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RESUMO 

 

As análises realizadas por laboratórios de microbiologia de alimentos exercem um 

importante papel no suporte às ações da Vigilância Sanitária. Materiais de referência 

(MR) e materiais de referência certificados (MRC) são considerados ferramentas 

fundamentais no acompanhamento do desempenho analítico. O uso de MR 

microbiológicos no controle interno de ensaios analíticos é inquestionável e 

recomendado pelos principais manuais de métodos microbiológicos oficiais. No 

Brasil, as cepas de referência utilizadas como controle interno de ensaios são 

obtidas de provedores internacionais. Os altos custos para aquisição e os requisitos, 

burocráticos e sanitários, para a importação de materiais biológicos dificultam sua 

aquisição. Uma alternativa para tornar a utilização das cepas de referência 

importadas mais acessíveis aos laboratórios brasileiros têm sido a replicação e o 

fornecimento como cepas derivadas. Contudo, tais ações podem ser comprometidas 

por regras impostas por provedores, assim como, por barreiras relacionadas à 

biossegurança no mercado internacional. Assim, é clara a necessidade do país em 

investir no estudo e desenvolvimento desses materiais. O objetivo deste trabalho foi 

estabelecer três MRC microbiológicos, com estirpes isoladas de alimentos, de 

acordo com as normas técnicas oficiais de produção e controle. A partir do uso das 

metodologias do MALDI-TOF e do MLST, foram obtidos perfis proteômicos e 

moleculares que auxiliaram na seleção das estirpes utilizadas na elaboração dos 

MR. Foram produzidos três lotes candidatos à bactéria de referência (CBR) de 

Salmonella Typhimurium, Escherichia coli e Listeria monocytogenes. Os materiais 

foram aprovados quanto à 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 laboratórios de saúde pública. Os lotes foram também 

caracterizados pelo sequenciamento de genes espécie específicos. Os lotes de 

Salmonella e de L. monocytogenes foram certificados qualitativamente. O CBR de E. 

coli foi caracterizado quantitativamente, porém não foi certificado por apresentar na 

caracterização qualitativa molecular índice de identidade de 92% na sequência de 

nucleotídeos do gene uspA com sequências do banco de dados do GenBank. 

Palavras-chave: Bactérias de referência. Brasil. Métodos fenotípicos. 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 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Segurança alimentar 

 

A alimentação e a nutrição são condições básicas para a promoção e 

proteção da saúde, possibilitando a expressão plena do potencial de crescimento e 

desenvolvimento humano, com qualidade de vida e cidadania (BADARÓ; 

AZEREDO; ALMEIDA, 2007). 

A proteção da saúde, em todos os estágios da produção alimentar é uma 

prioridade econômica e de saúde pública, sendo desta forma uma obrigação 

exercida pelo Estado (TANCREDI; FERNANDES, 2014). Cabe às autoridades 

reguladoras a responsabilidade da implementação de ações que garantam a saúde 

e segurança dos alimentos, uma vez que dispõe de competência para estabelecer 

regulamentos, fiscalizar e avaliar o cumprimento das normas estabelecidas 

(AZEVEDO; JORGE; AZEREDO, 2016). 

No Brasil, as ações de vigilância sanitária na área de alimentos abrangem três 

esferas de governo divididas entre diferentes níveis de gestão, com 

interdependência entre as ações. Desta forma, o controle sanitário de alimentos é 

realizado pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa) do Ministério da 

Saúde (MS), juntamente como o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(MAPA), com as Vigilâncias Sanitárias estaduais e municipais e com os Laboratórios 

Oficiais de Saúde Pública. Cabe ao Ministério da Saúde, o controle dos alimentos 

industrializados, com exceção de bebidas. É de responsabilidade do MAPA o 

registro e fiscalização de produtos de origem animal, vegetais in natura, mel, 

bebidas alcoólicas e sucos (LATORRE, 2013). 

 

1.2 Doenças transmitidas por alimentos 

 

Doenças transmitidas por alimentos (DTA) abrangem um amplo espectro de 

enfermidades e constituem um problema de saúde pública em todo o mundo, com 

implicações no bem estar das populações e na economia das nações. Um 

levantamento realizado pela Organização Mundial da Saúde (OMS) indicou, no ano 

de 2010, uma estimativa de 600 milhões de casos, com 420 mil mortes atribuídas a 

doenças veiculadas por águas e alimentos (WHO, 2015). 
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Os agentes responsáveis pelas DTA podem ser de origem química, física ou 

microbiológica. No entanto, nos últimos 20 anos ocorreu um aumento significativo de 

doenças causadas por bactérias, vírus e parasitas. Alguns fatores têm contribuído 

para as mudanças nas taxas dessas doenças, dentre eles: o crescimento das 

populações, o aumento da expectativa de vida e as mudanças nos hábitos 

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 microbiológica com 98 mortes causadas por patógenos de 

origem alimentar (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2017). 

No Brasil, informações do MS referentes a casos de DTA de origem microbiológica 

ocorridos no período de 2007 a 2016, indicam o registro de 6.632 eventos, com 109 

óbitos. Do total de casos de DTA registrados 90,5% foram identificados como de 

fonte bacteriana, 7,1% viral, 1,7% por agentes químicos, 0,7% por protozoários e 

0,1% por fungos (BRASIL, 2016). De acordo com Silva e Tancredi (2014), a 

pequena taxa de eventos de DTA registrados no país se dá pela baixa notificação de 

casos. Desta forma, os dados divulgados representam apenas uma pequena parcela 

das doenças efetivamente transmitidas por alimentos no Brasil. 

Neste contexto, cabe ressaltar a importância da divulgação do banco de 

dados da vigilância das DTA, a fim de facilitar o acompanhamento das possíveis 

tendências e incidência dos micro-organismos envolvidos nessas enfermidades ao 

longo do tempo (NEWELL et al, 2010). Destaque têm sido dado ao National 

Molecular Subtyping Network for Foodborn Disease Surveillance (PulseNet) 

coordenado pelo CDC, que através da criação de uma rede de laboratórios públicos 

participantes dos cinco continentes, realiza a investigação epidemiológica dos surtos 

de DTA ocorridos no mundo, trazendo grandes benefícios a saúde pública (SEITZ; 

PREVOTS, 2013). 

Entre os micro-organismos prevalentes em DTA estão as bactérias do gênero 

Salmonella e as espécies: Escherichia coli e Listeria monocytogenes. 

 

1.3 Micro-organismos de importância em microbiologia de alimentos 

 

1.3.1 Salmonella spp. 
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1.3.1.1 Características do gênero Salmonella 

 

Bactérias do gênero Salmonella pertencem à família Enterobacteriaceae. São 

encontradas no solo, águas, esgoto, assim como no intestino de vários animais. 

Apresentam-se como bastonetes curtos, Gram negativos, móveis em sua grande 

maioria devido à presença de flagelos peritríquios. Crescem a 37 ºC. São anaeróbios 

facultativos, oxidase negativa e apresentam habilidade de metabolizar nutrientes 

tanto por via respiratória, quanto pela fermentativa. Produzem gás a partir da 

fermentação da glicose e não fermentam sacarose e lactose. Utilizam citrato como 

fonte de carbono, descarboxilam a lisina e ornitina, não hidrolisam a ureia e 

geralmente produzem ácido sulfídrico a partir da redução do enxofre (D’AOUST; 

MAURER, 2007). 

Na classificação taxonômica, o gênero 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 patogênicas para humanos e para 

animais são pertencentes a S. enterica subsp. enterica e estão associadas a 

quadros de gastrenterites e à febre entérica (SU; CHIU, 2007). Em cada subespécie, 

são conhecidos diferentes sorovares. Dentre os mais de 2.580 sorovares 

conhecidos, aproximadamente 1.530 são pertencentes a S. enterica subsp. enterica 

(GRIMONT; WEILL, 2007).  

Um monitoramento mundial realizado pela OMS relacionou a distribuição dos 

sorovares de Salmonella responsáveis por casos humanos ocorridos no período de 

2001 a 2007. Os resultados indicaram a prevalência dos sorovares Salmonella 

enterica enterica Enteritidis, seguido do Salmonella enterica enterica Typhimurium, 

excetuando-se nos países da América do Norte e da Oceania, onde a posição da 

prevalência foi invertida (HENDRIKSEN et al, 2011). 

A síndrome mais grave causada pela infecção por Salmonella em humanos 

tem sido as febres entéricas (febre tifoide e paratifoide), que consistem em infecções 

invasivas, causadas pelos sorovares Salmonella enterica enterica Typhi e 

Salmonella enterica enterica Paratyphi, patógenos exclusivamente humanos. As 

manifestações clínicas incluem febre, dores abdominais, diarreia e constipação. A 

infecção pode gerar danos respiratórios, hepáticos, esplênicos e neurológicos fatais, 
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com taxa de mortalidade variando de 10 a 20%, caso um antimicrobiano adequado 

não seja ministrado (FEASEY et al, 2012). 

A maioria das salmonelas não tifoides pode acometer tanto humanos como 

animais. O contágio em humanos geralmente ocorre como consequência da 

ingestão de água ou alimento contaminado, com período de incubação de 16 a 72 

horas e dose infectante variando de 20 a 106 células.  

A infecção por Salmonella, na maioria das vezes, origina apenas quadros 

gastroentéricos, não requerendo o uso de antimicrobianos. Entretanto, em 

aproximadamente 5% dos indivíduos infectados ocorre a evolução da infecção para 

bacteremia e infecção sistêmica (KARIUKI, 2015). Contudo, a habilidade da estirpe 

de causar quadros mais graves está atrelada a fatores como quantidade de inoculo 

ingerido, estado imunológico do hospedeiro e, sobretudo a virulência do sorovar 

envolvido (LAVIGNE; BLANC-POTARD, 2008). 

As salmonelas destacam-se, pela elevada relevância clínica, tanto em países 

em desenvolvimento como nos desenvolvidos, onde constituem uma das causas 

mais comuns de DTA e o maior agente de doenças diarreicas (FÀBREGA; VILA, 

2013). Majowicz et al (2010) realizaram um levantamento global das gastroenterites 

por Salmonella não tifoide e estimaram um número de 93 milhões de casos anuais, 

com 155.000 mortes. No Brasil, segundo informações 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 toxinfecções alimentares notificadas no país 

(BRASIL, 2016). 

Nas etapas do processo infeccioso, para sobreviver ao ambiente ácido do 

estômago, a salmonela sintetiza em torno de 50 proteínas, protegendo o ambiente 

intracelular do meio externo (FOLEY et al, 2013). Sobrevivendo ao pH ácido, a 

bactéria chega ao intestino delgado, atravessa a camada de muco e ao atingir o 

epitélio intestinal realiza contato com enterócitos 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 internalização (OLIVEIRA et al, 2013). A 

bactéria atravessa a célula dentro de um vacúolo endocítico até a lâmina própria 

onde se multiplica. As salmonelas são fagocitadas pelos macrófagos e monócitos 

desencadeando uma resposta inflamatória do hospedeiro com liberação de 

prostaglandinas que estimulam a adenilciclase elevando os níveis 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 não a eliminaram, retornam aos vasos sanguíneos sendo 

levadas para o baço e o fígado, dando início a disseminação sistêmica da 

Salmonella (VIEIRA, 2009). 

Os fatores de virulência que atribuem à salmonela a capacidade de 

desencadear o quadro patogênico no hospedeiro são codificados por genes que 

podem estar presentes em elementos genéticos móveis, como transposons ou 

plasmídeos, assim como fazer parte de regiões especificas do cromossomo, 

denominadas ilhas de patogenicidade, que são representadas por grandes regiões 

conservadas do cromossomo, variando de 10 a mais de 100 Kb (FOLEY et al, 2013). 

A resistência aos antimicrobianos entre sorovares de Salmonella é também 

considerada um problema de saúde pública mundial. No início dos anos 90, foi 

registrado um aumento de 20 a 30% no perfil da resistência entre salmonelas não 

tifoides, chegando a 70% em alguns países no final do último século. Atualmente, a 

situação tem se agravado pelo surgimento da resistência a classes de drogas 

importantes no tratamento das infecções por Salmonella (CHEN et al, 2013). A taxa 

de resistência entre as salmonelas varia entre os sorovares. Uma alta taxa de 

multirresistência, acima de 55%, tem sido encontrada entre estirpes de S. 

Typhimurium (FÀBREGA; VILA, 2013). A dispersão de resistência tem sido atribuída 

à disseminação de clones de resistência, como a S. Typhimurium fagotipo DT 104, 

que emergiu a partir dos anos 90 do século passado, como um problema de saúde 

pública global, identificado como agente de doenças tanto em humanos como em 

animais. A infecção em humanos com isolados DT 104 tem sido associada ao 

consumo de carnes de frango, bovina, suína e linguiças. Estirpes de DT 104 têm 

apresentando resistência à ampicilina, cloranfenicol, streptomicina, sulfonamidas, tetraciclinas 

e cefalosporinas de espectro estendido (CHEN et al, 2013). 

Desta forma, a presença do patógeno em alimentos é considerada um risco. 

Assim, bases legais que estabelecem os critérios microbiológicos para alimentos, em 

vários países instituem a ausência de Salmonella na grande maioria dos alimentos, 

como um critério de segurança alimentar (FORSYTHE, 2005). 

No controle da qualidade microbiológica de alimentos, métodos tradicionais 

de detecção de Salmonella envolvendo etapas de enriquecimento, isolamento e 

identificação são ainda os mais utilizados e permanecem como padrão ouro devido à 

seletividade e sensibilidade que apresentam. Uma variedade de métodos rápidos de 
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ensaio tem sido propostos e utilizados com a finalidade de diminuir o tempo de 

análise, como os baseados em reações imuno-enzimáticas, imunomagnéticas, entre 

outras. No entanto, os métodos rápidos para patógenos servem como triagem e 

precisam ser confirmados por métodos convencionais. A detecção rápida da 

Salmonella pode ser realizada também por métodos moleculares. A principal 

ferramenta é a reação em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - 

PCR), que além de propiciar o processo de detecção de patógenos com mais 

rapidez, em alguns casos, substituiu os tradicionais métodos de identificação, 

sorotipificação e caracterização bacteriana (ODUMERU; LEÓN-VELARDE, 2012). 

Como exemplo, pode-se citar a identificação de representantes do sorovar de S. 

Typhimurium, através da reação da PCR utilizandos-se o gene STM4497 

cromossomal, com 603 pb que tem como produto uma proteína citoplasmática 

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

 

1.3.2 Escherichia coli 

 

1.3.2.1 Características da espécie 

 

Escherichia coli pertence à família Enterobacteriaceae e tem como 

característica principal a apresentação de células em forma de bacilos Gram 

negativos, não esporulados, fermentadores da glicose e da lactose com produção de 

ácido e gás. É a espécie predominante da microbiota intestinal normal humana e de 

animais de sangue quente. A espécie apresenta papel importante na manutenção da 

fisiologia intestinal (MENG et al, 2007).  

Apesar da característica comensal, algumas estirpes patogênicas podem 

desencadear quadros de infecção intestinal em humanos, através de águas e 

alimentos contaminados, resultando em altas taxas de morbidade e mortalidade nas 

diferentes regiões do planeta. A gravidade da ocorrência de infecções por E. coli 

patogênica é exemplificada por programas de monitoramento de surtos 

estabelecidos em vários países (CROXEN et al, 2013). 

O tamanho do genoma da E. coli varia consideravelmente entre estirpes 

comensais e patogênicas. Análises comparativas mostraram que os genomas são 

divididos entre genes conservados compartilhados e um conjunto flexível de genes 

que confere características adaptativas e de virulência, encontradas nas variações 
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patogênicas (CROXEN et al, 2010). Um gene cromossômico conservado, 

exclusivamente entre E. coli é o uspA que produz e regula a produção da proteína 

citoplasmática denominada UspA (Universal stress protein A). Esta proteína tem sua 

síntese intensificada em condições extremas, como choque térmico, pressão 

osmótica aumentada, exaustão de nutrientes e presença de agentes tóxicos 

(NYSTROM; NEIDHARDT, 1992, CHEN; GRIFFITHS, 1998). 

As estirpes patogênicas têm adquirido atributos de virulência a partir da 

aquisição horizontal de genes, através de transposons, sequências de inserção e 

plasmídeos, que a habilitam a causar manifestações intestinais e extra intestinais 

(LAVIGNE; BLANC-POTARD, 2008). As E. coli patogênicas, mais tradicionalmente 

conhecidas, são divididas em cinco patotipos caracterizados e agrupados, de acordo 

com os fatores de virulência, com os quadros clínicos que desencadeiam em 

humanos e com o perfil filogenético que apresentam.  

E. coli enteropatogênicas (EPEC) causam lesão histopatológica, com 

modificação drástica nas microvilosidades dos enterócitos. Após a aderência na 

superfície dos enterócitos, translocam proteínas efetoras que desencadeiam 

modificações no citoesqueleto da célula, com destruição das microvilosidades e 

formação da estrutura em forma de pedestal, conhecida por attaching and effacing 

(A/E). Esse processo desencadeia a diarreia aquosa, e disfunção na absorção 

intestinal. Estão entre os principais agentes de diarreia infantil em países em 

desenvolvimento (CLEMENTS et al, 2012).  

E. coli enterotoxigênicas (ETEC) aderem e colonizam o intestino delgado, 

através de fímbrias sem invadir a mucosa. Produzem toxinas termolábil e/ou do tipo 

diarreica termoestável, que estimulam o acúmulo de fluidos e o quadro diarreico 

aquoso (CORRÊA, 2012). As ETEC são consideradas os agentes etiológicos mais 

comuns dos casos de “diarreia do viajante”. A exposição ocorre geralmente pela 

ingestão de água ou de alimentos contaminados (CASTRO-ROSAS et al, 2012).  

E. coli enteroinvasora (EIEC) penetra nas células epiteliais e causa distúrbios 

no intestino grosso, provocando febre e diarreia profusa, com muco e sangue, 

semelhante às infecções causadas por Shigella. O processo de invasão é iniciado 

pela internalização da bactéria nos enterócitos, onde ocorre uma supressão da 

resposta imune. Posteriormente, bactérias propagam-se lateralmente para as células 

adjacentes. No local da invasão ocorre um acúmulo de actina e um desarranjo da 
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estrutura celular levando a manifestações clínicas de pouco agravamento (MENG et 

al, 2007). 

E.coli enterohemorrágica (EHEC) foi originalmente descrita pelo sorotipo 

O157:H7 por desencadear quadro de colite hemorrágica e/ou Síndrome Urêmica 

Hemolítica (SHU), na década de 80 do século passado. Desde então, sua vigilância 

e controle tem se tornado um dos mais importantes focos de saúde pública. Outros 

sorotipos de EHEC foram também associados à doença e reportados em casos 

esporádicos em diversos países do mundo (BROOKS et al, 2005). O mecanismo de 

patogenicidade da EHEC ocorre no intestino grosso e produz lesão de adesão e 

desvanecimento semelhante ao das EPEC, culminando na destruição das 

microvilosidades e formação da lesão A/E. Em complemento, produz citotoxinas, 

que inibem a síntese de proteínas, eventualmente levando a célula à morte. A 

infecção provoca diarreia, com quadro podendo evoluir para a SHU, enfermidade 

que gera falência renal e morte (CLEMENTS et al, 2012). Bovinos são 

conhecidamente os maiores reservatórios de EHEC e geralmente a contaminação 

da carne se dá pelo contato com o material fecal durante o abate (GYLES, 2007). 

Águas de enchentes podem contaminar rios, lagos e fontes de água. Alimentos 

como hambúrguer, linguiça, leite não pasteurizado, cidra de maçã e hortaliças já 

foram incriminados como fontes de EHEC em surtos passados (CHAURET, 2011). 

Em 2008 ocorreu nos Estados Unidos o maior surto envolvendo um sorotipo raro 

O111, com um total de 341 pessoas doentes, 70 hospitalizadas, 25 desenvolveram 

SUH e uma pessoa morreu. A fonte da contaminação não foi identificada (BRADLEY 

et al, 2012).  

A E. coli Enteroagregativa (EAEC) tem sido identificada como endêmica em 

todo o mundo. A diarreia é do tipo aquosa persistente, com duração média de 14 

dias, podendo apresentar muco e sangue. As bactérias aderem aos enterócitos do 

cólon em forma de agregados, promovendo uma colonização persistente. Produzem 

uma toxina termolábil, relacionada antigenicamente à hemolisina e, uma toxina 

termoestável enteroagregativa (OKHUYSEN; DUPONT, 2010). Estudos apontam 

esta estirpe como o patógeno bacteriano mais comumente identificado em amostras 

de fezes diarreicas persistentes em crianças de até cinco anos (PABST et al, 2003; 

NATARO et al, 2006).  

Os procedimentos analíticos para detecção de E. coli patogênicas são 

peculiares e requerem etapas de enriquecimento, isolamento e identificação das 
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estirpes antes dos testes específicos de virulência, que variam entre testes 

moleculares, detecção de toxinas, invasividade e aderência em cultura de células, 

entre outros (FENG; WEAGANT; JINNEMAN, 2017) Os métodos convencionais de 

controle da E. coli não patogênicas em alimentos são realizados através de análises 

quantitativas baseadas na fermentação da lactose, como a técnica do Número Mais 

Provável e a do plaqueamento que emprega o ágar cristal violeta vermelho neutro 

bile (VRBA) (FENG; WEAGANT; GRANT, 2017). Para amostras de água, dentre as 

técnicas sugeridas está à baseada na atividade da β-glicuronidase, enzima que 

hidrolisa o substrato 4-metil umbelliferil β-D-glicuronideo (MUG) e libera o composto 

4-metil umbelliferona, fluorescente quando exposto à luz ultra violeta (UV) (365 nm). 

Ainda como opções para análise para água são descritas as técnicas de filtração por 

membrana e a metodologia colorimétrica que emprega o meio de cultura próprio 

para o ensaio definido como caldo presença/ausência, com verificação da mudança 

de coloração a partir da fermentação da lactose (APHA, 2012). 

 

1.3.3 Listeria monocytogenes 

 

1.3.3.1 Características da espécie 

 

As espécies do gênero Listeria apresentam como características principais, a 

forma de bastonetes, Gram positivos, não esporulados, anaeróbios facultativos, 

catalase positiva, móveis por flagelos peritríquios a 25 ºC, saprófitas, com baixo 

conteúdo G+C de 36-39% (SWAMINATHAN et al, 2007). Listeria monocytogenes 

compõem o gênero com outras dezoito espécies (LPSN, 2018). As espécies são 

diferenciadas fenotipicamente por provas de fermentação de açúcares e pela 

atividade hemolítica (LIU, 2013). A espécie L. monocytogenes é considerada a 

principal do gênero, por ser patogênica tanto para humanos como para animais 

(GASANOV; HUGHES; HANSBRO, 2005). 

A sorotipificação, da L. monocytogenes identifica 13 sorotipos (1/2a, 1/2b, 

1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e e 7). A importância da diferenciação se dá na 

determinação da prevalência dos sorotipos em estudos epidemiológicos e no 

conhecimento da distribuição ambiental (LIU, 2013). Os sorotipos 1/2a, 1/2b e 1/2c 

são conhecidos como agentes da maioria dos casos de infecção por L. 

monocytogenes em humanos e o sorotipo 4b o mais prevalente em quadros de 
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toxinfecção alimentar. No entanto, todos os sorotipos carreiam os mesmos fatores 

de virulência, apresentando assim atributos potenciais para acarretar a infecção 

denominada listeriose (GASANOV; HUGHES; HANSBRO, 2005).  

Os sorotipos de L. monocytogenes são distribuídos em três linhagens 

evolutivas, com nichos ecológicos diferentes: linhagens I (1/2b, 3b, 3c e 4b), 

linhagem II (1/2a, 1/2c, 3a) e linhagem III (4a, 4c, 3a). As cepas de linhagem II são 

encontradas em alimentos, parecem ser generalizadas nos ambientes naturais e 

agrícolas, e também são comumente isoladas de casos de listeriose animal e casos 

clínicos esporádicos humanos (LOMONACO; NUCERA; FILIPELLO, 2015). 

L. monocytogenes é um microrganismo patogênico, transmitido através de 

alimentos, considerado um importante problema de saúde pública. A espécie 

apresenta características peculiares como a ampla distribuição na natureza e a 

habilidade de crescer em condições ambientais extremas como: pH baixo, elevadas 

concentrações de sais e baixas temperaturas, que facilitam a sua entrada em 

plantas de produção de alimentos. Além disso, apresenta capacidade de sobreviver 

em alimentos por longos períodos de tempo. Tal versatilidade torna o controle da 

espécie um grande desafio nas indústrias de alimentos (NOORDHOUT, 2014). 

A espécie é descrita como um patógeno atípico, devido principalmente à 

severidade dos quadros clínicos que desencadeia, com taxas de mortalidade 

variando geralmente entre 20 a 30%, pelo longo tempo de incubação no hospedeiro 

de 3 a 70 dias e pela predileção por indivíduos com a imunidade mediada por 

células T comprometida (SWAMINATHAN et al, 2007). Em indivíduos saudáveis a 

infecção se apresenta como gastroenterite com febre branda, geralmente auto 

limitante. No entanto, em imunocomprometidos, mulheres grávidas, recém-nascidos, 

idosos e crianças, que compõem o grupo de risco para listeriose, pode ocorrer a 

evolução da infecção para quadros severos como septicemia, meningite e 

encefalites. Em mulheres grávidas, a infecção pode resultar em nascimento 

prematuro, aborto espontâneo ou nascimento do feto morto (MCLAUCHLIN, 2004).  

O sucesso da infecção depende da habilidade do patógeno conseguir realizar 

a internalização nas células no epitélio intestinal. O processo ocorre através da 

interação da proteína internalina, expressa na célula bacteriana com a caderina da 

superfície da célula epitelial. Internalizado, o patógeno induz a lise do vacúolo 

formado durante a entrada, ficando livre no citoplasma da célula hospedeira, onde 

se multiplica. Utiliza então filamentos de actina, se movimentando pelo citoplasma 
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chegando à célula vizinha. A bactéria atravessa a camada de células do epitélio e se 

dissemina pela corrente sanguínea para outros órgãos, como baço e fígado. É então 

internalizada por macrófagos, onde pode sobreviver e se multiplicar, iniciando o 

mesmo ciclo inicial. Se o nível de células T da resposta induzida não for suficiente 

para eliminar as células, pode ocorrer a disseminação pela corrente sanguínea para 

outros órgãos como cérebro e em gestantes para a placenta (KATHARIOU, 2002). 

Surtos de listeriose ocorrem de forma esporádica. Entretanto, a taxa de 

mortalidade é elevada (NOORDHOUT et al, 2014). No ano de 2011, um surto de 

grandes proporções, o maior registrado nos Estados Unidos da América, ocorreu no 

Colorado a partir da ingestão de melões contaminados com os sorotipos 1/2a e 1/2b, 

resultando na infecção 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 

não foi reportado (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2014). 

No Brasil, segundo informações do MS, nenhum surto de L. monocytogenes 

de origem alimentar foi notificado entre 2007 a 2016 (BRASIL, 2016). No entanto, a 

ocorrência da L. monocytogenes no Brasil, tem sido descrita na forma de 

publicações científicas (BARBOSA et al, 2015, MARTINS et al, 2010, VALLIM et al, 

2015). 

Os métodos tradicionais de detecção de L. monocytogenes são baseados em 

cultivos com enriquecimentos seletivos, seguidos da identificação da espécie a partir 

da morfologia colonial em meios com substratos colorimétricos ou cromogênicos; da 

fermentação de açúcares e da propriedade hemolítica da espécie. Esses métodos 

são considerados padrão ouro, porém são demorados, sendo muitas vezes 

incompatíveis para o controle de alimentos que apresentam vida de prateleira curta, 

assim como na análise de alimentos envolvidos em surtos de DTA. Assim, métodos 

mais rápidos foram desenvolvidos, como os que utilizam anticorpos e as técnicas 

moleculares permitindo a finalização de análises em até 48 horas (GASANOV; 

HUGHES; HANSBRO, 2005). 

