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RESUMO

A utilizagdo de um Material de Referéncia Cerificado (MRC) visa garantir a
confiabilidade e a validade dos resultados de um laboratério, pois € um material
caracterizado por um procedimento metrologicamente valido para uma ou mais
propriedades especificadas, acompanhado de um certificado que fornece o valor de
propriedade, sua incerteza associada e uma declaragdo de rastreabilidade
metrolégica. Atualmente, no Brasil, ndo existem produtores acreditados de MRC de
fungos e, como a aquisicao depende de produtores internacionais, as dificuldades
encontradas s&o devido ao alto custo de importagao, além das barreiras sanitarias e
comerciais. O desafio da produgdo de um MRC microbiolégico € a sua instabilidade
natural. A levedura Saccharomyces kudriavzevii € preconizada em testes de controle
de qualidade em compéndios oficiais, além de ser estudada em varios campos da
ciéncia e tecnologia. O objetivo deste trabalho foi otimizar a metodologia de
preservacao e caracterizacao inequivoca de S. kudriavzevii frente a outras espécies
do género Saccharomyces para o estabelecimento dessa levedura como MRC,
seguindo a norma ABNT NBR ISO/IEC 17034:2017. Foram produzidos trés lotes com
crioprotetores diferentes: Skim Milk 20% + trealose 10%, Skim Milk 20% e Skim Milk
20% + maltose 10%, e avaliados quanto a sua homogeneidade e a estabilidade em
longo e a curto prazo. Todos os trés lotes foram considerados suficientemente
homogéneos. Para a estabilidade em longo prazo os trés lotes apresentaram prazo
de validade de 12 meses. No teste de estabilidade a curto prazo o lote Skim Milk 20%,
nas temperaturas de 4 °C e 35 °C, nao foi considerado suficientemente estavel. Ja os
lotes Skim Milk 20% + trealose 10% e Skim Milk 20% + maltose 10% apresentaram
estabilidade apenas na temperatura de 4 °C. O lote selecionado para o
estabelecimento do MRC da levedura S. kudriavzevii foi o produzido em Skim Milk
20% + maltose 10%. Na caraterizagao do MRC foram utilizadas técnicas fenotipicas
e genotipicas, a fim de se ter uma caracterizagdo da levedura S. kudriavzevii. As
técnicas fenotipicas nédo foram suficientes para a diferenciagdo e identificacdo da
levedura. A técnica genotipica de analise por HRM foi capaz de diferenciar as espécies
estudadas e assim, identificar a levedura S. kudriavzevii, sendo assim, a técnica
escolhida para a identificacdo do MRC. Foi elaborado um certificado que acompanha
o MRC com todas as informacbes preconizadas na norma ABNT NBR ISO/IEC
17034:2017, além das orientagdes dos guias ABNT ISO GUIA 31 e ABNT ISO GUIA
35. O estudo podera colaborar com o aprimoramento da qualidade de produtos,
atendendo as exigéncias do controle da qualidade, assim como, o desenvolvimento
tecnoldgico da Fiocruz.

Palavras-chave: Material de Referéncia Certificado. Saccharomyces kudriavzevii.
Caracterizacao. Controle de Qualidade



ABSTRACT

The use of a Certified Reference Material (CRM) aims to guarantee the reliability and
validity of the results of a laboratory, as it is a material characterized by a metrologically
valid procedure for one or more specified properties, accompanied by a certificate that
provides the value of property, its associated uncertainty and a metrological traceability
statement. Currently, in Brazil, there are no accredited producers of fungi CRM and,
as the acquisition depends on international producers, the difficulties encountered are
due to the high cost of importation, in addition to sanitary and commercial barriers. The
challenge of producing a microbiological CRM is its natural instability. The yeast
Saccharomyces kudriavzevii is recommended in quality control tests in official
compendium, in addition to being studied in various fields of science and technology.
The objective of this work was to optimize the methodology of preservation and
unequivocal characterization of S. kudriavzevii against other species of the genus
Saccharomyces for the establishment of this yeast as CRM, following the ABNT NBR
ISO/IEC 17034:2017 standard. Three batches with different cryoprotectants were
produced: Skim Milk 20% + trehalose 10%, Skim Milk 20% and Skim Milk 20% +
maltose 10% and evaluated for their homogeneity and stability in long- and short-term.
All three batches were considered sufficiently homogeneous. For long-term stability,
the three lots had a shelf life of 12 months. In the short-term stability test, the Skim Milk
20% batch, at temperatures of 4 °C and 35 °C, was not considered sufficiently stable.
The batches Skim Milk 20% + trehalose 10% and Skim Milk 20% + maltose 10%
showed stability only at a temperature of 4 °C. The batch selected for the establishment
of the S. kudriavzevii yeast CRM was produced in Skim Milk 20% + maltose 10%. In
the characterization of the CRM, phenotypic and genotypic techniques were used, to
have a characterization of the yeast S. kudriavzevii. Phenotypic techniques were not
sufficient for yeast differentiation and identification. The genotypic technique of
analysis by HRM was able to differentiate the studied species and thus, identify the
yeast S. kudriavzevii, thus, the technique chosen for the identification of the CRM. A
certificate was prepared that accompanies the CRM with all the information
recommended in the ABNT NBR ISO/IEC 17034:2017 standard, in addition to the
guidelines of the ABNT ISO GUIA 31 and ABNT ISO GUIA 35 guides. The study may
collaborate with the improvement of the quality of products, meeting the requirements
of quality control, as well as the technological development of Fiocruz.

Keywords:  Certified Reference  Material.  Saccharomyces  kudriavzevii.
Characterization. Quality Control
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1 INTRODUGAO

1.1 O género Saccharomyces

As leveduras pertencentes ao género Saccharomyces desempenham um
papel importante em varios campos da ciéncia biolégica. Sao utilizadas nos
processos de fermentacdo em todo o mundo e destacam-se como modelo de
organismos eucarioticos ndo sé na bioquimica como também para genémica
(MOHD AZHAR et al., 2017).

O género Saccharomyces, assim como suas diferentes espécies, é
estudado por diversas areas, como a producdo de cerveja, vinho e na
panificagdo. Esses estudos visam o melhoramento biotecnoldgico da levedura.
Na produgao do bioetanol € o micro-organismo mais utilizado atualmente, com
isso, estudos também sao realizados, a fim do melhor entendimento dos fatores
que possam influenciar no processo (MOHD AZHAR et al., 2017; HEITMANN;
ZANNINI; ARENDT, 2018).

Esse género possui reproducao nas formas assexuada e sexuada e suas
caracteristicas s&do distintas em cada caso. Na reprodugcdo assexuada sao
formados brotamento multilateral, suas células podem ser globosas, elipsoidais
ou cilindricas, podendo formar pseudo-hifas. Na reprodu¢cdo sexuada, o0s
ascosporos sao globosos a elipsoides curtos, com uma parede lisa e geralmente
sdo produzidos de uma a quatro unidades em cada asco. Como principais
caracteristicas bioquimicas e fisiolégicas essas leveduras apresentam boa
fermentacdo, ndo produzem compostos do tipo amido e nao possuem
crescimento com o nitrato como unica fonte de nitrogénio (KURTZMAN, 2011a).

O género Saccharomyces é composto por oito espécies, Saccharomyces
arboricola, = Saccharomyces cariocanus, Saccharomyces eubayanus,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces kudriavzevii, Saccharomyces
mikatae, Saccharomyces paradoxus e Saccharomyces uvarum, pertencentes a
familia Saccharomycetaceae, ordem Saccharomycetales, classe
Saccharomycetes, subfilo Sacharomycotina e ao filo Ascomycota (MUIR;
HARRISON; WHEALS, 2011; NAUMOV et al., 2000; VAUGHAN-MARTINI;
MARTINI, 2011).
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1.1.1 Saccharomyces kudriavzevii

Quando a Colecédo de Fungos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria
(CFRVS) do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), em
1988, adquiriu a cepa ATCC 2601, esta era classificada como S. cerevisiae com
base em caracterizagdes taxondmicas tradicionais, mas com o avanco dos
estudos e das técnicas de biologia molecular com a cepa, uma autenticagao
molecular identificou-a de forma convincente como S. kudriavzevii (NAUMOV et
al., 2000).

No cultivo dessa levedura em meio agar extrato de levedura-extrato de
malte (YMA), apods incubacgao de 48 h a 25 °C, sao observadas coldnias de cor
creme, opaca, com superficie lisa geralmente plana, ocasionalmente elevada ou
dobrada. No crescimento em caldo extrato de malte (YMB), apds 48 h a 25°C,
as células sdo ovoides, de 5 — 8 x 6 — 10 ym, isoladamente, em pares ou em
grupos; o brotamento € multilateral e ndo ha formagao de pelicula. Podem ser
observadas a formagao de pseudo-hifas limitadas em meio agar de fuba de milho
(CMA), pela técnica de Dalmau Plate, onde ha baixa tensdo de oxigénio. Os
ascos sao ovoides a alongados e podem ser observados em CMA, apds
incubacado por semanas a 25 °C, apresentando quatro ascésporos esféricos
(KURTZMAN, 2011b).

1.2 Importancia no controle da qualidade

A levedura S. kudriavzevii ATCC 2601 é preconizada para o ensaio
microbiolégico do antibidtico nistatina na Farmacopeia Brasileira (2019) e na
Farmacopeia Americana (2019). Além disso, é estabelecida para o controle de
qualidade dos meios de cultura agar antibiotico n® 12 e n° 19 (DIFCO; BBL,
2020).

A nistatina € um antifungico da classe dos poliénicos, levemente
hidrossoluvel. O seu mecanismo de acao se da através da sua interagdo com o
ergosterol existente na membrana celular dos fungos susceptiveis, aumentando
a permeabilidade da membrana através da criagao de poros. Tal desorganizacao
aumenta a permeabilidade da membrana a prétons e cations divalentes,
resultando na morte celular (RANG et al., 2016).
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Esse antifungico é indicado para o tratamento da candidiase, doenga
causada pela levedura Candida albicans, localizada na cavidade bucal e no trato
digestivo superior, denominada esofagite. Recém-nascidos e lactentes sé&o
pacientes mais vulneraveis a doenga, assim como, individuos adultos,
principalmente em casos de uso de proteses dentarias ou quando o organismo
esta enfraquecido por caréncias nutricionais, vitaminicas e nos casos de queda
da imunidade como ocorre na sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA)
(RANG et al., 2016).

Este medicamento consta na Relacdo Nacional de Medicamentos
Essenciais (Rename) na forma de suspensao oral de 100.000 Ul/ mL, gel oral de
2% (20 mg/g) e logado a 2% (20 mg/g), por meio do Componente Basico da
Assisténcia Farmacéutica (BRASIL, 2020).

Ja os meios de cultura agar antibiotico n® 12 e n° 19 sao recomendados
para determinar a poténcia de antibiéticos pela técnica de ensaio microbioldgico
(DIFCO; BBL, 2020).

1.3 Material de Referéncia Certificado

Materiais de referéncia (MR) e Materiais de Referéncia Cerificado (MRC)
visam garantir confiabilidade de métodos analiticos através da verificacdo de
exatidado, sendo assim, importantes para a garantia de qualidade dos resultados
de um laboratério. Atualmente, no Brasil, ndo existem produtores acreditados de
MR e/ou MRC de leveduras e, para o seu uso, os laboratérios dependem de
fornecedores internacionais. Para aquisi¢ao desses materiais microbiologicos as
dificuldades encontradas sédo devido ao alto custo de importacdo, além das
barreiras sanitarias e comerciais (ROSAS et al., 2019).

Um MR é um material suficientemente homogéneo e estavel em relagao
a uma ou mais propriedades especificas, que é suficientemente estabelecido
para 0 seu uso em um processo de medicdo. Essas propriedades podem ser
qualitativas ou quantitativas (ABNT, 2016).

O MRC é um MR, caracterizado por um procedimento metrologicamente
valido para uma ou mais propriedades especificadas, acompanhado de um
certificado que fornece o valor de propriedade especificada, sua incerteza

associada e uma declaragao de rastreabilidade metrologica (ABNT, 2012).
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A rastreabilidade metrologica € a propriedade de um resultado de
medicao, pelo qual tal resultado pode ser relacionado a uma referéncia através
de uma cadeia ininterrupta e documentada de calibragbes, cada uma
contribuindo para a incerteza de medic&o (INMETRO, 2012).

A importancia advinda da rastreabilidade analitica, bem como a ampla
gama de possibilidades de usos dos MRC, tais como, validacdes e calibracoes,
fazem do MRC uma peca-chave na garantia da qualidade de laboratorios e
industrias do Brasil (MOURA; COSTA, 2009; BICA et al., 2015).

Um candidato a produtor de um MRC deve seguir uma série de normas e
guias publicados. A norma ABNT NBR ISO/IEC 17034:2017 apresenta as regras
com as quais os MRC devem ser produzidos e disponibilizados, seguindo as
orientagdes dos requisitos técnicos da ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017 (ABNT,
2017b, 2017c). Além dessas normas, seguem como orientacées adicionais a
ABNT ISO GUIA 30 — que descreve os termos e definigdes relacionados com
materiais de referéncia (ABNT, 2016) e a ABNT ISO GUIA 35 — que fornece
principios estatisticos para auxiliar na compreensdo e desenvolvimento de
meétodos validos para atribuir valores as propriedades de um MR, incluindo a
avaliagdo de suas incertezas associadas, e estabelecer sua rastreabilidade
metrolégica (ABNT, 2020) e a ABNT ISO GUIA 31 - que descreve o conteudo
dos certificados, rotulos e documentagao associada do MRC (ABNT, 2017a).

Baseado nas normas e guias descritos anteriormente, para o
estabelecimento de um MRC existem quatro etapas principais a serem
cumpridas: o preparo do material, o que inclui o planejamento da producgao; a
verificagdo da homogeneidade; estabelecimento da estabilidade, o que garante
a integridade do material durante o tempo de armazenamento estabelecido
anteriormente; e a certificagdo dos valores de propriedades do material
produzido. A embalagem e o rétulo também sao caracteristicas importantes no
processo, pois vao garantir integridade ao longo do tempo e a rastreabilidade
das informacgdes, respectivamente (CARDOSO et al., 2010; ABNT, 2017a).
Ainda, os conhecimentos de métodos estatisticos sao utilizados nessas etapas,
a fim de se ter as respostas matematicas e conclusivas dos testes executados,
garantindo assim as informag¢des necessarias para a certificagcdo do material
(ABNT, 2020).
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O desenvolvimento, produgdo e o uso de MRC em ensaios
microbiolégicos tem uma dificuldade a mais devido a questdes relacionadas a
estabilidade e viabilidade dos micro-organismos, sendo assim, um desafio para
os possiveis produtores de MRC para esse fim. Contudo, esse produto é
indispensavel para o controle de qualidade em analises microbiologicas
(JANNING, 1995; ROSAS et al., 2019).

1.3.1 Testes de homogeneidade e estabilidade

O primeiro teste a ser realizado apés a producao de um lote de MR é o
teste de homogeneidade. Este é necessario na certificagdo e demostra que as
unidades deste lote sdo suficientemente homogéneas entre si, sendo
recomendada a realizagao do teste em condigcdes de repetibilidade. O plano de
amostragem pode ser aleatoério, aleatério estratificado ou sistematico para a
selegdo dos frascos (ABNT, 2012). As caracteristicas de cada modelo s&o

apresentadas a seguir:

e Amostragem aleatéria - aquela em que todos os elementos da
populacdo apresentam a mesma chance de serem escolhidos,
sendo por isso, escolhidos por sorteio;

e amostragem sistematica - compreende a escolha dos elementos
segundo um valor fixo que é determinado a partir da divisdo do
tamanho da populagao pelo tamanho da amostra;

e amostragem estratificada - quando a populagao esta dividida em

grupos para a realizagao do sorteio.

Conforme orientagdo do ABNT ISO GUIA 35, a estratificagao € o método
mais indicado para esses estudos (ABNT, 2020; ABNT, 2017c).

O estudo de estabilidade tem como objetivo avaliar o grau de instabilidade
remanescente do MRC apés a producédo ou a confirmacao da estabilidade do
material e s6 pode ser realizado se for demonstrada homogeneidade suficiente
do lote. Esta etapa ocorre sob duas condi¢gdes especificas planejadas, que
podem ser orientadas conforme descrito no ABNT ISO GUIA 35 (ABNT, 2020,
ABNT, 2017c), séo elas:
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e condigcbes de armazenamento (estabilidade em longo prazo);

e condigdes de transporte (estabilidade em curto prazo).

1.4 Caracterizagao do Material de Referéncia Certificado

A caracterizagao compreende a determinagdao de um ou mais valores de
propriedades relevantes ao uso pretendido do MRC, sendo possivel uma
abordagem tanto quantitativa quanto qualitativa por meio do uso de
procedimentos tecnicamente validos. Um relatério de certificagdo detalhando o
procedimento de execugao e o proprio certificado, deve ser elaborado, apés os
testes para caracterizacdo do material (ABNT, 2016; ABNT, 2017a).

