional que apresente conhecimento de técnicas de manipulagdo de micro-
organismos e de biosseguranca.

Reconstituigdo do MRC

Reconstituir o material com 1 mL de caldo tripticaseina de soja contendo 0,6% de extrato de
levedura, utilizando todo o volume do frasco, em uma lnica vez.

O material devera ser usado para o preparo de culturas bacterianas, que poderdo ser
utilizadas para uso direto, ou preferencialmente para o preparo de aliquotas destinadas a
criopreservagdo. Devera ser obedecida a quantidade de repiques a serem aplicados ao

material, ndo ultrapassando cinco passagens, contadas a partir da reconstituigdo do lidfilo
(EUROPEAN PHARMACOPOQEIA, 2013; UNITED STATES PHARMACOPOEIA, 2016).
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Informagdes Sobre Seguranga
A bactéria presente no material & classificada como classe de risco biologico |,

apresentando risco individual moderado. Deve ser evitado contato direto do material com

mucosas ou pele ndo integra.
Valores de Referéncia e Grau de Confianga
Na Tabela 1 sdo apresentados os valores de referéncia e os graus de confianga para as

analises qualitativas do material de referéncia do Lote INCQS-MRCAOZ.

Tabela 1 — Valores de referéncia (Vi) € graus de confianga

S. Typhimurium Vet Grau de Confianga
Identificagao Satisfatoria (Codigo de identificagio: 6510) 98.9%
R para as unidades do lote analisadas ;
Api Listeria
PCR (molecular) Amplificagao do gene InlAB com fragmentos de 902 pb 95%, (Estimado)
para as unidades do lote analisadas
Perfis de alelos dos genes:
abeZ 07; bglA 06; cat 10; dapE 08; 95% (Estimado)
MLST (molecular) dat 01; Idh 02 e IhkA 01
*Tipo sequencial 11 e complexo clonal 11
para as unidades do lote analisadas
ERIC-PCR :
| Mesmo perfil de bandas para as unidades do lote 85% (Estimado)
{Primer ERIC 2)

analisadas

Comparagao da
seqibnoin da DMA qus (Genbank Accession n® MG?24932] para a unidade
do lote analisada
codifica o gene InlAB, 99%
com sequéncias do
Genbank

*Classificacdo  segundo  informagbes do banco de dados do  MLST para L. monocylogenes

(hitp.ibigsdb. pasteur. frlisteriadistena. himl).

Rastreabilidade Metrologica
O valor certificado possui rastreabilidade metrologica garantida por uso das bactérias de

Av. Brasil, 4365 Manguinhos CEP 21040-900 Rio de Janeiro RJ Brasil www.incgs.fiocruz.br
Tel (21) 3865-5151 Fax (21) 2290-0915 o

INCQS 02/2018 RO2
Pagina 5de 6



175

Ministério da Satde

FIOCRUZ < Ny
Fundagédo Oswaldo Cruz

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sadde 'H_"_:Es
referéncia: Listeria monocytogenes ATCC 15313, Listeria monocytogenes ATCC 7644 e

>

Listeria monocytogenes ATCC BAA 751, no controle positivo das metodologias da Tabela 1.

Prazo de Validade

Este MRC tem seu prazo de validade até o dia 04 de dezembro de 2018 desde que
armazenado a temperaturas iguais ou inferiores a -20°C. Apds esse periodo, conforme
os resultados do monitoramento, esse prazo podera ser redefinido.

O INCQS assegura a integridade deste MRC até o momento da abertura do recipiente de
vidro onde esta acondicionado, desde que as condigbes de armazenagem e manipulacéo
sejam obedecidas.
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ANEXO A - SuperSpectras - MALDI-TOF
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Estirpes de E. coli

E. coll ATCC 25922
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Estirpes de Listeria
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ANEXO B - CARACTERIZAGAO BIOQUIMICA DOS CBRS
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Caracterizagado bioquimica do CBR S.Typhimurium realizada no equipamento

VITEK 2.0
Poco Teste Mnemoénica| Quantidade por Resultado
2 Ala-Fe-Pro-ARILAMIDASE APPA 0,0384 neg
3 ADONITOL ADO 0,1875 neg
4 L-Pirrolidonil - ARILAMIDASE PyrA 0,0180 neg
5 L-ARABITOL IARL 0,3000 neg
7 D-CELOBIOSE dCEL 0,3000 neg
9 BETA-GALACTOSIDASE BGAL 0,0360 neg
10 PRODUCAO DE H2S H2S 0,0024 +
11 BETA-N-ACETIL-GLUCOSAMINIDASE |BNAG 0,0408 neg
12 Glutamil Arilamidase pNA AGLTp 0,0324 neg
13 D-GLUCOSE dGLU 0,3000 +
14 GAMA-GLUTAMIL-TRANSFERASE GGT 0,0228 neg
15 FERMENTACAO/GLUCOSE OFF 0,4500 +
17 BETA-GLUCOSIDADE BGLU 0,0360 neg
18 D-MALTOSE dMAL 0,3000 +
19 D-MANITOL dMAN 0,1875 +
20 D-MANOSE dMNE 0,3000 +
21 BETA-XILOSIDADE BXYL 0,0324 neg
22 BETA-alanina arilamidase pNA Balap 0,0174 neg
23 L-Prolina ARILAMIDASE ProA 0,0234 neg
26 LIPASE LIP 0,0192 neg
27 PALATINOSE PLE 0,3000 neg
29 Tirosina ARILAMIDASE TyrA 0,0276 +
31 UREASE URE 0,1500 neg
32 D-SORBITOL dSOR 0,1875 +
33 SACAROSE/SUCROSE SAC 0,3000 neg
34 D-TAGATOSE dTAG 0,3000 +
35 D-TREALOSE dTRE 0,3000 +
36 CITRATO (SODIO) CIT 0,0540 +
37 MALONATO MNT 0,1500 neg
39 5-QUETO-D-GLUCONATO 5KG 0,3000 neg
40 Alcalinizagéo L-LACTATO ILATK 0,1500 neg
41 ALFA-GLUCOSIDASE AGLU 0,0360 neg
42 Alcalinizagdo SUCINATO SUCT 0,1500 +
43 Beta-N-ACETIL-GALACTOSAMINIDASE NAGA 0,0306 neg
44 ALFA-GALACTOSIDASE AGAL 0,0360 +
45 FOSFATASE PHOS 0,0504 +
46 Assimilagao Glicina ARILAMIDASE GlyA 0,0120 neg
47 ORNITINA DESCARBOXLASE oDC 0,3000 +
48 LISINA DESCARBOXLASE LDC 0,1500 +
53 Assimilagdo L-HISTIDINA IHISa 0,0870 neg
56 CUMARATO CMT 0,1260 +
57 BETA-GLUCORONIDASE BGUR 0,0378 neg
58 RESISTENCIA O/129 (comp. vibrio.) 0129R 0,0105 neg
59 Glu-Gli-Arg-ARILAMIDASE GGAA 0,0576 neg
61 Assimilagéo L-MALATO IMLTa 0,0420 neg
62 ELLMAN ELLM 0,0300 neg
64 Assimilagdo L-LACTATO ILATa 0,1860 neg