A técnica da PCR é reconhecida como uma técnica reprodutível e de grande 

importância na identificação e diferenciação da L. monocytogenes de outras 

espécies sendo utilizados genes alvos que carreiam fatores de virulência. Jung et al 

(2003) descreveram a técnica de identificação da espécie L. monocytogenes 

utilizando os iniciadores inlA e inlB derivados dos genes cromossomais inlA de 2403 
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pb e inlB com 1893 pb. As internalinas A e B são proteínas de superfície específicas 

da espécie, conhecidas por estarem associadas à invasão de L. monocytogenes em 

células de mamíferos, principalmente em hepatócitos. 

 

1.4 Legislações brasileiras para o controle microbiológico de águas e 

alimentos 

 

Avaliações analíticas são ferramentas cujos resultados alicerçam processos 

de tomada de decisão sobre questões de segurança dos alimentos. As análises de 

controle microbiológico de alimentos e águas são baseadas em critérios que definem 

a aceitabilidade de um produto, em função da ausência/presença ou quantidades 

limites de um micro-organismo, de suas toxinas ou de metabólitos por unidade de 

massa, volume ou lote (FORSYTHE, 2005). 

No Brasil, a legislação sanitária aplicada ao controle da qualidade de 

alimentos, Resolução Nº 12 de 02/01/2001 - MS/Anvisa, atualmente em revisão, 

institui os critérios microbiológicos para alimentos destinados ao consumo humano 

(BRASIL, 2012). A resolução estabelece padrões que variam para os diferentes 

grupos de alimentos, como: ausência de Salmonella spp., ausência de L. 

monocytogenes e limites máximos de contaminação para coliformes totais, 

coliformes termotolerantes; estafilococos coagulase positiva, Bacillus cereus e 

clostrídios a 46 ºC. 

A Portaria Nº 2.914, de 12/12/2011 do MS em vigor até setembro de 2017 

dispunha sobre os procedimentos de controle da água para consumo humano e seu 

padrão de potabilidade (BRASIL, 2011). O referido documento foi revogado pela 

Portatia de Consolidação Nº 05 de 28/09/2017 do MS, que consolida as normas 

sobre as ações dos serviços de saúde (BRASIL, 2017). A atual Portaria mantém 

como padrões microbiológicos para água de consumo humano: a ausência de 

coliformes totais e de E. coli em 100 mL.  

Já a Resolução RDC nº 275 de 22/09/2005 da Anvisa, aprova o regulamento 

técnico de características microbiológicas para água mineral natural e água natural 

definindo a ausência de E. coli em 100 mL do produto (BRASIL, 2005). Para os 

demais grupos bacterianos citados na legislação, como coliformes totais, 

Pseudomonas aeruginosa, Enterococos e Clostrídios sulfito redutores (ou 

Clostridium perfringens), são apresentados opções de padrões, que variam com a 
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metodologia empregada no ensaio, tais como: “ausência/100 mL” ou dos limites de 

“1 UFC/100 mL” ou “1,1 NMP/100 mL. 

 

1.5 O papel do laboratório de controle da qualidade microbiológico de 

alimentos na vigilância das DTA 

 

Os Laboratórios Centrais de Saúde Pública (LACEN) encontram-se integrados 

ao Sistema Nacional de Vigilância Sanitária compondo a Rede Nacional de 

Laboratórios Oficiais de Controle de Qualidade coordenado pela Anvisa e realizam, 

a avaliação de serviços e de produtos sob apreensão fiscal verificando o 

cumprimento das leis, auxiliando nas ações da vigilância sanitária, participando de 

programas de monitoramento e realizando análises de alimentos e águas envolvidos 

em surtos de DTA (LUCCHESE, 2001). Atualmente, o Brasil conta com 27 LACEN 

distribuídos nos 26 estados brasileiros e um no Distrito Federal (BRASIL, 2018).  

A finalidade principal de um laboratório analítico é a produção de dados de 

alta qualidade e adequados ao propósito pretendido. A utilização de sistemas da 

qualidade em laboratórios de ensaio é uma tendência mundial e têm como objetivo a 

promoção de melhorias no planejamento, na organização, no registro dos dados e 

na documentação dos procedimentos empregados no laboratório, desde a 

amostragem até a liberação dos resultados (CARDOSO, 2008, MORAES, 2014). A 

norma ISO/IEC 17025 tem sido o sistema de qualidade mais amplamente 

empregado entre os laboratórios de ensaios analíticos. Dentre os requerimentos 

técnicos indicados na ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017 para a garantia da qualidade 

dos ensaios, estão: o emprego de metodologias oficiais, a utilização de materiais de 

referência para o controle interno de ensaios e a participação do laboratório em 

ensaios de proficiência (ABNT, 2017a). 

 

1.6 Métodos de tipificação de micro-organismos 

 

Métodos de tipificação proporcionam importante aplicação na diferenciação 

de isolados bacterianos de espécies distintas ou de uma mesma espécie. Podem ser 

usados para avaliar se duas ou mais estirpes apresentam relações ancestrais. São 

ferramentas rápidas, precisas e eficientes na vigilância de doenças e na detecção de 

surtos. A escolha de um método de subtipificação apropriado depende 
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significativamente da aplicação pretendida e do objetivo da subtipificação dos 

isolados (WIEDMANN, 2002).  

 

1.6.1 Espectrometria de Massas por Ionização e Dessorção a Laser Assistida por 

Matriz – MALDI-TOF 

 

A tecnologia Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization – Time of 

Flight/Mass Spectrometry (MALDI-TOF/MS) tem emergido como uma ferramenta 

rápida, sensível, altamente confiável e com um amplo espectro de identificação de 

micro-organismos, abrangendo bactérias, fungos e vírus (DE CAROLIS et al, 2014).  

O método tem sido utilizado no estudo de proteínas, proporcionando perfis 

espectrais de massa, específicos para gêneros, espécies e subespécies bacterianas 

(FREIWALD; SAUER, 2009). Na metodologia do MALDI-TOF/MS as amostras são 

aplicadas juntamente com uma matriz polimérica, composta por uma mistura de 

água, solventes e um ácido forte. Os solventes da matriz penetram na parede celular 

bacteriana, tornando as proteínas intracelulares acessíveis à análise. Uma grande 

porcentagem dos picos detectados no espectro do MALDI-TOF/MS é constituída por 

proteínas com funções conservadas, correspondendo principalmente a proteínas 

ribossomais, proteínas estruturais e proteínas regulatórias, que são estáveis e 

podem ser empregadas como biomarcadores filogenéticos (ANGELETTI, 2016). 

Após a evaporação dos solventes, inicia-se um processo onde moléculas de 

proteínas e outros compostos celulares são cristalizados junto à matriz. O material 

cristalizado é então irradiado com um feixe de laser, geralmente de N2. A captação 

de energia do laser desencadeia a sublimação e ionização da matriz e da amostra 

em fase gasosa. Uma vez ionizadas, proteínas migram por um campo elétrico dentro 

de um tubo de vácuo, onde os íons são separados, de acordo com o peso molecular 

da proteína. 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 composição de proteínas difere entre as espécies 

bacterinas e mesmo entre estirpes da mesma espécie, diferentes espectros serão 

gerados, permitindo a discriminação entre os micro-organismos estreitamente 

relacionados (CLARK et al, 2013). Os espectros obtidos são identificados a partir de 

análise comparativa com uma base de dados contendo referências de perfis de 

espécies microbiológicas relevantes (WELKER; MOORE, 2011, DE CAROLIS et al, 
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2014). Em geral, os espectros de massas gerados nas análises são únicos para os 

organismos individuais, com picos específicos para gêneros e espécies. Quando o 

espectro de massas do isolado teste é confrontado com o banco de dados de 

espectros de referência; os organismos mais estreitamente relacionados são 

identificados com um valor fornecido quanto ao nível de confiança na identificação. 

Quanto mais alto o valor do nível de confiança, mais exata será a identificação do 

organismo com relação à família, gênero ou nível 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 

identificação é avaliada pelo “score value” que o método fornece após a obtenção do 

espectro de análise e da avaliação estatística. Scores com baixos resultados são 

rejeitados (WELKER; MOORE, 2011). 

A precisão da técnica é aumentada, quando a identificação é feita a partir de 

uma cultura, com biomassa acima de 105 células. Outro ponto de destaque é a 

elevada influência da qualidade do banco de dados na interpretação dos resultados 

(BAILEY et al, 2013). 

Autores abordam a utilização da metodologia MALDI-TOF na caracterização 

bacteriana. Dieckmann e Malorny (2011) avaliaram 913 estirpes de S. enterica 

subsp. enterica, representando 89 diferentes sorovares. Biomarcadores, baseados 

na combinação de gênero, espécie, sub-espécie e sorovar foram selecionados, para 

a identificação 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 rápido e adequado na identificação 

dos sorovares de importância epidemiológica, reduzindo o número de amostras a 

serem identificadas pela sorotipificação convencional. 

Schaumann et al (2013) utilizaram o MALDI-TOF com excelentes resultados, 

na identificação e diferenciação das espécies Shigella sonnei e E. coli e, na distinção 

dos sorovares S. Enteritidis, S. Typhimurium. Além disso, reportaram a capacidade 

do método de diferenciar estirpes de E. coli enterohemorrágicas e E. coli 

enteropatogênicas de cepas de E. coli não patogênicas. 

Barbuddhe et al (2008) empregaram as técnicas de MALDI-TOF e do Pulsed 

Field gel electrophoresis (PFGE) na caracterização de 146 isolados de Listeria, 

envolvendo isolados clínicos e provenientes de surtos de intoxicação alimentar. 

Foram identificadas seis espécies. Os isolados classificados como L. 
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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 tipificação de micro-organismos, em pesquisas 

epidemiológicas e em sistemas de genética de populações. O método se baseia no 

acompanhamento de possíveis variações em fragmentos específicos de sete genes 

constitutivos conservados, denominados housekeeping, distribuídos pelo 

cromossomo bacteriano (MAIDEN et al, 1998). Esses genes são comuns entre seres 

de uma espécie e apresentam taxa de evolução lenta. São responsáveis pela 

codificação de enzimas essenciais no metabolismo celular (COOPER; FEIL, 2004). 

Os perfis obtidos são utilizados na determinação da relação genética entre os 

isolados (FOLEY; LYNNE; NAYAK, 2009). 

As informações sobre os genes a serem sequenciados e o protocolo da PCR, 

são padronizadas e disponibilizadas pelo banco de dados do MLST. Os resultados 

da sequência de nucleotídeos obtidos são comparados com dados previamente 

depositados. Numerações são atribuídas 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 população de Neisseria meningitidis, envolvendo isolados de casos clínicos e 

de portadores assintomáticos (MAIDEN et al, 1998). Foi também empregado no 

estudo de caracterização de grande variedade de organismos, dentre eles os 

envolvidos em surtos de toxinfecções alimentares. 

Noda et al (2011) avaliaram 30 estirpes de S. Enteritidis isoladas no Japão no 

período de 1973 a 2004, de fontes humanas, animais e de amostras de ovo, usando 

MLST. Em análises 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 único perfil, com a mesma sequência, sem nenhuma 

diferença nucleotídica nos sete genes housekeeping estudados. A avaliação sugeriu 

que S. Enteritidis seja de uma linhagem provinda de um único ancestral. 



33 
 

Achtman et al (2012) utilizaram MLST para investigar grupos evolutivos entre 

espécies de S. enterica depositadas em duas coleções de cultura da University 

College Cork e da coleção FXW do Institut Pasteur. Foram analisados 4.257 

isolados de Salmonella de 554 sorovares, originários dos cinco continentes. As 

cepas foram obtidas de indivíduos saudáveis, enfermos e de fontes ambientais. Os 

isolados foram sorotipados e submetidos ao MLST. Os resultados indicaram a 

diferenciação 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 

designação dos sorovares não correspondeu à análise evolucionária dos grupos. 

O banco de dados EnteroBase encontra-se disponível no endereço eletrônico 

da University of Warwick (https://enterobase.warwick.ac.uk/), Salmonella - Scheme 

Achtman 7 Gene MLST. A consulta realizada em 04/12/17 indicou o depósito de 

122.628 isolados, com análise de 4.456 diferentes perfis alélicos definidos. 

A fim de avaliar o poder discriminatório 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 regiões da Espanha. As 

cepas foram previamente classificadas como pertencentes aos sorotipos 1/2a, 1/2b 

e 4b e submetidas à análise 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 existência de 2 clones. Três outros 

perfis: ST7, ST8 e ST9, apresentaram diferenças 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 responsáveis pela maioria dos surtos 

detectados nas últimas 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 epidemiológico de 12 casos de listeriose, 

envolvendo o sorotipo 1/2a, ocorridos na Bélgica em 2011. As evidências sugeriam 

um surto, presumivelmente provocado pelo consumo de queijo produzido no país, a 

partir de leite pasteurizado. A tipificação molecular dos isolados clínicos, 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 endereço eletrônico: 

http://bigsdb.pasteur.fr/ um banco de dados com informações sobre perfis de alelos 

do MLST de patógenos de importância em saúde pública, dentre eles a espécie L. 

monocytogenes. Em consulta realizada em 30/11/17 para a L. monocytogenes foram 

encontrados 3.333 depósitos de sequências, com a determinação de 1.352 perfis 

alélicos diferentes da espécie. 

Isolados de E. coli envolvidos em infecções extra intestinais são conhecidos 

como ExPEC. O grupo inclui subgrupos de E. coli uropatogênicas (UPEC) para 

humanos e E. coli patogênicas para aves (APEC). Independente da origem, as 

estirpes de ExPEC compartilham características (KAPER; NATARO; MOBLEY, 

2004). Surtos de infecções urinárias em Unidades de Tratamento Intensivo (UTI) têm 

estimulado o interesse de se conhecer o potencial de estirpes de E. coli de fonte 

animal para causarem infecções em humanos. Embora se reconheça que a principal 

fonte de UPEC causadoras de infecções hospitalares seja da própria microbiota do 

indivíduo, não está completamente elucidado como clones virulentos habitam o 

colón em indivíduos sadios. Existem relatos mostrando a possibilidade da 

transferência de plasmídeos de APEC contribuindo para a virulência das UPEC, 

através da cadeia alimentar. Uma hipótese é que frangos abriguem clones virulentos 

de APEC sendo uma possível fonte de contaminação 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 infecção enterohemorrágica. Os 

resultados mostraram uma correlação muito próxima entre APEC com uma estirpe 

envolvida em casos de cistite hospitalar e uma estirpe de UPEC proveniente de um 

quadro de meningite neonatal. As três cepas apresentaram o mesmo perfil alélico 

(ST95). Duas outras estirpes, uma isolada de infecção de UTI e outra de um caso de 

cistite, também apresentaram o mesmo perfil alélico ST93 e uma correlação bem 

próxima a APEC. As outras três estirpes, não apresentaram correlação 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 são 

altamente similares entre si e sugere a possibilidade de uma ligação entre cepas de 

APEC e UPEC envolvidas em surtos alimentares. 

O banco de dados EnteroBase encontra-se disponível no endereço eletrônico 

da University of Warwick (https://enterobase.warwick.ac.uk/) Escherichia/Shigella, 

Scheme Achtman 7 MLST. A atualização de 04/12/17 assinalou 71.425 depósitos e 

a determinação 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 análise de fragmentos de DNA gerados pela amplificação de sequências 

repetitivas existentes no genoma. Pouco se sabe sobre a origem, evolução ou 

possíveis funções desses elementos. Muitas espécies bacterianas apresentam tais 

elementos, enquanto outras não os possuem (WILSON; SHARP, 2006).  

As sequências repetitivas intergênicas de enterobactérias, do inglês 

enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC), representam um conjunto de 

sequências conservadas e repetidas, presentes em regiões intergênicas, não 

codificantes do genoma bacteriano. Constitui um palíndromo imperfeito de 127 pb 

que ocorre em múltiplas cópias no genoma de bactérias (HULTON; HIGGINS, 

SHARP, 1991).  

O método de tipificação pela ERIC-PCR utiliza como iniciadores elementos 

repetitivos distribuídos no genoma de micro-organismos, cujas frequências de 

ocorrência diferem entre espécies e mesmo entre estirpes de uma espécie. Os 

produtos da amplificação caracterizam perfis específicos, visualizados em distintos 

padrões de bandas em gel de agarose (WILSON; SHARP, 2006; SMITH, 2012). Tais 

sequências foram inicialmente identificadas em membros da família 

Enterobacteriaceae, com resultados indicando sequências conservadas, diferindo 

entre espécies (HULTON; HIGGINS; SHARP, 1991).  

Em 2006, Wilson e Sharp utilizaram a ERIC-PCR a fim de investigar a 

distribuição dos elementos repetitivos na sequência do genoma de nove estirpes de 

E. coli. Os autores evidenciaram um pequeno número de sequências e variações 

entre isolados com respeito à presença de um elemento entre regiões intergênicas.  
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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 indústria de processamento 

de carne suína com estirpes de casos de infecção humana. Ambas as técnicas 

separaram os isolados por sorotipos e por origem, sendo que a ERIC apresentou 

melhor poder discriminatório, com número 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 clínicas de pacientes com infecção urinária. A 

combinação de metodologias propiciou a distinção de seis clusters, com bandas 

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

 

1.6.4 Random Amplification of Polimorphic DNA 

 

Random Amplification of Polimorphic DNA (RAPD) é uma técnica 

fundamentada na amplificação do DNA genômico com a utilização de pequenos 

iniciadores que se ligam à sequências nucleotídicas arbitrárias (WILLIAMS et al, 

1990). Na aplicação da RAPD, não é necessário conhecimento prévio da sequência 

alvo a ser amplificada. Uma das características da tipagem por RAPD é a 

temperatura de anelamento que deve ser relativamente baixa, em torno de 25 a 40 

ºC, a fim de facilitar à baixa estringência, isto é especificidade entre o primer e as 

sequências a serem amplificadas. A proximidade, número e localização dessas 

sequências variam entre organismos sendo esses marcadores eficazes na 

identificação de polimorfismo no DNA genômico entre indivíduos de uma mesma 

espécie. Os perfis de fragmentos gerados definem o fingerprinting dos DNA 

avaliados (POWER, 1996). 

RAPD tem sido utilizado na tipificação de diferentes organismos e 

empregado em estudos epidemiológicos de estirpes bacterianas obtidas de fontes 

clínicas, de surtos de DTA, assim como de alimentos e animais (LIN et al, 2005). 
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Quintaes et al (2004) otimizaram a reação da RAPD avaliando oito estirpes de 

Salmonella, serovar Typhi obtidos de diferentes regiões do Brasil. De dezesseis 

primers utilizados, identificaram o primer 784 como o que apresentou melhor padrão 

de diferenciação fingerprint para os isolados estudados. 

Taddele et al (2011) empregaram o RAPD na caracterização epidemiológica 

de isolados de Salmonella Gallinarum isoladas de frango de distintas regiões da 

India, com os primers: NSC I, NSC II, NSC III, URP-6 e 1290. Os autores verificaram 

que a análise com o primer NSC II resultou em um maior número de perfis entre os 

isolados, comparado com os outros primers utilizados no estudo, sendo capaz de 

gerar perfis diferenciados, de acordo com as regiões de origem dos isolados. 

Akinyemi e colaboradores (2014) aplicaram o RAPD na tipificação de 63 

isolados de Salmonella, de cinco diferentes sorovares suspeitas de apresentarem 

resistência a cefalosporinas. Obtiveram a diferenciação em quatro distintos perfis de 

RAPD, utilizando o primer OPA4, que separou os isolados pelo local onde foram 

obtidos. 

 

1.7 Materiais de referência microbiológicos 

 

Segundo o guia ABNT ISO GUIA 30, um material de referência (MR) é 

definido como um material suficientemente homogêneo e estável com respeito a 

uma ou mais propriedades especificadas, estabelecido como adequado para o uso 

pretendido em um processo de medição. Um MR é considerado material de 

referência certificado (MRC), quando além de atender as especificações de um MR, 

é também caracterizado por um procedimento válido 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 são descritos como cepas de referência, podendo ser 

também representados por partes replicáveis de micro-organismos como DNA 

genômico 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 biológicos está na 

manutenção da viabilidade e da estabilidade das células (PHILLIPP et al, 2007). 

A utilização de MR microbiológicos é essencial em atividades como: estudos 

taxonômicos, validação de metodologias, identificação de patógenos, testes de 
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sensibilidade a antimicrobianos, pesquisas científicas e controle da qualidade de 

ensaios laboratoriais (DAY; STACEY, 2008). 

A prática do uso de cepas de referência tem sido descrita na maioria dos 

manuais de métodos microbiológicos oficiais, tais como: métodos microbiológicos da 

International Organization for Standardization (ISO), Bacteriological Analytical 

Manual – Food and Drug Administration (BAM/FDA, 1998), Compendium of Methods 

for the Microbiological Examination of Foods (APHA, 2001), Instrução Normativa Nº 

62 do Ministerio da Agicultura - Métodos Microbiológicos para Controle de Produtos 

de Origem Animal e Água (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 são considerados 

ferramentas fundamentais no acompanhamento do desempenho analítico, podendo 

ser empregados como controle interno das análises ou como ítens de ensaio (IE) em 

ensaios de proficiência (EP). Essas duas diferentes utilizações dadas aos MR são 

citadas na norma da qualidade ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017, como 

requerimentos técnicos para a garantia da qualidade dos ensaios analíticos (ABNT, 

2017ª).  

Materiais de referência biológicos certificados, possuem aplicabilidade em 

processos analíticos mais complexos, tais como: validação e desenvolvimento de 

métodos, controle em processos de calibração, avaliação de novos meios de cultura, 

estudos Interlaboratoriais (IN'T VELD, 1998, MOOIJMAN et al, 1992. PHILIPP et al, 

2007). Cabe destacar que, sempre que disponíveis MRC devem ser utilizados em 

ensaios microbiológicos qualitativos ou quantitativos (INSTITUTO NACIONAL DE 

METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2015). 

 

1.8 A preservação de micro-organismos pela liofilização 

 

A água presente nas células bacterianas representa um componente crítico 

nos mecanismos de reação e contribui para a estabilidade das proteínas, do DNA e 

dos lipídios, além de conferir a ordem estrutural celular. Métodos de dessecação são 
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empregados com o objetivo de diminuir a água intracelular, a fim de cessar ou 

retardar o metabolismo, mantendo a estabilidade e a viabilidade celular por longos 

períodos (MORGAN et al, 2006).  

A dessecação por liofilização é um dos métodos mais utilizados na 

preservação e estoque de materiais microbiológicos por longos períodos. Consiste 

na retirada lenta de cristais congelados de água por sublimação sob pressão 

reduzida (CARVALHO et al, 2004) e requer, via de regra, estocagem em atmosfera 

inerte ou vácuo (SMITH, 2012). Embora alguns trabalhos considerem a liofilização 

como um método relativamente brando e seguro, os métodos de dessecação são 

inerentemente severos às células, podendo acarretar perda da viabilidade e induzir a 

uma série de danos às células mais sensíveis (SCHOUG et al, 2006). Bactérias 

Gram negativas são mais sucetíveis ao rompimento da parede celular durante o 

processo de dessecação e reidratação, uma vez que possuem a camada de 

pepitidioglicano mais fina que as Gram positivas (SHINOHARA et al, 2000).  

Cabe ressaltar que os procedimentos anteriores à liofilização, a técnica em si, 

como também a reconstituição do liófilo podem desencadear efeitos indesejáveis 

aos micro-organismos, como por exemplo, o aumento da permeabilidade da 

membrana celular e a desnaturação de proteínas sensíveis (PATIST; ZOERB, 

2005). A utilização de crioprotetores como carboidratos, proteínas e polímeros tem 

sido sugerida de modo a aumentar a estabilidade do micro-organismos durante o 

processo de dessecação, reconstituição e estocagem (CARVALHO et al, 2004, 

MORGAN et al, 2006).  

Os efeitos do uso de carboidratos durante a dessecação das células são 

diversos. Durante a desidratação de um organismo, moléculas de açúcar podem 

substituir a água intracelular que hidrata as proteínas da membrana da célula. Os 

açúcares podem assim, prevenir a desnaturação das proteínas e a transição de fase 

líotrópica das membranas lipídicas. Este último efeito ocorre quando a água é 

removida das bicamadas de fosfolipídios, aumentando a interação entre as cadeias 

e resultando na transição de fase lamelar para a fase gel. Desta forma, a formação 

da barreira de membrana lipídica pode ser perdida durante a fase de transição. No 

entanto, quando a dessecação é realizada na presença de açúcares, ocorre a 

vitrificação que protege e mantem os componentes intracelulares separados, 

sustentando a estrutura da membrana. A vitrificação extracelular apresenta igual 

importância, pois promove a separação física das células (WESSMAN et al, 2010).  
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Organismos resistentes ao processo de liofilização acumulam naturalmente 

açúcares no meio intracelular, preferencial dissacarídeos como a trealose e a 

sacarose. Baseados nesses aspectos, estudos indicam que a adição 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 dessecação (BRANDÃO et al, 2013a, LESLIE et al, 

1995, WESSMAN et al, 2010). 

 

1.9 Regras para o estabelecimento de materiais de referência 

 

Atualmente, em consequência das exigências de resultados mais exatos e 

confiáveis nas áreas tecnológicas e científicas, a demanda por MR de maior 

qualidade é crescente. Produtores de materiais de referência devem garantir a 

qualidade de seus materiais, disponibilizando informações de seus produtos sobre a 

forma de certificados e relatórios, como também demonstrando competência na 

produção desses elementos, seguindo os procedimentos descritos em normas de 

padrão internacional e, preferencialmente, sendo acreditados nesses procedimentos. 

A ABNT NBR ISO 17034:2017 apresenta os requisitos gerais para a competência de 

produtores de materiais de referência. No documento estão descritas as regras com 

as quais os MR devem ser produzidos, identificados, controlados e disponibilizados, 

seguindo as orientações da Norma ISO/IEC 17025 na aplicação dos critérios 

técnicos (ABNT, 2017a). 

A ABNT NBR ISO 17034:2017 destaca a necessidade da elaboração de um 

planejamento de produção, detalhadamente documentado, e estabelece como 

requisitos técnicos de controle, a obrigatoriedade da verificação da homogeneidade 

e da estabilidade dos lotes dos materiais produzidos, citando o ABNT ISO GUIA 

35:2012 como orientativo (ABNT, 2017b). 

Na avaliação da homogeneidade de MR são verificadas as condições de 

uniformidade na composição das amostras de um lote a partir de um número de 

unidades representativas ao tamanho do conjunto. Na avaliação da estabilidade das 

propriedades de interesse do candidato, os materiais devem ser avaliados frente às 

condições de armazenamento e transporte adotadas (ABNT, 2017). Lotes 

produzidos para fins de certificação devem ter os componentes de incerteza da 
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homogeneidade e da estabilidade incluídos na estimativa de incerteza do valor de 

propriedade do MRC (ABNT, 2012b).  

Com relação à caracterização dos MR, a ABNT NBR ISO 17034:2017 

determina a definição clara por uma propriedade quantitativa ou qualitativa. A Norma 

indica diferentes abordagens de caracterização de um MR: da mais simples, com a 

utilização de procedimento único de medição de referência por deteminado 

laboratório, até a caracterização por estudo colaborativo envolvendo uma rede de 

laboratórios. Requer que a caracterização de MRC seja bem especificada, de modo 

que a propriedade de interesse seja avaliada com rastreabilidade apropriada, e que 

os procedimentos para a atribuição de valores de propriedades e suas incertezas 

sejam documentados. 

Considerando a dificuldade de aplicação de métodos de medição que 

possibilitem o estabelecimento de uma cadeia de rastreabilidade, deve-se garantir a 

rastreabilidade de materiais biológicos que possa ser considerada de referência, 

assim como é feito, com maior facilidade nas áreas da física e da química, que 

utilizam padrões físicos e MRC (PEREIRA, 2017). 