1.4.1 Caracterizagao fenotipica de leveduras
1.4.1.1 Caracterizagdo morfolégica

Caracteristicas fenotipicas como o0s aspectos macroscopicos (cor,
textura, aspecto e margem) e microscépios (brotamento, forma celular,
agrupamento, dimensdes e pesquisa de ascosporos) sdo importantes para a
identificacdo e certificacdo da pureza de qualquer levedura e devem ser
observadas antes e apds cada etapa de trabalho (KURTZMAN, 2011b).

A identificagcdo de leveduras usando métodos convencionais € demorada,
dispendiosa e trabalhosa (AUBERTINE et al., 2006), com isso varios métodos
sdo desenvolvidos a fim de facilitar a identificagdo. O Sistema Vitek® 2 é um
método comercial, automatizado, que permite a identificacdo de leveduras, por
meio da assimilagdo de aglicares presente nos pogos do Cartdo Vitek® 2 YST
ID. O crescimento do micro-organismo é determinado espectrofotometricamente
(INFORMACAO, 2008).

1.4.2 Caracterizagao pelo método Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS)

MALDI-TOF MS €& uma tecnologia que aborda a analise protedmica

microbiana. Esse método € rapido, de baixo custo, simples e aplicavel para
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inumeros micro-organismos, incluindo bactérias, arqueias e fungos
(SCHUBERT; KOSTRZEWA, 2017). A capacidade dessa técnica de diferenciar
a nivel de espécies foi util na descricdo de novas espécies (LAY JR., 2001;
CROXATTO; PROD’HOM; GREUB, 2012).

Uma das desvantagens desta tecnologia, € que a analise é dependente
de bancos de dados. No entanto, ha a possibilidade da criagdo e/ou
customizacdo de bancos préprios com a variedade infinita de isolados sem a
necessidade da licenga destes bancos (COSTA et al., 2021). Outra desvantagem
€ quanto a dificuldade de analise de micro-organismos com parede celular
espessa como no caso de alguns fungos filamentosos, bacilos Gram-positivos
esporulados e micobactérias (ASSIS; JULIANO; JULIANO, 2011; MOREIRA et
al., 2021, 2022). No entanto, pode-se aplicar protocolo de extragdo com objetivo
de otimizar a extracdo de proteinas e melhorar a qualidade da identificacéo
(COSTA et al., 2021).

No caso do género Saccharomyces, Quintilla et al. (2018) conseguiram
diferenciar sete espécies pelo método MALDI-TOF MS, sao elas:
Saccharomyces arbicolus, S. mikatae, S. cariocanus, S. kudriavzevii, S.
cerevisiae, S. uvarum e S. eubayanus.

Pequenas diferengas entre algumas espécies dificultam a identificagédo e
a separagado dos grupos no espectro de massas do MALDI-TOF MS, como
exemplo S. cariocanus que difere de S. paradoxus por apenas quatro
translocacdes (LITI; BARTON; LOUIS, 2006).

Uma alternativa para a melhor caracterizagdo por MALDI-TOF MS das
diferentes espécies de Saccharomyces é a utilizagdo de diferentes meios de
cultura e diferentes temperaturas de incubagdo, ja que cada condi¢cao
estabelecida influenciara o perfil de espectros de massas obtidos na analise,
visto que esse método consegue detectar modificagbes bioquimicas, de acordo

com condi¢des diferenciadas de cultivo (LAY, 2001).

1.4..2 Caracterizagdo molecular

A amplificacdo das regides Internal Transcribed Spacer (ITS) do DNA
ribossomal € um método rapido, preciso, de facil execucéo, que permite a analise

da variacdo em diferentes niveis taxondmicos, possibilitando a diferenciagao de
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espécies ou variedades de uma mesma espécie de leveduras (IRINYI et al.,
2016).

Segundo Souto (2018), apenas essa metodologia n&o foi suficiente para
a caracterizacdo e diferenciacdo inequivoca entre as espécies de
Saccharomyces, as mesmas estudadas no presente trabalho, pelo fato da
similaridade molecular das leveduras, com isso, uma alternativa possivel a esse
método é a analise de dissociagcdo de alta resolugdo (HRM, do inglés High
Resolution Melting).

A técnica de HRM se baseia na analise de uma reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) convencional com a adicdo de um agente fluorescente
intercalante de DNA, esse corante se intercala na dupla fita de DNA e emite
fluorescéncia. Quanto maior for a amplificacdo do fragmento estudado, maior
sera a fluorescéncia, devido ao maior numero de duplas fitas do DNA formadas.
Com o aumento da temperatura, as duplas fitas formadas vao se dissociar e
gerar um decaimento da curva de fluorescéncia que sera captado pelo leitor do
equipamento, gerando curvas de melting de acordo com os diferentes gendtipos
(REED et al., 2007; HERRMAN et al., 2007; NADAI et al., 2018).

Estes corantes apresentam baixa toxicidade para a reacdo, podendo,
portanto, ser utilizados em concentracdes elevadas a fim de saturar toda a dupla
cadeia de DNA das amostras. Isso significa, que os sinais de fluorescéncia
medidos tém maior fidelidade (sensibilidade e resolugao), aparentemente devido
a menor proporc¢ao de redistribuicdo de corante das regides desnaturadas para
aquelas ainda em dupla cadeia. As diferencas da composicao de bases do DNA
podem ser detectadas e comparadas através da curva e temperatura de melting
(Tm). A analise dos dados € realizada com uso de um software especifico (REED
et al., 2007; HERRMAN et al., 2007).

A técnica pode ser utilizada para diferentes finalidades, podendo ser
qualitativa, por exemplo, a analise de alteragdes genéticas, mapeamento do
DNA e determinagao da taxa de mutagdes somaticas adquiridas; e quantitativa,
como na analise de metilagdo do DNA e na quantificagdo de carga viral. Com
isso, pode ser aplicada em diversas areas da pesquisa cientifica como nos
estudos de associacao, identificacdo de espécies, determinacido da prevaléncia
do alelo dentro de uma populagdo ou subgrupos e rastreamento de mutagdes
(TOMAZ; SANTOS; SANTOS, 2015).
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Além da sua ampla utilizacdo, a técnica de HRM é rapida, robusta,
simples, ndo necessita da utilizagdo da eletroforese, de sondas de iniciadores,
nenhum processamento depois da PCR e ainda reduz a possibilidade de
contaminagao. Contudo, algumas limitagdes sdo observadas, como a utilizagédo
de pequenos fragmentos e a presenga de alteragbes genéticas no DNA, que
podem dificultar a diferenciacdo ou outras variantes genéticas do fragmento
amplificado, que podem gerar erros de interpretacdo da curva em analise
(TOMAZ; SANTOS; SANTOS, 2015).

A analise de HRM de genes ribossébmicos ou outros genes altamente
conservados tem sido usada extensivamente para identificar micro-organismos

em nivel de espécie (LIN et al., 2011).

1.5 Métodos de preservagao e agentes crioprotetores

A manutencédo adequada dos micro-organismos permite a sua utilizagao
em diferentes momentos em uma linha de pesquisa ou ainda na rotina de um
laboratdrio. A escolha de um método de preservacao ideal deve ser baseada nas
caracteristicas do micro-organismo em estudo, e pelas vantagens e
desvantagens de cada técnica disponivel, assim como nas condigdes estruturais
e financeiras do laboratério (COSTA; FERREIRA, 1991).

Os métodos de preservagdo de micro-organismos podem ser

classificados de acordo com o tempo, sendo assim:

e Curto prazo: repique continuo;

e Meédio prazo: preservagao em 6leo mineral, preservagdo em agua
esterilizada, congelamento a -20 °C;

e Longo prazo: liofilizagao, criopreservacao.

Entre os métodos de preservacao, podemos citar a liofilizagdo, que
consiste no congelamento e desidratacao das células, em atmosfera a vacuo. E
a criopreservacgao, que compreende a manutengao de materiais a temperaturas
ultrabaixas (-80 °C em ultrafreezers e -150 °C a -196 °C em contéineres de
nitrogénio liquido) (COSTA et al., 2009).
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O método de liofilizagdo apesar de ser considerado o mais eficiente para
a manutengao do micro-organismo, é capaz de causar danos celulares como
alteragdes na permeabilidade da membrana celular, o que leva ao aumento da
sensibilidade a alguns agentes seletivos, aumento da fase /lag de multiplicagao
celular e a necessidade de incremento nutricional (MORGAN et al., 2006).

Para solucionar o possivel dano a célula, sao utilizadas substancias
capazes de proteger a célula, chamadas de agentes crioprotetores, que reduzem
o estresse fisico e quimico derivado do congelamento e do degelo das células.
As caracteristicas fisico-quimicas ideais para um crioprotetor devem abranger
baixo peso molecular, alta solubilidade em agua e baixa toxicidade celular (LIMA,
2011).

Alguns agucares mostraram ser capazes de evitar os danos causados
pela desidratacdo celular, devido ao processo de congelamento, por meio da
estabilizagcao da bicamada lipidica. Alguns autores discutem que agucares como
a sacarose e a trealose estabilizam a bicamada de fosfolipidios, mantendo sua
capacidade de transporte de calcio, inibicdo da fusdo de membranas e a
manuteng¢ao dos lipidios numa fase fluida na auséncia de agua (CROWE;
CROWE; CARPENTER ,1987; WOELDERS et al.,1997).

A trealose € um agente crioprotetor natural, presente em células de
plantas e leveduras. E um dissacarideo que apresenta duas moléculas de agua
em sua férmula quimica (HUBALEK, 2003). Existem modelos que explicam o
efeito de protecao da trealose na membrana da célula de levedura durante os
processos de desidratagao - hidratagdo e congelamento - descongelamento. O
modelo mais aceito € o proposto por Crowe et al. (1984), no qual a trealose
interage com os grupos polares das cadeias fosfolipidicas existentes na
membrana. A trealose substituiria a agua que esta ligada as cabecas polares dos
fosfolipidios quando em condi¢cdes favoraveis e seria perdida no processo de
estresse. Com a ligacdo da trealose a membrana ndo ha alteragdo do
espagamento entre os fosfolipidios, evitando assim as separacdes laterais dos
componentes da membrana. Com a substituigdo das moléculas de agua pela
trealose ndo ha passagem da fase fluida para a fase gel da membrana,
mantendo-se a integridade e a fluidez da membrana, e assim, a viabilidade

celular.
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A descricdo do mecanismo da maltose, um dissacarideo como a trealose
e a sacarose, como crioprotetor se explica, de uma forma geral, ja que os
agucares nao sao capazes de se difundir através da membrana plasmatica, pois
atuam criando uma pressao osmaotica que induz a desidratacéo celular, portanto,
agem como agentes osmoticos externos, removendo o0 excesso de agua
intracelular através de um gradiente osmoético, e conduzindo a uma baixa
incidéncia de formacgao de cristais de gelo dentro da célula. Também elevam a
sobrevivéncia de espécies no processo de criopreservacao, pois podem exercer
a funcdo de solutos reduzindo o ponto de congelamento e minimizando a
formacgao de gelo extracelular (LIMA, 2011). Outro fator muito relevante ao uso
de agucares como crioprotetores, € que normalmente esses aditivos apresentam
baixa ou nenhuma toxicidade, mesmo adicionados em grande quantidade aos
materiais biolégicos (CROWE; CROWE; CARPENTER ,1987).

1.6 Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salude e a CFRVS

O INCQS é uma unidade técnico-cientifica da Fundagao Oswaldo Cruz
(Fiocruz) que atua em areas de ensino, de pesquisa e de tecnologias de
laboratério relativas ao controle da qualidade de insumos, produtos, ambientes
e servigos sujeitos a agao da Vigilancia Sanitaria. Age em estreita cooperacéo
com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), com Secretarias
estaduais e municipais de Saude, entre outros parceiros (INCQS, 2022).

As Colegdes de Culturas sao centros de preservagao e de recursos
genéticos e tem a fungdo de manter organismos de interesse para estudos
cientificos e aplicagdes tecnoldgicas, onde os pesquisadores possam ter acesso
a um material de qualidade para o desenvolvimento de novos conhecimentos e
tecnologias (CAKTU; TURKOGLU, 2011).

A CFRVS do INCQS esta registrada no World Federation for Culture
Collections (WFCC) sob o numero WDCM-1159. Além das cepas adquiridas de
outras colec¢des, ainda presta servigos de identificacdo e depdsito de cepas de
clientes internos e externos e fornece cepas internamente para ensaios de
controle de qualidade realizados no INCQS (FIOCRUZ, 2022).
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1.7 Centro de Recursos Biolégicos (CRB) e o Biobanco

Os CRB tém como objetivo fornecer material biolégico, seguindo a alta
qualidade exigida pela comunidade cientifica mundial. Funcionam também como
colegbes de servicos que disponibilizam material microbioldgico certificado,
atendendo requisitos de qualidade nacionais e internacionais, como a seguranga
e rastreabilidade. Todos os materiais fornecidos possuem como o alvo as areas
de pesquisa e desenvolvimento. O plano do CRB brasileiro se baseia nas normas
da Organizagdo para a Cooperagéao e Desenvolvimento Econémico (OCDE) e

descreve como suas fungdes (FIOCRUZ, 2022b):

e Preservar e fornecer recursos biolégicos (com qualidade assegurada)
para Pesquisa & Desenvolvimento (P&D) e aplicagdes nos setores
cientificos, industriais, de agronegdcios, ambiente e saude;

e Desenvolver P&D com estes recursos biolégicos;

e Conservar a biodiversidade;

e Atuar como repositérios de material bioldgico de referéncia;

e Prestar servigos de deposito de material bioldgico, inclusive para protegao

da propriedade intelectual.

A Fiocruz é responsavel pela area da saude no contexto da Rede
Brasileira de CRB (Rede CRB-Br). Essa rede é de responsabilidade do Ministério
da Ciéncia, Tecnologia, Inovacdo e Comunicagao e financiada pelo Fundo
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (FNDCT). Ainda
participam do projeto de consolidagdo da Rede CRB-Br a Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), a Universidade Estadual de Campinas
(Unicamp), o Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), o Instituto Nacional
de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial (Inmetro), o Instituto
Nacional da Propriedade Intelectual (INPl), o Centro de Referéncia em
informagdo Ambiental (CRIA), e a Sociedade Brasileira de Microbiologia (SBM).
O objetivo é a consolidacao da infraestrutura da Rede CRB-Br, visando atender
as demandas por material biolégico autenticado e certificado e servigos
especializados de forma a promover a inovagéao tecnolégica no pais (FIOCRUZ,
2022b).
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Um conceito mais amplo, além da definicdo classica que se refere a
materiais biolégicos humanos, foi dado aos biobancos com a publicagdo da
ABNT NBR ISO 20387:2020, onde biobanco define-se como uma entidade legal,
ou parte dela, que realiza processo de aquisicdo e armazenamento, junto a
algumas ou a todas as atividades relacionadas a coleta, preparagao,
preservagao, ensaio, analise e distribuicdo de materiais bioldgicos definidos,
assim como informagdes e dados associados. Ainda segundo esta Norma,
materiais bioldgicos podem ser qualquer substancia derivada, ou parcialmente
obtida, de uma entidade organica como, humana, animal, planta, micro-
organismo (s), ou organismo (s) multicelular (es) (ABNT, 2020)

Devido ao cenario atual da pandemia de Covid-19, causada pelo virus
SARS-CoV-2, o Ministério da Saude liberou um aporte financeiro para a
construcédo do Biobanco Covid-19 da Fiocruz (BC19-Fiocruz). O BC19-Fiocruz
foi inaugurado em dezembro de 2021 e integrara o projeto CRB-Saude.
Inicialmente serdo armazenados virus SARS-CoV-2 e suas variantes, assim
como, material biolégico humano relacionados a Covid-19. Com o fim da
pandemia, o BC19-Fiocruz sera ampliado para o depdsito de outros virus,
bactérias, fungos, protozoarios, além de material biolégico humano relacionados
a outras doencgas (FIOCRUZ, 2022c).

1.8 Justificativa

O estabelecimento de S. kudriavzevii como MRC ira contribuir para a
saude publica no Brasil, visto que é utilizado ndo s6 no controle de qualidade de
produtos, como também no controle de qualidade de procedimentos
laboratoriais, j4 que os 6rgaos fiscalizadores exigem cada vez mais esses
materiais.