+ - positivo, neg - negativo
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Caracterizagao bioquimica do CBR E. coli realizada no equipamento VITEK 2.0

Pogo Teste Mnemoénica| Quantidade Resultado
2 Ala-Fe-Pro-ARILAMIDASE APPA 0,0384 neg
3 ADONITOL ADO 0,1875 neg
4 L-Pirrolidonil - ARILAMIDASE PyrA 0,0180 neg
5 L-ARABITOL IARL 0,3000 neg
7 D-CELOBIOSE dCEL 0,3000 neg
9 BETA-GALACTOSIDASE BGAL 0,0360 +
10 PRODUGAO DE H2S H2S 0,0024 neg
11 BETA-N-ACETIL-GLUCOSAMINIDASE BNAG 0,0408 neg
12 Glutamil Arilamidase pNA AGLTp 0,0324 neg
13 D-GLUCOSE dGLU 0,3000 +
14 GAMA-GLUTAMIL-TRANSFERASE GGT 0,0228 neg
15 FERMENTACAO/GLUCOSE OFF 0,4500 +
17 BETA-GLUCOSIDADE BGLU 0,0360 neg
18 D-MALTOSE dMAL 0,3000 +
19 D-MANITOL dMAN 0,1875 +
20 D-MANOSE dMNE 0,3000 +
21 BETA-XILOSIDADE BXYL 0,0324 neg
22 BETA-alanina arilamidase pNA Balap 0,0174 neg
23 L-Prolina ARILAMIDASE ProA 0,0234 +
26 LIPASE LIP 0,0192 neg
27 PALATINOSE PLE 0,3000 neg
29 Tirosina ARILAMIDASE TyrA 0,0276 +
31 UREASE URE 0,1500 neg
32 D-SORBITOL dSOR 0,1875 +
33 SACAROSE/SUCROSE SAC 0,3000 +
34 D-TAGATOSE dTAG 0,3000 neg
35 D-TREALOSE dTRE 0,3000 +
36 CITRATO (SODIO) CIT 0,0540 neg
37 MALONATO MNT 0,1500 neg
39 5-QUETO-D-GLUCONATO 5KG 0,3000 +
40 Alcalinizagao L-LACTATO ILATK 0,1500 +
41 ALFA-GLUCOSIDASE AGLU 0,0360 neg
42 Alcalinizagdo SUCINATO SUCT 0,1500 +
43 Beta-N-ACETIL-GALACTOSAMINIDASE [NAGA 0,0306 neg
44 ALFA-GALACTOSIDASE AGAL 0,0360 +
45 FOSFATASE PHOS 0,0504 (neg)
46 Assimilacao Glicina ARILAMIDASE GlyA 0,0120 neg
47 ORNITINA DESCARBOXILASE oDC 0,3000 neg
48 LISINA DESCARBOXLASE LDC 0,1500 +
53 Assimilagéo L-HISTIDINA IHISa 0,0870 neg
56 CUMARATO CMT 0,1260 +
57 BETA-GLUCORONIDASE BGUR 0,0378 (neg)
58 RESISTENCIA O/129 (comp. vibrio.) 0O129R 0,0105 +
59 Glu-Gli-Arg-ARILAMIDASE GGAA 0,0576 neg
61 Assimilagao L-MALATO IMLTa 0,0420 neg
62 ELLMAN ELLM 0,0300 +
64 Assimilagéo L-LACTATO ILATa 0,1860 neg

+ - positivo, neg — negativo, (neg) — falso negativo
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Caracterizagdo bioquimica do CBR L. monocytogenes a partir do kit api

Listreia
Teste Mneménica Quantid’ade R_esul’ta(_io
[mg/cub] bioquimico

Esculina Citrato de ferro ESC 0,106 +
4-nitrofenil-o.D-manopiranosido aMAN 0,045 +
D-Arabitol DARL 0,400 +
D-Xylose XYL 0,400 neg
L-Rhamnose RHA 0,400 +
Metil-q,D-glucopiranosido MDG 0,400 +
D-Ribose RIB 0,400 neg
Glucose-1-Fosfato G1P 0,400 neg
D-Tagatose TAG 0,400 neg
Hemolise (Complementar) HEM | = B hemdlise fraca

+ - positivo, neg — negativo.