Em se tratando de MR biológicos, os controles aplicados devem garantir não 

somente a homogeneidade e estabilidade da concentração de células, mas também 

a autenticidade do MR, assegurando a manutenção das características fenotípicas e 

a estabilidade genética do micro-organismo (CAMARÓ-SALA et al, 2015, DÁVALOS; 

QUEVEDO, 1991, STACEY; DAY, 2007). 

Acompanhando uma tendência mundial de incentivo a políticas 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 acreditação das atividades de ensaio e produção de materiais de 

referência para centros de recursos biológicos (CRB), no domínio micro-organismos, 

tendo como referência as “Diretrizes da Organização para a Cooperação e 

Desenvolvimento Econômico” (OCDE) (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, 

QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2012). O documento complementa os requisitos do 

ABNT ISO GUIA 34:2012, atualmente substituído pela ABNT NBR ISO 17034:2017. 

As orientações da NIT-DICLA-061:2012 têm como objetivo auxiliar na garantia 

de que materiais biológicos sejam autênticos e do mais alto padrão de qualidade. 

Desta forma, o documento, indica os diferentes controles que devem ser aplicados 

para assegurar que os elementos preservados de uma coleção microbiológica 
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tenham as características essenciais mantidas, dentre elas: o controle da pureza da 

cultura; da viabilidade (capacidade de replicação); da autenticidade da cultura 

preservada e da integridade do genoma, quando aplicáveis (INSTITUTO NACIONAL 

DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2012). 

 

1.10 Situação do Fornecimento e Produção de MR Microbiológicos no Brasil e 

no Mundo 

 

A prática da produção de MR microbiológicos é antiga em países 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 estímulo ao desenvolvimento de tais 

materiais data da primeira década do século XXI, quando se iniciou no país a busca 

da autossuficiência no fornecimento interno de MR para uso em ensaios de 

proficiência. Até então, poucos eram os provedores de EP para ensaios 

microbiológicos de água e alimentos existentes. Após o período de encorajamento, o 

cenário se modificou com o desenvolvimento de novos MR microbiológicos 

(BRANDÃO et al, 2013a, 2013b, 2014, COSTA et al, 2015, ROSAS, 2010), que 

atualmente são disponibilizados aos laboratórios públicos brasileiros, na forma de 

oferta de participação em ensaios de proficiência. 

Em contrapartida, as cepas de referência utilizadas como controle interno de 

ensaios no Brasil são 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 referência. Contudo, os altos custos para aquisição e os requisitos 

burocráticos e sanitários para a importação de materiais biológicos dificultam a 

aquisição de cepas de referência pelos laboratórios brasileiros (INCQS, 2008). 

Uma alternativa utilizada pelos fornecedores brasileiros, para tornar as cepas 

de referência internacionais mais acessíveis aos laboratórios do país, tem sido a 

replicação e posterior disponibilização como “cepas de referência derivadas”. No 

entanto, existe a possibilidade de mudanças ou imposição de regras por parte de 

produtores internacionais, que possam impedir esta prática de fornecimento.  

Além disso, há uma tendência para o surgimento de barreiras técnicas e 

comerciais associadas à biossegurança no mercado internacional que podem 
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dificultar ainda mais o trânsito de produtos biológicos entre países (CANHOS et al, 

2007).  

Outra problemática a ser abordada, considerando as orientações da 

Farmacopeia Americana (UNITED STATES PHARMACOPOEIA, 2016) e da 

Farmacopeia Europeia (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2016) é o número máximo 

de cinco repiques no uso de cepas de referência, a fim de minimizar contaminações 

e alterações fenotípicas e genotípicas. Essas recomendações têm sido aceitas e 

seguidas por laboratórios e indústrias em todo o mundo.  

Desta forma, é clara a dependência do país na aquisição de cepas de 

referência internacionais e a necessidade de estudos e incentivos para o 

estabelecimento de materiais microbiológicos nacionais. Neste contexto, o Instituto 

Nacional de Controle de Qualidade em Saúde (INCQS), unidade técnico-científica da 

Fundação Oswaldo cruz (Fiocruz), abriga a Coleção de Bactérias de Referência em 

Vigilância Sanitária (CBRVS) e uma coleção de pesquisa de isolados, provenientes 

de projetos de pesquisa do Instituto, no âmbito da Vigilância Sanitária e Ambiental, 

que preserva linhagens de bactérias, fungos e arqueas. A CBRVS é o laboratório 

brasileiro, indicado pela Farmacopeia Brasileira como provedor de materiais de 

referência microbiológicos para ensaios oficiais de controle da qualidade, e 

disponibiliza atualmente bactérias de referência derivadas de coleções 

internacionais para laboratórios e instituições públicas brasileiras, como os LACEN, 

universidades, hospitais e centros de pesquisa (INCQS, 2017). Desta forma, O 

INCQS possui estrutura e conhecimento técnico necessário ao desenvolvimento de 

cepas de referência. 

 

1.11 Justificativa 

 

Diante da importância do uso de cepas de referência em diferentes práticas 

laboratoriais e considerando a ausência atual de produtores de cepas de referência 

de origem nacional são necessários esforços para o desenvolvimento de materiais 

de referência microbiológicos brasileiros, certificadas ou não, baseadas em normas 

técnicas oficiais de produção e controle. 

O desenvolvimento de cepas de referência brasileiras, com micro-organismos 

obtidos no território nacional, permitirá a aplicação de controles de análises com 

materiais mais próximos à realidade das estirpes circulantes no país.  
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Cepas de referência produzidas no Brasil, com qualidade reconhecida e custo 

de produção reduzido, constituirá uma alternativa à utilização de MR de provedores 

internacionais. Os materiais de referência nacionais contribuirão para a garantia da 

qualidade dos resultados de ensaios microbiológicos de alimentos realizados nos 

laboratórios públicos brasileiros, auxiliando na verificação do desempenho analítico 

e reforçando as ações de monitoramento de alimentos no país. 

Uma vez que a técnica de produção desses MR seja desenvolvida, aprovada 

e reconhecida, outros materiais de referência poderão ser estabelecidos com o 

objetivo de atender a demanda dos laboratórios brasileiros que necessitam de 

materiais mais acessíveis, em diferentes áreas da saúde pública e da ciência. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

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

alimentos, para uso em controle microbiológico. 

 

2.2 Objetivos específicos  

 

 Identificar fenotipicamente e genotipicamente as estirpes estudadas; 

 

 Avaliar o perfil do MLST das estirpes estudadas, visando tipifica-las e 

determinar possíveis novos ST e CC; 

 

 Avaliar o perfil proteômico das estirpes estudadas; 

 

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

monocytogenes, um candidato à cepa de referência de cada espécie; 

 

 Produzir lotes candidatos a cepas de referência e identificá-los fenotipica e 

genotipicamente; 

 

 Analisar a homogeneidade e a estabilidade de longa e de curta duração 

dos lotes produzidos; 

 

 Verificar a autenticidade dos lotes candidatos à bactéria de referência, 

caracterizando-os por métodos moleculares; 

 

 Avaliar o comportamento dos lotes na rotina laboratorial; 

 

 Realizar a certificação dos lotes de cepas de referência produzidos. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

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

A primeira etapa foi constituída de atividades voltadas para a identificação, 

tipificação molecular e avaliação do perfil proteômico de isolados bacterianos dos 

grupos: S. Typhimurium, E. coli e L. monocytogenes obtidos de fontes de alimentos. 

Junto aos isolados foram utilizadas cepas de referência, que são indicadas em 

manuais metodológicos como material de referência para o controle interno de 

ensaios microbiológicos: 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 proteômicos por MALDI-TOF com 

as cepas de referência utilizadas. 

Os isolados selecionados foram empregados no desenvolvimento de três 

distintos lotes de candidatos a bactérias de referência (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 à avaliação analítica. 

Foram primeiramente realizados os testes de viabilidade, pureza, homogeneidade e 

da estabilidade do lote, critérios essenciais para os MR. Na sequência de ensaios 

foram realizadas a identificação fenotípica, a identificação genotípica e a 

caracterização molecular pelo MLST e ERIC-PCR. 

Na quarta etapa os materiais foram avaliados por dois Laboratórios Oficiais de 

Saúde Pública, sendo empregados na rotina de seus ensaios de controle da 

qualidade de águas e alimentos. 

Na última etapa do estudo os MR foram certificados. 

As atividades de isolamento dos micro-organismos e produção dos lotes de 

MR foram realizadas no Setor de Alimentos do Departamento de Microbiologia (DM) 

do INCQS da Fiocruz. Os procedimentos de identificação e tipificação molecular 

foram desenvolvidos no Setor de Identificação Bacteriana e no Setor de Bactérias de 

Referência, ambos no DM /INCQS. A caracterização pelo MALDI-TOF foi realizada 

no Setor de Esterilidade Processos e Insumos (SEPIN) do Laboratório de Controle 
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Microbiológico (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 práticas deste estudo foram custeadas com a verba de 

consumo do Projeto CNPQ/ANVISA CHAMADA CNPq/Anvisa N.º 05/2014, 

intitulado: Desenvolvimento de Materiais de Referência Certificados para o Controle 

da Qualidade de Ensaios em Laboratórios Públicos de Microbiologia de Alimentos. 

 

3.1 Micro-organismos de referência utilizados no estudo 

 

As seguintes cepas de referência 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 bioquímica e sorotipificação das bactérias 

 

Treze isolados de E. coli foram obtidos de amostras de hortaliças 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 Município do Rio de Janeiro, de 

forma aleatória. Para as atividades de pesquisa, isolamento e triagem bioquímica 

das bactérias foram utilizadas as metodologias descritas no Bacteriological 
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Analytical Manual (BAM/FDA, 1998), capítulos: 4 – “Enumeration of Escherichia coli 

and the Coliform Bacteria” e 10 – “Listeria monocytogenes”. 

Quatorze isolados de Salmonella Typhimurium foram fornecidos pelo 

Laboratório de Referência Nacional de Enteroinfecções Bacterianas (LABENT) do 

IOC/FIOCRUZ. Os isolados foram obtidos entre os anos de 2011 a 2014, a partir de 

amostras de carnes bovina e suína, frangos, peixes, ovos, saladas e embutidos. Dos 

14 isolados, dois foram detectados em análises de rotina e os demais, de amostras 

envolvidas em doze diferentes casos de surtos de toxinfecção alimentar ocorridos 

nas regiões 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 ºC.  

 

3.3 Identificação fenotípica  

 

Os isolados de Salmonella e de E. coli foram submetidos à identificação em 

equipamento semi-automatizado VITEK 2.0 Compact (bioMérieux, France), 

utilizando o cartão “Gram Negativos fermentadores e não fermentadores” (GN), 

seguindo as instruções do fabricante. As bactérias de referência: 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 utilização do kit API Listeria (bioMérieux, France), de acordo com as instruções 

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 hemólise em 

ágar de sangue de carneiro a 5% (DIFCO, USA) foi realizada como teste 

complementar. 

Os isolados de L. monocytogenes foram encaminhados ao Laboratório de 

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

 

3.4 IDENTIFICAÇÃO GENOTÍPICA 

 

3.4.1 Extração e dosagem do DNA 
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A extração do DNA foi realizada através da utilização do kit DNeasy Blood & 

Tissuet (Qiagen®, Germany), de acordo com as orientações do fabricante. A 

concentração do DNA foi verificada em aparelho NanoDrop 2000c 

Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA). Os DNA foram diluídos à concentração 

aproximada de 10 ng/µL. 

 

3.4.2 Protocolos de amplificação por PCR 

 

Os isolados foram submetidos à identificação genotípica pela PCR, através da 

detecção 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 identificação das estirpes da 

espécie E. coli originando fragmentos de 434 pb (CHEN; GRIFFITHS, 1998). Para a 

identificação dos isolados de L. monocytogenes foram utilizados os iniciadores inlA e 

inlB gerando fragmentos de 902 pb (JUNG et al, 2003). Os genes, os iniciadores, o 

protocolo de reação, os programas de amplificação empregados nas reações e suas 

referências são 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 reações de controle da PCR com os genes alvo foram utilizadas 

cepas de referência, 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 reações de amplificação foram realizadas em aparelho SimpliAmp Thermal 

Cycler (Applied Biosystems, Singapore). 

Os produtos da reação foram aplicados em gel de agarose (Sigma, USA) a 

2% em tampão 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, após a corrida, corado em solução de brometo de etídio a 0,5 µg/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. 
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Quadro 1- Genes alvo, iniciadores, ciclos de amplificação e referências metodológicas dos protocolos aplicados na identificação 
genotípica  

Fonte: Do autor, 2015. 
1- (Thermo Fisher Scientific, USA); 2- (Invitrogen, USA); 3- (BioBasic, Canada). 

Gene alvo Iniciadores (5’-3’) 
Protocolo da Reação  

(volume 25 µL) 

Ciclos de 

amplificação 
Produto Referência 

STM4497 

S. Typhimurium 

     Forward 

AACAACGGCTCCGGTAATGAGATTG 

Reverse 

ATGACAAACTCTTGATTCTGAAGATCG 

12,5 µL de MasterMix1; 

1 µL STM4497M2 F [15 pmol/L]2; 

1 µL STM4497M2 R [15 pmol/L] 2; 

5,5 µL de água livre DNAse/RNAse3; 

5 µL do DNA [10 ng/µL]. 

94 ºC –3min 

94 ºC – 45 s 

67 ºC – 30 s      30X 

72 ºC – 30 s 

72 ºC – 3 min 

310 pb 
Kim et al, 2006 

 

uspA 

E. coli 

Up 

CCGATACGCTGCCAATCAGT 

Down 

ACGCAGACCGTAGGCCAGAT 

 

12,5 µL de MasterMix1; 

4 µL uspA  Up     [1,25 pmol/L]2; 

4 µL uspA  Down [1,25 pmol/L]2; 

4,5 µL do DNA [10 ng/µL]. 

94 ºC – 5 min 

94 ºC –1 min 

55 ºC – 1 min    30X 

72 ºC – 2 min 

72 Cº – 5 min 

884 pb 
Chen; Griffiths, 

1998 

inlAB 

L. monocytogens 

AB1 

CTTCAGGCGGATAGATTAGG 

AB3 

TTCGCAAGTGAGCTTACGTC 

12,5 µL de MasterMix1; 

1 µL  inlAB-1  [25 pmol/L]2; 

1 µL  inlAB-2  [25 pmol/L] 2; 

5,5 µL de água livre DNAse/RNAse3; 

5 µL do DNA [10 ng/µL]. 

94 ºC – 5 min 

94 ºC – 2 min 

60 ºC – 1 min     30X 

72 ºC – 1 min 

72 ºC – 10 min 

902 pb Jung et al, 2003 
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3.5 Tipificação molecular dos isolados pelo método MLST 

 

A caracterização molecular foi realizada a partir da amplificação de sete 

genes conservados específicos para cada um dos grupos bacterianos estudados, 

descritos no Quadro 2. Para as reações, foram utilizados os DNA extraídos 

anteriormente na etapa de identificação genotípica (item 3.4.1). 

No desenvolvimento da PCR-MLST de Salmonella foram seguidas as informações 

do banco de dados: (http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Senterica.relacionadas), 

referentes aos iniciadores e à temperatura de anelamento. Os procedimentos de 

amplificação foram realizados de acordo com o protocolo proposto por Harbottle et al 

(2006). Os ciclos da reação consistiram em desnaturação inicial de 94 ºC/10 min, 34 

ciclos de 94 ºC/1 min, 55 ºC/1 min, 72 ºC/1 min e extensão final de 72 ºC/5 min. As 

informações sobre os genes, iniciadores utilizados, temperaturas de anelamento e 

tamanho dos fragmentos amplificados estão apresentadas no Quadro 2. Foram 

utilizadas as cepas: S. Typhimurium ATCC 13311 e S. Typhimurium ATCC 14028 

como controle. 

Todas as condições dos iniciadores e das reações de amplificação do MLST 

de E. coli foram obtidas no banco de dados: 

(http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli). As misturas da reação foram submetidas 

aos ciclos de: 94 ºC/4 min, 30 ciclos de 94 ºC/30 s, 52 ºC/30 s, 72 ºC/2 min e 

extensão de 72 ºC/10 min. Os genes, as temperaturas de anelamento e o os 

fragmentos amplificados estão 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 

orientações do banco de dados: (http://bigsdb.pasteur.fr/listeria/listeria.html), 

relacionadas aos iniciadores e as reações de amplificação. Os ciclos de amplificação 

foram de: 94 ºC/4 min, 35 ciclos de 94 ºC/30 s, 52 ºC/30 s, 72 ºC/2 min e extensão 

de 72 ºC/10 min. A temperatura de anelamento para o gene bglA foi de 45 °C. O 

Quadro 2, descreve os genes, os iniciadores utilizados, as temperaturas de 

anelamento e o tamanho dos fragmentos amplificados na reação. 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 reações, informadas no Quadro 2, foram submetidas aos 

ciclos de amplificação em termociclador SimpliAmp Thermal Cycler (Applied 

Biosystems, Singapore). 

Posteriormente, os amplicons foram purificados, em microplacas de 96 

cavidades, com a utilização do kit MinElute UF plates (Qiagen®), de acordo com as 

instruções do fabricante. A reação foi preparada em um volume total de 9 µL, nas 

seguintes proporções: 0,7 µL de exosap, 1,4 µL de fosfatase alcalina e 7 µL do 

amplicon da reação. A placa foi submetida a um ciclo de 37 ºC por 15 min e 80 ºC 

por 15 min, em aparelho termociclador. 

As reações 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 µL de reação, foram aplicados 1,5 µL do 

tampão 5X (kit), 2 µL do iniciador a uma concentração de 1,6 pmol, 1 µL do Big Dye 

e 5,5 µL do DNA purificado. A placa foi levada a aparelho termociclador e submetida 

a um programa de 40 ciclos, nas seguintes condições: 94 ºC/10 s, 50 ºC/5 s e 60 

ºC/4 min.  

A precipitação da reação foi realizada com a adição de 30 µL de isopropanol a 

75%, em cada um dos orifícios da placa. Foi aplicado um microfilme (Applied 

Biosystems, USA) cobrindo os orifícios da placa, que posteriormente foi submetida à 

centrifugação (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 reação foi retirado e adicionados 50 µL de etanol a 75% 

em cada orifício. Um novo microfilme foi aplicado e realizada nova centrifugação a 

4000 rpm por 15 min. O sobrenadante foi desprezado e a placa mantida à 

temperatura ambiente por 2 h, ao abrigo de luz. A placa foi vedada com microfilme e 

mantida a -20 ºC. 

O sequenciamento segundo Sanger, foi realizado através da Plataforma 

PDTIS de Sequenciamento/IOC, na qual foi utilizado o Analisador Automático 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, condições das reações e produtos da PCR 

 
Fonte: Do autor, 2015. 
*- Temperatura otimizada 

Gene/Produto Iniciadores Anelamento Produto pb

Salmonella enterica

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'

R 5'-ATCAGCGACCTTAATATCTTGCCA-3'

F 5'-ATGAAATTTACCGTTGAACGTGA-3'

R 5'-AATTTCTCATTCGAGAGGATTGC-3'

Escherichia coli

F1 5'-ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG-3'

R1 5'-CCGTCAACTTTCGCGTATTT-3'

F 5'-TCACAGGTCGCCAGCGCTTC-3'

R 5'-GTACGCAGCGAAAAAGATTC-3'

F 5'-TCGGCGACACGGATGACGGC-3'

R 5'-ATCAGGCCTTCACGCGCATC-3'

F 5'-ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA-3'

R 5'-GACGCAGCAGGATCTGTT-3'

F 5'-ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCGCTGCTGGCG-3'

R 5'-TAACGAACTCCTGCCCCAGAGCGATATCTTTCT-3'

F 5'-CGCGCTGATGAAAGAGATGA-3'

R 5'-CATACGGTAAGCCACGCAGA-3'

F 5'-CGCATTCGCTTTACCCTGACC-3'

R 5'-TCGTCGAAATCTACGGACCGGA-3'

Listeria monocytogenes

F 5'-TCGCTGCTGCCACTTTTATCCA-3'

R 5'-CTCAAGGTCGCCGTTTAGAG-3'

F 5'-GCCGACTTTTTATGGGGTGGAG-3'

R 5'-CCGATTAAATACGGTGCGGACATA-3'

F 5'-ATTGGCGCATTTTGATAGAGA-3'

R 5'-CAGATTGACGATTCCTGCTTTTG-3'

F 5'-CGACTAATGGGCATGAAGAACAAG-3'

R 5'-CATCGAACTATGGGCATTTTTACC-3'

F 5'-GAAAGAGAAGATGCCACAGTTGA-3'

R 5'-CTGCGTCCATAATACACCATCTTT-3'

F 5'-GTATGATTGACATAGATAAAGA-3'

R 5'-TATAAATGTCGTTCATACCAT-3'

F 5'- AGAATGCCAACGACGAAACC-3'

R2 5'-CTGGGAAACATCAGCAATAAAC-3'

hemD-uroporfirinogen III 

cosintase

dnaN-DNA polimerase III beta 

sub-unid

55 ºC 852

55 ºC [61ºC]* 510

55 ºC [61ºC]* 643

55 ºC 894

thrA-aspartoquinase + 

homoserina desidrogenase

purE-fosforibosilaminoimidazole 

carboxilase

sucA-alpha quetoglutarato 

desidrogenase

hisD-histidinol desidrogenase

aroC-corismato sintetase 55 ºC [61ºC]* 826

55 ºC 666

55 ºC 833

54 ºC 878

60 ºC

Adk-adenilato quinase

fumC-fumarato hidratase

gyrB-DNA girase

Icd-isocitrato/isopropilamato 

desidrogenase

mdh-malate desidrogenase

54 ºC 583

54 ºC 806

60 ºC 911

lhkA-histidina quinase

932

54 ºC 816

58 ºC 780

abcZ-ABC transportador 52 ºC 537

recA-ATP/GTP motivo de 

ligação

purA-adenilosuccinato 

desidrogenase

bglA-beta glicosidase

cat-catalase

dapE-succinil diaminop. 

desuccinylase

dat-minotransferase D-

aminoácido

ldh-L-lactato desidrogenase

45 ºC 399

52 ºC 486

52 ºC 462

52 ºC

52 ºC

52 ºC

471

453

480
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As sequências obtidas, exportadas no formato FASTA, foram editadas e 

analisadas utilizando o programa Sequencher e após confirmação da qualidade, 

foram submetidas aos bancos de dados do MLST para determinação dos ST. As 

sequências que não apresentaram similaridade de 100% com os alelos existentes, 

foram encaminhadas aos curadores dos bancos para a definição de novos alelos e 

posterior depósito. Os isolados estudados foram identificados em tipos sequenciais 

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

 

3.6 Caracterização proteômica dos isolados 

 

A caracterização proteômica foi realizada através da técnica de MALDI-TOF e 

teve como objetivo buscar a similaridade entre os perfis proteômicos dos isolados 

com os das cepas de referência. 

As cepas de referência 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 análises foram iniciadas com a transferência de parte de uma colônia 

isolada, do crescimento em ágar sangue de carneiro a 5% (DIFCO, USA), para um 

spot de uma lâmina 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 referência. Na superfície de cada poço foi adicionado um microlitro de 

uma solução matriz de ácido alfa-ciano-4-hidroxicinâmico (VITEK MS-CHCA, 

BioMérieux). A lâmina, com a matriz cristalizada, foi analisada em equipamento 

VITEK MS RUO (MALDI-TOF/MS, modelo AXIMA, Kratos/Shimadzu), com laser de 

nitrogênio, operando a 337 nanômetros.  

Os espectros de massa foram realizados em modo positivo linear, com 

voltagem de aceleração 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 informações sobre proteínas conservadas, 
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identificadas numericamente e representadas por suas relações massa/carga (m/z) 

(supermass). 

 

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

referência 

 

A partir dos espectros de massa obtidos, foram gerados dendrogramas, que 

agruparam as estirpes, de acordo com a relação de proximidade dos perfis 

proteômicos. A partir da visualização dos dendrogramas foram destacados os 

isolados de cada grupo com maior proximidade com uma das cepas de referência da 

mesma espécie.  

Foi também considerada a similaridade obtida entre os perfis de alelos dos 

sete genes do MLST, entre os isolados e as referidas cepas.  

Três isolados, um de cada espécie, foram selecionadas para o preparo de 

três lotes CBR. As cepas selecionadas foram depositadas na CBRVS do 

INCQS/Fiocruz. 

 

3.8 Produção dos lotes candidatos a material de referência 

 

Anteriormente à produção dos lotes, foram elaborados os planejamentos da 

produção dos três lotes de CBR. Os referidos documentos descrevem todos os 

procedimentos necessários à produção e ao controle dos materiais e são 

apresentados no Apêndice B. 

Os procedimentos de preparo dos CBR tiveram como base os desenhos 

descritos por Rosas et al (2010) e Brandão et al (2013). O lote de salmonela foi 

preparado em solução de leite desnatado a 10% volume contendo 100 mM de 

trealose (Merck, Alemanha) e os demais em solução de leite desnatado a 10% 

volume com 100 mM de sacarose (Merck, Alemanha). Os isolados foram cultivados 

em caldo infusão cérebro coração, do inglês brain heart infusion (BHI) (DIFCO, USA) 

a 35 ºC 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 sódio, incubação a 35 ºC 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 solução de 
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trealose a 100 mM (Merck, Germany) e o de L. monocytogenes em solução de 

sacarose a 100 mM (Merck, Germany). Para o preparo de cada um dos lotes, a 

concentração de células foi ajustada em fotocolorímetro (Libra S2, Biochrom, 

Inglaterra) a uma transmitância de 2%, a fim de se alcançar concentração 

aproximada de 109 UFC.mL-1. No preparo dos lotes, a dois mililitros da suspensão 

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. Após a homogeneização 

por 20 min, volumes de 1 mL foram distribuídos em 416 frascos de vidro estéreis 

(Schott, Brasil), distribuídos em 8 estantes. Rolhas próprias para liofilização foram 

posicionadas nos frascos. Os frascos foram transferidos para ultrafreezer à 

temperatura aproximada de -70 ºC (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 liofilização a -40 ºC por 24 h (K105, Liotop, Brasil). Após a liofilização, foi 

realizado o controle do vácuo em cada um dos frascos, com aparelho emissor de 

centelha elétrica (Bobina de Tesla Coil 2-12-8, Brasil). Os frascos que apresentaram 

vácuo foram selecionados, lacrados e estocados a -70 ºC 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 reconstituídas com 1 mL de solução salina peptonada (SSP) a 0,1 

% e mantidas em repouso por 10 minutos. 

Os estudos da homogeneidade, estabilidade, viabilidade, pureza, identificação 

fenotípica, genotípica e de tipificação molecular foram aplicados visando atender aos 

requisitos da ABNT ISO GUIA 34:2012 e as orientações 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 aleatória. Cada liófilo reconstituído foi semeado por 

esgotamento na superfície de uma placa de ágar tripticaseina de soja (TSA) (Difco, 

USA) com 0,6% de extrato de levedura (Acumedia, USA). Após a incubação a 35 ºC 

por 48 h foi verificada a pureza do crescimento, caracterizada pela presença 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 avaliação quantitativa da 

concentração de células dos frascos selecionados de cada lote. Foi realizado o 

cálculo do número de unidades do lote a serem analisados em cada um dos sub-

lotes (N), através da aplicação da equação abaixo (BRITISH STANDARD, 1976): 

  

N	=	3∛�                                   Equação 1 

 

Onde n é o número de frascos produzidos.  

 

Desta forma, o número de frascos calculado para análise foi de 18. No 

entanto, foram selecionados de forma aleatória sistemática 20 (vinte) frascos, de 

cada um dos sub-lotes.  