A tese de doutorado elaborada por Souto (2018), intitulada
“Estabelecimento de Fungos como Materiais de Referéncia Certificados e
Selecao de Métodos de Exceléncia para Caracterizagdao das Diferentes
Espécies” foi realizada também no Setor de Fungos do Departamento de
Microbiologia do INCQS, e teve como seu objetivo principal estabelecer um MRC
para diferentes leveduras, envolvendo ainda a escolha de um método que

possibilitasse a melhor caracterizagao qualitativa (identidade) dessas leveduras,

29



entre elas, S. kudriavzevii. Devido a falta de estabilidade a longo prazo do
material produzido de S. kudriavzevii, o MRC nao pode ser estabelecido, além
disso, a metodologia utilizada para a caracterizagao nao foi satisfatéria, por isso,
o presente estudo visou o aprimoramento da técnica da producdo e
caracterizagao dessa levedura, para o estabelecimento do MRC.

O atual estudo sera de suma importancia para o desenvolvimento na area
da producéo industrial brasileira e para a saude publica, como também para a
area de Vigilancia Sanitaria, uma vez que no Brasil ndo existe um produtor de
MRC de leveduras, o que dificulta a aquisicdo desse material devido as barreiras
sanitarias e burocraticas do processo de importagao, tornando um processo de
compra de alto custo, além disso, ndo ha muitos produtores internacionais

disponiveis. Assim como, o desenvolvimento tecnolégico da Fiocruz.
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

Otimizar a metodologia de preservacgéo e caracterizagéo inequivoca de S.
kudriavzevii frente a outras espécies do género Saccharomyces para o

estabelecimento dessa levedura como MRC.

2.2 Objetivos especificos

e Elaborar o planejamento para produg¢do dos MRC;

e Produzir lotes candidatos a MRC utilizando trés diferentes crioprotetores;
e Avaliar a homogeneidade e a estabilidade dos materiais produzidos;

e Caracterizar S. kudriavzevii por métodos fenotipicos e genotipicos;

e Certificar os valores de propriedade atribuidos aos materiais produzidos;
assim como suas incertezas associadas, seguindo as orientagdes do guia
ABNT ISO GUIA 35:2020;

e Elaborar o certificado do lote estabelecido como MRC.
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3 METODOLOGIA

3.1 Cepa utilizada para produgao do MRC

A cepa de S. kudriavzevii ATCC 2601, proveniente da American Type

Culture Collection (ATCC), foi selecionada para o estabelecimento do MRC.

3.1.1 Cepas para aplicagdo dos métodos de identificagao

Para testar os métodos de identificacdo das diferentes espécies
Saccharomyces spp., foram utilizadas nove cepas oriundas da ATCC e da
Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) do Westerdijk Fungal Biodiversity
Institute (W) depositadas na CFRVS/Fiocruz (Quadro 1). As cepas de Candida
krusei e Cryptococcus neoformans foram utilizadas como controle negativo na

metodologia de HRM.

Quadro 1. Cepas de Saccharomyces spp. e outras espécies utilizadas para os
métodos de identificacao aplicados neste estudo

Levedura N" de acesso Origem Isolamento
CFRVS
Saccharomyces kudriavzevii CFRVS 40001 ATCC 2601 Sem informagao
Saccharomyces cerevisiae CFRVS 40002 ATCC 9763 Ambiental
Saccharomyces cerevisiae CFRVS 40003 ATCC 9080 Sem informagao
Saccharomyces cerevisiae CFRVS 40083 ATCC 4124 Ambiental
Saccharomyces cerevisiae CFRVS 40125 ATCC 36375 Ambiental
Saccharomyces uvarum CFRVS 40088 ATCC 36376 Ambiental
Saccharomyces pastorianus CFRVS 40090 ATCC 2366 Ambiental
Saccharomyces bayanus ou pastorianus ~ CFRVS 40235 CBS 679 Ambiental
Saccharomyces pastorianus CFRVS 40302 ATCC 26602 Ambiental
Candida krusei CFRVS 40147 ATCC 6258 Clinica
Cryptococcus neoformans CFRVS 40044 ATCC 3205 Ambiental

Legenda: CFRVS — Coleg¢ao de Fungos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria, ATCC -
American Type Culture Collection, CBS - Centraalbureau voor Schimmelcultures.
Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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3.2 Produgao do MRC

3.2.1 Rastreabilidade de processos

A fim de se ter a rastreabilidade dos processos € necessario que se
registre todos os materiais, equipamentos e vidrarias utilizados em todo
processo de producdo do MRC, contribuindo para o calculo da incerteza de
medicao, e para isso, foram adaptados os formularios de Souto (2018) para cada
etapa descrita a seguir (INMETRO, 2012).

3.2.2 Planejamento da producéo do MRC

O planejamento dos processos que possam interferir na qualidade da
producao € a primeira etapa para o estabelecimento de um MRC. Os parametros
que devem ser seguidos e controlados para a produ¢ao do MRC, foram: selegao
do material; verificacdo da identidade do material; escolha e validacdo dos
procedimentos de medicao; verificagdo e calibragdo dos equipamentos de
medicdo; especificacdo dos critérios de aceitacdo para homogeneidade e
estabilidade; atribuicdo de valores de propriedade; estabelecimento de planilhas
de incerteza e estimativa de incertezas dos valores certificados; definicao de
critérios de aceitagdo; estabelecimento da rastreabilidade metrolégica dos
resultados de medicdo e valores certificados; emissdo de documentacgao;
garantia de instalagdes e condi¢cbes de armazenamento adequadas; garantia de
rotulagem e embalagem apropriadas; garantia de condigcbes de transporte
apropriadas; garantia de monitoramento da estabilidade p6s-producao e garantia

de um servigo de pés-distribuicdo adequado para os usuarios (ABNT, 2017c).

3.2.3 Valores de propriedade

De acordo com a norma ABNT NBR ISO/IEC 17034:2017 devem ser
definidos valores de propriedade ao MRC que sera produzido, sendo assim para
o MRC proposto neste trabalho, dois valores de propriedade foram atribuidos,
um quantitativo, que compreende ao numero de unidades formadoras de col6nia
(UFC) por aliquota de 100 pL apds a liofilizagao, e outro qualitativo, que abrange

a identidade do micro-organismo (ABNT, 2017c).
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3.2.4 Producao do lote estoque para trabalho

A levedura S. kudriavzevii utilizada para a produ¢do do MRC, assim como
as leveduras de outras espécies de Saccharomyces utilizadas para a etapa de
identificacdo e as cepas de Candida krusei e Cryptococcus neoformans para o
controle negativo, foram armazenadas por meio da criopreservacao, utilizando
glicerol (CRQ, S&o Paulo, Brasil) 15% como crioprotetor, em criotubos
armazenados em nitrogénio liquido. Para isso, ampolas liofilizadas, dessas
cepas, foram abertas e reconstituidas com aproximadamente 0,5 mL de agua
purificada estéril e o conteudo foi transferido para meio YMA (NEOGEN, Lansing,
EUA), que foi incubado a (25 £ 2) °C por aproximadamente 48 h. Apos esse
periodo, 4 mL de solugdo de glicerol a 15% foram adicionados ao cultivo, e
aproximadamente 0,5 mL dessa suspenséo foi distribuida em cada criotubo.

Os criotubos foram transferidos para refrigerador a (4 + 2) °C por
aproximadamente 30 min, posteriormente para congelador a (-20 £ 2) °C por
cerca de 20 min, em seguida transferidos para o ultrafreezer (Thermo Scientific,
modelo forma 900 series) a -80 °C por cerca de 90 mim e por ultimo foram
estocados no container de nitrogénio liquido na temperatura de cerca de — 196
°C (SMITH; ONIONS, 1983; DAY; STACEY, 2007).

Estes lotes foram submetidos aos testes de viabilidade e pureza (TVP) no
momento do congelamento (TVP-pré) e apds 7 dias do congelamento das cepas
(TVP-pos).

3.2.4.1 Teste de viabilidade e pureza pré-fase de preservagéo (TVP-pré)

A partir da suspensao a ser preservada, uma gota foi inoculada pelo
meétodo de esgotamento em uma placa de Petri contendo YMA, para avaliagao
da pureza, as col6nias deveriam ter aspecto unico e homogéneo, com as
caracteristicas compativeis com a literatura (KURTZMAN, 2011b).

Para o teste de viabilidade, dilui¢des seriadas, a partir da suspensao a ser
preservada, foram realizadas em agua estéril até a concentracdo de 10%. Da

diluicdo 106 foram retiradas trés aliquotas de 0,1 mL que foram inoculadas cada
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uma em uma placa de Petri contendo YMA, e o espalhamento do inéculo foi
realizado pelo método spread plate, com o auxilo da al¢ga de Drigalski.

Todas as placas foram incubadas a (25 + 2) °C por 48 h para posterior
verificagdo das caracteristicas coloniais e contagem das UFC por microlitro
(UFC/ uL) (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

3.2.4.2 Teste de viabilidade e pureza pos-fase de preservagéo (TVP-pos)

Um criotubo foi escolhido aleatoriamente para verificacdo da pureza e da
viabilidade, apos 7 dias da producao do lote estoque para trabalho. O teste de
pureza foi realizado conforme descrito anteriormente (item 3.2.4.1), assim como
o teste de viabilidade, no entanto, as aliquotas da diluicao 10-° foram inoculadas

nas trés placas contendo YMA.

3.2.5 Definigdo do numero de unidades formadoras de colbénias

O método desenvolvido por Souto (2018) foi utilizado para alcangar uma
recuperacao de até 100 UFC por aliquota de 100 pyL apds o processo de
liofilizagcdo do material.

Aposs o descongelamento, uma aliquota de 100 uL da cultura estoque foi
inoculada em 9,9 mL de caldo YMB (NEOGEN, Lansing, EUA), e o tubo foi
homogeneizado e incubado a (25 + 2) °C por 48 h. Aliquotas de 1 mL da cultura
foram centrifugadas (Eppendorf, Centrifuge 5415R, Merck, Darmstadt,
Alemanha) a 12.204 g durante 1 min a 4 °C e foram realizadas duas lavagens
sucessivas com agua purificada. Posteriormente o sobrenadante foi descartado,
a fim de retirar residuos do meio de cultivo e para concentrar as células (SILVA
et al., 2021).

O aparelho DensiChek™Vitek® (bioMérieux) foi utilizado para determinar
a turvacdo previamente estabelecida a partir das células que foram
ressuspensas em agua purificada, onde uma concentragao de células em torno
de 108 UFC/mL foi determinada e a partir dessa concentragdo diluiges foram
realizadas ja no crioprotetor. Considerando que ha um declinio de duas casas
logaritmicas apos a liofilizagao de leveduras, e conforme a rotina da CFRVS, o
resultado previsto é de até 100 UFC (SOUTO, 2018).
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3.2.6 A escolha dos agentes crioprotetores

De acordo com a literatura encontrada para a levedura S. kudriavzevii, os
agentes crioprotetores que foram utilizados no presente estudo foram os
agucares: trealose e maltose, ambos na concentragédo de 10%, juntamente com
o crioprotetor Skim Milk a 20%, como ja é padronizado na CFRVS, para todos
0s micro-organismos da colecdo (BLANQUET et al., 2005).

Foram preparadas as solug¢des para a produgao de trés diferentes lotes,
utilizando-se: Skim Milk (Difco, New Jersey, EUA) na concentragdo de 20%, Skim
Milk  20% adicionado de trealose (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) na
concentragao final de 10% e Skim Milk 20% adicionado de maltose (Sigma-

Aldrich, Missouri, EUA) na concentracao final de 10%.

3.2.7 Producao dos lotes de S. kudriavzevii como MRC

Foram produzidos trés lotes de MRC, um lote apenas com o Skim Milk a
20%, um novo lote com Skim Milk a 20% com adi¢ao da trealose a 10% e por
ultimo, um lote com Skim Milk a 20% adicionado de maltose 10%, cada um
contendo 200 unidades. O método foi realizado a partir da metodologia descrita
por Souto (2018).

O preparo da suspensao foi realizado conforme descrito no item 3.2.5,
utilizando-se a diluigdo definida. A ultima diluigdo, ou seja, a suspensao a ser
liofilizada, foi preparada em um frasco erlenmeyer estéril, e foi mantida em
agitagcdo em um banho de gelo durante todo o processo de envase e foram
transferidas aliquotas de 0,6 mL para cada um dos 200 frascos de vidro estéreis
com capacidade de 1,5 mL dispostos em estantes, numeradas, préprias do
liofilizador, com o auxilio de uma bomba peristaltica (Watson Marlow, modelo
323Dz).

Ao final do envase, uma aliquota de 0,1 mL foi retirada para realizar o
teste de pureza e de viabilidade da suspensao antes da liofilizacao.

Apds o envase, tampas de borracha estéreis foram encaixadas nos

frascos de modo que ficassem entreabertas e as estantes foram mantidas em
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recipientes plasticos, devidamente higienizados com alcool etilico a 70%,
tampados e armazenados em ultrafreezer a -80 °C durante (20 £ 2) h.

ApOs esse periodo, antes de transferir o material, o liofilizador (Liotop,
modelo K105, S&o Paulo, Brasil) foi ligado por aproximadamente 1 h para
estabilizacdo da temperatura, entdo os recipientes foram retirados do
ultrafreezer e as estantes com os frascos posicionadas nas bandejas do
liofilizador, e o material foi submetido a um ciclo de liofilizagdo de no minimo 24
h. Ao término do ciclo de liofilizagdo, os frascos foram fechados sob condi¢des
de vacuo, utilizando-se o sistema de vedagao manual acoplado ao aparelho.

O vacuo foi testado utilizando pistola de descarga elétrica (Edwards,
modelo ST200K, Suécia), em local com pouca luminosidade. Os frascos com
vacuo foram entdo lacrados com tampas de metal, com o auxilio de uma
recravadeira, e rotulados com etiquetas que possuem as informagdes: nome da
cepa, o numero de registro na CFRVS, o numero do lote e a ordem de envase.

Os frascos foram armazenados em freezer a (-20 = 2) °C, uma vez que

essa condicao reproduz a realidade da maioria dos laboratorios.

3.2.8 Teste da homogeneidade

Dez frascos dos lotes preparados, foram selecionados por amostragem
aleatdria. Segundo a ABNT (2012), o numero minimo de frascos selecionados
aleatoriamente deve incluir entre dez a 30 unidades, porém, ndo se recomenda
que seja menor que 10 e essa € a primeira avaliagao estatistica que deve ser
realizada durante o estabelecimento de um MRC.

Com o auxilio de uma micropipeta, os liéfilos foram reidratados com
aproximadamente 0,6 mL de agua purificada estéril, a suspensao foi
homogeneizada suavemente e mantida em repouso por 30 min a (25 + 2) °C.
ApOs esse periodo, a suspensao foi homogeneizada com auxilio de agitador de
tubos e aliquotas de 100 pL foram inoculadas em cinco placas de Petri contendo
o meio de cultura YMA. O in6culo foi espalhado por toda superficie do meio de
cultura com o auxilio de uma alga de Drigalski. As placas foram incubadas a (25
t+ 2) °C por 48 h. Apos este periodo, a pureza e o numero de UFC foram

verificados. Em todos os testes referentes aos MRC, cinco aliquotas contidas
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nos frascos foram avaliadas, para garantir que em cada uma delas sejam
recuperadas até 100 UFC da levedura (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

3.2.8.1 Avaliagéo estatistica do teste da homogeneidade

Para a avaliagcdo da homogeneidade foi realizada analise da variancia
(Anova) de fator unico, utilizando o programa Microsoft Excel 2013. A
homogeneidade do lote foi interpretada pelo parametro F. Para que os lotes
produzidos sejam suficientemente homogéneos, 0 F caicuado deve ser menor
quando comparado ao F critco. Outro parédmetro importante para a

homogeneidade do lote é a incerteza (u), que foi calculada segundo a expressao:

Sbb = \/ (MQentre — MQdentro) /n

Onde o desvio padrao entre e dentro dos frascos “Swp” corresponde ao
desvio padrao entre (MQentre) € dentro (MQuentro) dos frascos e “n” o numero de
replicatas,

Com os dados gerados foi calculada a incerteza relativa a
homogeneidade, que foi utilizada no processo de certificagdo do MR (ABNT,
2012).

3.2.9 Teste de estabilidade em longo prazo ou de armazenamento

Caso os lotes produzidos se apresentem suficientemente homogéneos,
foi realizado, entdo, o teste de estabilidade em longo prazo. O estudo de
estabilidade classico foi utilizado, onde amostras individuais sdo preparadas ao
mesmo tempo (mesma batelada), sob condigbes idénticas, sendo medidas em
tempos separados (ABNT, 2020).

Trés frascos foram avaliados para cada tempo (t), e os frascos utilizados
foram selecionados por amostragem aleatédria estratificada. Os testes foram
realizados com a seguinte frequéncia: no 1° més os ensaios foram realizados
semanalmente; a partir do 2° més até o 3°, quinzenalmente; e a partir do 4° més,

mensalmente, até um ano da producdo do lote. Antes de iniciar o teste, os
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frascos armazenados no freezer a (-20 + 2) °C foram retirados e mantidos a
aproximadamente 25 °C durante 30 min.