Antes da análise do conteúdo dos frascos foram realizadas diluições 

sucessivas, a partir da homogeneização de 1 mL do liófilo reconstituído, com 9 mL 

de SSP a 0,1 %. Para os CBR de Salmonella e de E. coli foram realizadas três 

diluições sucessivas e para o CBR de L. monocytogenes quatro diluições. Os lotes 

foram analisados em duplicata, pelo método pour-plate, sob as mesmas condições 

de repetibilidade. Para a análise de cada frasco foi utilizado 0,1 mL da maior diluição 

preparada, homogeneizado com 10 mL de TSA contendo 0,6% de extrato de 

levedura. Após a solidificação do ágar foram adicionadas sobrecamadas de 5 mL de 

meios seletivos indicadores específicos: ágar cristal violeta vermelho neutro bile 

glicose (VRBG) (Difco, USA) nas placas referentes ao CBR de Salmonella 

(KORNACKI; JOHNSON, 2001); ágar 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 ágar cromogênico para Listeria (HITCHINS; JINNEMANE; CHEN, 2017) 

para as unidades do CBR Listeria. As placas de VRBG e VRBA foram incubadas a 

35 ºC por 24 h e as de TSA com ágar cromogênico para Listeria a 35 ºC por 48 h. 

Foram utilizados termômetros calibrados no controle das temperaturas. Após o 

período de incubação foi realizada a contagens das unidades formadoras de 

colônias (UFC) em equipamento contador de colônias. Posteriormente os valores 

obtidos em UFC foram expressos em base logaritma (log10) e submetidos à 

avaliação estatística. 

Na avaliação estatística, foram seguidas as orientações da ABNT ISO GUIA 

35:2012. Os resultados foram plotados e submetidos à análise da variância 

(ANOVA) em planilha Excel, que consiste em uma ferramenta estatística para 

verificação de possíveis variações na composição das amostras. 

Considerando os resultados dos sub-lotes, partiu-se para a avaliação da 

homogeneidade de cada um dos lotes. Foram então aplicados testes estatísticos 

adicionais, segundo orientações de Callegari-Jaques (2003). Foram estabelecidas 

hipóteses estatísticas (equivalência entre os lotes), a um nível de significância de α= 

0,05. Primeiramente foi aplicado o “teste F”, que verifica se as variâncias entre dois 

grupos são equivalentes. No “teste F”, as hipóteses foram consideradas aceitas, 

quando os valores de Fcalculado < Fcrítico uni-caudal. Em seguida, foi utilizado o “teste t”, que 

avalia a diferença entre as médias de dois grupos. Da mesma forma, a hipótese do 

“teste t” foi aceita, quando Stat tcalculado < t crítico bi-caudal.  

O cálculo da contribuição da incerteza da homogeneidade considerou as 

informações obtidas na análise de variância (ANOVA) fator único. Como a “Média 

Quadrática entre as unidades do lote” (MQentre) dos materiais de referência, para 

cada lote foi maior que a “Média Quadrática dentro das unidades do lote” (MQdentro) 

para cada lote utilizou-se, de acordo com as orientações da ABNT ISO GUIA 

35:2012, a equação a seguir, 

 

�(�������������) = �
����������������

�
             Equação 2 

 

Onde n é o número 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 duração, 

avaliando a manutenção da concentração de células dos CBR. As metodologias de 

contagem foram semelhantes às aplicadas no teste da homogeneidade (item 

3.9.1.2). 

O estudo de curta duração, verificou o efeito de duas temperaturas de 4 ºC e 

de 38 ºC, na concentração de células dos materiais, considerando quatro dias o 

tempo máximo de transporte a que os MR poderão ser submetidos no ato do 

fornecimento. Foi empregado o modelo isócrono (LAMBERTY; SCHIMMEL; 

PAUWELS, 1998), que propicia a análise de diferentes amostras em condições de 

repetibilidade. Assim, anteriormente ao início das análises, a cada dia, dois frascos 

de cada lote foram acondicionados em embalagem própria para transporte de 

material biológico, iniciando pelos frascos que foram incubados durante quatro dias, 

até a incubação de um dia. Os frascos foram identificados pelo número de dias de 

incubação. As condições de tempo e temperatura foram mantidas para todos os oito 

frascos de cada grupo. Quatro dias após a primeira incubação, todos os frascos 

foram analisados, sob as mesmas condições de análise, com acréscimo de dois 

frascos retirados da temperatura de referência (-70 ºC), que representaram o tempo 

zero. Assim, foram totalizados dezesseis frascos de cada lote. Para o cálculo da 

incerteza da estabilidade de curta duração, foi considerada a condição máxima de 

transporte, a qual o material permaneceu estável (4°C por 4 dias).  

O estudo de longa duração foi realizado durante o período de um ano, sendo 

baseado na verificação da estabilidade da concentração de células ao longo do 

tempo. As análises foram realizadas em intervalo de 15 dias, com dois frascos 

representantes de cada uma das temperaturas: armazenamento (-20 ºC) e 

referência (-70 ºC). O estudo a – 20 ºC teve como objetivo verificar a estabilidade 

dos MR, na temperatura de estoque utilizada pela maioria dos laboratórios, que não 

dispõem de ultrafreezer. Os frascos submetidos ao estudo da estabilidade a -20 ºC 

foram selecionados aleatoriamente e transferidos da temperatura de referência (-70 

ºC) para a temperatura de armazenamento (-20 ºC) após o resultado do teste da 

homogeneidade. Foram utilizados termômetros calibrados no controle das 

temperaturas. 
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A avaliação estatística da estabilidade foi baseada nas orientações do ABNT 

ISO GUIA 35:2012, que preconiza a análise de regressão linear, verificando a 

relação entre duas variáveis. No caso deste estudo, acompanhou-se a variação da 

concentração do analito em função do tempo. Foi considerada a média dos valores 

de cada dia de estudo, convertidos em log10.  

A partir da análise de regressão em planilha Excel foram apresentados dados 

referentes ao intercepto (coeficiente linear), a inclinação (coeficiente angular) e aos 

valores dos intervalos de confiança do coeficiente angular. Com os intervalos de 

confiança da inclinação foi possível inferir a correlação linear entre a variável 

independente x e a dependente y.  

 

y	=	a	+	bx                  Equação 3 

 

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

 

A avaliação da estabilidade foi estabelecida, a partir do módulo do coeficiente 

angular, que deve apresentar valor menor que o erro do coeficiente angular (sb) 

multiplicado pela probabilidade t de Student. 

 

|	b1	|	<		sb		x		t													Equação 4 

 

Onde:  

sb= erro do coeficiente angular (desvio padrão do coeficiente angular da 

regressão linear); 

t = t de Student. 

 

Desta forma, quando | b1 | < sb x t, o material avaliado é classificado como 

estável na temperatura estudada, sendo que o contrário | b1 | > sb x t, classifica o 

material como não estável. 

 

A contribuição da incerteza da estabilidade foi calculada a partir do desvio 

padrão do coeficiente angular da regressão linear, multiplicado pelo tempo de 

estudo, na mesma unidade. 
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u(estabilidade)	=		sb		x		t												Equação 5 

 

Onde:  

sb= erro do coeficiente angular (desvio padrão do coeficiente angular da 

regressão linear); 

t= tempo de estudo. 

 

3.9.2. Identificação e caracterização molecular dos CBR  

 

As análises de identificação fenotípica, genotípica e caracterização molecular 

por MLST e ERIC-PCR foram realizadas por apenas um laboratório. 

Para o controle de cada lote foram utilizados oito unidades de cada CBR, 

selecionadas aleatoriamente e retiradas da temperatura de referência de -70 ºC. 

Os liófilos reconstituídos foram semeados em TSA com 0,6% de extrato de 

levedura e incubados a 35 ºC por 24 h. 

Para os testes de identificação genotípica e caracterização molecular foi 

realizada a extração de DNA dos crescimentos obtidos, de acordo com os 

procedimentos do item 3.4.1. 

 

3.9.2.1 Identificação fenotípica 

 

As culturas em TSA com 0,6% de extrato de levedura, referentes às oito 

unidades dos lotes do CBR de S. Typhimurium e do CBR de E. coli foram 

submetidas à análise em equipamento semi-automatizado VITEK 2.0, utilizando 

cartão GN, juntamente com as cepas de referência: S.Typhimurium ATCC 13311, 

S.Typhimurium ATCC 14028, E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 23724 e E. coli 

ATCC 10536, específicas 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 Identificação genotípica 

 

Os DNA extraídos foram submetidos às metodologias de amplificação por 

PCR descritas no item 3.4.2.  

As reações de PCR, específicas para cada grupo estudado, foram também 

realizadas com os DNA dos isolados selecionados para o preparo dos lotes e das 

cepas de referência: 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 referência, dos isolados utilizados para o preparo de cada um 

dos CBR e das oito unidades analisadas de cada CBR. 

 

3.9.2.3 Tipificação molecular pelo MLST 

 

Os DNA foram submetidos à caracterização molecular dos sete genes 

conservados, específicos 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 Tipificação molecular pelo ERIC-PCR 

 

Foi empregada a metodologia da ERIC-PCR proposta por Versalovic, Koeuth 

e Lupski (1991), com o objetivo de verificar a semelhança do perfil genotípico, entre 

os isolados utilizados para a produção dos CBR, as oito unidades representantes 

dos lotes e as cepas de referência: S. Typhimurium ATCC 14028, S. Typhimurium 

ATCC 13311, E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 23724, L. monocytogenes ATCC 

7644 e L. monocytogenes ATCC BAA751. 

Inicialmente foi realizada a verificação da especificidade da PCR das cepas 

de referência citadas acima com cada um dos primers: ERIC1R (5’-

ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’) e ERIC 2 (5’-

AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’) separadamente. 



64 
 

Para o preparo da reação foram utilizados 12,5 µL de Master Mix (Thermo 

Fisher Scientific, USA), 2 µL de primer a 25 pmol, 5 µL de DNA e 5,5 µL de água 

livre DNAse/RNAse (BioBasic, Canada). A amplificação foi realizada em aparelho 

SimpliAmp Thermal Cycler (Applied Biosystems, Singapore), submetidas a um ciclo 

de: 94 ºC/5 min, 45 ciclos 94 ºC/1min, 45 ºC/1 min, 74 ºC/1 min e extensão de 74 ºC/ 

1min. Volumes de 10 µL dos amplicons foram aplicados em gel de agarose a 1,5% 

em tampão 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 

RedTM, de acordo com as instruções do fabricante, sendo visualizados e avaliados 

através do programa ImageQuant 300 (GE Healthcare). 

O perfil de bandas obtido pela ERIC-PCR foi submetido à análise através do 

programa BioNumerics versão 6.6 (Applied Maths, Bélgica). Foram gerados 

dendrogramas, a fim de facilitar a visualização do perfil de bandas, entre as 

amostras analisadas.  

 

3.9.2.5 Tipificação molecular pelo RAPD 

 

A reação da RAPD foi empregada na diferenciação de DNA de estirpes de 

Salmonella Typhimurium. Os primers: OPA1 (5’ CAGGCCCTTC 3’), OPA2 (5’ 

TGCCGAGCTG 3’) e OPA3 (5’ AGTCAGCCAC 3’) foram testados separadamente 

com as cepas de referência S. Typhimurium ATCC 14028, S. Typhimurium ATCC 

13311 e com o isolado selecionado para o preparo do lote CBR de S. Typhimurium.  

Em cada reação foram empregados 12,5 µL de Master Mix (Thermo Fisher 

Scientific, USA), 5 µL do primer a 3 pmol, 5 µL de DNA e 2,5 µL de água livre 

DNAse/RNAse (BioBasic, Canada). A reação de amplificação foi realizada em 

aparelho SimpliAmp Thermal Cycler (Applied Biosystems, Singapore), utilizando os 

seguintes parâmetros: um ciclo de 95 ºC/3 min, seguidos de 45 ciclos de 94 ºC/1min, 

36 ºC/1 min, 72 ºC/2 min e extensão de 72 ºC/ 7min. Volumes de 10 µL dos 

amplicons foram aplicados em gel de agarose a 1,5% em tampão Borato EDTA 0,5 

X (pH 8,0), marcados com o agente intercalante Gel RedTM, 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 à análise através do programa 

BioNumerics versão 6.6 (Applied Maths, Bélgica). Foram gerados dendrogramas, a 

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

 

3.10 Estudo colaborativo para o acompanhamento do uso dos CBR 

 

Após a finalização da etapa de controle dos CBR, foi iniciado um estudo de 

acompanhamento do uso dos materiais, com a participação de dois Laboratórios 

Centrais de Saúde Pública (LACEN). O estudo teve como objetivo verificar o 

comportamento dos CBR, como controle interno, na rotina de laboratórios que 

realizam ensaios de controle microbiológico de alimentos.  

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

com formulário com orientações relativas à utilização dos materiais.  

 

3.11 Protocolos de amplificação por PCR do Gene Uida 

 

Após 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 reação foi realizada com 

uma unidade do MR, ao lado das cepas de referência 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 

reação. 

 

Quadro 3 – Sequência de prime do gene uidA 

 
Fonte: Do autor, 2015. 

 

Primer Sequência

UAL1939b              5’-ATGGAATTTCGCCGATTTTGC-3’

UAL2105b              5’-ATTGTTTGCCTCCCTGCTGC-3’
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3.12 Caracterização molecular adicional dos cbr pelo sequenciamento dos 

genes espécie específicos  

 

Para a caracterização molecular adicional foram aplicados os protocolos de 

amplificação da PCR, descritos no item 3.4.2. Para as reações de PCR foi utilizada 

uma unidade selecionada do CBR de S. Typhimurium, no qual foi realizada a reação 

da PCR do gene STM 449. Uma unidade do CBR de E. coli foi submetida a reação 

de amplificação do gene uspA. Da mesma forma, em uma unidade do lote de CBR 

de L. monocytogenes foi realizada a amplificação do gene inlAB. 

Os produtos da PCR foram purificados, sequenciados segundo Sanger, pela 

Plataforma PDTIS de Sequenciamento/IOC, no Analisador Automático de DNA ABI 

3730 (Applied Biosystems, USA), de acordo com o protocolo de Otto et al (2008). 

A partir da utilização do programa Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST), foi comparada a sequência dos nucleotídeos obtidas, para cada CBR, com 

as sequências do GenBank database e calculada a significância estatística das 

correlações. 

 

3.13 Certificação dos CBR 

 

Para a certificação dos CBR foram adotados os procedimentos de certificação 

estabelecidos na ABNT ISO GUIA 35:2012. 

 

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

 

A certificação dos lotes CBR de S. Typhimurium e de L. monocytogenes, 

baseada somente nas propriedades qualitativas, foi realizada considerando os 

valores de referência obtidos e o grau de confiança das metodologias aplicadas nos 

controles de caracterização dos CBR. A abordagem aplicada na caracterização 

qualitativa foi a da utilização de diferentes métodos por um único laboratório. 

 

3.13.2 Certificação do lote CBR E. coli 

 

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

resultados das análises qualitativas, com abordagem semelhante à aplicada aos 
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outros lotes. No entanto, além do estudo qualitativo foi aplicado ao lote do CBR de 

E. coli a certificação da propriedade quantitativa. Para isso, foram utilizadas as 

incertezas combinadas, geradas nos testes da homogeneidade, estabilidade e na 

caracterização quantitativa.  

Para o cálculo da incerteza combinada (u) foi empregada a fórmula: 

 

u(MRC)=�		��������������
� + � �����������		

��	�����	����çã�

� + 	� ������������
��	�����	����çã�

� 	+	������������çã�
� 		 

Equação 6 

 

Onde 

u2: incerteza; 

A incerteza expandida (U) foi determinada considerando um fator de 

abrangência de aproximadamente 95%, com k = 2. 

 

U(MRC)  =  k  x  u(MRC)                                           Equação 7 

Onde: 

k : fator de abrangência  

u(MRC): incerteza combinada                  

 

3.13.2.1 Cálculo da contribuição incerteza da caracterização 

 

A contribuição da incerteza da caracterização (ucar) foi obtida a partir de um 

estudo interlaboratorial, com a participação de dois laboratórios do Departamento de 

Microbiologia do INCQS/FIOCRUZ (Setor de Alimentos e Setor de Produtos não 

Estéreis). Cada laboratório recebeu três amostras do CBR de E. coli e foi orientado a 

realizar a análise quantitativa de cada amostra por três vezes, semeando alíquotas 

das repetições em duplicata. Para a quantificação dos itens, foi empregada a 

metodologia de contagem em placas utilizada nos controles da homogeneidade e 

estabilidade. 

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

Assim, a incerteza da caracterização quantitativa foi calculada pela fórmula: 
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������������çã�	=  
�

√�
				                                Equação 8 

 

Onde:  

S: desvio padrão de todos os resultados;  

n: número de resultados. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Identificação e tipificação dos isolados 

 

4.1.1 Identificação Fenotípica  

 

A análise fenotípica pelo sistema ViteK 2 resultou na confirmação da 

identidade dos isolados e das cepas de referência de Salmonella e de E. coli. Os 

resultados referentes aos isolados e as cepas de referência de S. Typhimurium e de 

E. coli apresentaram porcentagem de homologia de 96 a 99%, com nível de 

confiança de “excelente identificação”, gerada pelo equipamento para todas as 

análises. 

A análise fenotípica de L. monocytogenes foi realizada a partir da análise pelo 

kit Api. A identidade dos dez isolados avaliados como L. monocytogenes foi 

confirmada, todos com o mesmo código gerado pelo Kit: 6.5.1.0, com nível de 

confiança de 98,9%. Os testes com as cepas de referência de L. monocytogenes, L. 

innocua e L. ivanovii, levaram à correta identificação das diferentes espécies. Os 

resultados do teste da hemólise auxiliaram na identificação da espécie L. 

monocytogenes, com todos os isolados apresentando reação de fraca hemólise, 

característico da espécie. 

Todos isolados de L. monocytogenes enviados para sorotipificação foram 

classificados como sorotipo 1/2a. Os dados encontrados evidenciaram a prevalência 

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 cárneos 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 Identificação Genotípica 

 

A identificação genotípica dos isolados avaliados e das cepas de referência 

foi realizada por PCR convencional com genes espécie específicos. Os resultados 

apresentaram boa resolução, com os isolados de cada grupo de bactérias estudadas 

exibindo o mesmo perfil de bandas. A sensibilidade e especificidade das reações 

foram verificadas a partir da utilização de cepas de referência. 
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Os isolados de S. Typhimurium tiveram sua identificação 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- Identificação genotípica de Salmonella Typhimurium com alvo no 

gene STM 4497. 

 
 

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 identificação dos isolados de E. coli, foi verificada pela amplificação do gene 

uspA, resultando na produção de fragmentos de 884 pb (Figura 2). Diversos autores 

também evidenciaram boa resolução no emprego da metodologia descrita por Chen 

e Griffiths (1998) (OSEK, 2001, ANASTASI et al, 2010, GODAMBE; BANDEKAR; 

SHASHIDHAR, 2017). 

 

Figura 2 - Identificação genotípica de Escherichia coli com amplificação do 

gene uspA. 

 
 
 
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 confirmação dos isolados de L. monocytogenes foi realizada com alvo no 

gene inlAB, com fragmentos de 902 pb (Figura 3). Resultados satisfatórios 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 - Identificação genotípica de Listeria monocytogenes com alvo nos genes 
inlAB. 

 
 
 

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 Tipificação Molecular pelo Método MLST 

 

A análise por MLST dos isolados de S. Typhimurium resultou na identificação 

de quatro tipos sequenciais: ST 19 (10 estirpes), ST 50 (2), ST 313 (1), ST 679 (1), 

distribuídos em três Burst Group (eBG), representados por clusters relacionados. A 

cepa de referência 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 indicação dos ST e dos eBG.  

O eBG 1 congregou 12 (75%) das estirpes avaliadas: o ST 19, o ST 313 e o 

ST 2066, que compartilham pelo menos cinco alelos iguais entre si. Um isolado com 

indicação de um possível novo alelo no gene sucA, e consequentemente a 

apresentação de um novo ST, também apontado como pertencente ao eBG 1 foi 

submetido ao banco de dados para designação de novo alelo. O ST 50 foi associado 

ao eBG 14 e o ST 679 ao eBG 155. 

A cepa de referência 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. 

Estirpes 
Perfil de Alelos 

ST eBG 
aroC dnaN hemD hisD purE sucA thrA 

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 5 21 18 9 6 12 17 50 14 

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 5 21 18 9 6 12 17 50 14 

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- possível novo alelo; A- em análise, possível 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 depósitos 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 é um dos ST mais comuns no banco de dados de 

Salmonella, representado por 13.726 depósitos. São agrupadas neste ST estirpes 

virulentas de S. Typhimurium, frequentemente associada à multirresistência à 

drogas antimicrobianas. Cooke et al (2008) avaliaram treze estirpes de S. 

Typhimurium DT104 e as associaram ao ST 19.  

O EnteroBase conta com 31 depósitos de ST 19 de origem brasileira, sendo a 

maioria proveniente de fontes animais e humanas, com isolados associados à 

gastrenterite clássica. 

Os dados do presente estudo indicam uma alta incidência do ST 19, 

representado por nove (64%) dos 14 isolados avaliados e pela cepa de referência S. 

Typhimurium ATCC 14028. A prevalência 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 tipificação de 88 isolados de S. Typhimurium, obtidos no 

período de 1983 a 2013, de fontes humanas e de alimentos de diferentes estados do 

país, 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 regiões do mundo (ACHTMAN et al, 2012). Pode-se destacar algumas 

exceções, como na China, onde o ST 34 é o mais prevalente, seguido pelo ST 19 

(SUN et al, 2014) e no sub-Saharan da África onde o ST 313 é o mais encontrado, 

acompanhado do ST 19 (KINGSLEY et al, 2009). Ashton et al (2016) indicaram a 

predominância 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 presença de uma estirpe 

proveniente de um surto na região Sul do país ocorrido no ano de 2014, que foi 

agrupado no ST 313 do eBG 1. S. Typhimurium ST 313 consiste em uma estirpe 

endêmica em alguns países do continente africano, multirresistente à 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 identificação 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 avaliação do perfil 

de resistência a antimicrobianos e apenas uma apresentou resistência à ampicilina. 

O banco de dados apresenta 2.383 depósitos do ST 313, com apenas 1 

depósito brasileiro, de origem humana, realizado em 2011. 

Com relação aos demais ST obtidos neste estudo, o banco de dados 

EnteroBase apresenta 886 depósitos para o ST 50, com nove depósitos 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 originária da América 

do Norte. Já para o ST 2066, referente à cepa S. Typhimurium ATCC 13311, existem 

nove depósitos 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 não 

definido associados ao eBG 1, por possuírem 6 alelos em comum. A figura aponta a 

relação filogenética distante entre os ST do eBG 1 com o ST 50 (eBG 14), que 

possuem apenas um alelo semelhante. Assim como a relação 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 dispersão do ST 19 em quatro regiões do país, 

indicando ser o clone de S. Typhimurium de maior circulação. A partir da avaliação 

da figura, pode-se sugerir a maior diversidade de ST de S. Typhimurium, em curso 

nas regiões Sudeste e Cento-Oeste do país. 

Considerando Salmonella, o principal agente de surtos de DTA no Brasil 

(BRASIL, 2016), os resultados deste estudo poderão contribuir para o estudo da 

epidemiologia das estirpes de S. Typhimurium no território brasileiro. Outras 

avaliações envolvendo maior número de isolados, de diferentes fontes, obtidos em 

diferentes períodos, poderão auxiliar na elucidação e entendimento das 

características epidemiológicas da S. Typhimurium no Brasil. 

 

Figura 4 - Minimum spannig tree (MST) dos ST das estirpes de Salmonella 
Typhimurium. 

 
Fonte: Do autor, 2015. 
A elaboração da árvore foi baseada na análise do perfil alélico dos genes aroC, dnaN, 
hemD, hisD, purE, sucA e thrA concatenados. Os círculos indicam o ST específico e a 
variação do tamanho dos círculos, apontam o número de isolados em cada ST. As cores 
dos círculos representam quatro regiões do Brasil, como descrito na legenda. As linhas 
grossas sólidas que ligam os ST, assinalam diferenças de um alelo, a linha de largura 
intermediária diferença de dois alelos e as linhas finas diferença de 6 alelos. O halo que 
circula o ST 19, ST 313, ST 2066 e PNST assinala a formação do complexo clonal eBG 1. A 
relação entre os ST foi determinada pela análise com BioNumerics (BioNumerics 6.6). 

 

A partir da avaliação das estirpes de E. coli pelo MLST, foram determinados 

seis ST: ST 160, 638, 657, 5442, 5523, 6736. O ST 638, relativo à cepa de 

referência E. coli ATCC 25922, foi o único associado a um CC. Para as demais 

estirpes, foram identificados cinco possíveis 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 

possíveis novos ST, entre os isolados EC 49, 81, 88, 90, 92 e a cepa E. coli ATCC 

10536. Todos já encaminhados ao banco de dados para designação de possíveis 

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 ocorrência 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 sequências 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; GONZÁLEZ; 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. 

Estirpe 
Perfil de Alelos 

ST CC 
adk fumC gyrB icd mdh purA recA 

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 502 4 4 16 24 8 14 ND ND 

EC 49 575 4 5 26 7 13 6 ND ND 

EC 59 502 11 PNA 8 8 8 325 A A 

EC 61 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 90 502 29 12 1 9 8 7 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- possível novo alelo; ND-não definido pelo banco 
de dados; A- em análise. 

 

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 depósitos de isolados e 7.953 ST. O banco conta com 2 
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depósitos do ST 160, um isolado de fonte humana associado a quadro de diarreia, 

originário de Ghana e um de fonte desconhecida da Austrália. Dois depósitos do ST 

6736 estão sem informações sobre fonte e origem. Conta também com nove 

depósitos do ST 5523, quatro de fontes humanas enviados pela Dinamarca e Japão, 

e seis sem informações de fontes e origens. Com relação ao ST 657 foram 

encontrados 23 depósitos, quatro de fontes humanas, três de animais, um ambiental 

e 15 de fontes desconhecidas originárias da Alemanha, Estados Unidos, Inglaterra e 

Japão, sendo que um dos depósitos realizado pela Alemanha apresenta a 

classificação de E. coli enterohemorrágica (EHEC).  

O presente estudo indicou, a partir da consulta ao EnteroBase, que as 

estirpes avaliadas, isoladas de amostras de hortaliças, 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 gráfico o arranjo de 16 círculos, cada um 

abrigando uma única estirpe. Os isolados que mais se aproximaram, em numeração 

de alelos, às cepas de referência foram o EC 59 e o EC 92, apresentando quatro 

alelos em comum com a cepa E. coli ATCC 23724. Na comparação entre os 

isolados, a maior proximidade foi identificada entre o EC 88 e o EC 90 e entre o EC 

59 e o EC 92, ambas as duplas com apenas três alelos em comum. O MST ilustra a 

diversidade genética entre as estirpes avaliadas. 

A variedade genética dentro da espécie E. coli reflete a plasticidade genômica 

do grupo, resultante das altas taxas de recombinação gênica (TENAILLON et al, 

2010, KÖHLER; DOBRINDT, 2011). 
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Figura 5 - Minimum spannig tree (MST) dos ST das estirpes de E. coli. 

 
Fonte: Do autor, 2015. 
A elaboração da árvore foi baseada na análise do perfil alélico dos genes adk, fumC, 
gyrB, icd, mdh, pura e recA. Os círculos de diferentes cores indicam os distintos ST. 
As linhas grossas sólidas que ligam os ST assinalam diferença de três alelos, a linha 
pontilhada diferença de quatro alelos e as linhas finas diferença de 6 ou 7 alelos. A 
relação entre os ST foi determinada pela análise 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 referência de L. monocytogenes 

utilizadas exibiram perfis diferenciados, sendo distribuídas em três 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 

referência utilizada. A Tabela 3 apresenta os perfis de alelos definidos pelo MLST 

para os isolados de L. monocytogenes avaliados.  