Os testes foram realizados de acordo com o descrito no item 3.2.8, onde
apenas o que difere foi o numero de frascos analisados. A pureza do material de

cada frasco também foi avaliada.

3.2.9.1 Avaliagéo estatistica do teste de estabilidade em longo prazo

Para avaliar se os valores obtidos no estudo apresentavam alguma
tendéncia ao longo do tempo, foi realizada a avaliagao estatistica dos resultados
por meio da analise de regressao linear pelo programa Microsoft Excel 2013,
conforme estabelece a ABNT ISO GUIA 35 (ABNT, 2020). A mediana foi utilizada
para todos os testes estatisticos pois ela ndo é sensivel a outliers quando
comparada com a média, portanto para que essa avaliacao fosse realizada, a
mediana foi calculada para cada dia em cada lote.

O coeficiente de determinagao (R?) varia entre 0 e 1, onde espera-se que
o valor fique o mais proximo do zero, indicando menor probabilidade de
correlagao do tempo com o numero de UFC, ou seja, o material se apresentara
suficientemente estavel.

Ja com a avaliagao do F de significacao, € possivel afirmar que se esse
parametro for menor que o intervalo de confianga (a = 0,05), a regressao é
significativa, o que nao é o objetivo deste estudo.

Quanto mais perto do zero for o coeficiente da variavel X menor sera a
chance do numero de UFC do material ter correlagdo com o tempo.

A hipétese nula indica que o tempo nao influencia no numero de UFC das
aliquotas dentro dos frascos, sendo assim, se o valor-P for maior que o intervalo
de confianga (a = 0,05), ndo se rejeita a hipétese nula, demonstrando que nao
existe correlagéo significativa entre as variaveis.

Para o calculo da incerteza o valor do erro padrdo, encontrado pela
analise de regressao linear do programa Microsoft Excel 2013, foi multiplicado
pelo tempo da analise, que foram 12 meses.

3.2.10 Teste de estabilidade em curto prazo ou de transporte
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A estabilidade em curto prazo avalia o efeito da temperatura sobre as
propriedades do material em condi¢cdes de transporte (ABNT, 2012). O modelo
de estudo aplicado foi o isdcrono, no qual amostras individuais foram preparadas
ao mesmo tempo, sob condi¢cdes idénticas, porém as medi¢des sao realizadas
no mesmo experimento, ocorrendo, portanto, sob condigbes de repetibilidade
(ABNT, 2020).

O teste foi realizado em temperaturas que simulem temperaturas de
transporte, sendo selecionadas 4 °C e 35 °C (pior caso). Os frascos foram
selecionados por amostragem aleatdria estratificada em triplicata. A cada dia,
trés frascos foram transferidos do freezer a -20 °C para a temperatura proposta,
ou seja, foram realizados dois diferentes testes (duas diferentes temperaturas)
para cada lote produzido. Apds 7 dias, os 21 frascos foram analisados juntos,
sob as mesmas condi¢cdes de analise. O teste foi realizado de acordo com o

descrito no item 3.2.8.

3.2.10.1 Avaliagéo estatistica do teste de estabilidade em curto prazo

A avaliagao da estabilidade em curto prazo foi realizada como descrito no
item 3.2.9.1, analisando a possibilidade de haver qualquer tendéncia nos dados

obtidos no estudo, assim como o calculo da incerteza (ABNT, 2020).

3.2.11 Avaliacéo do valor de propriedade utilizando o teste ndo paramétrico de
Kruskal Wallis

Para a avaliacédo do valor de propriedade quantitativo foi realizado o teste
nao paramétrico de Kruskal Wallis com o objetivo de comparar os resultados de
trés analistas diferentes, e testar a possibilidade da interferéncia técnica no
procedimento. Os testes foram realizados de acordo com o descrito no item
3.2.8, onde apenas o que difere foi o numero de frascos analisados, nesse caso
foram trés frascos. Esse teste permite realizar a comparacao de trés ou mais
grupos em amostras independentes.

Esse teste ndo esta disponivel no programa do Excel, sendo assim, foi
utilizado um programa denominado JAMOVI para realizar o teste de Kruskal
Wallis, disponivel gratuitamente no site https://jamovi.org.
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O que se espera do teste é que o p - valor seja maior que o nivel de
significancia (0,05) para que a hipétese nula (trés analistas diferentes possuem
a mesma distribuicdo de UFC) n&o seja rejeitada, ou seja, a contagem das UFC

nao depende do analista que realizou o procedimento.

3.3 Caracterizagao taxonémica

Para a caracterizacdo referente a identidade do micro-organismo,
diferentes metodologias foram avaliadas por meio de um estudo com as cepas
de diferentes espécies (mencionadas no item 3.1.1) do mesmo género do MRC.

O objetivo foi eleger uma metodologia eficaz, dentre os métodos
fenotipicos e moleculares, que pudesse ser utilizada na caracterizacao das
diferentes espécies selecionadas para permitir a confirmacao da identidade de
S. kudriavzevii inequivocamente. As cepas de todas as espécies (Quadro 1)
foram analisadas mediante os aspectos macroscopicos e microscopicos,
avaliagdes fisioldgicas por meio do sistema automatizado VITEK® 2, MALDI-TOF
MS e HRM.

3.3.1 Caracterizacao fenotipica

3.3.1.1 Avaliacdo dos aspectos macroscopicos

Para a observacdao das caracteristicas coloniais como textura, cor,
superficie, brilho e margem, um fragmento do crescimento fungico foi estriado
por esgotamento em placa contendo YMA, a placa foi incubada a (25 + 2) °C por
cerca de 48 h e apos esse tempo, com auxilio do estereoscopio (Bausch & Lomb,
modelo StereoKoom 5), as caracteristicas foram observadas.

Para observacédo em caldo foram observados o crescimento, a formagao
de sedimento, pelicula e anel. Para isso, um fragmento do crescimento fungico
foi inoculado em dois tubos contendo meio YMB, sendo um incubado a (25 + 2)
°C e o outro a (36 £ 1) °C com leitura apds 2 e 3 dias (VAUGHAN-MARTINI;
MARTINI, 2011).

3.3.1.2 Avaliagao dos aspectos microscopicos
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A partir das culturas em YMB, ainda foram observados ao microscopio
(Zeiss, modelo Scope. A1) aspectos, tais como: brotamento, forma celular,
agrupamento e as dimensdes. A pesquisa de ascosporos foi realizada pelo
cultivo das cepas em agar acetato, formulado, por até 30 dias, incubadas a (25
1 2) °C. Apés o periodo de incubagao, fragmentos dos cultivos foram transferidos
para laminas microscoépicas que foram coradas com verde malaquita (Sigma-
Aldrich, Missouri, EUA) a 5% e contra coradas com fucsina (Sigma-Aldrich,
Missouri, EUA) (VAUGHAN-MARTINI; MARTINI, 2011).

3.3.1.3 Avaliacéo fisiologica

O sistema automatizado VITEK® 2 (bioMérieux) foi utilizado para a
avaliagao fisiologica, utilizando o cartdo VITEK®2 YST ID (bioMérieux).

A partir de uma colénia isolada foi realizado o repique no meio YMA a (25
* 2) °C por 24 h. A partir desse crescimento foi preparada uma suspensao com
turvagao ajustada ao valor padrao de 1,80 a 2,20 da escala de McFarland
utilizando o DensiChek™Vitek®2. Essas suspensdes foram preparadas em
aproximadamente 2,5 mL de solugdo salina a 0,45% (bioMérieux, Marcy I'Etoile,
Francga), em tubo plastico, especifico para ser utilizado no sistema automatizado
VITEK® 2 e transferidas para o cartdo VITEK®2 YST ID, segundo as

recomendacgdes do fabricante.
3.3.1.4 Avaliagdo por MALDI-TOF MS

As analises com MALDI-TOF MS foram realizadas em colaboracdo com
Instituto Nacional de Infectologia (INI) da Fiocruz.

Para a construgdo dos espectros, cultivos foram obtidos a partir do
crescimento das leveduras no meio de cultura YMA e incubados por cerca de 48
h. Cada cepa foi analisada em duplicata.

Para isso, como os fungos apresentam parede celular espessa,
primeiramente foi realizada a extracdo em um microtubo de 1,5 mL de
capacidade, como recomendado pelo fabricante do equipamento, onde foram
adicionados 300 pL de agua Milli-Q e foi preparada uma suspensao com adicao

de cinco a dez colbnias pequenas. Com o auxilio de um agitador de tubos, a
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suspensao foi homogeneizada por 15 s. Em seguida, foram adicionados 900 uL
de etanol 99% (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), e o microtubo foi homogeneizado
por mais 15 s, seguido de uma centrifugagédo em velocidade 15.700 g por 2 min.
Apos esse periodo, o etanol foi decantado e novamente o microtubo foi
centrifugado na mesma velocidade por 1 min. Apds a centrifugacao, todo o
excesso de etanol foi evaporado com a tampa do microtubo aberta, a
temperatura ambiente. Apos o completo processo de evaporacdo, foram
adicionados 50 pL de acido férmico 70% (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). Em
seguida, ap6s homogeneizacgéao, foram adicionados 50 uL de acetonitrila 100%
(Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), e o microtubo foi homogeneizado e levado a
centrifuga em velocidade 15.700 g, por 2 min. Logo apos, 1 yL do sobrenadante
foi levado para a placa de leitura (Target Plate) e seco em temperatura ambiente.
Em seguida, foi adicionado 1 pL da matriz HCCA (Bruker, Massachusetts, EUA)
e novamente o microtubo foi deixado em repouso até a completa secagem.

AplOs o preparo e a secagem a temperatura ambiente das placas de
leitura, estas foram introduzidas no equipamento MALDI Biotyper (MALDI-
TOF/MS, Bruker, Massachusetts, EUA) e feixes de luz ultravioleta (UV) foram
emitidos sobre cada depdsito, com isso a matriz absorve energia do laser e com
a evaporagao da amostra, os ions com massas diferentes foram liberados. Na
analise, os ions menores chegam mais rapidamente ao detector, assim o tempo
de voo de cada particula é utilizado para calcular sua massa. A soma de ions
analisados forma o espectro de massa da cepa analisada (CARBONNELLE;
NASSIF, 2011). Os perfis de espectros de massa foram analisados por
comparagao com os espectros disponiveis no banco de dados do equipamento,
e posteriormente todos os espectros gerados a partir de micro-organismos nao
incluidos no banco, foram adicionados ao banco de dados pelo software Flex
Analysis versao 3.4.

Os testes foram realizados por dois analistas diferentes. Segundo Souto
(2018), os resultados com a utilizagao do acido férmico foram melhores quando
comparados aos das amostras que nao receberam o acido férmico na placa, com
isso, o acido formico foi utilizado em todas as analises.

Os valores de score fornecidos pelo equipamento sao classificados como
alta identificagédo (2.00 — 3.00), representado pela cor verde; baixa identificagdo

(1.70 — 1,99), na cor amarela e ndo identificado (0.00 — 1,69), na cor vermelha.
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3.3.2 Caracterizagao genotipica
3.3.2.1 Extragdo de DNA

Duas alcas de massa celular crescidas em YMA foram retiradas e
transferidas para um microtubo que foi armazenado a -20 + 2 °C por cerca de 24
h. Apds esse tempo, foram adicionados 500 yL de tampé&o de lise [0,5 g dodecil
sulfato de sodio (SDS); 1,4 g NaCl; 0,73 g acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA); 20 mL Tris-HCI 1M; agua q.s.p. 100 mL] (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA)
e 5 pyL de 2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). Com o auxilio de
um agitador de tubos, o microtubo foi homogeneizado durante 1 min, e incubado
a 65 °C por 1 h. Apds a incubacédo, foram adicionados 500 uL de solugcdo de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (v/v/v 25:24:1) (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA)
e o0 microtubo foi homogeneizado por aproximadamente 2 min, a fim de se obter
uma suspensao homogénea. Em seguida, o microtubo foi centrifugado a 15.700
g durante 15 min a4 °C. Apds esse tempo, a parte aquosa superior foi transferida
para outro microtubo e foi adicionado volume igual de isopropanol (Sigma-
Aldrich, Missouri, EUA), e o conteudo foi homogeneizado lentamente. O
microtubo foi armazenado a -20 = 2 °C por uma noite. Apés esse periodo, o
microtubo foi levado a centrifugacéo a 15.700 g durante 15 min. O isopropanol
foi descartado e uma massa foi observada ao fundo do tubo. Foram adicionados
500 pL de etanol a 70% (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) e o conteudo
homogeneizado de forma lenta. Em seguida, nova centrifugagéo foi realizada
com as mesmas condi¢des de velocidade e tempo. O sobrenadante, em seguida,
foi descartado e o precipitado depositado foi seco a temperatura ambiente. Apds
a secagem, o DNA foi hidratado com 50 pL de agua purificada estéril e estocado
a 4 °C. A quantificagéo foi realizada por meio do espectrofotdmetro NanoDrop™
2000 (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA) (FERRER et al., 2001).

3.3.2.2 Analise de HRM

Para a caracterizagao genotipica foi utilizada a técnica de HRM, com isso,

foi realizada a reacdo de PCR em tempo real com a adicdo de um corante
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fluorescente, nesse caso, foi utilizado o EvaGreen (Solis BioDyne, Tartu,
Estonia).
Os iniciadores utilizados foram desenhados segundo descrito por Nadai

et al. (2018), séo eles:
Iniciador ScH1: F: 5-CCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGA-3’
Iniciador ScH3: F: 5-GTGCCCTCTGCTCCTTGTGG-3

Iniciador ScH4: R: R: 5-CCACAGGCTATAATACTTACCG-3’

Nadai et al. (2018) demonstraram que dois pares ScH1 + ScH4 e ScH3 +
ScH4 tiveram melhores resultados na diferenciagdo das espécies de
Sacharomyces, por esse motivo, esses pares foram definidos para o presente
trabalho. O equipamento QuantStudio 7 Flex (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EUA) gerou as curvas de dissociagdo para cada par de
iniciadores, indicando a temperatura de melting, onde metade do produto da
PCR esta dissociado e a outra metade esta hibridado. O procedimento foi
realizado segundo Nardi et al. (2006) com adaptag¢des. Para a amplificacédo do
material, as amostras foram incubadas a 95 °C por 12 min, seguida por 30 ciclos
de 95 °C por 15 s para desnaturagao da fita, e 60 °C por 20 s para o anelamento
dos iniciadores e extensado da nova fita. Cada reacgao foi preparada com volume
final de 20 L, composta por MasterMix (5X) (Solis BioDyne, Tartu, Estonia)
iniciador 1 (ScH1+ ScH4), iniciador 2 (ScH3+ ScH4) (Metabion, Planegg,
Alemanha), ambos na concentragdo de 10 pmol/uL e agua livre de
DNAse/RNAse.

A curva de melting foi obtida através dos seguintes passos: a aquisigéo
de dados foi realizada para cada aumento de 0,2 °C na temperatura, com uma

etapa de 10 s, com a temperatura variando de 65 a 95 °C.

3.4 Elaboragéao do certificado

O certificado do MRC foi elaborado conforme as orientagées da ABNT ISO
GUIA 31. O conteudo do certificado incluiu: o titulo do documento; identificador

univoco do MRC; nome do MRC; nome e detalhes de contato do produtor do
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MR; uso pretendido; periodo de validade; informag¢des sobre armazenamento;
instrucdes para manuseio e uso que sejam suficientes para assegurar a
integridade do material, numeragcdo de pagina e o numero total de paginas;
versdo do documento; descricdo do MRC; propriedade de interesse, valor de
propriedade e incerteza associada; rastreabilidade metroldégica e nome e fungao
do profissional responsavel pela aprovacao (ABNT, 2017a).

A incerteza do MRC foi calculada seguindo as orientagées do ABNT ISO
Guia 35 (2020), esse guia recomenda que a incerteza do MRC considere todas
as incertezas encontradas nos testes executados, a homogeneidade, a
estabilidade em longo e curto prazo e a caracterizagdo, pois todas sao
importantes e interferem no processo.

Com isso, foi utilizada a expressao matematica abaixo:

Umrc = V U2homog + UZELP + UZECP + UZcar

Define-se como, Umrc a incerteza expandida do material, Uhomog € a
incerteza associada ao estudo de homogeneidade, ueLp € a incerteza associada
ao estudo de estabilidade em longo prazo, uecp se refere ao estudo de

estabilidade em curto prazo e ucar € a incerteza referente a caracterizagéo.
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4 RESULTADOS

4.1 Planejamento da produgao

A primeira etapa para o estabelecimento de um MRC é o planejamento da
producdo do lote, para isso, foram elaborados trés documentos de
“Planejamento da producgao de lote piloto de Material de Referéncia Certificado”
referentes aos diferentes lotes produzidos (APENDICES A, B e C).

4.1.1 Atribuicdo do valor de propriedade

Foi atribuido ao MRC o valor de propriedade quantitativo de até 100 UFC
por aliquota de 0,1 mL do lidfilo reidratado apds a liofilizagdo. Para isso, foram
testadas diferentes diluicbes e as turvagdes correspondentes na escala de
McFarland para cada crioprotetor.

Souto (2018) estabeleceu para a levedura S. kudriavzevii a turvagao
correspondente 0,8 da escala de McFarland e a diluicdo de 103 com o uso de
Skim Milk a 20%. No presente estudo foram testadas as diluicbes
correspondentes a 0,5 e 0,9 da escala de McFarland para os crioprotetores que
nao foram estudados anteriormente (Skim Milk 20% + trealose 10% e Skim Milk
20% + maltose 10%). Na turvagao correspondente a 0,9 da escala de McFarland
no crioprotetor Skim Milk 20% + trealose 10% foi obtido um numero menor de
UFC quando comparado ao numero de UFC obtido na turvacéo 0,8. Por esse
motivo, a turvacao correspondente a 0,8 da escala de McFarland foi estabelecida

para todos os lotes a serem produzidos (Tabela 1).
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Tabela 1. Resultados dos testes para determinagao do valor a ser selecionado na escala McFarland para cada lote

. o . Contagem (UFC/100uL)
Crioprotetor Escala McFarland Diluicdo TVP-pré (UFC/100uL) Frasco Aliquota 1 Aliquota 2 Aliquota 3 Aliquota 4 Aliquota 5
2 68 75 63 70 56
08 10° 1,52 x 10°
Skim Milk X 3 46 48 57 53 47
20% 10 55 87 65 79 72
0,9 10° 1,63 x 10°
0 63x10 7 63 67 62 57 72
0,5 103 9,03 x 10° ° ' 2 ' 20 N
Skim Milk 2 3? 385 31 32 35
20% + 0,8 10° 1,64 x 10°
trealose 10% 4 32 e % 2 -
2 18 23 26 25 29
0,9 3 ¥
10 1.70x10 6 28 26 27 28 26
2 30 16 24 20 25
0.5 107 9,37 x10° 9 24 13 24 17 25
Skim Milk 4 35 31 46 42 43
20% + 0.8 10° 1,65 x 10° 3 31 30 30 33 31
maltose 10% 5 48 51 55 51 56
3 6
0,9 10 1,97 x 10 3 50 48 49 59 56

Legenda: TVP- Teste de Viabilidade e Pureza, UFC- Unidade Formadora de Colbnia, yL-microlitro.
Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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4.2 Producao dos lotes

Foram produzidos trés lotes, com 200 unidades cada, os dados foram
descritos na tabela 2. O lote foi identificado como sendo: os dois primeiros
numeros correspondentes ao més de produgao, seguido do ano e o numero da

levedura S. kudriavzevii na CFRVS.

Tabela 2. Dados dos trés lotes produzidos de S. kudriavzevii

Crioprotetor Data da produgao Lote
Skim Milk
20% 06/09/2019 091940001
Skim Milk
20% + 25/10/2019 101940001

trealose 10%

Skim Milk
20% + 20/12/2019 121940001
maltose 10%

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Para cada lote foram realizados os testes de viabilidade e pureza, a fim
de garantir as caracteristicas qualitativas e quantitativas. Todos os testes foram
satisfatorios com resultados compativeis com as caracteristicas da levedura
quanto a pureza e dentro do estabelecido para o quantitativo das UFC (< 100
UFC/100 pL).

4.3 Teste de homogeneidade

Os resultados dos testes de homogeneidade estao apresentados na
tabela 3.

49



Tabela 3. Resultados das contagens obtidas nos testes de homogeneidade dos

trés lotes de S. kudriavzevii produzidos

Crioprotetor

Frasco

Contagem (UFC/100uL)

Aliquota 1 Aliquota 2 Aliquota 3 Aliquota 4 Aliquota 5

65 47 41 41 49 49
50 23 40 38 49 45

157 58 49 42 46 55

76 31 42 39 37 47

Skim Milk | 3g 20 41 o3 " 3
20% + 30 45 50 40 40 44
trealose 10% 124 41 52 36 36 4
64 44 52 45 51 46

181 33 41 31 31 38

54 57 46 37 38 44

71 42 47 53 59 61

87 40 35 35 34 37

179 40 38 49 43 51

66 50 37 40 47 39

Skim Milk | 41 42 40 47 50 34
20% 57 39 44 54 36 39
133 39 58 51 51 31

16 42 41 58 45 46

62 46 44 48 43 43

181 41 28 44 30 38

26 40 42 41 41 40

177 40 41 42 43 40

127 40 41 41 43 40

skim mitk | 188 40 40 39 38 41
20% + 199 42 41 44 41 43
maltose 10%| 129 38 42 41 39 42
95 39 41 41 39 40

121 40 42 42 43 41

176 38 40 39 41 39

50 42 41 40 42 40

Legenda: UFC- Unidade Formadora de Colénia, uL- microlitro.
Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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Na tabela 4 estdo descritos os parametros estatisticos obtidos apos
analise dos dados pela Anova.

Tabela 4. Parametros da Anova para a avaliagdo da homogeneidade dos trés

lotes de S. kudriavzevii produzidos

Avaliacdo da homogeneidade

Crioprotetor
ANOVA | Skim Milk 20% Skim Milk 20%
+ Skim Milk 20% +

Trealose 10% Maltose 10%
MQ entre 73,27 72,97 2,47
MQ gentro 51,06444444 51,06444444 1,871111111
F caiculado 1,434853562 1,320909932 1,320071259
F critico 2,578739184 2,578739184 2,578739184

Legenda: MQentre- Média Quadratica entre os frascos; MQuentro- Média Quadratica
dentro dos frascos e F- razdo entre as variancias entre e dentro dos frascos.
Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Todos os lotes produzidos se apresentaram suficientemente homogéneos

ja que o F calculado fOi menor quando comparado ao F critico (Tabela 4).

Os valores da incerteza de cada lote foram descritos na tabela 5.
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Tabela 5. Incerteza referente a homogeneidade de cada lote de S. kudriavzevii

produzido

Incerteza

Crioprotetor (UFC/100 pL)

Skim Milk
20% + 1,490152863
trealose 10%

Skim Milk
20% 1,480052552

Skim Milk
20% + 0,244722065

maltose 10%

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

4.4 Teste de estabilidade em longo prazo

Os resultados dos testes de estabilidade em longo prazo referente aos
lotes 091940001 (Skim Milk 20% + trealose 10%), 101940001 (Skim Milk 20%)
e 121940001 (Skim Milk 20% + maltose 10%) estao descritos nas tabelas 6, 7 e

8, respectivamente.
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Tabela 6. Resultados das contagens obtidas nos testes de estabilidade em longo
prazo do lote 091940001 (Skim Milk 20% + trealose 10%) de S.

kudriavzevii

Teste de estabilidade em longo prazo

Crioprotetor: Skim Milk 20% + trealose 10%

Contagem (UFC/100pL)

Més Frasco Aliquota 1 Aliquota 2 Aliquota 3 Aliquota 4 Aliquota 5

87 44 46 44 45 43

0 198 34 37 36 39 39
128 46 47 41 41 47

118 37 39 37 42 40

68 36 36 47 34 48

149 33 33 36 39 36

57 44 41 52 44 50

154 50 50 51 50 49

1 34 41 43 44 40 42
193 49 43 49 49 46

9 45 45 42 49 47

63 51 50 47 48 46

185 40 46 40 48 43

137 41 41 42 41 40

24 41 44 40 46 40

153 42 40 43 41 43

195 41 41 40 39 42

2 113 41 41 43 47 40
42 31 30 25 27 32

199 42 40 40 42 41

56 47 48 49 48 50

4 42 53 49 52 52

49 41 42 40 43 45

17 49 49 51 50 50

3 37 40 40 41 42 43
144 43 44 42 47 41

136 42 47 48 48 45

8 45 47 42 47 43

4 101 40 37 40 42 41
85 40 43 38 38 40

28 35 44 39 38 39

5 141 39 41 40 39 40
179 40 41 36 36 40

14 40 42 47 47 50

6 97 49 43 44 47 48
120 47 47 49 42 47

190 33 36 36 36 35

7 27 43 47 43 40 40
109 42 43 45 47 48

168 41 48 47 43 48

8 108 43 47 47 40 45
126 41 45 49 44 49

82 34 33 35 31 33

9 73 40 38 35 38 39
163 41 40 40 39 40

184 41 45 44 37 47

10 167 38 33 39 33 36
78 32 33 39 32 31

39 42 38 38 35 37

11 162 41 40 38 41 41
107 37 35 38 40 40

172 41 42 47 45 45

12 177 42 41 47 47 43
84 40 45 43 41 43

Legenda: UFC- Unidade Formadora de Colbnia, yL- microlitro.

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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Tabela 7. Resultados das contagens obtidas nos testes de estabilidade em
longo prazo do lote 101940001 (Skim Milk 20%) de S. kudriavzevii

Teste de estabilidade em longo prazo
Crioprotetor: Skim Milk 20%
Contagem (UFC/100uL)

Més Frasco Aliquota 1 Aliquota 2 Aliquota 3 Aliquota 4 Aliquota 5

73 33 42 45 56 52

0 114 33 47 36 56 53
107 37 40 45 47 40

146 36 45 35 35 33

173 39 34 35 31 39

11 32 35 45 48 45

132 31 30 35 30 37

23 44 52 40 53 44

1 82 46 40 42 40 48
103 32 34 33 33 34

21 42 46 48 50 51

197 25 29 34 27 29

127 35 37 30 32 38

78 38 46 36 47 45

77 35 42 37 42 40

105 39 37 43 39 43

98 39 41 39 38 37

5 154 39 35 34 38 34
32 49 47 48 48 46

18 43 46 41 40 41

54 40 47 48 41 44

195 39 43 45 47 43

117 38 43 37 45 42

172 43 40 40 40 41

3 193 32 37 37 35 35
51 35 44 42 40 35

148 38 38 35 37 38

72 40 47 48 42 46

4 161 41 49 47 49 47
177 41 39 44 44 43

28 42 39 41 42 45

5 131 20 20 12 14 15
100 37 33 38 36 33

165 32 39 36 37 36

6 190 37 38 40 37 45
50 36 22 42 33 47

143 34 35 38 37 39

7 70 43 47 46 42 41
163 32 32 31 35 30

198 31 30 31 30 33

8 75 30 30 36 25 14
134 14 15 16 25 36

39 31 36 33 32 30

9 142 13 13 14 17 20
106 30 25 28 27 28

31 41 45 44 40 47

10 22 41 37 40 41 40
124 35 35 32 34 33

33 31 35 31 30 30

11 126 26 27 28 27 23
111 32 31 33 30 30

68 43 38 41 38 40

12 15 41 39 45 40 42
113 40 38 37 37 38

Legenda: UFC- Unidade Formadora de Colénia, pL- microlitro.
Fonte: Elaborada pela autora, 2022.



Tabela 8. Resultados das contagens obtidas nos testes de estabilidade em longo
prazo do lote 121940001 (Skim Milk 20% + maltose 10%) de S.

kudriavzevii

Teste de estabilidade em longo prazo
Crioprotetor: Skim Milk 20% + maltose 10%
Contagem (UFC/100pL)

Més Frasco  —Rliquota 1 Aliquota 2 Aliquota 3 Aliquota 4 Aliquota 5

170 48 44 49 47 47
0 34 48 48 47 48 46
168 45 41 42 49 46
59 38 33 40 40 34
7 33 33 37 35 34
64 31 39 30 42 32
68 32 30 39 32 42
25 31 30 38 37 35
1 79 39 42 38 41 44
111 35 32 33 37 40
146 40 49 44 42 49
171 43 49 41 49 48
67 38 37 38 40 41
141 40 41 37 41 38
158 35 32 39 34 41
179 41 37 39 42 41
80 40 45 40 41 43
2 125 30 39 52 53 49
31 37 38 44 34 37
87 30 34 36 38 38
58 33 40 39 34 34
200 37 43 35 47 45
105 47 49 48 52 45
66 44 45 43 51 47
3 73 36 37 39 39 34
81 35 39 37 38 32
37 32 30 33 39 39
162 37 39 41 42 45
4 152 27 31 30 26 28
153 47 41 38 37 47
130 37 38 35 39 41
5 20 36 38 44 38 36
18 34 40 38 40 38
30 31 33 34 37 37
6 193 43 41 48 40 49
94 37 36 35 35 41
144 24 26 34 24 30
7 186 34 47 34 38 40
44 41 40 32 33 35
6 37 41 37 36 38
8 161 38 40 41 39 43
154 45 44 42 45 43
39 31 30 33 37 34
9 86 39 37 36 33 37
118 36 31 35 34 37
124 47 45 49 45 47
10 110 45 42 42 44 43
195 47 48 48 44 40
155 33 36 34 36 37

11 101 32 contam. contam. contam. contam.
22 32 35 36 34 30
46 47 49 47 46 47
12 27 45 42 42 43 42
185 47 49 45 43 45

Legenda: UFC- Unidade Formadora de Colénia, pL: microlitro,
contam- contaminagao.
Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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Para a analise estatistica do teste de estabilidade em longo prazo foi
utilizada a ferramenta de regressao linear pelo programa Microsoft Excel,
conforme estabelece a ABNT ISO GUIA 35. Para que fosse possivel realizar
essa analise, foi necessario anteriormente realizar o calculo da mediana para
cada dia em cada lote. Os resultados das medianas estao descritos na tabela 9.

Os resultados obtidos pelo teste de regresséao linear foram descritos na
tabela 10.

Tabela 9. Mediana dos valores obtidos em cada més para cada lote de S.

kudriavzevii produzido

Valores da mediana (UFC/100uL)

Crioprotetores

Skim milk Skim milk
Més 20% + Skim milk 20% +
Trealose 20% Maltose
10% 10%

1 43 37 38

2 41 41 39

3 45 39,5 39

4 41 44 38

5 39 36 38

6 47 37 37

7 42 37 34

8 45 30 41

9 38 28 35

10 37 40 45

11 38 30 33

12 43 40 45

Legenda: UFC- Unidade Formadora de Col6nia, pyL- microlitro.
Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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Tabela 10. Resultados da regresséao linear para analise da estabilidade em longo

prazo dos trés lotes de S. kudriavzevii produzidos.

Parametros estatisticos do teste de estabilidade em longo prazo

Regressio : _ Criopfotet?res : :
Linear Skim milk 20% +Trealose Skim Milk Skim milk 20% +Maltose
10% 20% 10%
R2 0,113879359 0,168317317 0,034920494
F de significagéo 0,283390646 0,185285983 0,560874268
Coeficiente -0,383170548 -0,299929923 0,178343949
Erro padréo 0,337999487 0,210830882 0,296482961
Valor p 0,283390646 0,185285983 0,560874268

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Para a andlise da estabilidade em longo prazo os parametros de R?, F de
significagdo e valores de P foram avaliados. O valor de R? deve ser o mais
préoximo de 0, para que nao haja relagdo das UFC com o tempo.

O lote com crioprotetor Skim Milk 20% + maltose 10% obteve o melhor
resultado, pois o valor de R? foi 0 mais préximo de zero, embora os demais
também tenham apresentado valores baixos. Todos os valores de F significacdo
e o valor de P foram maiores que o nivel de significancia do teste (0,05), sendo
o lote com o crioprotetor Skim Milk 20% + maltose 10% o que apresentou o maior
valor também.

Os valores de F de significagao e o valor de P devem ser maiores que o
nivel de significancia do teste (0,05), para que a estabilidade seja considerada
satisfatéria.

Para o calculo da incerteza do teste de estabilidade em longo prazo, o
valor do erro padrao foi multiplicado pelo tempo da analise, que foram 12 meses.

Os valores de incertezas calculados foram 4,055993839 para o lote Skim
Milk 20% + trealose 10%, 2,529970584 para o lote Skim Milk 20% e 3,557795531
para o lote Skim Milk 20% + maltose 10%.
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4.5 Teste de estabilidade em curto prazo

Para os testes de estabilidade em curto prazo foram escolhidos
aleatoriamente trés frascos, por dia, durante 7 dias, no total de 21 frascos por
lote, todos esses frascos foram analisados no 8° dia de incubacao.