  



78 
 

Estirpe 
Perfil de Alelos 

ST CC 
abcZ bglA cat dapE dat ldh lhk 

L. monocytogenes ATCC 15313 5 8 5 7 6 41 1 107 7 

L. monocytogenes ATCC 7644 6 5 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 155I 

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 depósitos, com 1.352 ST. Com relação aos ST determinados 

neste estudo, o banco de dados fornece as seguintes informações: o ST 121 é 

descrito como o sexto ST mais frequente do banco e conta com 97 depósitos. O ST 

155 o oitavo em frequência, com 72 depósitos. O ST 8 é classificado na décima 

sexta posição com 38 isolados e o ST 11 na vigésima nona posição, com 17 

depósitos. Na lista do banco de dados, de todos os ST citados, são encontradas 

informações sobre depósitos de isolados provenientes de variadas fontes, incluindo 

alimentar, ambiental, animal e humana. Um destaque para o ST 8, que de 38 

depósitos, 17 foram provenientes de fontes humanas, relacionados a quadros de 

bacteremia, meningite e infecções materno-fetais. Segundo as informações do 

banco de dados, os isolados dos ST relatados foram provenientes dos cinco 

continentes, exceto o ST 11 cujos 17 depósitos foram originários da América do 

Norte e da Europa. 

Os resultados dos perfis moleculares encontrados neste estudo, apesar de 

terem sido referentes a um pequeno número de amostras obtidas de frango in 

natura, indicaram a incidência dos ST 155 (61,5% dos isolados), ST 121 (15,3%), ST 

Tabela 3 - Perfis de alelos das estirpes de L. monocytogenes avaliadas pelo MLST.
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11 (15,3%) e ST 8 (7,6%). Todos esses ST são classificados como pertencentes à 

Linhagem II de L. monocytogenes, que agrupa, em sua maioria, os sorotipos 1/2a e 

1/2c, importantes agentes de listeriose no mundo. Pode-se então 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 infecção. 

Ao compararmos os dados obtidos pelo MLST neste estudo, com dados de 

outros países, podemos perceber que alguns ST, como ST 155, ST 121 e ST 8 são 

clonais em outras regiões do mundo. Na China, um estudo com 212 estirpes 

isoladas de alimentos, no período de 2000 a 2008, identificou a seguinte incidência 

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 avaliação 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 elaboração da árvore foi baseada na 

análise do perfil alélico dos genes abcZ, bglA, cat, dapE, Idh, dat e lhkA.  

Apesar do MST esboçar a presença do clone ST 155, indica também uma 

heterogeneidade entre os isolados estudados. O gráfico ilustra uma relação de 

distanciamento evolutivo entre os ST 155 e ST 11, assim como entre o ST 11 e ST 

121, que compartilham somente três alelos em comum. Aponta também uma fraca 

relação 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 possuírem somente dois alelos semelhantes. 
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Figura 6 - Minimum spannig tree (MST) dos ST das estirpes 
de L. monocytogenes. 

 
Fonte: Do autor, 2015. 
Os círculos indicam o ST específico e a variação do tamanho dos 
círculos, apontam o número de isolados em cada ST. As linhas mais 
escuras que ligam os ST indicam diferenças de 4 alelos e as linhas 
mais finas diferenças de 5 a 7 alelos. A relação entre os ST foi 
determinada pela análise com BioNumerics (BioNumerics 6.6). 

 

4.1.4 Tipificação Proteômica 

 

Os resultados obtidos na metodologia do MALDI-TOF foram analisados pelo 

software Saramis, que atribuiu scores de qualidade, dentre eles o nível de confiança, 

descrito em porcentagem e um datacount estimado, que representa o número de 

picos do espectro de proteínas. Na identificação das estirpes pelo MALDI-TOF os 

resultados com scores de qualidade acima de 85% e datacount na faixa de 110 a 

200 proporcionaram identificação como espécie ou sub-espécie. Resultados abaixo 

dos valores descritos indicaram identificação somente até gênero. 

Assim, no total das 38 estirpes de Salmonella e de E. coli analisadas, todas 

foram identificadas somente até o gênero e 33 (86,8%) como espécie. No caso das 

estirpes de Salmonella, a identificação obtida foi a de sub-espécie S. enterica spp 

enterica para a grande maioria das estirpes, com exceção dos isolados SALM 10, 
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11, 12 e 22 e da cepa de referência S. Arizonae ATCC 13314, que foram 

identificadas somente até o gênero. No caso da E. coli todas as estirpes foram 

corretamente identificadas como E. coli. Outros autores relataram a identificação de 

representantes da família Enterobacteriaceae por MALDI-TOF: Richter et al (2013) 

avaliaram 965 isolados de representantes da família Enterobacteriaceae e obtiveram 

resultados de 97% e 84%, para identificação a nível de gênero e espécie, 

respectivamente; Van Veen, Claas e Kuijper (2010) ao analisarem 89 isolados da 

família Enterobacteriacea identificaram 100% como gênero e 86 (96,6%) como 

espécie. 

Com relação às estirpes de Listeria, os isolados LIST 16 e 17 e as cepas de 

referência: L. ivanovii ATCC 19119, L. seeligeri ATCC 35967 e L. innocua ATCC 

33090 geraram identificação somente até gênero, diferentemente dos demais 

isolados e das cepas de referência 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 

gênero Listeria evidenciaram que uma grande parcela dos isolados foram 

identificados somente até gênero, 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 identificação no nível de espécie. Segundo Farfour et al (2012), a 

dificuldade de diferenciação entre as espécies de Listeria ocorre pelo fato das 

diferentes espécies apresentarem espectros de proteínas muito semelhantes, o que 

não ocorre com a L. grayi, por se tratar de uma espécie evolutivamente distante das 

outras espécies. 

Com os resultados obtidos na análise do MALDI-TOF foram gerados 

espectros de massas fingerprinting entre os isolados e as cepas de referência da 

mesma espécie. Os resultados foram agrupados em SuperSpectras, com 

informações sobre proteínas conservadas entre cada espécie, identificadas 

numericamente e representadas por suas relações massa/carga (m/z) (supermass). 

Os SuperSpectras obtidos estão representados no Anexo A, com informações 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 

proteômicos. A partir da visualização dos dendrogramas foram destacados os 
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isolados com os perfis mais próximos a uma das cepas de referência da mesma 

espécie utilizada, que são consideradas como materiais de referência para controle 

interno de ensaios microbiológicos. Na parte superior dos SuperSpectras são 

listadas as numerações dos isolados e das cepas de referência da mesma espécie 

relacionadas nos dendrogramas. 

A relação da massa/carga comum entre o isolado selecionado e a cepa de 

referência encontra-se sinalizada em cada um dos SuperSpectra (Anexo A). No 

SuperSpectra relacionado às 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 proteômico 

mais próximo ao de uma das cepas de referência foram confrontados com os 

resultados obtidos na caracterização molecular pelo MLST.  

Na análise pelo MLST para Salmonella, o isolado SALM 16 e a cepa de 

referência 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 próximo da cepa E. coli ATCC 

25922, não foram compatíveis 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. Já 

para a L. monocytogenes, o isolado LIST 12, que apesar de não apresentar o 

mesmo ST da cepa L. monocytogenes ATCC 7644, compartilha 2 alelos em comum, 

o máximo de similaridade encontrado entre os isolados e as cepas de referência 

avaliadas. 

A seleção 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 seleção dos isolados para o preparo dos MR foi dada maior ênfase 

aos resultados do MALDI-TOF, uma vez que a avaliação proteômica apresenta uma 

abordagem mais ampla, envolvendo um grande número de proteínas ribossomais 



83 
 

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

comparação entre os isolados e as cepas de referência. 
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Figura 7 - Perfil proteômico por MALDI-TOF dos isolados e das cepas de referência de S Typhimurium.  

 
Fonte: Do autor, 2015. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  



85 
 

Figura 8 - Perfil proteômico dos isolados e das cepas de referência de E. coli utilizados no estudo. 

 
Fonte: Do autor, 2015. 
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Figura 9 - Perfil proteômico dos isolados e das cepas de referência de L. monocytogenes utilizados no estudo. 

 
Fonte: Do autor, 2015. 
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4.2 Seleção dos isolados e preparo dos lotes CBR 

 

As cepas selecionadas foram depositadas na CBRVS do 

INCQS/FIOCRUZ com as seguintes identificações: S. Typhimurium isolado 

SALM 16 identificação de depósito P5432; E. coli isolado EC 84 com 

identificação P5444 e L. monocytogenes, isolado LIST 12 com identificação de 

depósito de P5445. 

A partir das cepas selecionadas, foram produzidos três lotes candidatos a 

bactérias de referência: CBR de S. Typhimurium, CBR de E. coli e CBR de L. 

monocytogenes, seguindo os “Planejamentos da Produção”, descritos no 

Apêndice 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 à 

produção de materiais de referência. Primeiramente foi aplicada uma das 

orientações da NIT-DICLA 61:2012 que aborda a viabilidade e pureza de 

materiais biológicos, considerada condição fundamental na aceitação dos lotes 

microbiológicos produzidos. A avaliação 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 manutenção das 

propriedades dos materiais de referência, após o preparo.  

Dos 416 frascos produzidos de cada lote, onze frascos do CBR de S. 

Typhimurium (oito do sub-lote 1 e três do sub-lote 2), 23 do CBR de E. coli (15 

do sub-lote 1 e três do sub-lote 2) e dez do CBR de L. monocytogenes (três do 

sub-lote 1 e três do sub-lote 2) apresentaram resultado insatisfatório para o teste 

de vácuo e foram descartados. 

 

4.3.1 Estudo da Viabilidade e da Pureza 

 

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

evidenciou para os três lotes avaliados, excelente recuperação 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 colônias realizadas visualmente de 20 

frascos de cada sub-lote expressas em UFC.mL-1 e as respectivas conversões 

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

 

 
Fonte: Do autor, 2016. 
UFC.ml-1- unidade formadora de colônia por mililitro 
  

Contagem 

[UFC.ml-1]

log   

[UFC.ml-1]

Contagem 

[UFC.ml-1]

log   

[UFC.ml-1]

Contagem 

[UFC.ml-1]

log   

[UFC.ml-1]

Contagem 

[UFC.ml-1]

log   

[UFC.ml-1]

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

Unidade 

 do lote

Sub-lote II
Unidade 

 do lote

Sub-lote I

Tabela 4 - Resultados das contagens da homogeneidade dos sub-lotes do CBR 
de S. Typhimurium obtidas em UFC.mL-1 e em log  
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Fonte: Do autor, 2016. 
UFC.ml-1- unidade formadora de colônia por mililitro 

 

 
Fonte: Do autor, 2016. 
UFC.ml-1- unidade formadora de colônia por mililitro 
 
 

A avaliação estatística do teste pela ANOVA, classificou todos os sub-

lotes analisados individualmente como “suficientemente homogêneos”.  

Contagem 

[UFC.ml-1]

log   

[UFC.ml-1]

Contagem 

[UFC.ml-1]

log   

[UFC.ml-1]

Contagem 

[UFC.ml-1]

log   

[UFC.ml-1]

Contagem 

[UFC.ml-1]

log   

[UFC.ml-1]

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

Unidade 

 do lote

Unidade 

 do lote

Sub-lote I Sub-lote II

Contagem 

[UFC.ml-1]

log   

[UFC.ml-1]

Contagem 

[UFC.ml-1]

log   

[UFC.ml-1]

Contagem 

[UFC.ml-1]

log   

[UFC.ml-1]

Contagem 

[UFC.ml-1]

log   

[UFC.ml-1]

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

Unidade 

 do lote

Sub-lote I
Unidade 

 do lote

Sub-lote II

Tabela 5 - Resultados das contagens da homogeneidade dos sub-lotes do CBR 
de E. coli obtidas em UFC.mL-1 e em log  

Tabela 6 - Resultados das contagens da homogeneidade do lote CBR de L. 
monocytogenes obtidas em UFC e em log  
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A Tabela 7 fornece os dados pela análise da ANOVA, obtidos em 

planilha Excel, relativos à avaliação da homogeneidade dos sub-lotes 

produzidos. 

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

 

A avaliação da homogeneidade entre cada dois sub-lotes liofilizados em 

momentos diferentes foi realizada com a aplicação do teste F, em planilha 

Excel. Foi estabelecida a hipótese de equivalência entre os sub-lotes. Seguindo 

os dados das Tabelas 10 a 12, pode-se observar que os resultados obtidos, 

nos três grupos de sub-lotes, apresentaram F > Fcrítico, indicando a rejeição da 

hipótese de equivalência para cada uma das três duplas de sub-lotes.  

Foi então aplicado o teste t (Tabelas 8 a 10), em planilha Excel, 

presumindo variâncias diferentes, porém buscando-se a hipótese de 

equivalência 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 crítico 

bi-caudal e a hipótese foi rejeitada, sendo os sub-lotes considerados não 

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 

crítico bi-caudal sendo as hipóteses das equivalências aceitas. 

Assim, os sub-lotes CBR de E. coli e CBR de L. monocytogenes foram 

considerados homogêneos, passando a representar lotes únicos de CBR. Já, 

os sub-lotes do CBR de S. Typhimurium classificados como não homogêneos 

passaram a ser representados como sub-lote I e sub-lote II. 

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

estabilidade, que avalia o parâmetro quantitativo, foi realizada para cada um 

Sub-lote I Sub-lote II Sub-lote I Sub-lote II Sub-lote I Sub-lote II
Desvio Padrão (sr) 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 Padrão Tolerável (sall2) 0,0056 0,0056 0,0056 0,0056 0,0056 0,0056

Variancia Analítica (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" crítico 0,011 0,014 0,016 0,014 0,009 0,009

Resultado SH SH SH SH SH SH

lotes

Dados da ANOVA S.Typhimurium E. coli L. monocytogenes

Tabela 7 - Resultados do teste da homogeneidade dos sub-lotes produzidos 
pela análise da variância (ANOVA) 
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dos sub-lotes separadamente. Para os demais testes de controle, todos 

fundamentados em parâmetros qualitativos, a seleção dos fracos foi feita 

aleatoriamente, contemplando metade do número de frascos de cada um dos 

sub-lotes. 

Apesar dos materiais terem sido preparados pelo mesmo processo, a 

não equivalência numérica de contagem entre os sub-lotes do CBR de S. 

Typhimurium, verificada pela avaliação estatística das contagens, pode ser 

atribuída ao fato de terem sido liofilizados em momentos distintos, porém em 

condições de dessecação semelhantes, mas que foram diferenciadas pelo 

funcionamento do equipamento.  

 

 
Fonte: Do autor, 2016. 

  

Teste-F: duas amostras para variâncias

Variável 1 Variável 2

Média 6,413619607 6,328143223

Variância 0,01086904 0,013249784

Observações 40 40

gl 39 39

F 0,820318285

P(F<=f) uni-caudal 0,269607032
F crítico uni-caudal 0,586694336

Teste-t: duas amostras presumindo variâncias diferentes

Variável 1 Variável 2

Média 6,413619607 6,328143223

Variância 0,01086904 0,013249784

Observações 40 40

Hipótese da diferença de média 0

gl 77

Stat t 3,48095233

P(T<=t) uni-caudal 0,000413147

t crítico uni-caudal 1,664884537

P(T<=t) bi-caudal 0,000826293
t crítico bi-caudal 1,991254395

Tabela 8. Teste F e teste t aplicados no estudo da 
homogeneidade dos sub-lotes de S. Typhimurium 
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Fonte: Do autor, 2016. 

 
Fonte: Do autor, 2016. 

Teste-F: duas amostras para variâncias

Variável 1 Variável 2

Média 6,122911887 6,11717293

Variância 0,015817504 0,018859756

Observações 40 40

gl 39 39

F 0,838690784

P(F<=f) uni-caudal 0,292728781
F crítico uni-caudal 0,586694336

Teste-t: duas amostras presumindo variâncias diferentes

Variável 1 Variável 2

Média 6,122911887 6,11717293

Variância 0,015817504 0,018859756

Observações 40 40

Hipótese da diferença de média 0

gl 77

Stat t 0,194912878

P(T<=t) uni-caudal 0,422987265

t crítico uni-caudal 1,664884537

P(T<=t) bi-caudal 0,845974531
t crítico bi-caudal 1,991254395

Teste-F: duas amostras para variâncias

Variável 1 Variável 2

Média 7,188431346 7,186939945

Variância 0,002296859 0,002390265

Observações 40 40

gl 39 39

F 0,960922471

P(F<=f) uni-caudal 0,450788937
F crítico uni-caudal 0,586694336

Teste-t: duas amostras presumindo variâncias diferentes

Variável 1 Variável 2

Média 7,188431346 7,186939945

Variância 0,002296859 0,002390265

Observações 40 40

Hipótese da diferença de média 0

gl 78

Stat t 0,137775225

P(T<=t) uni-caudal 0,445386555

t crítico uni-caudal 1,664624645

P(T<=t) bi-caudal 0,890773111
t crítico bi-caudal 1,990847069

Tabela 9 - Teste F e teste t aplicados no estudo da 
homogeneidade dos sub-lotes de CBR E. coli 

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

 

4.3.3.1 Estabilidade de Longa Duração 

 

A estabilidade de longa duração avaliou a instabilidade dos materiais sob 

condições de estoque, nas temperaturas de armazenamento (-20 ºC) e de 

referência (-70 ºC), ao longo de um ano. As análises 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-1 

dos lotes CBR, nas temperaturas avaliadas. 

As Tabelas 12, 14 e 16 apresentam os dados da análise de resíduos de 

regressão linear, obtidos no programa Microsoft Excel, com os valores do 

coeficiente angular de inclinação, do erro do coeficiente angular e da 

probabilidade t de Student, que definem a estabilidade do material. Como critério 

de avaliação, foi estabelecido que o módulo do coeficiente angular deve 

apresentar valor menor que o produto da probabilidade t de Student pelo erro do 

coeficiente angular (sb) (ABNT, 2012b). 

As Figuras 10 a 12 ilustram as variações da concentração de células, nas 

duas temperaturas, ao longo do estudo. Os gráficos mostram os valores de 

contagem, convertidos em Log10, posicionados no eixo y, correlacionados com a 

variável tempo, posicionada no eixo x. 
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Fonte: Do autor, 2016. 
UFC.ml-1- unidade formadora de colônia por mililitro. 

 

 

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

 
 
 

 
  

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

294 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

Intervalo em 

dias

 - 20 ºC  - 70 ºC
média ítem 1 

[UFC.ml-1]

média ítem 2 

[UFC.ml-1]

log das médias 

[UFC.ml-1]

média ítem 1 

[UFC.ml-1]

média ítem 2 

[UFC.ml-1]

log das médias 

[UFC.ml-1]

Temperatura
Coeficiente 

Angular (b)

Erro do coef. 

Angular (sb)
t sb x t | b | Resultado

 -20 °C -0,000302 0,000129 2,068658 0,000267 0,000302 Instável

-70 °C 0,000066 0,000137 2,068658 0,000283 0,000066 Estável

Tabela 11. Resultado do estudo da estabilidade de longa duração nas 
temperaturas de -20 e -70ºC 

Tabela 12 - Análise de resíduos de regressão linear do Sub-lote 1 do  
CBR S. Typhimurium a -20 e -70 °C 
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Fonte: Do autor, 2016. 
UFC.ml-1- unidade formadora de colônia por mililitro. 

 
Tabela 14 - Análise de resíduos de regressão linear do sub-lote 2 do 
CBR S. Typhimurium a -20 e -70 °C 

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

 

Figura 10. Variação da concentração de células dos Sub-lotes do 
CBR S. Typhimurium ao longo de 356 dias de estoque a -20 e a  
-70 °C 

 
Fonte: Do autor, 2016. 

0 1,9E+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 3,2E+06 3,8E+06 6,54 2,5E+06 2,2E+06 6,37

69 2,0E+06 2,2E+06 6,32 2,2E+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 2,2E+06 6,32 1,8E+06 2,9E+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 2,2E+06 1,6E+06 6,28

174 1,4E+06 1,6E+06 6,18 2,1E+06 2,2E+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 2,2E+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 2,2E+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 2,2E+06 2,8E+06 6,40

309 1,1E+06 2,1E+06 6,20 2,2E+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 2,2E+06 2,4E+06 6,36

Intervalo em 

dias

 - 20 ºC  - 70 ºC
média ítem 1 

[UFC.ml-1]

média ítem 2 

[UFC.ml-1]

log das médias 

[UFC.ml-1]

média ítem 1 

[UFC.ml-1]

média ítem 2 

[UFC.ml-1]

log das médias 

[UFC.ml-1]

Temperatura
Coeficiente 

Angular (b)

Erro do coef. 

Angular (sb)
t sb x t | b | Resultado

 -20 °C -0,000083 0,000096 2,068658 0,000200 0,000083 Estável

-70 °C 0,000136 0,000245 2,068658 0,000507 0,000136 Estável
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Estabilidade de longa duração CBR S. Typhimurium  

SL1 -20ºC SL1 -70ºC SL2 -20ºC SL2 -70ºC

Tabela 13 - Resultado do estudo da estabilidade de longa duração nas 
temperaturas de –20 ºC e -70 °C do Sub-lote 2 do CBR Salmonella 
Typhimurium 
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Fonte: Do autor, 2016. 
UFC.ml-1- unidade formadora de colônia por mililitro. 

 

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

 

Figura 11. Variação da concentração de células do CBR E. coli ao 
longo de 356 dias deestoque a -20 e a -70 °C 

  
Fonte: Do autor, 2016. 

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

média ítem 2 

[UFC.ml-1]

log das médias 

[UFC.ml-1]

Intervalo em 

dias

 - 20 ºC  - 70 ºC

média ítem 1 

[UFC.ml-1]

média ítem 2 

[UFC.ml-1]

log das médias 

[UFC.ml-1]

média ítem 1 

[UFC.ml-1]

Temperatura
Coeficiente 

Angular (b)

Erro do coef. 

Angular (sb)
t sb x t | b | Resultado

 -20 °C -0,000291 0,000191 2,068658 0,000395 0,000291 Estável

-70 °C 0,000084 0,000177 2,068658 0,000366 0,000084 Estável
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Tabela 15 - Resultado do estudo da estabilidade de longa duração nas 
temperaturas de –20 e  -70 °C do CBR E. coli 

Tabela 16. Análise de resíduos de regressão linear do CBR E. coli a -20 
 e -70 °C 
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Fonte: Do autor, 2016. 
UFC.ml-1- unidade formadora de colônia por mililitro. 

 

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

 

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 7,11 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 7,13

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 7,11

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

log das médias 

[UFC.ml-1]

 - 70 ºC
Intervalo em 

dias
média ítem 1 

[UFC.ml-1]

média ítem 2 

[UFC.ml-1]

média ítem 1 

[UFC.ml-1]

média ítem 2 

[UFC.ml-1]

 - 20 ºC

log das médias 

[UFC.ml-1]

Temperatura
Coeficiente 

Angular (b)

Erro do coef. 

Angular (sb)
t sb x t | b | Resultado

 -20 °C -0,000590 0,000138 2,068658 0,000286 0,000590 Instável

-70 °C -0,000216 0,000132 2,063899 0,000273 0,000216 Estável

Tabela 17 - Resultado do estudo da estabilidade de longa duração nas 
temperaturas de –20 e -70 °C do CBR L. monocytogenes 

Tabela 18 - Análise de resíduos de regressão linear do CBR 
 L. monocytogenes a -20 e -70 °C 
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Figura 12 - Variação da concentração de células do CBR de L. 
monocytogenes ao longo de 375 dias de estoque a -20 e a -70 °C

 
Fonte: Do autor, 2016. 

 

Os resultados encontrados definem que os lotes de CBR testados não 

apresentaram variações na concentração de células ao longo do período do 

estudo, sendo todos os lotes classificados como estáveis na temperatura de 

referência (-70 ºC). No entanto, na temperatura de armazenamento (-20 ºC), o 

sub-lote 1 do CBR de S. Typhimurium e o CBR de L. monocytogenes 

apresentaram instabilidade no decorrer do teste. Novos cálculos de regressão 

linear foram aplicados aos dois lotes citados, a fim de determinar o prazo máximo 

de estabilidade a -20 ºC. Para o sub-lote 1 do CBR de S. Typhimurium foi 

determinada a estabilidade a -20 ºC em até 225 dias de estoque (Tabela 19). Para 

o lote de L. monocytogenes, foi verificada a estabilidade a -20 ºC por um período 

máximo de 165 dias (Tabela 20). 

 

 
Fonte: Do autor, 2016. 
t – t de Student. 
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Temperatura
Coeficiente 

Angular (b)

Erro do coef. 

Angular (sb)
t sb x t | b | Resultado

 -20 °C -0,000534 0,000265 2,144787 0,000569 0,000534 Estável

Tabela 19 - Análise de resíduos de regressão linear do sub-lote 1 do CBR  de 
Salmonella Typhimurium a -20 °C, durante 225 dias de armazenamento 
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Fonte: Do autor, 2016. 
t – t de Student. 

 

O estudo da estabilidade indicou uma diferença da estabilidade dos 

materiais nas duas temperaturas estudadas, mostrando que apesar dos materiais 

terem sido submetidos ao processo de liofilização, que é reconhecidamente uma 

técnica que promove estabilidade as células, a temperatura de -70 ºC, como era 

esperado exerceu efeito mais adequado na manutenção dos materias. Os 

resultados encontrados se alinham com as informações de autores que sugerem 

que bactérias submetidas a processos de dessecação como spray drying ou 

liofilização apresentam maior estabilidade quando estocadas em temperaturas 

abaixo de -20 ºC (IN’T VELD, 1998, GU; CHOI; KIM, 2001). 

O estudo da estabilidade a -70 ºC será continuado, durante a utilização e 

estoque dos lotes, com intervalos de análise mais prolongados de três 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 referência 

microbiológicos certitificados, produzidos em formato de esferas, chamados 

BioBall. A produção dos referidos MR foi realizada com a utilização de um 

citometro de fluxo visando definir concentrações 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 concentrações aproximadas de 5 UFC/esfera e os 

materiais de Candida albicans (BAETS; MEEUS; SCHIMMEL, 2009a) e de 

Enterococcus faecalis (BAETS; MEEUS; SCHIMMEL, 2009c) em concentrações 

de 1.000UFC/esfera. Em uma segunda etapa, os materiais foram congelados e 

liofilizados em matriz composta de proteína e carboidrato, cuja composição não 

foi informada.  

Os MR foram estocados a -70 ºC e a -20 ºC 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 E. coli O157 permaneceram estáveis 

a -20 ºC por até 12 meses e a -70 ºC por até 54 meses. Os lotes preparados com 

Temperatura
Coeficiente 

Angular 

Erro do coef. 

Angular (sb)
t sb x t | b | Resultado

 -20 °C -0,001094 0,000504 2,228139 0,001123 0,001094 Estável

Tabela 20 - Análise de resíduos de regressão linear do CBR de L. 
monocytogenes a  -20 °C, durante 165 dias de armazenamento 
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Enterococcus faecalis e Candida albicans foram descritos como estáveis a -20 ºC 

e a -70 ºC por até 18 meses (BAETS; MEEUS; SCHIMMEL, 2009b, 2009c). 

Os resultados indicaram os materiais do IRMM mais estáveis a -20 ºC que 

os materiais deste estudo. Isto pode ser função de procedimentos de produção 

diferenciados, ou pela utilização da matriz combinada com proteína e carboidrato, 

não definida pelos autores. 

 

4.3.3.2 Estabilidade de Curta Duração (estabilidade de transporte) 

 

O estudo da estabilidade de curta duração avaliou as variações na 

concentração de células, durante quatro dias nas temperaturas de 4 e 38 ºC. O 

estudo teve como objetivo avaliar a manutenção da concentração de células 

neste período, simulando o tempo de transporte dos materiais do provedor ao 

laboratório. 

Os resultados do estudo com os CBR encontram-se descritos nas Tabelas 

21 a 28. A avaliação estatística por regressão linear mostrou estabilidade de 

todos os lotes avaliados a 4 ºC, indicando que a concentração de células dos 

lotes não variou durante o período de estudo. Contudo, foi demonstrada a queda 

da concentração de células dos CBR, quando expostos à temperatura de 38 ºC. 

As Figuras 13 a 15 esboçam a concentração de células ao longo dos 4 dias de 

estudo nas temperaturas de 4 e 38 ºC. 