Esses testes foram realizados utilizando as temperaturas de 4 °C e 35 °C
para a incubacao dos frascos, de cada lote. Os dados obtidos estdo descritos
nas tabelas 11, 12 e 13.
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Tabela 11. Resultados das contagens obtidas nos testes de estabilidade em curto prazo do lote 091940001 produzido em Skim Milk

20% e trealose 10%

Teste de estabilidade em curto prazo
Lote 091940001 (Skim Milk 20% + Trealose 10%)
Temperatura: 4°C

Temperatura: 35°C

. Contagem (UFC/100pL) Contagem (UFC/100pL)
Dia Frasco - - - . - Frasco - - - - -
Aliquota 1 Aliquota 2 Aliquota 3 Aliquota 4 Aliquota 5 Aliquota 1 Aliquota 2 Aliquota 3 Aliquota 4 Aliquota 5

40 36 32 44 39 41 122 1 12 6 4 4

1 25 37 41 36 35 40 71 0 3 8 2 1
2 42 37 36 35 38 145 31 38 42 45 43

16 35 37 35 38 35 166 51 50 40 42 51

2 171 37 38 45 40 41 67 3 7 5 5 5
22 45 41 44 46 39 140 5 4 5 7 10
151 37 40 35 35 38 183 35 46 31 47 30

3 70 41 34 40 39 35 129 11 4 11 10 7
135 36 38 41 35 37 187 1 1 5 9 6

59 42 40 46 38 45 139 5 4 9 4 5

4 46 34 38 35 39 34 173 10 10 6 11 11
77 39 36 37 31 32 123 43 47 45 42 45
180 37 40 39 37 37 72 9 11 9 10 10

5 38 37 39 34 36 35 130 41 41 45 46 41
106 37 39 43 38 42 55 10 12 10 9 12
133 36 36 40 41 35 110 22 23 20 19 23
6 86 35 37 40 42 35 104 18 15 18 15 12
75 32 34 31 31 33 52 26 32 30 27 31
114 41 44 45 48 47 169 24 26 26 28 30
7 12 35 40 37 40 37 160 47 43 45 39 40
102 39 35 37 42 35 5 34 31 36 36 37

Legenda: UFC- Unidade Formadora de Colénia, pL- microlitro.

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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Tabela 12. Resultados das contagens obtidas nos testes de estabilidade em curto prazo do lote 101940001 produzido em Skim Milk

20%
Teste de estabilidade em curto prazo
Lote 101940001 (Skim Milk 20%)
Temperatura: 4°C Temperatura: 35°C
Dia Frasco : : Contager’n (UFC/1OPpL) i Frasco : : Contagerrj (UFC/1 OQpL) :
Aliquota 1 Aliquota 2 Aliquota 3 Aliquota 4 Aliquota 5 Aliquota 1 Aliquota 2 Aliquota 3 Aliquota 4 Aliquota 5
6 43 42 40 42 43 118 20 23 25 32 21
1 88 38 40 38 41 40 42 26 24 25 26 23
60 34 36 35 36 35 55 34 34 33 30 30
17 41 36 36 37 38 64 29 24 28 29 24
2 1 0 0 0 0 0 13 24 27 17 15 22
34 41 38 38 37 40 199 24 25 23 20 24
196 31 31 31 32 30 52 20 21 20 26 27
3 92 30 31 30 35 35 108 25 30 25 24 29
189 29 29 30 30 31 24 26 24 23 22 28
93 38 37 37 38 41 56 41 42 43 42 45
4 63 34 37 39 37 49 149 23 21 27 25 28
47 30 31 27 30 37 121 26 28 27 29 27
61 43 42 40 43 43 129 29 27 26 29 29
5 194 33 32 32 37 38 184 27 30 30 29 28
84 30 31 32 30 31 89 30 31 31 35 35
26 33 35 25 25 30 85 34 34 33 32 37
6 144 30 30 33 28 30 65 36 33 31 34 36
125 26 31 29 34 40 29 40 40 43 41 40
19 30 32 32 35 36 43 36 44 37 41 39
7 101 30 30 30 32 31 48 36 35 36 36 37
119 30 31 33 31 32 110 31 32 35 32 35

Legenda: UFC- Unidade Formadora de Colénia, pL- microlitro.
Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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Tabela 13. Resultados das contagens obtidas nos testes de estabilidade em curto prazo do lote 121940001 produzido em Skim
Milk 20% e maltose 10%

Teste de estabilidade em curto prazo
Lote 121940001 (Skim Milk 20% + Maltose 10%)
Temperatura: 4°C Temperatura: 35°C

Di Contagem (UFC/100pL) Contagem (UFC/100pL)
ia Frasco ~ - - - - Frasco - - - - -
Aliquota 1 Aliquota 2 Aliquota 3 Aliquota 4 Aliquota 5 Aliquota 1 Aliquota 2 Aliquota 3 Aliquota 4 Aliquota 5
97 43 41 45 40 42 16 21 22 31 30 28
1 145 42 45 46 44 49 107 32 40 40 35 35
82 40 44 42 43 41 19 24 21 21 22 24
2 43 45 40 41 40 138 32 30 32 31 32
2 184 47 45 44 40 41 150 33 30 32 31 30
134 45 48 43 45 47 9 34 35 30 31 30
135 47 49 52 50 49 17 35 30 30 30 29
3 175 47 49 45 44 42 194 30 28 25 29 30
157 40 42 41 47 42 54 32 35 32 34 35
187 44 47 44 50 49 172 31 32 30 32 31
4 75 42 47 47 43 47 190 29 29 31 29 30
93 43 48 42 47 44 10 33 31 30 29 28
137 50 47 47 48 51 122 42 42 43 41 40
5 84 50 47 46 46 45 65 37 40 40 39 40
11 37 34 36 35 32 45 34 37 38 38 39
147 48 49 49 45 47 69 35 32 33 32 30
6 142 48 48 50 47 48 197 30 34 33 30 32
98 47 44 45 49 46 131 38 38 34 38 39
112 41 42 42 42 42 55 42 46 44 42 44
7 119 50 51 51 50 49 163 38 39 39 38 40
192 44 42 43 41 40 191 39 37 38 41 40

Legenda: UFC- Unidade Formadora de Colénia, pL- microlitro.
Fonte: Elaborada pela autora, 2022.



Como no teste de estabilidade em longo prazo, foi realizado o calculo da

mediana para cada dia e temperatura para cada lote no teste de estabilidade em

curto prazo, os resultados obtidos estdo descritos na tabela 14.

Tabela 14. Mediana dos valores obtidos em cada dia e temperatura de cada lote

produzido de S. kudriavzevii em diferentes crioprotetores

Valores da mediana (UFC/100pL)

Skim Milk 20% + Skim Milk 20% +
Di Trealose 10% Skim Milk 20% Maltose 10%

'a Temperatura

4°C 35°C 4°C 35°C 4°C 35°C
1 37 6 40 26 43 28
2 39 7 37 24 44 31
3 37 10 31 25 47 30
4 38 10 37 28 47 30
5 37 11 33 29 46 40
6 35 22 30 36 48 33
7 40 36 31 36 42 40

Legenda: UFC- Unidade Formadora de Col6nia, pL- microlitro.
Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Os resultados da anadlise de regressao linear, estdo descritos na tabela

15.

Tabela 15. Resultados da regresséo linear para analise da estabilidade em curto

prazo dos trés lotes de S. kudriavzevii produzidos

Parametros estatisticos do teste de estabilidade em curto prazo

Temperatura 4°C

Temperatura: 35°C

Regressao - - - . - - - .

e R R T e e e
R? 0,002272727 | 0,611334405 | 0,018181818 | 0,747294814 | 0,807101727 | 0,616370809
F de significagdo| 0,919159519 | 0,037797966 | 0,773163878 | 0,012059241 0,005980702 | 0,036488654
Coeficiente 0,063636364 | -0,438906752 | 0,127272727 | 0,172927726 | 0,389635317 | 0,345167653
Erro padréo 0,596283254 | 0,156507765 | 0,418260862 | 0,044971847 | 0,085187004 | 0,121781096
valor- P 0,919159519 | 0,037797966 | 0,773163878 [ 0,012059241 0,005980702 | 0,036488654

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Para a analise da estabilidade em curto prazo os parametros de R?, F de

significagao e valores de P foram avaliados.

O valor de R?, como no teste de estabilidade em longo prazo, deve ser o

mais préximo de 0, para que nao haja relagdo das UFC com o tempo, com isso,
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a temperatura de 4 °C se apresentou mais estavel quando comparada com 35
°C, dentre os crioprotetores avaliados, sendo o melhor resultado obtido para o
Skim Milk 20% + trealose 2%.

O F de significagao e o valor de P, no Skim Milk 20% + trealose 10% e
Skim Milk 20% + maltose 10%, na temperatura de 4 °C, tiveram o valor esperado,
pois foram maiores que o nivel de significancia do teste (0,05), ja o Skim Milk
20% nao obteve esse valor esperado, com isso, o lote contendo este crioprotetor
nao foi considerado suficientemente estavel na temperatura de 4 °C. Para a
temperatura de 35 °C, nenhum dos crioprotetores alcangou o resultado
esperado, logo, todos os lotes foram considerados nao suficientemente estaveis
nessa temperatura e tempo.

Para o calculo da incerteza do teste de estabilidade em curto prazo na
temperatura de 4 °C, o valor do erro padrao foi multiplicado pelo numero de dias
da analise, que foram 7 dias.

A incerteza do lote com o criprotetor Skim Milk 20% + trealose 10% foi de
4,173983 e a do Skim Milk 20% + maltose 10% foi de 2,927826.

Como o teste de estabilidade em curto prazo foi insatisfatério para o lote
Skim Milk 20% no prazo determinado de 7 dias, na temperatura 4°C, foram feitos
os testes estatisticos a fim de se avaliar qual seria o comportamento em um
tempo menor de 5 dias. Os resultados dessa analise de regressao linear, estao

descritos na tabela 16.

Tabela 16. Resultados da regresséo linear para analise da estabilidade em curto
prazo (5 dias) do lote Skim Milk 20%

Parametros estatisticos do
teste de estabilidade em curto
prazo (5 DIAS)
Temperatura 4°C

Regressao | gpim milk 20%
linear
R? 0,3828125
F de significagdo| 0,265860589
Coeficiente -1,4
Erro padrao 3,245509719
valor- P 0,265860589

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
De acordo com os dados encontrados, o valor de R?foi préximo de 0, o F

de significagao e o valor de P, tiveram o valor esperado, pois foram maiores que
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o nivel de significancia do teste (0,05). Com isso, o lote de Skim Milk 20% possui
estabilidade para 5 dias, na temperatura de 4°C. Para o calculo da incerteza o
valor do erro padrao foi multiplicado pelo numero de dias que, nessa analise
foram 5 dias, logo a incerteza foi de 16,22754859.

4.6 Avaliacao do valor de propriedade utilizando o teste nao paramétrico
de Kruskal Wallis

O teste nao paramétrico de Kruskal Wallis foi realizado para a comparagéao
dos resultados de trés analistas diferentes que realizaram a metodologia da
abertura dos frascos escolhidos aleatoriamente. Todos os p - valores foram
>0,05, demostrando que o analista nao interferiu nos resultados (Tabela 17). O
lote com o crioprotetor Skim Milk 20% foi o que apresentou o p - valor mais

proximo de 0,05.

Tabela 17. Resultados obtidos no teste n&o paramétrico Kruskal Wallis, valor de

propriedade quantitativo e incerteza dos trés lotes de S. kudriavzevii

Avaliagao do valor de propriedade

~ Valor de
Comparagao ropriedade
Crioprotetores p - valor entre os p - valor prop e Incerteza
analistas quantitativo
(UFC/ 100pL)
=, 9 A-B 0,999
S o O X
£ PN g = 0,895 A-C 0,849 41 1,16
SR ¢
5 F B-C 0,97
= A-B 0,051
S R
£ 0,067 A-C 0,487 40 5
7 B-C 0,487
=, 9 AB 0,991
E ) [°] o\°
£S5 =9 0,767 A-C 0,925 36 1,73
S
5 = B-C 0,694

Legenda: UFC- Unidade Formadora de Colénia, uL- microlitro.
Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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4.7 Caracterizagao taxondmica

4.7.1 Caracterizagao fenotipica

Para a caraterizagdo fenotipica foram avaliados os aspectos
macroscopicos e microscopicos e a avaliagao fisiologica pelo sistema
automatizado VITEK® 2.

Os resultados da caracterizagao fenotipica estdo apresentados na tabela
18.

O aspecto da pureza foi analisado antes de qualquer caracterizacdo. No
aspecto macroscopico foram observadas as caracteristicas cor, superficie,
brilho, textura e margem no meio de cultura YMA das colénias, na temperatura
de 25 °C, ja no YMB, meio de cultura liquido, foram analisadas a formacéao de
anel, pelicula e sedimento, em duas temperaturas, 25 °C e 36 °C (Tabela 18).

No aspecto microscopico foram observadas a formagao do brotamento,
forma celular, agrupamento e as dimensdes das células (média de dez colbnias),
além dessas caracteristicas, foram pesquisadas a formagao de ascésporos no
meio de cultura agar acetato e a formagao de hifas verdadeiras e pseudohifas
pela técnica de Dalmau (Tabela 18).

Todas as cepas do género Saccharomyces spp. estudadas tiveram
resultados satisfatorios.

O resultado da avaliagéo pelo sistema semi-automatizado VITEK® 2 esta
apresentado na tabela 19. Todas as cepas tiveram resultados de identificacédo

como S. cerevisiae com probabilidade variando de 94 a 99%.
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Tabela 18. Aspectos macroscopicos, microscopicos, técnica de Dalmau e crescimento em meio de cultura liquido observados para

as leveduras de Saccharomyces spp. (n=9) avaliadas neste estudo (continua)

Caracteristicas macroscopicas e microscopicas das levedeuras do género SACCHAROMYCES SPP.

Caracteristicas fenotipicas

S. kudriavzevii

CFRVS 40001

S. cerevisiae

CFRVS 40002

S. cerevisiae

CFRVS 40003

S. cerevisiae

CFRVS 40083

S. cerevisiae

CFRVS 40125

Cor creme creme creme creme creme
§ Superficie lisa lisa lisa lisa lisa
o % Brilho opaca opaca pouco opaca pouco
"§ é Textura cremosa cremosa cremosa cremosa cremosa
2- g Margem regular regular regular regular regular
Brotamento presente presente presente presente presente
b Forma celular globosa globosa e owide | globosa e owide | owide e alongada | globosa e owide
» é Agrupamento maioria em grupo | maioria em grupo maioria individual maioria em grupo | maioria em grupo
"§ g Dimensdes (média em pm) 7,41x 5,74 6,73x4,19 5,38x3,70 6,64x3,91 5,3x4,1
2- E Ascésporos presente presente presente presente presente
é Hifa verdadeira ausente ausente ausente ausente ausente
g Pseudohifa ausente presente rudimentar presente ausente
g o Anel ausente ausente ausente ausente ausente
-g § °£ Pelicula ausente ausente ausente ausente ausente
E E‘ Sedimento presente presente presente presente presente
g g o Anel ausente ausente ausente ausente ausente
é 3 Eg Pelicula ausente ausente ausente ausente ausente
< Sedimento presente presente presente presente presente
Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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Tabela 18. Aspectos macroscopicos, microscopicos, técnica de Dalmau e crescimento em meio de cultura liquido observados para

as leveduras de Saccharomyces spp. (n=9) avaliadas neste estudo (conclusao)

Caracteristicas macroscoépicas e microscopicas das levedeuras do género SACCHAROMYCES SPP.

S. bayanus ou pastorianuJ S. pastorianus

_—n —_ S. uvarum S. pastorianus
Caracteristicas fenotipicas
CFRVS 40088 CFRVS 40090 CFRVS 40235 CFRVS 40302
Cor creme creme creme creme
g Superficie lisa lisa lisa lisa
» ~§ Brilho opaca opaca opaca opaca
o
‘g é Textura cremosa cremosa cremosa cremosa
o
2 g Margem regular regular regular regular
Brotamento presente presente presente presente
§ Forma celular globosa e owide | globosa e owide globosa e owoide globosa e owide
” g- Agrupamento grupo e individual maioria em grupo maioria em grupo maioria em grupo
o ©
R Dimensées (média em pm) 5,50x4,01 5,01x3,63 4,4x3,6 4,74x3,02
o o
2 = Ascosporos presente presente presente presente
E Hifa verdadeira ausente ausente ausente ausente
g Pseudohifa rudimentar ausente ausente ausente
) Anel ausente ausente ausente ausente
(&)
-§ :g E‘Q Pelicula ausente ausente ausente ausente
S
qE> =4 Sedimento presente presente presente presente
©
4 § Anel ausente ausente ausente ausente
3 4
2o g Pelicula ausente ausente ausente ausente
[7]
< Sedimento presente presente presente presente

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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Tabela 19. Avaliagdo fisiologica pelo sistema automatizado VITEK® 2 das

leveduras Saccharomyces spp. (n=9)

Avaliagao fisiolégica pelo Vitek 2

N° de acesso

Levedura Resultado Vitek 2 Probabilidade
CFRVS

S. kudriavzevii CFRVS 40001 S. cerevisiae 99%
S. cerevisiae CFRVS 40002 S. cerevisiae 97%
S. cerevisiae CFRVS 40003 S. cerevisiae 97%
S. cerevisiae CFRVS 40083 S. cerevisiae 94%
S. cerevisiae CFRVS 40125 S. cerevisiae 98%
S. uvarum CFRVS 40088 S. cerevisiae 98%
S. pastorianus CFRVS 40090 S. cerevisiae 99%
S. bayanus ou pastorianus  CFRVS 40235 S. cerevisiae 98%
S. pastorianus CFRVS 40302 S. cerevisiae 97%

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

4.7.1.1 Avaliagdo por MALDI-TOF MS

No teste sem o procedimento da extracio, antes da aplicagao das cepas
na placa, os resultados nédo foram satisfatorios, apenas as leveduras S.
cerevisiae CFRVS 40083 e a CFRVS 40125 foram identificadas, sendo assim,
todas as cepas passaram pela extragéo antes da aplicagado na placa (Tabelas
20 e 21).
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Tabela 20. Resultados da avaliagdo das cepas de Saccharomyces spp. (n=9)

utilizadas no estudo por MALDI-TOF MS sem a etapa de extragao

Avaliagido por MALDI-TOF MS

Levedura N* de acesso Resultado Vg?;rzo Vglcoc:r:o
CFRVS Analista A Analista B

S. kudriavzevii CFRVS 40001 n&o identificado 1,56 1,49
S. cerevisiae CFRVS 40002 n3o identificado 1,67 1,67
S. cerevisiae CFRVS 40003 nao identificado 1,42 1,41
S. cerevisiae CFRVS 40083  S. cerevisiae 1,96 1,90
S. cerevisiae CFRVS 40125  S. cerevisiae 1,81 1,74
S. uvarum CFRVS 40088 nao identificado 1,43 1,31
S. pastorianus CFRVS 40090 n&o identificado 1,46 1,44
S. bayanus ou pastorianus CFRVS 40235 n&o identificado 1,60 1,40
S. pastorianus CFRVS 40302 néao identificado 1,63 1,60

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Todas as cepas

da levedura do género Saccharomyces foram

identificadas como S. cerevisiae, apenas as leveduras CFRVS 40235 com

ambos os analistas e a CFRVS 40001 analisada pelo analista B apresentaram o

score < 2,00; as demais apresentaram score acima de 2,00; tanto para o analista

A quanto para o B, representando uma alta identificagdo, de acordo com a

interpretacao dos valores de score fornecidos pelo equipamento.
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Tabela 21. Resultado da avaliagdo das cepas de Saccharomyces spp. (n= 9)

utilizadas no estudo por MALDI-TOF MS com a etapa de extragao

Avaliagao por MALDI-TOF MS

N° de acesso Valor do Valor do
Levedura Resultado Score Score
CFRVS Analista A Analista B

S. kudriavzevii CFRVS 40001 S. cerevisiae 2,06 1,71
S. cerevisiae CFRVS 40002 S. cerevisiae 2,15 2,14
S. cerevisiae CFRVS 40003 S. cerevisiae 2,11 2,08
S. cerevisiae CFRVS 40083 S. cerevisiae 2,21 2,20
S. cerevisiae CFRVS 40125 S. cerevisiae 2,19 2,09
S. uvarum CFRVS 40088 S. cerevisiae 2,20 2,14
S. pastorianus CFRVS 40090 S. cerevisiae 2,03 2,02
S. bayanus ou pastorianus CFRVS 40235 . cerevisiae 1,99 1,76
S. pastorianus CFRVS 40302 . cerevisiae 2,24 2,22

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

A biblioteca do equipamento contemplava apenas as leveduras S.

cerevisiae, S. paradoxos e S. servazzi, e com o objetivo de acrescentar novas

espécies do género, todas as cepas foram adicionadas ao programa. Cada

levedura foi colocada em oito pocos da placa e para cada pocgo foram feitas trés

leituras, com isso, 24 espectros, de cada levedura, foram formados. Para que a

levedura pudesse ser adicionada na biblioteca, no minimo tinham que ser

gerados 20 espectros de cada. Apds a andlise dos 24 espectros gerados, em

uma analise visual alguns picos que estavam muito distintos entre si foram

removidos e os espectros de cada levedura foram adicionados a biblioteca. As

leveduras S. kudriavzevii, S. uvarum, S. pastorianus e a S. bayanus ou S.

pastorianus que antes nao existiam na biblioteca passaram a fazer parte dela.
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4.7.2 Caracterizagao genotipica

As curvas de melting obtidas apos a analise por HRM estao apresentadas
na Figura 1. As primeiras curvas correspondem ao par de iniciadores ScH1 +
ScH4 e o segundo grupo de curvas ao par ScH3 + ScH4. Na tabela 22 estéo

descritas as temperaturas de melting de cada levedura.

Figura 1. Curvas de melting formadas para os dois pares de iniciadores

5.000.000 o, 78,301 d‘BB.EGi
e 78.493  83.852
4,000,000
3,500,000 -
i
£ 2,000,000
i
W
@ 2,500,000 4
(=]
=
L 2 000,000 4
1.500,000 -
1,000,000
500,000 4
0 ; = : = -
ﬂﬂﬁﬁ&?&ﬂﬁ??ﬂ?lﬂnﬂﬁ?ﬁﬂﬁmmﬂﬁ35&-3?&3&99]919293#93969?
Temperature(®C)
B 40001 40044 40302 [ 40083 [ 40125 [ 40269 40147
P 40088 B so003 20002 B 40235 [ 40090

71



Tabela 22. Temperaturas de melting, pela avaliacdo da técnica HRM, dos

iniciadores ScH1 + ScH4 e ScH3 + ScH4 das cepas estudadas (n=

11)
Avaliacao pelo método de HRM
Levedura N"deacesso T ey melting (°C)
CFRVS ScH1 + ScH4 ScH3 + ScH4

S. kudriavzevii CFRVS 40001 78,378 83,733
S. cerevisiae CFRVS 40002 78,986 83,679
S. cerevisiae CFRVS 40003 78,660 83,706
S. cerevisiae CFRVS 40083 78,986 83,679
S. cerevisiae CFRVS 40125 78,759 83,570
S. uvarum CFRVS 40088 78,886 83,624
S. pastorianus CFRVS 40090 78,913 83,651
S. bayanus ou pastorianus  CFRVS 40235 78,415 83,742
S. pastorianus CFRVS 40302 78,814 83,415
C. krusei CFRVS 40147 78,769 83,325
C. neoformans CFRVS 40044 78,841 83,570

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

A temperatura de melting para a levedura S. kudriavzevii foi distinta das
outras espécies na primeira casa decimal para o par de iniciadores ScH1 + ScH4.
Ja para o segundo par de iniciadores estudado, houve diferenga na segunda
casa decimal, com isso, o primeiro iniciador foi o que obteve melhor resultado, ja
que o objetivo era a identificacdo inequivoca do MRC.

Na figura 1, pode-se observar que o pico correspondente a levedura S.
kudriavzevii (cor vermelha), no par de iniciadores ScH1 + ScH4, estd bem

separado dos demais.
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4.8 Certificado de analise do MRC

O certificado de analise do MRC foi elaborado segundo as normas da
ABNT NBR ISO 17034:2017 e as orientacbes da ABNT ISO GUIA 31 e esta
apresentado no APENDICE D, sendo o Skim Milk 20% + Maltose 2% o
crioprotetor selecionado.

O valor que propriedade quantitativo e sua incerteza foi de 36 + 4,93
UFC/100 pL.

A incerteza expandida do material foi calculada substituindo os valores
das incertezas encontrados para todos os testes (homogeneidade, estabilidade
em curto e longo prazo e a caraterizagdo) na expressao matematica, de acordo

com o descrito no item 3.4, segue abaixo a exemplificagao:

Uwmrc = V U2homog + U2ELP + U%ECP + UZcar

Uwmre = V (0,244722065)2 + (3,557795531)2 + (2,927826)2 + (1,73)?

Umrc = 4,93
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5 DISCUSSAO

A producdo de um MRC microbioldgico € um grande desafio, pois requer
um olhar amplo que passa por campos diferentes do conhecimento como a
estatistica e a microbiologia. Atualmente no Inmetro, a Coordenacao Geral de
Acreditacao do Inmetro (Cgcre) possui dez produtores de MR acreditados pela
ABNT NBR ISO 17034:2017, dentre eles, apenas um laboratério possui
acreditacdo em MRC microbiologico, mas seu escopo inclui apenas cepas de
bactérias (dados atualizados em novembro de 2021, INMETRO, 2021). Esse
cenario de acreditacao, destaca que a producao de MRC envolvendo a area de
quimica esta mais abrangente quando comparado ao MRC microbiolégico.
Janning et al. (1995) ja descreviam a necessidade dos MRC para as analises
microbiolégicas, como também afirmavam a limitagdo da produgéo devido as
instabilidades dos micro-organismos. O presente estudo demostrou que é
possivel a produgdo de um MRC microbiolégico, embora existam todos os
desafios que foram enfrentados nas etapas do processo. A producdo do MRC
seguiu a norma ABNT NBR ISO 17034:2017, além dos guias ABNT ISO GUIA
31 e ABNT ISO GUIA 35 (ABNT, 2020, 2017a, 2017c).

Para a produgdo do MRC foram utilizados os métodos de liofilizacdo e
criopreservagao, que garantem a manutengao das leveduras por longo prazo.
Esta técnica também tem sido utilizada na producao de MR contendo bactérias
em Skim Milk (ROSAS et al., 2010; BRANDAO et al., 2013a, 2013b, 2014). Os
crioprotetores Skim Milk 20% + trealose 10% e Skim Milk 20% + maltose 10%,
testados nesse estudo, conseguiram desempenhar seu papel aumentando a
estabilidade do material quando comparado ao estudo anterior de Souto (2018).

O crioprotetor que apresentou os melhores resultados foi o Skim Milk 20%
+ maltose 10%. A adigédo do dissacarideo maltose ao Skim Milk 20% conseguiu
solucionar o problema com a estabilidade em longo prazo, permitindo assim, o
estabelecimento de 12 meses de validade para o MRC. O agucar pode evitar a
formacgao de cristais de gelo dentro da célula, podendo ainda reduzir o ponto de
congelamento e minimizar a formacao de gelo extracelular, o que pode explicar

os melhores resultados encontrados no presente estudo (LIMA, 2011).
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Blanquet et al. (2005) demostraram que a taxa de sobrevivéncia da
levedura S. cerevisae apds o processo de liofilizagao, utilizando os agucares
maltose e trealose como crioprotetores, aumentou estatisticamente quando
comparada ao controle. Além disso, a combinag¢ao do Skim Milk com a trealose
apresentou resultados melhores, quando comparado ao uso somente da
trealose, o que pode ser observado no presente estudo. No estudo desenvolvido
por Brandao et al. (2013a), os dissacarideos trealose e sacarose foram
considerados os melhores crioprotetores para a bactéria Escherichia coli
estabelecida como MR.

O primeiro teste estatistico que foi realizado apés a producgéao do lote piloto
foi a homogeneidade, e os trés lotes pilotos produzidos neste estudo se
apresentaram suficientemente homogéneos (Tabela 4). Esses resultados foram
concordantes com Souto (2018), que obteve a homogeneidade satisfatoria para
o lote de S. kudriavezii com o Skim Milk 20% como crioprotetor.

O teste de estabilidade em longo prazo, com duragéo de 12 meses, prevé
as condigbes do armazenamento, assim como, define o prazo de validade para
o MRC. O teste de estabilidade em curto prazo, mimetiza as condi¢gdes do
transporte. A estabilidade ao longo do tempo € um grande desafio para o MRC
microbioldgico, visto a instabilidade do organismo, além das variaveis externas
que podem interferir como a temperatura (JANNING, 1995). Os testes de
estabilidade foram criticos, ja que Souto (2018) obteve estabilidade de apenas 5
meses para o MRC de S. kudriavzevii, o que impulsionou o presente estudo.
Esse estudo propbés o uso de novos agentes crioprotetores, a fim de se obter
maior estabilidade e prazo de validade.

Os trés lotes produzidos apresentaram resultados satisfatérios para a
estabilidade em longo prazo, durante 12 meses, na temperatura de (-20 + 2) °C.
No estudo desenvolvido pelo Institute for Reference Materials and
Measurements, na Bélgica, a levedura C. albicans, foi produzida em formato de
esferas, chamadas BioBalls. A levedura se manteve estavel a -20 e a -70 °C por
até 18 meses (BAETS; MEEUS; SCHIMMEL, 2009). Resultados similares foram
obtidos no presente estudo, que utilizou apenas a temperatura de -20 °C, por 12
meses, uma vez que a maioria dos laboratérios que realizam controle de
qualidade possuem freezers -20 °C (ROSAS et al., 2019).
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No teste de estabilidade em curto prazo, a levedura S. kudriavzevii nao
obteve estabilidade suficiente na temperatura de 35 °C nos trés lotes,
corroborando o estudo de Souto (2018), assim como, Janning (1995), que ao
realizar esse teste com a E. coli, ao final de 7 dias, teve perda total da viabilidade
da bactéria, na temperatura de 37 °C. Em outro estudo do mesmo grupo de
pesquisadores, a bactéria Salmonella enteritidis IRMM-352, na analise da
estabilidade em curto prazo nao apresentou resultado satisfatério na
temperatura de 4 °C, sendo necessario o transporte a -20 °C, diferente do
presente estudo (BAETS et al., 2008). Ja Rosas et al. (2010) descreveram que
o MR da bactéria do género Salmonella teve reducéo significativa do niumero de
UFC nas temperaturas de 25 °C e 37 °C, durante 7 dias de exposi¢cao. Brandao
et al. (2014) em seu estudo obteve resultados satisfatérios para a estabilidade
em curto prazo em uma temperatura < 35 °C em até quatro dias para a bactéria
Bacillus cereus em leite em pd, como MR, o que difere do presente estudo.

Embora o lote Skim Milk 20% n&o tenha alcangado resultados satisfatorios
no tempo de 7 dias no teste de estabilidade em curto prazo, como os demais, a
reducao para o periodo de 5 dias garantiu a estabilidade, na temperatura de 4°C,
como descrito na tabela 16, com isso, o lote também seria um bom canditado ao
MRC.

Apos os testes de homogeneidade, estabilidade e suas analises
estatisticas a proxima etapa para o estabelecimento de um MRC é a
caracterizagao correta da levedura S. kudriavzevii, correspondendo ao valor de
propriedade qualitativo do material. Nesse estudo foram realizadas a
caracterizagao fenotipica e genotipica.

Na caracterizacdo pelo método fenotipico, foram observadas as
caracteristicas macroscopicas e microscopicas das diferentes espécies da
levedura Saccharomyces spp., visualizadas na tabela 18, todas elas foram
compativeis com a literatura utilizada como referéncia (KURTZMAN, 2011a).

Na andlise fisiologica utilizando o sistema automatizado VITEK® 2, os
resultados nio foram satisfatorios para as espécies diferentes de S. cerevisiae.
Esse fato se explica pela semelhangca dos resultados da assimilagdo dos
agucares, entre essas leveduras, impossibilitando a diferenciacao das espécies
pelo equipamento (POSTERARO et al., 2015).
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A técnica do MALDI-TOF MS também foi utilizada como opc¢éo para a
caracterizagao fenotipica pela analise protedmica. O método esta sendo utilizado
amplamente para a identificacdo de fungos, bactérias e arqueias, pela maior
facilidade quando comparado a uma analise molecular (LAY JR., 2001,
CROXATTO; PROD’HOM; GREUB, 2012). Uma das limitagdes do método € a
dependéncia das informagdes do banco de dados do equipamento utilizado
(ASSIS; JULIANO; JULIANO, 2011), e no presente estudo, o equipamento
utilizado s6 contemplava os espectros da levedura S. cerevisiae, comum entre
as estudadas, com isso, os resultados foram visivelmente impactados por essa
limitagao.

Os resultados por essa técnica foram semelhantes ao estudo
desenvolvido por Souto (2018). No equipamento do fabricante Kratos/Shimazu
do modelo AXIMA, utilizado nesse estudo anterior, havia dois espectros
referentes a levedura S. pastorianus, mesmo assim, foi encontrada a mesma
limitagdo para a identificagao.

Nao houve diferenga dos resultados quando as analises dos analistas A
e B foram comparadas. Uma desvantagem do método foi solucionada pela
inclusdo de uma etapa de extracdo das amostras de leveduras antes da
aplicacao na placa do equipamento (tabelas 20 e 21), que acarretou um melhor
percentual de identificacéo.