 

 
Fonte: Do autor, 2016. 
UFC.ml-1- unidade formadora de colônia por mililitro 

 

 

 

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

média ítem 2 

[UFC.ml-1]

log das médias 

[UFC.ml-1]

Intervalo em 

dias

 4 ºC  38 ºC

média ítem 1 

[UFC.ml-1]

média ítem 2 

[UFC.ml-1]

log das médias 

[UFC.ml-1]

média ítem 1 

[UFC.ml-1]

Tabela 21 - Resultado do estudo da estabilidade de curta duração na temperatura 
de 4 ºC e 38ºC do Sub-lote 1 do CBR de S. Typhimurium 
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Fonte: Do autor, 2016. 
t – t de Student. 

 

 
Fonte: Do autor, 2016. 
UFC.ml-1- unidade formadora de colônia por mililitro. 

 

 

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

 

Figura 13 - Variação da concentração diária de células dos Sub-lotes 
1 e 2 do CBR S. Typhimurium durante simulação de transporte a 4 e 
a 38 °C  

 
Fonte: Do autor, 2016. 

Temperatura
Coeficiente 

Angular 

Erro do coef. 

Angular (sb)
t sb x t | b | Resultado

4 ºC 0,006550 0,007859 3,182446 0,025011 0,006550 Estável
38 ºC -0,158476 0,015974 3,182446 0,050836 0,158476 Instável

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

Intervalo em 

dias

 4 ºC  38 ºC
média ítem 1 

[UFC.ml-1]

média ítem 2 

[UFC.ml-1]

log das médias 

[UFC.ml-1]

média ítem 1 

[UFC.ml-1]

média ítem 2 

[UFC.ml-1]

log das médias 

[UFC.ml-1]

Temperatura
Coeficiente 

Angular 

Erro do coef. 

Angular (sb)
t sb x t | b | Resultado

4 ºC 0,005019 0,010892 3,182446 0,034663 0,005019 Estável
38 ºC -0,168626 0,022243 3,182446 0,070786 0,168626 Instável
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Dias

Estabilidade de curta duração CBR S. Typhimurium  

SL1 4 ºC SL2 4 ºC SL1 38 ºC SL2 38 ºC

Tabela 22 - Análise de resíduos de regressão linear do Sub-lote 1 do 
CBR de S. Typhimurium a 4 e a 38 °C 

Tabela 23 - Resultado do estudo da estabilidade de curta duração na 
temperatura de 4 ºC e 38 ºC do Sub-lote 2 do CBR de S. Typhimurium 

Tabela 24 - Análise de resíduos de regressão linear do Sub-lote 2 do 
CBR de S. Typhimurium a 4 e a 38 °C 
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Fonte: Do autor, 2016. 
UFC.ml-1- unidade formadora de colônia por mililitro. 

 

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

 

Figura 14 - Variação da concentração diária de células do CBR E. 
coli durante simulação de transporte a 4 e a 38 °C 

  
Fonte: Do autor, 2016. 

 

 

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

log das médias 

[UFC.ml-1]

média ítem 1 

[UFC.ml-1]

média ítem 2 

[UFC.ml-1]

log das médias 

[UFC.ml-1]

média ítem 1 

[UFC.ml-1]

média ítem 2 

[UFC.ml-1]

Intervalo em 

dias

 4 ºC  38 ºC

Temperatura
Coeficiente 

Angular 

Erro do coef. 

Angular (sb)
t sb x t | b | Resultado

4 ºC 0,008330 0,013570 3,182450 0,043186 0,008330 Estável
38 ºC -0,136140 0,021420 3,182450 0,068168 0,136140 Instável
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Tabela 25 - Resultado do estudo da estabilidade de curta duração na 
temperatura de 4 ºC e 38ºC do CBR de E.coli 

Tabela 26 - Análise de resíduos de regressão linear do CBR de E. coli 
a 4 e a 38 °C 
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Fonte: Do autor, 2016. 
UFC.ml-1- unidade formadora de colônia por mililitro. 

 

 

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

 

Figura 15 - Variação da concentração diária de células do CBR  
L. monocytogenes durante simulação de transporte a 4 e a 38 °C 

 
Fonte: Do autor, 2016. 

 

Com conclusões semelhantes às retiradas neste estudo Rosas et al (2010) 

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

milk) a 4 ºC, e a redução significativa do número de células em temperaturas de 

25 e 37 ºC, durante sete dias de exposição. 

Resultados não concordantes com os dados deste estudo foram reportados 

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

suplementado com diferentes crioprotetores: skim milk a 10%, skim milk a 10% 

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

Intervalo em 

dias

 4 ºC  38 ºC
média ítem 1 

[UFC.ml-1]

média ítem 2 

[UFC.ml-1]

log das médias 

[UFC.ml-1]

média ítem 1 

[UFC.ml-1]

média ítem 2 

[UFC.ml-1]

log das médias 

[UFC.ml-1]

Temperatura
Coeficiente 

Angular 

Erro do coef. 

Angular (sb)
t sb x t | b | Resultado

4 ºC 0,018759 0,006878 3,182446 0,021888 0,018759 Estável
38 ºC -0,186713 0,025948 3,182446 0,082578 0,186713 Instável
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Tabela 27. Resultado do estudo da estabilidade de curta duração na 
temperatura de 4 ºC e 38ºC do CBR de L. monocytogenes 

Tabela 28. Análise de resíduos de regressão linear, do CBR de  
L. monocytogenes  

a 4 e a 38 °C 
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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 ºC em todas as 

temperaturas estudadas.   

 

4.4 Identificação e caracterização molecular dos CBR 

 

Na sequência, são 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 à verificação da identidade microbiológica dos MR, da 

manutenção das características fenotípicas 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 

identificação e caracterização molecular. Para a análise 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 Identificação Fenotípica dos CBR 

 

O controle da identificação fenotípica realizado no equipamento VITEK com 

oito unidades do lote CBR de S. Typhimurium e com as cepas de referência S. 

Typhimurium ATCC 13311 e S. Typhimurium ATCC 14028 identificou sete 

unidades do lote e as cepas de referência com scores de “excelente identificação” 

(nível de confiança de 99%). Uma unidade do lote foi identificada com score de 

“muito boa identificação” (nível de confiança de 93%). Esta última unidade 

apresentou resultado positivo para a ação da urease, sendo o resultado apontado 

pelo sistema VITEK como “resultado que contradiz ao perfil biológico típico 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 

referência E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 23724 e E. coli ATCC 10536 foram 

analisadas em equipamento VITEK. Os resultados indicaram a identificação de 

todas as unidades do lote e das cepas de referência como E. coli, com nível de 

confiança de 96 a 99% e com scores de “excelente identificação”. 
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A avaliação fenotípica das oito unidades do CBR de L. monocytogenes e 

das cepas de referência 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 código de identificação “6.5.1.0” para as unidades do 

lote. O mesmo código de identificação foi obtido no início do estudo para o isolado 

utilizado no desenvolvimento do lote, com nível de confiança de 98,9%. O teste 

complementar da hemólise foi também realizado e os resultados demonstraram a 

formação de halo de β hemólise fraca, típico da espécie L. monocytogenes. 

Assim, as identificações fenotípicas dos lotes de CBR foram confirmadas. 

O detalhamento das características fenotípicas de um representante de cada um 

dos CBR encontram-se no Anexo B. 

 

4.4.2 Identificação Genotípica dos CBR 

 

A identidade genotipíca dos CBR foi confirmada através da PCR com a 

utilização dos mesmos iniciadores utilizados na identificação genotípica dos 

isolados (ítem 3.4). 

Oito unidades do lote CBR S. Typhimurium, o isolado utilizado no preparo 

do lote (SALM 16) e as cepas de referência S. Typhimurium ATCC 13311 e S. 

Typhimurium ATCC 14028 apresentaram o mesmo perfil de bandas na 

amplificação 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 referência E. coli ATCC 25922, E. coli 

ATCC 23724 e E. coli ATCC 10536 apresentaram perfil de bandas semelhantes 

na amplificação 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 referência 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 Caracterização Molecular dos CBR pelo Método MLST 

 

Apesar dos procedimentos aplicados na produção e preservação dos CBR 

não oferecerem riscos de mutações às células, a caracterização dos MRC pelo 
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MLST foi importante para a confirmação da manutenção da integridade dos sete 

genes avaliados na primeira etapa do estudo. 

O estudo aplicado às oito unidades de cada um dos lotes e no caso do 

CBR de Salmonella das quatro unidades de cada sub-lote, revelou a permanência 

da numeração de alelos, obtidas anteriormente para as estirpes utilizadas na 

produção dos CBR (Tabelas 29, 30 e 31). 

 

 
 

 
Fonte: Do autor, 2017. 

 

 
Fonte: Do autor, 2017. 
ND- Não definido 

 

 
Fonte: Do autor, 2017. 

 

4.4.4 Caracterização Molecular dos CBR pelo Método da ERIC-PCR 

 

A reação da ERIC-PCR com a utilização do primer ERIC 1 não demonstrou 

poder discriminatório e reprodutibilidade entre as linhagens estudadas. O padrão 

de bandas obtido com o primer ERIC 1 produziu um número de bandas inferior ao 

encontrado com a utilização do primer ERIC 2, que proporcionou resultados com 

boa reprodutibilidade. Desta forma, o primer ERIC 2 foi selecionado e empregado 

na avaliação dos três CBR. 

Foram verificados diferentes perfis de bandas na análise das cepas E. coli 

ATCC 25922, E. coli ATCC 23724 e E. coli ATCC 10536 na comparação 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 

aroC dnaH hemD hisD purE sucA thrA

10 7 12 9 5 9 2 19 1

eBGCRB                                    

S . Typhimurium

Genes MLST 
ST

adK fumC gyrB icd mdh puA recA

6 11 15 16 11 26 6 160 ND

CRB                                  

E. coli

Genes MLST 
ST CC

abcZ bglA cat dapE dat ldh lhk

7 6 10 6 1 2 1 11 11

CRB                                  

L. monocytogenes

ST CC
Genes MLST 

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

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

Tabela 31 - Perfil de alelos no MLST do CRB 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 genômica 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 representação dos 

fingerprints obtidos na análise da ERIC-PCR 2. 

No caso do CBR de S. Typhimurium a análise pela ERIC-PCR 2, apesar de 

ter demonstrado a estabilidade e uniformidade genômica entre o isolado SALM 16 

e as oito unidadesdo lote, não indicou diferenciação no perfil de bandas, entre as 

cepas de referência utilizadas e o isolado SALM 16.  

Foi então realizado o método da RAPD testando-se três diferentes 

iniciadores. O primer OPA3 apresentou maior capacidade na produção de 

fragmentos. A utilização do OPA3 possibilitou a diferenciação 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 

avaliação 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 

 
Fonte: Do autor, 2018. 
UL- Unidade do lote produzido. 

 

Figura 17 - Perfil de bandas representativo da ERIC2-PCR no estudo da 
uniformidade genética do lote CBR L. monocytogenes 

 
Fonte: Do autor, 2018. 
UL- Unidade do lote produzido. 

 

Figura 18 - Perfil de bandas representativo da ERIC2-PCR no estudo da 
uniformidade genética do lote CBR de S. Typhimurium

 
Fonte: Do autor, 2018. 
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Figura 19 Perfil de bandas representativo da RAPD no estudo da 
uniformidade genética do lote CBR de S. Typhimurium 

 
Fonte: Do autor, 2018. 

 

A ERIC-PCR foi considerada uma ferramenta de tipificação eficiente, rápida 

e adequada para a verificação de possíveis alterações genéticas entre os 

representantes dos grupos de MR de E. coli e L. monocytogenes. Produziu 

padrões de bandas diferenciados e pôde ser usada com um número relativamente 

grande de cepas, sem gerar custos elevados. No entanto não diferenciou cepas 

de S. Typhimurium possivelmente por todas pertencerem ao mesmo sorovar. 

A capacidade reprodutível e discriminatória da ERIC-PCR foi anteriormente 

descrita em estudos que utilizaram a metodologia na diferenciação 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 relação a RAPD, outros autores obtiveram bons resultados na 

aplicação da técnica na diferenciação 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 

colaboração de dois LACEN que realizam atividades de controle microbiológico 

de águas e alimentos. Os laboratórios foram orientados a utilizar os materiais 

como controle interno nos ensaios de rotina e a preencher os formulários de 

resultados (Apêndice C), enviados juntamente com os materiais.  
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Os dados das avaliações emitidas pelos laboratórios demostraram que a 

utilização dos MR de Salmonella e de L. monocytogenes como controle interno na 

rotina de ensaios foi satisfatória. O MR de E. coli foi empregado como controle 

interno de metodologias para análise de alimentos e águas. O MR foi considerado 

satisfatório como controle positivo das metodologias de análise de alimentos. No 

entanto, na análise de água, o material foi empregado pelos dois laboratórios, 

como controle da metodologia que utiliza o substrato enzimático 4-

metillumbelifrilβ-D-glicuronídeo (MUG) e se baseia na ação da enzima β-D-

glicuronidase. O controle fenotípico do CBR pelo equipamento VITEK, havia 

indicado o material como fraco negativo para a atividade da enzima β-D-

glicuronidase. Desta forma, o material não apresentou perfil adequado como 

controle positivo no ensaio do MUG. 

A β-D-glicuronidase é uma enzima indutível codificada pelo gene uidA na 

espécie E. coli. Cerca de 94% das estirpes de E. coli, produzem β-D-glicuronidase 

(FENG et al, 1991). Entretanto, a expressão da atividade desta enzima é afetada 

pela repressão de catabólitos. Assim, algumas E. coli são β-D-glicuronidase 

negativas, embora carreiem o gene uidA (FENG; WEAGANT; GRANT, 2002). A 

presença de E. coli β-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 β-D-glicuronidase, foi realizada a 

amplificação da região do gene uidA que codifica a enzima, a fim de se confirmar 

a presença do gene no genoma bacteriano. Os produtos da PCR geraram 

fragmentos de bandas de 166 pb (Figura 20). 
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Figura 20 - Identificação da Escherichia coli com amplificação 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 elaboração do certificado do material de referência, a informação do 

mesmo não ser adequado como controle positivo para ensaios que se baseiam na 

hidrólise do substrato MUG, por não expressar a enzima β-D-Glicuronidase. 

 

4.6 Caracterização molecular adicional dos cbr pelo sequenciamento de 

genes espécie específicos 

 

Foi realizado o sequenciamento de DNA dos produtos de amplificação dos 

genes espécies específicos utilizados na identificação genotípica 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 reação de sequenciamento com o 

fragmento do gene uspA e para o CBR de L. monocytogenes sequenciamento do 

gene inlAB. 

A partir da utilização do BLAST, foi comparada a sequência dos 

nucleotídeos com as sequências do GenBank database e calculada a 

significância estatística das correlações. As sequências depositadas no GenBank 

ainda não foram disponibilizadas, mas receberam os seguintes números de 

acesso: Salmonella gene STM 4497 (MG924931) e Listeria gene inlAB 

(MG924932). O resultado de similaridade dos alinhamentos das sequências dos 

            1                  2                3                4                  5                 6                  7 
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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 possível falha no sequenciamento. Um 

novo sequenciamento foi realizado, e também apresentou baixa similaridade. No 

cromatograma obtido no sequenciamento, que indica a ordenação dos 

nucleotídeos, foram verificados picos sobrepostos sugerindo contaminação da 

sequência estudada. Um novo sequenciamento será reproduzido, usando novos 

iniciadores da reação de PCR do gene uspA. 

As sequências 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 Certificação dos CBR 

 

4.7.1 Certificação Quantitativa do CBR E. coli  

 

Somente o CBR de E. coli, foi submetido a caracterização quantitativa, 

baseado na concentração de células em UFC.mL-1. Foi calculada a incerteza 

combinada, obtida através da soma das incertezas da caracterização quantitativa, 

homogeneidade e da estabilidade, que contribuem significativamente para a 

incerteza associada ao valor atribuído ao mensurando. A incerteza combinada 

serviu de base para o cálculo da incerteza expandida. 

Não foram realizadas as certificações quantitativas dos CBR de S. 

Typhimurium e de L. monocytogenes, uma vez que o objetivo do estudo foi de 

produzir materiais de referência dos referidos grupos bacterianos exclusivamente 

para controle interno de ensaios qualitativos. 

 

4.7.1.1 Cálculo da Incerteza da Caracterização Quantitativa do CBR E. coli 

 

A atribuição do valor de propriedades do CBR de E. coli foi calculada a 

partir dos resultados obtidos no estudo interlaboratorial, realizado por dois 

diferentes laboratórios que empregaram a mesma metodologia de análise.  

Não foi utilizado MRC como controle, uma vez que o único MRC certificado 

disponível no mundo para E. coli “IRMM 351 – E. coli O157 (NCTC 12900)” 

apresenta concentração de células muito reduzida com aproximadamente 4 

UFC/esfera. 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 análise da variância 

(ANOVA), avaliando cada um dos 36 resultados obtidos (Tabela 32). 
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Fonte: Do autor, 2018. 

 

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

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

 

Nenhum resultado encontrado foi aberrante, segundo a metodologia de 

Grubb’s. Foi calculada a incerteza padrão, a partir do desvio padrão pela raiz 

quadrada de “n”. O desvio padrão utilizado foi o de “todos os resultados”, sendo 

“n” o número de resultados totais obtidos. 

Com resultado final da caracterização = (6,31 ± 0,020) log10 UFC.mL-1, 

correspondendo à 0,317%.  

 

4.7.1.2 Cálculo da Contribuição da Incerteza da Homogeneidade do CBR E. coli 

 

A análise da variância da ANOVA, realizada para as 40 unidades avaliadas 

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

cálculo da incerteza. 

 

 

Amostras
Contagem 1 log 

[UFC.ml-1]

Amostra1

Contagem 2 log 

[UFC.ml-1]

Média log 

[UFC.ml-1]
CV

La
bo

ra
tó
rio

 1

Laboratório s

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

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

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

6,49 6,41 6,45 0,05 0,84

6,43 6,43 6,43 0,00 0,00

6,40 6,38 6,39 0,01 0,20

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

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

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

Amostra4

Amostra1

Amostra2

Amostra3

La
bo

ra
tó
rio

 1

La
bo

ra
tó
rio

 2

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

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

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

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

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

6,34 6,40 6,37 0,04 0,62

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

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

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

Amostra4

Amostra5

Amostra6

La
bo

ra
tó
rio

 2

Tabela 32 – Resultado do estudo interlaboratorial para caracaterização do CBR E. 
coli  

Tabela 33 – Valor de referência do estudo interlaboratorial
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Fonte: Do autor, 2018. 

 

Resultado final da homogeneidade: (6,120 ± 0,077) log10 UFC.mL-1, 

correspondendo à 1,26 %. 

 

4.7.1.3 Cálculo da Incerteza da Estabilidade do CBR E. coli 

 

Na realização do cálculo da incerteza da estabilidade de longa duração foi 

empregado o erro do coeficiente angular gerado na análise da regressão linear, 

para a temperatura de referência (-70 oC) pelo número de dias de estudo, como 

descrito na Tabela 35. 

 

 
Fonte: Do autor, 2018. 

 
Resultado final da estabilidade de longa duração: (6,164 ± 0,063) log10 

UFC.mL-1, correspondendo à 1,02%. 

No cálculo da incerteza da estabilidade de curta duração foi utilizado o erro 

do coeficiente angular, gerado na análise da regressão linear, na temperatura de 

4 ºC nos quatro dias de estudo, representando a condição máxima de transporte 

avaliada, em que o material permaneceu estável (Tabela 36). 

 

 

Média dentro das unidades (MQdentro) 0,01128518

Média entre as unidades (MQentre) 0,0231196

Média da homogeneidade 6,12

uhomogeneidade (n=2) 0,077

Estabilidade de longa

Erro do coeficiente angular gerado na análise 

da regressão linear (-70 °C)
0,000177

Dias de estudo 356

uestabil idade de Longa 0,063

Tabela 34 – Dados para o cálculo da incerteza da 
homogeneidade 

Tabela 35 – Dados para o cálculo da estabilidade de longa duração 
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Tabela 36 – Dados para o cálculo da estabilidade de curta duração 

 
Fonte: Do autor, 2016. 

 

Resultado final da estabilidade de curta duração: (6,075 ± 0,054) log10 

UFC.mL-1, correspondendo à 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: 

 

u(MRC) = 0,115013613 log10 UFC.mL-1 

 

Considerando um fator de abrangência de aproximadamente 95%, teremos    

k = 2 e a incerteza expandida será: 

 

U(CBR) = 0,230027226 log10 UFC.mL-1 

 

Assim, o foi valor de referência da concentração de células calculado para 

a certificação quantitativa do CBR de E. coli foi de (6,31 ± 0,23) log10 UFC/mL-1. 

 

4.7.2 Certificação Qualitativa dos CBR 

 

A Tabela 37 apresenta os valores de referência e os graus de confiança 

obtidos nos controles realizados com os lotes de CBR estudados. As certificação 

dos CBR foi realizada a partir dos resultados das análises fenotípicas, 

identificações genotípicas e das caracterizações moleculares de cada um dos 

lotes, seguidos os níveis de confiabilidade das metodologias, quando declarados.  

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

uspA foi considerado baixo, para o propósito de verificação da autenticidade do 

Estabilidade de curta

Erro do coeficiente angular gerado na análise 

da regressão linear (4 °C)
0,01357

Dias de estudo 4

uestabil idade de Curta 0,054
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material. Desta forma, o CBR de E. coli não foi certificado, apesar dos cálculos de 

certificação quantitativa terem sido realizados.  

Os certificados dos materiais de referência de S. Typhimurium e L. 

monocytogenes são apresentados no Apêndice D. 

 

 
Fonte: Do autor, 2018. 

 

Os materiais foram desenvolvidos seguindo as exigências de produção e 

caracterização das normas: ABNT NBR ISO 17034:2017, ISO GUIA 35:2012 e da 

NIT-DICLA 61:2012. 

Um ponto de extrema relevância verificado foi relacionado à dificuldade de 

se obter informações, na literatura científica, sobre os níveis de confiabilidade dos 

métodos de identificação genotípica e moleculares utilizados na etapa de 

caracterização dos materiais. No entanto, o sequenciamento dos genes espécie 

específicos e a comparação com depósitos do NCBI garantiram a autenticidade 

dos MR com níveis de confiabilidade elevados. 

A problemática de se assegurar a rastreabilidade metrológica na 

certificação de materiais biológicos foi abordada por Pereira (2017). Dos poucos 

MRC biológicos disponíveis no mundo, raros são os provedores que apresentam 

informações que assegurem a rastreabilidade dos materiais. 

Tabela 37 – Valores de referência (Vref) e graus de confiança dos CBR 
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Dentre os provedores de materiais de referência microbiológicos, o IRMM é 

o único que divulga as formas de controle dos materiais de referência certificados 

produzidos. No escopo de MRC microbiológicos disponibilizados pelo IRMM, 

caracterizados quantitativamente e em nível 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 relatórios de certificação do IRMM 

são descritos, além da avaliação da homogeneidade e da estabilidade, a forma de 

caracterização quantitativa realizada por estudos interlaboratoriais, empregando-

se métodos de contagens baseados no número de UFC/esferas. A caracterização 

molecular dos MR desenvolvidos pelo IRMM tem sido realizada a partir de 

análises da sequência de genes espécie específicos, com posterior comparação 

com sequências de bancos de dados, coincidente com a prática de 

sequenciamento utilizada no presente estudo. 

Desta forma, ao compararmos os controles aplicados neste trabalho, 

pioneiro no país, com os utilizados pelo IRMM que tem seus produtos 

reconhecidos e comercializados nos países da Europa e do mundo, podemos 

inferir que os procedimentos utilizados para a caracterização dos materiais 

desenvolvidos foram adequados, considerando a aplicabilidade como cepas de 

referência certificadas. Para novos materiais a serem produzidos, protocolos 

reduzidos de controle que atendam as exigências da NIT-DICLA 61:2012 poderão 

ser avaliados.  

Com a perspectiva da disponibilização das cepas de referência produzidas 

neste e em futuros estudos, cabe destacar, a necessidade da aprovação e 

reconhecimento dos materiais produzidos, pela organização de acreditação oficial 

do país. O Inmetro, através da verificação da conformidade das atividades de 

produção, controle e certificação, dará maior confiabilidade a esses materiais.  
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5 CONCLUSÕES 

 

 A utilização 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 país. Foi evidenciada a presença de uma estirpe classificada como 

ST 313, isolada de um surto de DTA ocorrido na região Sul do país. Foi também 

identificado um possível novo alelo entre os isolados estudados. 

 

 A análise do MLST indicou uma alta variedade genética entre as estirpes de 

E. coli avaliadas, com a determinação de seis ST, para seis estirpes distintas. 

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

 

 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 referência apresentaram ST 

diferentes entre sí e entre os isolados. A análise identificou três ST entre os 

isolados (155, 121 e 8), que são clonais em outras regiões do mundo. Apesar da 

clonalidade observada, não há relação filogenética evidente entre os isolados. 

 

 Foi selecionada a estirpe SALM 16 a partir das informações 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 não definido). 

  

 Os sub-lotes dos CBR de E. coli e L. monocytogenes foram considerados 

homogêneos. Já os sub-lotes de Salmonella foram identificados como não 

homogêneos, ficando estabelecida a verificação da estabilidade para cada um 

dos sub-lotes de Salmonella, separadamente. 

 

 Os lotes de CBR de E. coli e L. monocytogenes e os sub-lotes de Salmonella 

foram todos estáveis na temperatura de referência a -70 ºC durante o período 

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

estáveis até o período de 165 e 225 dias, respectivamente. 

 

 O estudo da estabilidade de curta duração indicou a temperatura de 4 ºC 

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

 

 A uniformidade genômica dentro dos lotes foi verificada através da 

metodologia da ERIC-PCR. 

 

 A autenticidade dos materiais foi garantida através da caracterização das 

sequências de DNA dos produtos de amplificação de genes que codificam 

características específicas. 

 

 Foi realizada a certificação dos lotes de Salmonella e L. monocytogenes. O 

lote CBR de E. coli não apresentou resultado satisfatório na caracterização 

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

 

 Os materiais certificados desenvolvidos neste estudo consistem nas primeiras 

bactérias de referência certificadas produzidas no Brasil e reúnem os requisitos 

de um material de referência estabelecidos pela norma ABNT NBR ISO 

17034:2016. Os parâmetros homogeneidade, estabilidade e caracterização foram 

cumpridos e relacionados nos certificados que acompanharão os materiais. 

 

 Com relação às diretrizes da norma NIT-DICLA 061:2012, pode-se garantir 

que os materiais certificados produzidos atendem às características de 

viabilidade, pureza, autenticidade e estabilidade genética, indicados no referido 

documento. 
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6 PERSPECTIVAS 

 

 Disponibilizar os MR desenvolvidos para laboratórios brasileiros, com ênfase 

nos Laboratórios Centrais de Saúde Pública (LACEN) e outros laboratórios 

públicos; 

 

 Produzir um novo lote de E. coli utilizando uma das estirpes avaliadas no 

estudo, que atenda a todas as características fenotípicas e genotípicas da 

espécie; 

 

 Utilizar os procedimentos aplicados no presente estudo para a produção de 

novas cepas de referência de interesse em Vigilância Sanitária. 
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APÊNDICE A - FLUXOGRAMA DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS NO 

ESTUDO 

 

Obtenção das estirpes bacterianas 

 

   Identificação fenotípica 

 

   Identificação genotípica 

 

    Caracterização molecular  

 

Comparação do perfil proteômico 

 

Seleção dos Isolados  
                 e 
Produção dos lotes de CBR 

 

 

Controle dos CBR Produzidos 

 

Testes da homogeneidade e estabilidade 

 

 Teste da viabilidade e pureza 

 Identificação fenotípica do CBR 

 Identificação genotípica do CBR 

 Caracterização molecular do CBR 

 

 

     Avaliação dos MR - LACEN 

 

 

     Certificação dos MR 

 

 

Fonte: Do autor, 2018... 

1º Etapa 

5º Etapa 

3º Etapa 

4º Etapa 

2º Etapa 
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APÊNDICE B - PLANEJAMENTOS DA PRODUÇÃO 

PLANEJAMENTO DA PRODUÇÃO: 

 

Lote Candidato a Material de Referência Microbiológico 

Salmonella enterica Typhimurium 

 

1. INTRODUÇÃO 
Este documento apresenta as condições de preparo e controle do lote candidato à 

bactéria de referência (CBR) microbiológico qualitativo de Salmonella enterica Typhimurium. Os 

controles da qualidade que serão aplicados ao CBR visam atender aos requisitos da ABNT ISO 

GUIA 34:2012 e as orientações da NIT-DICLA 061:2012.  

Após a produção e controle será realizada a certificação do material. 

 

2. FINANCIAMENTO 

A produção deste material de referência será realizada com recursos do projeto 
CNPQ/ANVISA – 44012720149 e com a infraestrutura do INCQS. 

 

3. OBJETIVOS 

Produzir material de referência (mr) para uso como controle interno de ensaios destinados 

a laboratórios públicos e privados, que atuam em atividades na área da microbiologia. 

 

4. SUBCONTRATAÇÃO 

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

Na caracterização molecular do lote serão utilizados os serviços de sequenciamento 
genético, da plataforma de sequenciamento localizada no Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ. 

Os serviços citados são únicos na FIOCRUZ, sendo o uso disponibilizado para a 
comunidade científica da instituição.  

 

5. COMITÊ TÉCNICO (CT) RESPONSÁVEL PELO DESENVOLVIMENTO DO LOTE 
CANDIDATO A MR 

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

 

6. DISPONIBILIZAÇÃO DO MATERIAL 

O material será disponibilizado como bactéria de referência Salmonella spp certificada.  

Pretende-se que o lote esteja disponível a partir de abril de 2018. Ao ser fornecido, será 
transportado em condições que atendam aos critérios de transporte de material biológico da 
International Air Transport Association - IATA. Serão considerados os resultados do estudo de 
estabilidade de curta duração descritos neste documento, para a escolha da temperatura de 
transporte do MR com segurança. 

 

7. DOCUMENTAÇÃO DO MR 

Juntamente com o MR, será fornecida documentação com orientações sobre os 
procedimentos adequados para o manuseio do material, biossegurança, aplicação apropriada e 
armazenamento. 

Constarão na documentação informações sobre os ensaios de controles e os testes de 
caracterização aplicados ao material e a validade das informações declaradas. 



144 
 

 

 

8. SELEÇÃO DO ISOLADO A SER UTILIZADO NA PRODUÇÃO DO MR  

(Já realizada na 1º etapa do estudo, antes da elaboração do planejamento de 
produção). 

Para a seleção da estirpe a ser utilizada na produção do MR foi realizado um estudo 
anterior com 14 cepas de Salmonella enterica Typhimurium, isoladas de amostras de alimentos 
envolvidos em surtos de doenças transmitidas por alimentos no território brasileiro, cedidos pelo 
Laboratório de Referência de Enterobactérias (LABENT) do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, 
juntamente com as seguintes cepas de referência: Salmonella enterica Typhimurium ATCC 14028 
e Salmonella enterica Typhimurium ATCC 13311. 

Todos os isolados e as cepas de referência foram submetidos a testes para identificação 
fenotípica, genotípica, como também a caracterização molecular e proteômica.  

 

8.1Verificação da Identidade Fenotípica e Genotípica das Estirpes Avaliadas 

A identidade fenotípica dos isolados foi confirmada, através da análise no sistema semi-
automatizado ViteK 2.0 (bioMérieux, France), que forneceu dados sobre o perfil fenotípico dos 
micro-organismos, frente aos substratos bioquímicos presentes no cartão GN. 

Foi também realizado teste de identificação genotípica, na qual foi empregada a Reação 
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.Caracterização Molecular 

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

 

8.3.Método de Caracterização Utilizado na Seleção da Cepa a ser Empregada na 
Produção do Candidato a MR 

Para a seleção do isolado foi empregada a metodologia do MALDI-TOF. Todas as 14 
estirpes de S. Typhimurium e as duas cepas de referência utilizadas foram submetidas a análise 
do perfil proteômico por MALDI-TOF (Sistema VITEK MS, BioMerieux, France) de Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ. Para cada estirpe avaliada foram atribuídos scores de qualidade, seguidos 
da identificação 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 possível selecionar um isolado, cujo 
perfil proteômico mais se aproximasse ao de uma das cepas de referência utilizadas. Desta forma, 
foi selecionado o isolado, cujo perfil proteômico foi próximo ao da cepa S. Typhimurium ATCC 
14028. 

Foi verificada a correlação da numeração dos alelos dos isolados selecionado, obtido no 
MLST, com a numeração de alelos das cepas de referência S. Typhimurium ATCC 14028. 

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

 

9. PRODUÇÃO DO LOTE DE MATERIAL DE REFERÊNCIA 

9.1.Matriz 

Como matriz, será 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 Produção  

A produção do MR será realizada no Setor de Alimentos do Departamento de 
microbiologia do INCQS. A primeira etapa, que compreende no preparo da cultura, concentração 
do inoculo, contaminação da matriz e distribuição do material nos frascos será realizada no 
laboratório de microbiologia, localizado na sala 109 do Bloco 02 do INCQS. Os procedimentos de 
concentração da cultura serão realizados em cabine de segurança biológica.  

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

9.3.Processamento do Material 

Todas as informações sobre os materiais e equipamentos utilizados durante a produção, 
assim como os resultados obtidos serão registrados formulários de controle com dados da 
produção. 

9.4.Preparo da Suspensão Bacteriana 

A partir do criotubo contendo a cepa S. Typhimurium P5432, depositada na Coleção de 
Microrganismos de Referência em Vigilância Sanitária - INCQS/FIOCRUZ, será realizado o teste 
de pureza do material, pela técnica de esgotamento em ágar tripticaseina de soja (TSA) (Difco, 
USA) suplementado com 0,6% de extrato de levedura (Acumedia, USA). Paralelamente, 100 L do 
material será semeado em um tubo contendo 10 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) (BD, 
USA). A placa de TSA e o caldo BHI serão incubados a 35 ± 2 °C por 24 h. Após a incubação, 
será verificada a pureza da cultura no TSA. O resultado será registrado em um formulário com 
dados da produção. 

Da cultura do caldo BHI, será transferida uma alíquota de 500 µL para tubo contendo 15 
mL de caldo Luria Bertani (LB) (Difco, USA) acrescido de 2,4% de cloreto de sódio (Merck, 
Alemanha), que será incubado a 35 ± 2 °C por 28 h. Após o período de incubação, 8 alíquotas de 
1mL da cultura obtida, serão transferidas para oito microtubos estéreis com capacidade de 2 mL. 
Os microtubos serão centrifugados a 10.000 rpm/10 min (Eppendorf 5418, Germany) e os 
sobrenadantes descartados. Em quatro microtubos será acrescentado um volume de 1 mL de 
Solução Salina Peptonada (SSP) a 0,1 % (preparo por formulação). Os microtubos serão 
homogeneizados em aparelho agitador de tubos (Ika, USA), até que todo o precipitado solte do 
fundo do tubo. As suspensões obtidas serão transferidas, cada uma para um dos quatro 
microtubos restantes, que posteriormente serão homogeneizados e centrifugados a 10.000 rpm 
por 10 min. Os precipitados de dois microtubos serão ressuspendidos com 2 mL de solução de 
trealose a 100 mM. A suspensão obtida será homogeneizada e transferida para tubos 10 x 80mm 
para o controle da concentração de células, a partir da leitura da transmitância em aparelho 
colorímetro (Libra S2, Biochrom, England) em comprimento de onda de 520 nm, calibrado com a 
mesma solução utilizada na suspensão do micro-organismo. A concentração da suspensão de 
células será ajustada para uma transmitância de 2% (equivalente a 2 x 109 UFC.mL-1). Após a 
leitura, a suspensão será mantida a 2 a 8 °C durante aproximadamente 30 minutos. 

9.5.Contaminação da Matriz e Controle da Concentração de Células 

Um volume de 3 mL da suspensão será transferido para um béquer contendo 597 mL de 
leite desnatado estéril, suplementado com 100 mM de trealose. Será adicionado um magneto 
estéril ao béquer e posicionado na superfície de um aparelho agitador magnético. A suspensão 
será submetida a agitação por aproximadamente 20 minutos. Nesta etapa, espera-se obter uma 
concentração aproximada de 1,0 x 107 UFC.mL-1. 

Para a análise de controle da concentração de células na matriz, serão preparadas cinco 
diluições decimais, de forma a se obter contagens entre 25-250 unidades formadoras de colônias 
(UFC). Alíquotas de 1 mL e 0,1 mL da diluição 10-5, serão adicionadas separadamente e em 
duplicata, em placas de Petri vazias e estéreis, onde serão acrescentados, aproximadamente 20 
mL de TSA com 0,6% de extrato de levedura, previamente fundido e mantido em banho 
termostático à temperatura aproximada de 48 ± 2 °C. As placas serão incubadas em posição 
invertida a 35 ± 2 °C por 48 h e posteriormente submetidas a contagem, a fim de se verificar a 
concentração de células esperada foi atingida. Os resultados das contagens serão registrados. 

9.6.Distribuição do Material 

Volumes de 1 mL da suspensão da matriz contendo o micro-organismo serão distribuídos 
em 416 frascos de vidro estéreis (Schott, Brasil), através da utilização de uma bomba peristáltica 
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(Watson, England) calibrada. Posteriormente, em cada frasco, será acoplada uma rolha de 
borracha (West, Brasil) estéril, própria para liofilização. As estantes contendo os frascos serão 
transportadas dentro de recipientes plásticos, limpos e fechados para a sala de preparo de 
materiais de referência e estocados em ultrafreezer a aproximadamente -70 °C, por um período 
mínimo de 15 h. 

9.7.Liofilização do Material 

Os frascos do lote serão divididos em dois sub-lotes, a fim de atender a capacidade do 
equipamento liofilizador (K105 Liotop, Brasil). Cada sub-lote será submetido a um ciclo de 
liofilização por um período de 24 h. Após o término do ciclo, os frascos serão fechados sob vácuo 
e serão registrados os parâmetros da liofilização. A presença de vácuo nos frascos será verificada, 
com a utilização de um aparelho emissor de centelha elétrica (Bobina de Tesla Coil 2-12-8, Brasil). 
Os frascos que não apresentarem vácuo no interior, quando submetidos a centelha elétrica serão 
descartados.  

Os frascos de cada sub-lote serão numerados e identificados, como pertencentes ao lote, 
com as seguintes especificações: “Candidato a Bactéria de Referência”, com a sigla CBR, com a 
identificação da bactéria, do ano de produção e da numeração do frasco no lote. 

Os frascos serão lacrados com tampa de metal utilizando alicate recravador, armazenados 
em caixas identificadas e estocados em ultrafreezer a aproximadamente -70 °C. Será registrada a 
quantidade de frascos cujo resultado da verificação de vácuo foi satisfatória e dos que foram 
descartados por falta de vácuo ou por apresentarem outras características visíveis tais como: 
rachadura nos frascos ou caramelização da matriz. 

9.8.Faixa de Concentração Esperada 

É esperado que o lote candidato a MR apresente concentração aproximada de Salmonella 
de 1 x 107 UFC.mL-1. No entanto, caso a concentração alcançada, após a finalização do preparo 
não seja a definida, não constituirá um fator limitante para a utilização do lote. A concentração final 
do candidato a MR deverá ser avaliada pelo Comitê Técnico Responsável 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, serão selecionados de forma 
aleatória e submetidos ao teste de pureza. Cada liófilo será reconstituído e semeado pela técnica 
de esgotamento na superfície de uma placa de TSA com extrato de levedura. Após a incubação a 
35°C/48 h, deverá 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 será realizada uma avaliação quantitativa. Os frascos 
serão analisados sob condições 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 ágar cristal 
violeta vermelho neutro bile glicose (VRBG), descrita por Kornachi & Johson no Compendium of 
Methods for the Microbiological Examination of Food, 4º Edition, 2001. 

Serão selecionados de forma aleatória sistemática 20 (vinte) frascos de cada sub-lotes. 
Sub-lote. O cálculo do número mínimo de frascos a serem analisados no teste, será obtido através 

da aplicação da fórmula: 3x√n
�

, onde n é o número de frascos produzidos. 

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

Os valores das contagens serão expressos em log10 e registrados. A avaliação estatística 
do teste será baseada na análise da variância (ANOVA) seguindo as orientações da ABNT ISO 
GUIA 35:2012.  

10.3 .Estudos de Estabilidade do Lote 

Será realizado o estudo de estabilidade de curta duração e de longa duração. A 
metodologia de contagem será a mesma aplicada no teste da homogeneidade.  

O estudo de longa duração será realizado nas temperaturas de armazenamento (-20 °C) e 
de referência (menor que -70 °C). As análises serão realizadas com 2 (dois) frascos de cada uma 
das temperaturas a cada 15 dias e terá a duração aproximada de 1 (um) ano. Os frascos 
selecionados aleatoriamente para o estudo da temperatura de armazenamento (-20 °C) serão 
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transferidos da temperatura de referência (menor que -70°C) para a temperatura de 
armazenamento (-20 °C) após o resultado do teste da homogeneidade. 

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

Para a avaliação estatística da estabilidade será considerada a média dos valores de cada 
dia de estudo, convertidos em log10. As avaliações estatísticas da estabilidade serão realizadas 
utilizando como base a ABNT ISO GUIA 35:2012, que preconiza a análise de resíduos da 
regressão linear. 

 

11.CARACTERIZAÇÃO DO CBR 

11.1.Verificação da Autenticidade Fenotípica do CRB Após a Produção 
Para a verificação da autenticidade do material e caracterização fenotípica, serão 

utilizados oito frascos, selecionados aleatoriamente, que serão submetidos aos testes fenotípicos 
no sistema semi-automatizado ViteK 2.0. Serão utilizadas as cepas de referência: S. Typhimurium 
ATCC 13311 e S. Typhimurium ATCC 14028. 

. 

11.2.Verificação da Autenticidade Genotípica do CRB Após a Produção  

O ensaio para a verificação da autenticidade genotípica será realizado com o isolado 
utilizado para o preparo do lote, com oito frascos do lote produzido selecionados aleatoriamente e 
com as cepas de referência S. Typhimurium ATCC 13311 e S. Typhimurium ATCC 14028. Todos 
serão submetidos a metodologia de reação em cadeia da polimerase descrita por Kim et al (2006). 

11.3. Caracterização Molecular dos CBR pelo Método MLST 

Oito frascos retirados da temperatura de referência serão submetidos ao sequenciamento 
e a avaliação dos alelos dos sete genes constitutivos conservados pela técnica do MLST da 
Universidade Warwick, como descrito no item 8.2. Os resultados deverão ser os mesmos aos 
obtidos com a estirpe selecionada, antes da produção do lote estudado, a fim de assegurar a 
inexistência de alterações genotípicas importantes para o MR. 

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

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

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

Uma unidade do lote será cultivada para posterior extração de DNA, que será submetido a 
reação de PCR com o gene STM4497. O produto da amplificação será purificado e sequenciado. 
A sequência de nucleotídeos obtida será comparada com as sequências do GeneBank database, 
obtendo-se a significância estatística da correlação. 

 

Resultados não esperados na caracterização fenotípica, genotípica e molecular, deverão 
ser avaliados pelo Comitê Técnico Responsável pelo Desenvolvimento do Material Candidato a 
MR (CT). 

 

12.ATRIBUIÇÃO DE VALORES E PROPRIEDADES 

Esta propriedade será determinada a partir da confirmação dos resultados dos testes de 
autenticidade fenotípica e genotípica e da caracterização molecular da cepa utilizada no 
desenvolvimento do MR.  
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13.ROTULAGEM DO MATERIAL 

Após a aprovação do lote como MRC, os frascos serão submetidos à troca das etiquetas. 
Na nova etiqueta, terá o logo do INCQS/Fiocruz, a identificação do MR como Bactéria de 
Referência Certificada, a identificação da espécie bacteriana e a numeração corrente das 
Bactérias de Referência Certificadas (BRC). 

CRONOGRAMA 

Todas as etapas da produção e controle do lote candidato a MR, estão listadas na Tabela 
1. 

Descrição das Atividades Datas 

Confirmação da Identidade fenotípica e genotípica dos isolados e 
das cepas 

Já realizado 

Caracterização proteômica dos isolados e das cepas  Já realizado 

Caracterização molecular dos isolados e das cepas  Já realizado 

Preparação do lote candidato a MR 26/07 a 04/08/2016 

Estudo de Homogeneidade Até 15/08/16 

Início do Estudo de Estabilidade de Longa Duração Até 15/08/16 

Envio dos Resultados de Homogeneidade Até 20/08/16 

Estudo de Estabilidade de Curta Duração Até 24/10/16 

Verificação das Características Fenotípicas e Genotípicas Até 15/09/16 

Caracterização Molecular Até 20/09/16 

Reunião com a Equipe Participante do Projeto Até 05/10/16 

Estabelecimento de Planilhas de Incerteza e Estimativas de 
Incerteza de Valores Certificados 

Até 05/10/16 

 1º Certificação do Material Até 30/12/16 
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PLANEJAMENTO DA PRODUÇÃO: 

 

Lote Candidato a Material de Referência Microbiológico 

Escherichia coli 

 
1.INTRODUÇÃO: 

Este documento apresenta as condições de preparo e controle do lote candidato à bactéria de 

referência (CBR) microbiológico qualitativo e quantitativo de Escherichia coli. Os controles da 

qualidade que serão aplicados ao CBR visam atender aos requisitos da ABNT ISO GUIA 34:2012 e 

as orientações da NIT-DICLA 061:2012.  

 

Após a produção e controle será realizada a certificação do material. 

 

2.FINANCIAMENTO 

A produção deste material de referência será realizada com recursos do projeto 
CNPQ/ANVISA – 44012720149 e com a infraestrutura do INCQS. 

 

3.OBJETIVOS 

Produzir Material de Referência (MR) para uso como controle interno de análises destinados 
a laboratórios públicos e privados, que atuam em atividades na área da microbiologia. 

 

4.SUBCONTRATAÇÃO 

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

Na caracterização molecular do lote serão utilizados os serviços de sequenciamento genético, 
da plataforma de sequenciamento localizada no Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ. 

Os serviços citados são únicos na FIOCRUZ, sendo o uso disponibilizado para a comunidade 
científica da instituição.  

 

5.COMITÊ TÉCNICO (CT) RESPONSÁVEL PELO DESENVOLVIMENTO DO LOTE 
CANDIDATO A MR  

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

 

6.DISPONIBILIZAÇÃO DO MATERIAL 

O material será disponibilizado como bactéria de referência E. coli certificada. 

Pretende-se que o lote esteja disponível a partir de março de 2018. Ao ser fornecido, será 
transportado em condições que atendam aos critérios de transporte de material biológico da 
International Air Transport Association - IATA. Serão considerados os resultados do estudo de 
estabilidade de curta duração descritos neste documento, para a escolha da temperatura de 
transporte do MR com segurança. 

 

7.DOCUMENTAÇÃO DO MR 
Juntamente com o MR, será fornecida documentação com orientações sobre os 

procedimentos adequados para o manuseio do material, biossegurança, aplicação apropriada e 
armazenamento. 

Constarão na documentação informações sobre os ensaios de controles e os testes de 
caracterização aplicados ao material e a validade das informações declaradas. 
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8.SELEÇÃO DO ISOLADO A SER UTILIZADO NA PRODUÇÃO DO MR  

(Já realizada na 1º etapa do estudo, antes da elaboração do planejamento de 
produção). 

Para a seleção da estirpe a ser utilizada na produção 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 Saúde da 
Fundação Oswaldo Cruz (INCQS/Fiocruz), juntamente com as seguintes cepas de referência 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 referência foram submetidos a testes para identificação 
fenotípica, identificação genotípica, caracterização molecular e proteômica.  

8.1. Verificação da Identidade Fenotípica e Genotípica das Estirpes Avaliadas 

A identidade fenotípica dos isolados foi confirmada, através da análise no sistema semi-
automatizado ViteK 2.0 (bioMérieux, France), que forneceu dados sobre o perfil fenotípico dos micro-
organismos, frente aos substratos bioquímicos presentes no cartão GN. 

Foi também realizado um teste de identificação genotípica, na qual foi empregada a Reação 
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.Caracterização Molecular  

A tipificação genotípica foi realizada através da técnica do Multilocus Sequence Typing 
(MLST). O estudo da caracterização dos alelos de sete genes constitutivos conservados (adK, fumC, 
gyrB, icd, mdH, purA e recA) foi empregado, de acordo com as orientações descritas no banco de 
dados do MLST de E. coli da Universidade de Warwick (http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli). De 
cada um dos 13 isolados e das três cepas de referência foram obtidas numerações referentes a 
identificação do alelo de cada um dos sete genes estudados.  

8.3.Método de Caracterização Utilizado na Seleção da Cepa a ser Empregada na 
Produção do Candidato a MR 

Para a seleção do isolado foi empregada a metodologia do MALDI-TOF. Todas as 13 
estirpes de E. coli e as três cepas de referência utilizadas foram submetidas a análise do perfil 
proteômico por MALDI-TOF (Sistema VITEK MS, BioMerieux, France) de Bio-Manguinhos/FIOCRUZ. 
Para cada estirpe avaliada foram atribuídos scores de qualidade, seguidos da identificação 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 possível selecionar um isolado, cujo perfil proteômico mais se 
aproximasse ao de uma das cepas de referência utilizadas. Desta forma, foi selecionado o isolado, 
cujo perfil proteômico foi próximo ao da cepa E. coli ATCC 25922. 

Foi verificada a correlação da numeração dos alelos do isolado selecionado, obtido pelo 
MLST, com a numeração de alelos das cepas de referência cepa E. coli ATCC 25922. 

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

 

9.1.PRODUÇÃO DO LOTE DE MATERIAL DE REFERÊNCIA 

9.1.Matriz 

Como matriz, será 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 Produção 

A produção do MR será realizada no Setor de Alimentos do Departamento de microbiologia 
do INCQS. A primeira etapa, que compreende no preparo da cultura, concentração do inoculo, 
contaminação da matriz e distribuição do material nos frascos será realizada no laboratório de 
microbiologia, localizado na sala 109 do Bloco 02 do INCQS. Os procedimentos de concentração da 
cultura serão realizados em cabine de segurança biológica.  

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

9.3.Processamento do Material  

Todas as informações sobre os materiais e equipamentos utilizados durante a produção, 
assim como os resultados obtidos serão registrados formulários de controle com dados da produção. 

 
9.4.Preparo da Suspensão Bacteriana 

A partir do criotubo contendo a cepa E. coli P5444, depositada na Coleção de 
Microrganismos de Referência em Vigilância Sanitária - INCQS/FIOCRUZ, será realizado o teste de 
pureza do material, pela técnica de esgotamento em ágar tripticaseina de soja (TSA) (Difco, USA) 
suplementado com 0,6% de extrato de levedura (Acumedia, USA). Paralelamente, 100 L do material 
será semeado em um tubo contendo 10 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) (BD, USA). A placa 
de TSA e o caldo BHI serão incubados a 35 ± 2 °C por 24 h. Após a incubação, será verificada a 
pureza da cultura no TSA. O resultado será registrado em um formulário com dados da produção. 

Da cultura do caldo BHI, será transferida uma alíquota de 500 µL para tubo contendo 15 mL 
de caldo Luria Bertani (LB) (Difco, USA) acrescido de 2,4% de cloreto de sódio (Merck, Alemanha), 
que será incubado a 35 ± 2 °C por 28 h. Após o período de incubação, 8 alíquotas de 1mL da cultura 
obtida, serão transferidas para oito microtubos estéreis com capacidade de 2 mL. Os microtubos 
serão centrifugados a 10.000 rpm/10 min (Eppendorf 5418, Germany) e os sobrenadantes 
descartados. Em quatro microtubos será acrescentado um volume de 1 mL de Solução Salina 
Peptonada (SSP) a 0,1 % (preparo por formulação). Os microtubos serão homogeneizados em 
aparelho agitador de tubos (Ika, USA), até que todo o precipitado solte do fundo do tubo. As 
suspensões obtidas serão transferidas, cada uma para um dos quatro microtubos restantes, que 
posteriormente serão homogeneizados em aparelho agitador de tubos e centrifugados a 10.000 rpm 
por 10 min. Os precipitados de dois microtubos serão ressuspendidos com 2 mL de solução de 
trealose a 100 mM. A suspensão obtida será homogeneizada e transferida para tubos 10 x 80 mm 
para o controle da concentração de células, a partir da leitura da transmitância em aparelho 
colorímetro (Libra S2, Biochrom, England) em comprimento de onda de 520 nm, calibrado com a 
mesma solução utilizada na suspensão do micro-organismo. A concentração da suspensão de 
células será ajustada para uma transmitância de 2% (equivalente a 2 x 109 UFC.mL-1). Após a leitura, 
a suspensão será mantida a 2 a 8 °C durante aproximadamente 30 minutos. 

9.5. Contaminação da Matriz e Controle da Concentração de Células  
O volume de 3 mL da suspensão será transferido para um béquer contendo 597 mL de leite 

desnatado estéril, suplementado com 100 mM de sacarose. Será adicionado um magneto estéril ao 
béquer e posicionado na superfície de um aparelho agitador magnético. A suspensão será submetida 
a agitação por aproximadamente 20 minutos. Nesta etapa, espera-se obter uma concentração 
aproximada de 1 x 107 UFC.mL-1. 

Para a análise de controle da concentração de células na matriz, serão preparadas cinco 
diluições decimais, de forma a se obter contagens entre 25-250 unidades formadoras de colônias 
(UFC). Alíquotas de 1 mL e 0,1 mL da diluição 10-5, serão adicionadas separadamente e em 
duplicata, em placas de Petri vazias e estéreis, onde serão acrescentados, aproximadamente 15 mL 
de TSA com 0,6% de extrato de levedura, previamente fundido e mantido em banho termostático à 
temperatura aproximada de 48 ± 2 °C. As placas serão incubadas em posição invertida a 35 ± 2 °C 
por 48 h e posteriormente submetidas a contagem, a fim de se verificar a concentração de células 
esperada foi atingida. Os resultados das contagens serão registrados. 

9.6.Distribuição do Material 

Volumes de 1 mL da suspensão da matriz contendo o micro-organismo serão distribuídos 
em 416 frascos de vidro estéreis (Schott, Brasil), através da utilização de uma bomba peristáltica 
(Watson, England) calibrada. Posteriormente, em cada frasco, será acoplada uma rolha de borracha 
(West, Brasil) estéril, própria para liofilização. As estantes contendo os frascos serão transportadas 
dentro de recipientes plásticos, limpos e fechados para a sala de preparo de materiais de referência e 
estocados em ultrafreezer a aproximadamente -70 °C, por um período mínimo de 15 h. 

9.7.Liofilização do Material 

Os frascos do lote serão divididos em dois sub-lotes, a fim de atender a capacidade do 
equipamento liofilizador (K105 Liotop, Brasil). Cada sub-lote será submetido a um ciclo de liofilização 
por um período de 24 h. Após o término do ciclo, os frascos serão fechados sob vácuo e serão 
registrados os parâmetros da liofilização. A presença de vácuo nos frascos será verificada, com a 
utilização de um aparelho emissor de centelha elétrica (Bobina de Tesla Coil 2-12-8, Brasil). Os 
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frascos que não apresentarem vácuo no interior, quando submetidos à centelha elétrica serão 
descartados.  

Os frascos de cada sub-lote serão numerados e identificados, como pertencentes ao lote, 
com as seguintes especificações: “Candidato a Bactéria de Referência”, com a sigla CBR, com a 
identificação da bactéria, do ano de produção e da numeração do frasco no lote. 

Os frascos serão lacrados com tampa de metal utilizando alicate recravador, armazenados 
em caixas identificadas e estocados em ultrafreezer a aproximadamente -70 °C. Será registrada a 
quantidade de frascos cujo resultado da verificação de vácuo foi satisfatório e dos que foram 
descartados por falta de vácuo ou por apresentarem outras características visíveis tais como: 
rachadura nos frascos ou caramelização da matriz. 

9.8.Faixa de Concentração Esperada 

É esperado que o lote candidato a MR apresente concentração aproximada de E. coli de 1 x 
107 UFC.mL-1. No entanto, caso a concentração alcançada após a finalização do preparo não seja a 
definida, não constituirá um fator limitante para a utilização do lote. A concentração final do candidato 
a MR deverá ser avaliada pelo Comitê Técnico Responsável 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, serão selecionados de forma 
aleatória e submetidos ao teste de pureza. Cada liófilo será reconstituído e semeado pela técnica de 
esgotamento na superfície de uma placa de TSA com 0,6% de extrato de levedura. Após a incubação 
a 35°C/48 h, deverá 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 será realizada uma avaliação quantitativa. Os frascos serão 

analisados sob condições 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 ágar cristal violeta vermelho 
neutro bile (VRBA), conforme metodologia descrita por Feng et al (2002). Serão selecionados de 
forma aleatória sistemática 20 (vinte) frascos de cada sub-lotes. Sub-lote. O cálculo do número 

mínimo de frascos a serem analisados no teste, será obtida através da aplicação da fórmula: 3x√n
�

, 
onde n é o número de frascos produzidos. 

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

Os valores das contagens serão expressos em log10 e registrados. A avaliação estatística 
do teste será baseada na análise da variância (ANOVA) seguindo as orientações da ABNT ISO GUIA 
35:2012. 

10.3. Estudos de Estabilidade do Lote 

Será realizado o estudo de estabilidade de curta duração e de longa duração. A 
metodologia de contagem será a mesma aplicada no teste da homogeneidade.  

O estudo de longa duração será realizado nas temperaturas de armazenamento (-20 °C) e 
de referência (menor que -70 °C). As análises serão realizadas com 2 (dois) frascos de cada uma das 
temperaturas a cada 15 dias e terá a duração aproximada de 1 (um) ano. Os frascos selecionados 
aleatoriamente para o estudo da temperatura de armazenamento (-20 °C) serão transferidos da 
temperatura de referência (menor que -70°C) para a temperatura de armazenamento (-20 °C) após o 
resultado do teste da homogeneidade. 

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

Para a avaliação estatística da estabilidade será considerada a média dos valores de cada 
dia de estudo, convertidos em log10. As avaliações estatísticas da estabilidade serão realizadas 
utilizando como base a ABNT ISO GUIA 35:2012, que preconiza a análise de resíduos da regressão 
linear. 

 



153 
 

 

11CARACTERIZAÇÃO DO CBR 

11.1.Verificação da Autenticidade Fenotípica do CRB Após a Produção  

Para a verificação da autenticidade do material e caracterização fenotípica, serão utilizados 
oito frascos, selecionados aleatoriamente, que serão submetidos aos testes fenotípicos no sistema 
semi-automatizado Vitek 2.0. Serão utilizadas as cepas de referência: E. coli ATCC 10536, E. coli 
ATCC 23724 e E. coli ATCC 25922. 

11.2.Verificação da Autenticidade Genotípica do CRB Após a Produção 
O ensaio para a verificação da autenticidade genotípica será realizado com o isolado utilizado 

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

11.3. Caracterização Molecular dos CBR pelo Método MLST 

Oito frascos retirados da temperatura de referência serão submetidos ao sequenciamento e 
a avaliação dos alelos dos sete genes constitutivos conservados pela técnica do MLST da 
Universidade Warwick, como descrito no item 8.2. Os resultados deverão ser os mesmos aos obtidos 
com a estirpe selecionada, antes da produção do lote estudado, a fim de assegurar a inexistência de 
alterações genotípicas importantes para o MR. 

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

No método da ERIC-PCR serão utilizadas as cepas de referência 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. Será verificada a estabilidade e uniformidade genômica entre a estirpe utilizada no 
preparo do CBR e as unidades analisadas do lote, que devem apresentar o mesmo perfil de bandas. 

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

Uma unidade do lote será cultivada para posterior extração de DNA, que será submetido a 
reação de PCR com o gene uspA. O produto da amplificação será purificado e sequenciado. A 
sequência de nucleotídeos obtida será comparada com as sequências do GeneBank database, 
obtendo-se a significância estatística da correlação.  

Resultados não esperados na caracterização fenotípica, genotípica e molecular, deverão ser 
avaliados pelo Comitê Técnico Responsável pelo Desenvolvimento do Material Candidato a MR (CT). 

 

Resultados não esperados na caracterização fenotípica, genotípica e molecular, deverão 
ser avaliados pelo Comitê Técnico Responsável pelo Desenvolvimento do Material Candidato a MR 
(CT). 

 

12. ATRIBUIÇÃO DE VALORES E PROPRIEDADES 

Esta propriedade será determinada a partir da confirmação dos resultados dos testes de 
autenticidade fenotípica e genotípica e da caracterização 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 certificação será baseada na concentração de células em UFC.mL-1. Será calculada a 
incerteza combinada e a expandida, através da soma das incertezas da caracterização quantitativa, 
homogeneidade, das estabilidades e de um estudo interlaboratorial. 

 

14. ROTULAGEM DO MATERIAL  

Os frascos do lote aprovado como MRC serão submetidos a troca das etiquetas. Na nova 
etiqueta, terá o logo do INCQS/Fiocruz, a identificação do MR como Bactéria de Referência 
Certificada, a identificação da espécie bacteriana e a numeração corrente da Bactéria de Referência 
Certificadas (BRC). 
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CRONOGRAMA 

As etapas da produção e controle do lote candidato a MR são listadas na Tabela 1. 

Descrição das Atividades Datas 

Confirmação da Identidade fenotípica e genotípica dos isolados e das 
cepas 

Já realizado 

Caracterização proteômica dos isolados e das cepas  Já realizado 

Caracterização molecular dos isolados e das cepas  Já realizado 

Preparação do lote candidato a MR 26/07 a 04/08/2016 

Estudo de Homogeneidade Até 15/08/16 

Início do Estudo de Estabilidade de Longa Duração Até 15/08/16 

Envio dos Resultados de Homogeneidade Até 20/08/16 

Estudo de Estabilidade de Curta Duração Até 24/10/16 

Verificação das Características Fenotípicas e Genotípicas Até 15/09/16 

Caracterização Molecular Até 20/09/16 

Reunião com a Equipe Participante do Projeto Até 05/10/16 

Estabelecimento de Planilhas de Incerteza e Estimativas de Incerteza 
de Valores Certificados 

Até 05/10/16 

 1º Certificação do Material Até 30/12/16 
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PLANEJAMENTO DA PRODUÇÃO: 

 

Lote Candidato a Material de Referência Microbiológico 

Listeria monocytogenes 

 

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

referência microbiológico qualitativo de Listeria monocytogenes. Os controles da qualidade que serão 

aplicados ao CBR visam atender aos requisitos da ABNT ISO GUIA 34:2012 e as orientações da NIT-

DICLA 061:2012. 

Após a produção e controle será realizada a certificação do material. 

 

2. FINANCIAMENTO 

A produção deste material de referência será realizada com recursos do projeto 
CNPQ/ANVISA – 44012720149 e com a infraestrutura do INCQS. 

 

3. OBJETIVOS 

Produzir Material de Referência (MR) para uso como controle interno de ensaios destinados 
a laboratórios públicos e privados, que atuam em atividades na área da microbiologia. 

 

4.SUBCONTRATAÇÃO 

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

Na caracterização molecular do lote serão utilizados os serviços de sequenciamento genético, 
da plataforma de sequenciamento localizada no Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ. 

Os serviços citados são únicos na FIOCRUZ, sendo o uso disponibilizado para a comunidade 
científica da instituição.  

 

4.COMITÊ TÉCNICO (CT) RESPONSÁVEL PELO DESENVOLVIMENTO DO LOTE 
CANDIDATO A MR  

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

 

5.DISPONIBILIZAÇÃO DO MATERIAL 

O material será disponibilizado como bactéria de referência L. monocytogenes certificada. 

Pretende-se que o lote esteja disponível a partir de abril de 2018. Ao ser fornecido, será 
transportado em condições que atendam aos critérios de transporte de material biológico da 
International Air Transport Association - IATA. Serão considerados os resultados do estudo de 
estabilidade de curta duração descritos neste documento, para a escolha da temperatura de 
transporte do MR com segurança. 

 

6.DOCUMENTAÇÃO DO MR 

Juntamente com o MR, será fornecida documentação com orientações sobre os 
procedimentos adequados para o manuseio do material, biossegurança, aplicação apropriada e 
armazenamento do MR. 

Constarão na documentação informações sobre os ensaios de controles e os testes de 
caracterização aplicados ao material e a validade das informações declaradas. 
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8.SELEÇÃO DO ISOLADO A SER UTILIZADO NA PRODUÇÃO DO MR  

(Já realizada na 1º etapa do estudo, antes da elaboração do planejamento de 
produção). 

Para a seleção da estirpe a ser utilizada na produção 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 referência: L. monocytogenes ATCC 15313, L. monocytogenes ATCC 7644 e L. 
monocytogenes ATCC BAA 751. 

Todos os isolados e as cepas de referência foram submetidos a testes para identificação 
fenotípica, genotípica, como também a caracterização molecular e proteômica.  

8.1.Verificação da Identidade Fenotípica e Genotípica das Estirpes Avaliadas  

A identidade fenotípica dos isolados foi confirmada através da análise no kit api listeria (bio-
merieux, france) que forneceu dados sobre o perfil bioquímico das estirpes, frente aos substratos 
bioquímicos presentes no kit, específicos para o gênero listeria. 

Foi também realizado teste de identificação genotípica, na qual foi empregada a Reação 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.Caracterização Molecular 

A tipificação molecular foi realizada através da técnica do Multilocus Sequence Typing 
(MLST). O estudo da caracterização dos alelos de sete genes constitutivos conservados (abcZ, bglA, 
cat, dapE, dat, ldh, lhkA) foi empregado, de acordo com as informações descritas no banco de dados 
do MLST do Instituto Pasteur (http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst/Lmono.html). De 
cada um dos 13 isolados e das três cepas de referência foram obtidas numerações referentes a 
identificação do alelo de cada um dos genes estudados.  

8.3.Método de Caracterização Utilizado na Seleção da Cepa a ser Empregada na 
Produção do Candidato a MR  

Para a seleção do isolado foi empregada a metodologia do MALDI-TOF. Todas as 13 
estirpes de L. monocytogenes e as três cepas de referência utilizadas foram submetidas a análise do 
perfil proteômico por MALDI-TOF (Sistema VITEK MS, BioMerieux, France) de Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ. Para cada estirpe avaliada foram atribuídos scores de qualidade, seguidos da 
identificação 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 possível selecionar um isolado, cujo perfil 
proteômico mais se aproximasse ao de uma das cepas de referência utilizadas. Desta forma, foi 
selecionado o isolado, cujo perfil proteômico foi próximo ao da cepa L. monocytogenes ATCC 7644. 
Foi verificada a correlação da numeração dos alelos do isolado selecionado, obtido no MLST, com a 
numeração de alelos da cepa de referência L. monocytogenes ATCC 7644. 

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

 

9. MATERIAL DE REFERÊNCIA 

9. 1Matriz 

Como matriz, será 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 Produção  

A produção do MR será realizada no Setor de Alimentos do Departamento de microbiologia 
do INCQS. A primeira etapa, que compreende no preparo da cultura, concentração do inoculo, 
contaminação da matriz e distribuição do material nos frascos será realizada no laboratório de 
microbiologia, localizado na sala 109 do Bloco 02 do INCQS. Os procedimentos de concentração da 
cultura serão realizados em cabine de segurança biológica. 

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

9.2Processamento do Material 
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Todas as informações sobre os materiais e equipamentos utilizados durante a produção, 
assim como os resultados obtidos serão registrados formulários de controle com dados da produção. 

 

9.3Preparo da Suspensão Bacteriana 

A partir de um criotubo contendo a cepa de L. monocytogenes P5445, depositada na 
Coleção de Microrganismos de Referência em Vigilância Sanitária - INCQS/FIOCRUZ) será realizado 
o teste de pureza do material em ágar tripticaseina de soja (TSA) (DIFCO, USA), suplementado com 
0,6% de extrato de levedura (Acumedia, USA). Paralelamente, 100 L do material será semeado em 
dois tubos contendo 10 mL de caldo tripticaseina de soja (TSB) (Difco, USA) suplementados com 
0,6% de extrato de levedura. A placa de TSA e os tubos de caldo TSB serão incubados a 35 ± 2 °C 
por 24 h. Após a incubação, será verificada a pureza da cultura no TSA. O resultado será registrado 
em um formulário com dados da produção. 

Da cultura do caldo TSB, serão transferidas alíquotas de 1mL da cultura, para 20 
microtubos estéreis com capacidade de 2 mL. Os microtubos serão centrifugados a 10.000 rpm/10 
min (Eppendorf 5418, Germany) e os sobrenadantes descartados. Os pellets de dez microtubos 
serão ressuspendidos em um volume de 1 mL de Solução Salina Peptonada (SSP) a 0,1 % (preparo 
por formulação). As suspensões obtidas serão transferidas, cada uma para um dos dez microtubos 
restantes, que posteriormente serão homogeneizados em aparelho agitador de tubos (Ika, USA) e 
centrifugados a 10.000 rpm por 10 min. Para a leitura da transmitância, será utilizado o precipitado de 
um microtubo, ressuspendido em 1 mL de solução de sacarose (Difco, USA) a 100 mM. A suspensão 
obtida será homogeneizada e transferida para tubos 10 x 80 mm para o controle da concentração de 
células, a partir da leitura da transmitância em aparelho colorímetro (Libra S2, Biochrom, England) em 
comprimento de onda de 520 nm, calibrado com a mesma solução de sacarose 100 mM utilizada na 
suspensão do micro-organismo. A concentração da suspensão de células será ajustada para uma 
transmitância de 6% (equivalente a 3 x 108 UFC.mL-1).  

9.4Contaminação da matriz e controle da concentração de células 

Um volume de 20 mL da suspensão a uma transmitância de 6%, será transferido para um 
béquer contendo 580 mL de leite desnatado estéril, suplementado com 100 mM de sacarose. Será 
adicionado um magneto estéril ao béquer, que será posicionado na superfície de um aparelho 
agitador magnético. A suspensão será submetida à agitação por aproximadamente 20 minutos. Nesta 
etapa, espera-se obter uma concentração aproximada de 1 x 107 UFC.mL-1. 

Para a análise de controle da concentração de células na matriz, serão preparadas cinco 
diluições decimais, de forma a se obter contagens entre 25-250 unidades formadoras de colônias 
(UFC). Alíquotas de 1 mL e 0,1 mL da diluição 10-5, serão adicionadas separadamente e em 
duplicata, em placas de Petri vazias e estéreis, onde serão acrescentados, aproximadamente 20 mL 
de TSA com 0,6% de extrato de levedura, previamente fundido e mantido em banho termostático à 
temperatura aproximada de 48 ± 2 °C. As placas serão incubadas em posição invertida a 35 ± 2 °C 
por 48 h e posteriormente submetidas à contagem, a fim de se verificar a concentração de células 
esperada foi atingida. Os resultados das contagens serão registrados. 

9.5Distribuição do material 

Volumes de 1 mL da suspensão da matriz contendo o micro-organismo serão distribuídos 
em 416 frascos de vidro estéreis (Schott, Brasil), através da utilização de uma bomba peristáltica 
(Watson, England) calibrada. Posteriormente, em cada frasco, será acoplada uma rolha de borracha 
(West, Brasil) estéril, própria para liofilização. As estantes contendo os frascos serão transportadas 
dentro de recipientes plásticos, limpos e fechados para a sala de preparo de materiais de referência e 
estocados em ultrafreezer a aproximadamente -70 °C, por um período mínimo de 15 h. 

9.6Liofilização do material 

Os frascos do lote serão divididos em dois sub-lotes, a fim de atender a capacidade do 
equipamento liofilizador (K105 Liotop, Brasil). Cada sub-lote será submetido a um ciclo de liofilização 
por um período de 24 h. Após o término do ciclo, os frascos serão fechados sob vácuo e serão 
registrados os parâmetros da liofilização. A presença de vácuo nos frascos será verificada, com a 
utilização de um aparelho emissor de centelha elétrica (Bobina de Tesla Coil 2-12-8, Brasil). Os 
frascos que não apresentarem vácuo no interior, quando submetidos a centelha elétrica serão 
descartados.  

Os frascos de cada sub-lote serão numerados e identificados, como pertencentes ao lote, 
com as seguintes especificações: “Candidato a Bactéria de Referência”, com a sigla CBR, com a 
identificação da bactéria, do ano de produção e da numeração do frasco no lote. 
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Os frascos serão lacrados com tampa de metal utilizando alicate recravador, armazenados 
em caixas identificadas e estocados em ultrafreezer a aproximadamente -70 °C. Será registrada a 
quantidade de frascos cujo resultado da verificação de vácuo for satisfatória e dos que foram 
descartados por falta de vácuo ou por apresentarem outras características visíveis tais como: 
rachadura nos frascos ou caramelização da matriz. 

9.8Faixa de concentração esperada 

É esperado que o lote candidato a MR apresente concentração aproximada de L. 
monocytogenes de 1 x 107 UFC.mL-1. No entanto, caso a concentração alcançada, após a finalização 
do preparo não seja a definida, não constituirá um fator limitante para a utilização do lote. A 
concentração final do candidato a MR deverá ser avaliada pelo Comitê Técnico Responsável 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, serão selecionados de forma 
aleatória e submetidos ao teste de pureza. Cada liófilo será reconstituído e semeado pela técnica de 
esgotamento na superfície de uma placa de TSA com extrato de levedura. Após a incubação a 
35°C/48 h, deverá 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 será realizada uma avaliação quantitativa. Os frascos de 
cada sub-lote serão analisados sob condições de repetitividade, conforme metodologia de 
plaqueamento direto, com uma camada base de  10 mL de ágar tripticaseína de soja contendo 0,6% 
de extrato de levedura. Posteriormente adicionando uma sobremacada de 5 mL de ágar Cromogênico 
para Listeria, segundo metodologia descrita por Hitchins, Jinneman and Chen (2016). 

Serão selecionados de forma aleatória sistemática 20 (vinte) frascos de cada sub-lotes. 
Sub-lote. O cálculo do número mínimo de frascos a serem analisados no teste, será obtido através da 

aplicação da fórmula: 3x√n
�

, onde n é o número de frascos produzidos. As análises referentes ao 
teste serão realizadas de acordo com as datas estabelecidas no cronograma deste planejamento.  

Os valores das contagens serão expressos em log10 e registrados. A avaliação estatística 
do teste será baseada na análise da variância (ANOVA) seguindo as orientações da ABNT ISO GUIA 
35:2012.  

10.3Estudos de Estabilidade do Lote 

Será realizado o estudo de estabilidade de curta duração e de longa duração. A 
metodologia de contagem será a mesma aplicada no teste da homogeneidade.  

O estudo de longa duração será realizado nas temperaturas de armazenamento (-20 °C) e 
de referência (menor que -70 °C). As análises serão realizadas com 2 (dois) frascos de cada uma das 
temperaturas a cada 15 dias e terá a duração aproximada de 1 (um) ano. Os frascos selecionados 
aleatoriamente para o estudo da temperatura de armazenamento (-20 °C) serão transferidos da 
temperatura de referência (menor que -70°C) para a temperatura de armazenamento (-20 °C) após o 
resultado do teste da homogeneidade. 

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

Para a avaliação estatística da estabilidade será considerada a média dos valores de cada 
dia de estudo, convertidos em log10. As avaliações estatísticas da estabilidade serão realizadas 
utilizando como base a ABNT ISO GUIA 35:2012, que preconiza a análise de resíduos da regressão 
linear. 

 

11.CARACTERIZAÇÃO DO CBR 

11.1.Verificação da Autenticidade Fenotípica do CRB Após a Produção 

Para a verificação da autenticidade do material e caracterização fenotípica, serão utilizados 
oito frascos, selecionados aleatoriamente, que serão submetidos aos testes fenotípicos no Kit Api 
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20E. Serão utilizadas as cepas de referência: L. monocytogenes ATCC 15313, L. monocytogenes 
ATCC 7644 e L. monocytogenes ATCC BAA 751 

11.2.Verificação da Autenticidade Genotípica do CRB Após a Produção  

O ensaio para a verificação da autenticidade genotípica será realizado com o isolado 
utilizado para o preparo do lote, com oito frascos do lote produzido selecionados aleatoriamente e 
com as cepas de referência L. monocytogenes ATCC 15313, L. monocytogenes ATCC 7644 e L. 
monocytogenes ATCC BAA 751. Todos serão submetidos a metodologia de reação em cadeia da 
polimerase descrita por Jung et al (2003) e deverão apresentar o mesmo perfil de banda na 
amplificação do gene inlAB com fragmentos de 902 pb. 

11.3. Caracterização Molecular dos CBR pelo Método MLST 

Oito frascos retirados da temperatura de referência serão submetidos ao sequenciamento e 
a avaliação dos alelos dos sete genes constitutivos conservados pela técnica do MLST do Instituto 
Pasteur, como descrito no item 8.2. Os resultados deverão ser os mesmos aos obtidos com a estirpe 
selecionada, antes da produção do lote estudado, a fim de assegurar a inexistência de alterações 
genotípicas importantes para o MR. 

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

No método da ERIC-PCR serão utilizadas as cepas de referência 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. Será verificada a estabilidade e uniformidade 
genômica entre a estirpe utilizada no preparo do CBR e as unidades analisadas do lote, que devem 
apresentar o mesmo perfil de bandas. 

11.5.Caracterização Molecular Adicional do CBR pelo Sequenciamento do gene inlAB 

Uma unidade do lote será cultivada para posterior extração de DNA, que será submetido a 
reação de PCR com o gene inlAB. O produto da amplificação será purificado e sequenciado. A 
sequência de nucleotídeos obtida será comparada com as sequências do GeneBank database, 
obtendo-se a significância estatística da correlação. 

 

Resultados não esperados na caracterização fenotípica, genotípica e molecular, deverão 
ser avaliados pelo Comitê Técnico Responsável pelo Desenvolvimento do Material Candidato a MR 
(CT). 

12. ATRIBUIÇÃO DE VALORES E PROPRIEDADES 

Esta propriedade será determinada a partir da confirmação dos resultados dos testes de 
autenticidade fenotípica e genotípica e da caracterização molecular da cepa utilizada no 
desenvolvimento do MR.  

 

13.ROTULAGEM DO MATERIAL Após a aprovação do lote como MRC, os frascos serão 
submetidos à troca das etiquetas. Na nova etiqueta, terá o logo do INCQS/Fiocruz, a identificação do 
MR como Bactéria de Referência Certificada, a identificação da espécie bacteriana e a numeração 
corrente das Bactérias de Referência Certificadas (BRC). 
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CRONOGRAMA 

Todas as etapas da produção e controle do lote candidato a MR, estão listadas na Tabela 1. 

Descrição das Atividades Datas 

Confirmação da Identidade fenotípica e genotípica dos isolados e 
das cepas 

Já realizado 

Caracterização proteômica dos isolados e das cepas  Já realizado 

Caracterização molecular dos isolados e das cepas  Já realizado 

Preparação do lote candidato a MR 26/07 a 04/08/2016 

Estudo de Homogeneidade Até 15/08/16 

Início do Estudo de Estabilidade de Longa Duração Até 15/08/16 

Envio dos Resultados de Homogeneidade Até 20/08/16 

Estudo de Estabilidade de Curta Duração Até 24/10/16 

Verificação das Características Fenotípicas e Genotípicas Até 15/09/16 

Caracterização Molecular Até 20/09/16 

Reunião com a Equipe Participante do Projeto Até 05/10/16 

Estabelecimento de Planilhas de Incerteza e Estimativas de 
Incerteza de Valores Certificados 

Até 05/10/16 

 1º Certificação do Material Até 30/12/16 
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APÊNDICE C – FORMULÁRIOS DO ESTUDO COLABORATIVO 
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APÊNDICE D - CERTIFICADOS DOS MATERIAIS DE REFERÊNCIA 
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Listeria monocytogenes 
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ANEXO A - SuperSpectras - MALDI-TOF 

Estirpes de Salmonella 
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Estirpes de E. coli 
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Estirpes de Listeria 
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ANEXO B - CARACTERIZAÇÃO BIOQUÍMICA DOS CBRS 

Caracterização bioquímica do CBR S.Typhimurium realizada no equipamento 

VITEK 2.0 

 
+ - positivo, neg - negativo 

Poço Teste Mnemónica 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 PRODUÇÃO 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 FERMENTAÇÃO/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 (SÓDIO) CIT 0,0540 +

37 MALONATO MNT 0,1500 neg

39 5-QUETO-D-GLUCONATO 5KG 0,3000 neg

40 Alcalinização L-LACTATO ILATk 0,1500 neg

41 ALFA-GLUCOSIDASE AGLU 0,0360 neg

42 Alcalinização 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 Assimilação Glicina ARILAMIDASE GlyA 0,0120 neg

47 ORNITINA DESCARBOXILASE ODC 0,3000 +

48 LISINA DESCARBOXILASE LDC 0,1500 +

53 Assimilação L-HISTIDINA IHISa 0,0870 neg

56 CUMARATO CMT 0,1260 +

57 BETA-GLUCORONIDASE BGUR 0,0378 neg

58 RESISTÊNCIA O/129 (comp. vibrio.) O129R 0,0105 neg

59 Glu-Gli-Arg-ARILAMIDASE GGAA 0,0576 neg

61 Assimilação L-MALATO IMLTa 0,0420 neg

62 ELLMAN ELLM 0,0300 neg

64 Assimilação L-LACTATO ILATa 0,1860 neg
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Caracterização bioquímica do CBR E. coli realizada no equipamento VITEK 2.0 

 
+ - positivo, neg – negativo, (neg) – falso negativo 

 

 

Poço Teste Mnemónica 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 PRODUÇÃO 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 FERMENTAÇÃO/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 (SÓDIO) CIT 0,0540 neg

37 MALONATO MNT 0,1500 neg

39 5-QUETO-D-GLUCONATO 5KG 0,3000 +

40 Alcalinização L-LACTATO ILATk 0,1500 +

41 ALFA-GLUCOSIDASE AGLU 0,0360 neg

42 Alcalinização 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 Assimilação Glicina ARILAMIDASE GlyA 0,0120 neg

47 ORNITINA DESCARBOXILASE ODC 0,3000 neg

48 LISINA DESCARBOXILASE LDC 0,1500 +

53 Assimilação L-HISTIDINA IHISa 0,0870 neg

56 CUMARATO CMT 0,1260 +

57 BETA-GLUCORONIDASE BGUR 0,0378 (neg)

58 RESISTÊNCIA O/129 (comp. vibrio.) O129R 0,0105 +

59 Glu-Gli-Arg-ARILAMIDASE GGAA 0,0576 neg

61 Assimilação L-MALATO IMLTa 0,0420 neg

62 ELLMAN ELLM 0,0300 +

64 Assimilação L-LACTATO ILATa 0,1860 neg
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Caracterização bioquímica do CBR L. monocytogenes a partir do kit api 

Listreia 

 
+ - positivo, neg – negativo. 

Teste Mnemónica
Quantidade 

[mg/cúb]

Resultado 

bioquímico

Esculina Citrato de ferro ESC 0,106 +

4-nitrofenil-aD-manopiranosido aMAN 0,045 +

D-Arabitol DARL 0,400 +

D-Xylose XYL 0,400 neg

L-Rhamnose RHA 0,400 +

Metil-aD-glucopiranosido MDG 0,400 +

D-Ribose RIB 0,400 neg

Glucose-1-Fosfato G1P 0,400 neg

D-Tagatose TAG 0,400 neg

Hemólise (Complementar) HEM  -------  β hemólise fraca