A levedura S. kudriavzevii quando comparada as outras espécies (S.
bayanus, S. cerevisiae, S. paradoxus e S. pastorianus) € muito semelhante,
apenas duas substituicdes de base na sequéncia ITS1 as diferem (NAUMOV et
al., 2000). O estudo desenvolvido por Nadai et al. (2018), realizou a analise de
HRM nas mesmas leveduras do presente estudo, além delas, S. cariocanus, S.
mikatae, S. paradoxus, S. arbicolus, S. eubayanus e S. uvarum, com 0
desenvolvimento de dois iniciadores, tendo como resultados distintas curvas de
melting para cada espécie. O presente trabalho, utilizando a metodologia
supracitada, teve como resultado a curva gerada com os iniciadores ScH1 +
ScH4 podendo ser visualizada separadamente das demais, com isso, a analise
de HRM conseguiu diferenciar a levedura S. kudriavzevii das outras leveduras
do mesmo género, além das leveduras C. krusei e C. neoformans, utilizadas
como um controle. Este resultado foi similar ao reportado por Ninghui et al.

(2015), que ao utilizarem a técnica de analise por HRM, obtiveram melhor

7



desempenho, tendo 100% de acerto, quando comparada com as metodologias
do sistema automatizado VITEK® 2 e MALDI-TOF-MS para a identificagdo de

espécies clinicas de leveduras do género Candida.

78



6 CONCLUSAO

- Trés lotes foram produzidos com trés crioprotetores distintos (Skim Milk 20% +
trealose 10%, Skim Milk 20% e Skim Milk 20% + maltose 10%) e foram
considerados suficientemente homogéneos;

- Os testes de estabilidade a longo prazo determinaram validade de pelo
menos12 meses para os trés lotes, e o Skim Milk 20% + maltose 10% foi o
crioprotetor que apresentou melhores resultados;

- Os testes de estabilidade a curto prazo estabeleceram a temperatura de (4 +
2) °C com suficiente estabilidade apenas para os lotes Skim Milk 20% + trealose
10% e Skim Milk 20% + maltose 10%;

- O sistema automatizado VITEK® 2 ndo foi eficaz para a caracterizagdo
fenotipica das leveduras do género Saccharomyces estudas;

- A limitacao das informagdes do banco de dados do método de MALDI-TOF MS
impactou nos resultados para a caracterizagao fenotipica;

- A andlise de HRM foi capaz de diferenciar a levedura S. kudriavzevii das
demais, sendo assim, um método satisfatério para a sua identificacdo
inequivoca;

- O crioprotetor escolhido para o estabelecimento do MRC foi o Skim Milk 20% +
maltose 10%, e o lote 121940001 teve valor de propriedade quantitativo e sua
incerteza estabelecido de 36 + 4,93 UFC/100 uL e valor de propriedade qualitativa
(pureza e autenticidade) aprovadas.

- Contribuicdo dos novos espectros, das espécies de leveduras estudadas, na
biblioteca do equipamento MALDI TOF MS.
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7 PRODUTO TECNOLOGICO

O produto tecnoldgico desenvolvido nesse trabalho foi o MRC da levedura
S. kudriavzevii. O certificado que acompanha o produto esta apresentado no
APENDICE D.

Todas as etapas da producdo do MRC foram desenvolvidas no Setor de
Fungos, no INCQS, conforme a norma ABNT NBR ISO/IEC 17034:2017, além
de seguir as orientagbes da norma técnica ABNT ISO GUIA 31, do guia ABNT
ISO GUIA 35 e da norma ABNT NBR ISO/IEC 17025.

O Setor de Fungos do INCQS possui o sistema da qualidade
implementado e possui os ensaios de viabilidade, pureza e autenticagdo de
fungos filamentosos e leveduras acreditados pela ABNT NBR ISO/IEC
17025:2017, desde 2021, o que facilitou o desenvolvimento do MRC.

A acreditagdo pela norma ABNT NBR ISO/IEC 17034:2017 seria um

proximo passo para a producédo de MR e MRC.
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APENDICE A - Planejamento da producdo de lote piloto de Material de
Referéncia Certificado do micro-organismo Saccharomyces kudriavzevii CFRVS
MRC 40001, com Skim Milk a 20% + trealose 2% como crioprotetor.

INTRODUGAO

O género Saccharomyces

As leveduras pertencentes ao género Saccharomyces desempenham um
papel importante em varios campos da ciéncia biolégica. Sao utilizadas nos
processos de fermentacdo em todo o mundo e destacam-se como modelo de
organismos eucarioticos ndo sé na bioquimica como também para genémica
(MOHD AZHAR et al., 2017).

A levedura Saccharomyces kudriavzevii € preconizada para o0 ensaio
microbiolégico do antibidtico nistatina na Farmacopeia Brasileira (2019) e na
Farmacopeia Americana (2019). Além disso, é estabelecida para o controle de

qualidade do meio de cultura agar antibiético numero 19 (DIFCO; BBL, 2020).

Material de Referéncia Certificado

Os materiais de referéncia (MR) e materiais de referéncia cerificado
(MRC) visam garantir confiabilidade de métodos analiticos através da verificacéo
de exatiddo, sendo assim, importantes para a garantia de qualidade dos
resultados de um laboratério. Atualmente, no Brasil, ndo existem produtores
acreditados de MR e/ou MRC de leveduras, e para o seu uso, os laboratérios
dependem de fornecedores internacionais. Para aquisicdo desses materiais
microbiolégicos as dificuldades encontradas sao devido ao alto custo de
importagao, além das barreiras sanitarias e comerciais (ROSAS et al., 2019).

Um MR é um material suficientemente homogéneo e estavel em relagéo
a uma ou mais propriedades especificas, que é suficientemente estabelecido
para 0 seu uso em um processo de medicdo. Essas propriedades podem ser
qualitativas ou quantitativas (ABNT, 2016).

O MRC é um MR, caracterizado por um procedimento metrologicamente

valido para uma ou mais propriedades especificadas, acompanhado de um
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certificado que fornece o valor de propriedade especificada, sua incerteza
associada e uma declaragao de rastreabilidade metrologica (ABNT, 2012).

A rastreabilidade metrologica € a propriedade de um resultado de
medicao, pelo qual tal resultado pode ser relacionado a uma referéncia através
de uma cadeia ininterrupta e documentada de calibracbes, cada uma
contribuindo para a incerteza de medi¢ao (INMETRO, 2012).

O desenvolvimento, produgdo e o uso de MRC em ensaios
microbiolégicos tem uma dificuldade a mais devido a questdes relacionadas a
estabilidade e a viabilidade dos micro-organismos, sendo assim, um desafio para
os possiveis produtores de MRC para esse fim, no entanto, sdo indispensaveis

para o controle de qualidade em analises microbiologicas (JANNING, 1995).

ORGANIZAGAO E COORDENAGAO

Fundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz)

Instituto Nacional de Controle em Saude (INCQS)

Departamento de Microbiologia (DM)

Laboratorio de Micro-organismos de Referéncia (LMR)

Colecao de Fungos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CFRVS)

Av. Brasil, 4365 - Manguinhos, Rio de Janeiro - RJ - Brasil - CEP: 21.040-900

FINANCIAMENTO

A producgao do material Saccharomyces kudriavzevii CFRVS MRC 40001
sera realizada com recursos do INCQS, em parceria com o Instituto Nacional de
Infectologia (INI) para a identificagdo fenotipica, pelo método Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-
TOF/MS).

OBJETIVOS

e Produzir S. kudriavzevii como MRC para utilizagdo em laboratérios de

controle de qualidade em produtos;
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e Contribuir para o avango do desenvolvimento tecnoldgico do processo de
producdo de MRC na area microbioldgica;

e Diminuir a dependéncia brasileira por cepas disponiveis em cole¢des
internacionais, reduzindo, assim, o alto custo que esse processo

apresenta.

PARTICIPANTES

O Setor de Fungos sera responsavel pela produ¢do do MRC, assim como

pelas analises de homogeneidade, de estabilidade e de caracterizagao.

PROCESSAMENTO

O valor de propriedade estabelecido para o MRC sera o quantitativo de
até 100 UFC por aliquota de 100 pL.

Sera realizado o cultivo da levedura a partir de um estoque
criopreservado. A partir deste cultivo sera preparada uma suspensao em leite
desnatado (Skim Milk) na concentracdo de 20%, um agente crioprotetor,
permitindo a manutencdo da viabilidade das células das leveduras apos os
procedimentos de preservagao.

Serao distribuidas aliquotas de 0,6 mL da suspenséo final em frascos
estéreis e a sequéncia de distribuicdo sera monitorada do primeiro até o ultimo
frasco envasado. Apds esta etapa os frascos serao congelados a -70 °C por 24
h e entdo serdo submetidos a liofilizagdo. Os frascos de vidro serdo fechados
sob vacuo, com uma tampa de borracha, e armazenados a -20 °C durante as
analises de homogeneidade e estabilidade a curto e longo prazo.

A rotulagem dos frascos sera realizada de forma que fiquem registrados
0 nome da cepa, o numero de acesso, a ordem de envase e a data do ensaio.

No total, sera produzido um lote com 200 frascos ampola, numerados de 1 a 200.

PROCEDIMENTOS

Contagem das unidades formadoras de colbénias (caracterizagao

quantitativa)
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Plaqueamento e contagem de colbnias serao realizados em YMA. O MRC
sera reidratado com 0,6 mL de agua purificada estéril. A partir disso, pelo método
de spread plate, cinco aliquotas de 100 pL serao distribuidos em cinco placas de
YMA. As placas serdo incubadas a (25 + 2) °C durante 36 a 72 h. Apos a
incubacgao, as coldnias em placas individuais serdo contadas. A contagem de

cada placa nao devera ultrapassar 100 UFC.

Estudo de homogeneidade

Os frascos para o estudo da homogeneidade seréo avaliados a partir do
estoque a -20 °C. Serao produzidos 200 frascos, com isso, o numero total
determinado de frascos a serem utilizados no estudo de homogeneidade sera de
dez frascos, que serao selecionados por amostragem aleatoéria. Os frascos serao
mantidos a temperatura ambiente durante 30 min antes de cada analise. Apds
esse tempo, o lidfilo sera reidratado com 0,6 mL de agua purificada estéril e
homogeneizado vigorosamente, deixando em repouso por 30 min a temperatura
ambiente. A homogeneidade do lote sera medida através da determinagao dos
valores de UFC por aliquota de 100 pyL de cada frasco, usando contagem de

colénias em YMA.

Avaliagao do estudo de homogeneidade

A avaliacdo da homogeneidade sera realizada através da aplicagado do
teste estatistico recomendado pelo ABNT ISO GUIA 35, analise da variancia
(Anova) de fator unico, utilizando o programa Microsoft Excel 2013. A partir dos
dados gerados na Anova, sera calculada a incerteza relativa a homogeneidade,

calculada segundo a expressao:

Sbb = \/ (MQentre - MQdentro) /n

Onde o desvio padrao entre e dentro dos frascos “Sup”’ corresponde ao

[{g i)

desvio padrao entre (MQentre) € dentro (MQuentro) dos frascos e “n” o numero de
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replicatas que sera inserida ao final do estudo no processo de certificacdo do
MR.

Estudo de estabilidade

O controle da estabilidade em longo prazo sera realizado semanalmente
no primeiro més, a partir da data da produgéo do MRC. A partir do segundo més
até o terceiro, a frequéncia do teste passara a ser quinzenal e a partir do quarto
més, mensal, até completar um ano. A cada teste serdo selecionadas
aleatoriamente trés unidades do lote preparado.

O teste da estabilidade em curto prazo sera realizado nas temperaturas:
4 °C e 35 °C, que simulam possiveis temperaturas de transporte. A cada dia, trés
frascos serao transferidos do freezer a -20 °C para a temperatura proposta, ou
seja, serao realizados dois diferentes testes (duas diferentes temperaturas) para
cada lote produzido. Apds 7 dias, os 21 frascos seréao analisados juntos, sob as

mesmas condi¢cdes de analise.

Avaliagao do estudo de estabilidade

A avaliagdo estatistica dos resultados sera realizada, conforme
recomendado pelo ABNT ISO GUIA 35, através da analise de regressao linear,
a fim de observar se a regressao dos valores obtidos no estudo apresenta
alguma tendéncia ao longo do tempo.

Para o célculo da incerteza do teste de estabilidade em longo prazo, o
valor do erro padrao sera multiplicado pelo tempo da analise, que serdo 12
meses.

Para o calculo da incerteza do teste de estabilidade em curto prazo, o
valor do erro padrao sera multiplicado pelo numero de dias da analise, que serao
7 dias.
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CARACTERIZAGAO DO LOTE

Caracterizagao qualitativa

Para a avaliacido do valor de propriedade qualitativo sera realizada a
confirmacédo da identidade dos micro-organismos, através dos métodos

fenotipicos e genotipicos.

e Caracterizagao Fenotipica

A autenticagdo fenotipica de S. kudriavzevii sera realizada com base nos
resultados das observagbes das caracteristicas morfoldégicas coloniais e
celulares e de caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas (VAUGHAN-MARTINI;
MARTINI, 2011).

Apos a selecdo das cepas, serdo realizados repiques dos fungos em
placas contendo YMA, a fim de verificar a pureza das cepas.

A avaliacao fisiolégica das cepas sera realizada utilizando o método
automatizado Vitek 2 (Biomérieux, Francga) no qual sera utilizado o cartdo YST
para identificagéo de leveduras (INFORMACAO, 2008).

MALDI-TOF MS é uma tecnologia que aborda a analise protedmica
microbiana. Esse método € rapido, de baixo custo, simples e aplicavel para
inUmeros micro-organismo, incluindo bactérias, arqueas e fungos. A capacidade
dessa técnica de diferenciar a nivel de espécies tem sido util na descricdo de
novas espécies (LAY JR., 2001, CROXATTO; PROD’HOM; GREUB, 2012).

As analises com MALDI-TOF MS serao realizadas em colaboracdo com
Instituto Nacional de Infectologia (INI) da Fiocruz, a partir do procedimento
descrito pelo equipamento MALDI Biotyper (MALDI-TOF/MS, Bruker,
Massachusetts, EUA).

e Caracterizagao Genotipica

Extracdo de DNA das leveduras
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O primeiro procedimento para a caracterizagdo genotipica € a extragao do
DNA das leveduras, para isso sera utilizado o procedimento descrito por Ferrer
et al. (2001). A quantificagdo sera realizada por meio do espectrofotdmetro

NanoDrop.

Analise de HRM

O procedimento sera realizado segundo Nardi et al. (2006) com
adaptagdes. A curva de melting sera obtida através dos seguintes passos: a
aquisicao de dados sera realizada para cada aumento de 0, 2 °C na temperatura,
com uma etapa de 10 s, com a temperatura variando de 65 a 95 °C. O
equipamento utilizado sera o modelo QuantStudio 7 Flex da marca Thermo

Fisher Scientific.
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APENDICE B - Planejamento da producdo de lote piloto de Material de
Referéncia Certificado do micro-organismo Saccharomyces kudriavzevii CFRVS
MRC 40001, com Skim Milk a 20% como crioprotetor.

INTRODUGAO

O género Saccharomyces

As leveduras pertencentes ao género Saccharomyces desempenham um
papel importante em varios campos da ciéncia biolégica. Sdo utilizadas nos
processos de fermentacdo em todo o mundo e destacam-se como modelo de
organismos eucariéticos ndo s6 na bioquimica como também para genémica
(MOHD AZHAR et al., 2017).

A levedura Saccharomyces kudriavzevii é preconizada para o ensaio
microbiolégico do antibidtico nistatina na Farmacopeia Brasileira (2019) e na
Farmacopeia Americana (THE UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2019).
Além disso, é estabelecida para o controle de qualidade do meio de cultura agar
antibiotico numero 19 (DIFCO; BBL, 2020).

Material de Referéncia Certificado

Os materiais de referéncia (MR) e materiais de referéncia cerificado
(MRC) visam garantir confiabilidade de métodos analiticos através da verificagéo
de exatiddo, sendo assim, importantes para a garantia de qualidade dos
resultados de um laboratério. Atualmente, no Brasil, ndo existem produtores
acreditados de MR e/ou MRC de leveduras, e para o seu uso, os laboratorios
dependem de fornecedores internacionais. Para aquisicdo desses materiais
microbiolégicos as dificuldades encontradas sao devido ao alto custo de
importagao, além das barreiras sanitarias e comerciais (ROSAS et al., 2019).

Um MR é um material suficientemente homogéneo e estavel em relagao
a uma ou mais propriedades especificas, que é suficientemente estabelecido
para 0 seu uso em um processo de medicdo. Essas propriedades podem ser
qualitativas ou quantitativas (ABNT, 2016).

O MRC é um MR, caracterizado por um procedimento metrologicamente

valido para uma ou mais propriedades especificadas, acompanhado de um
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certificado que fornece o valor de propriedade especificada, sua incerteza
associada e uma declaragao de rastreabilidade metrolégica (ABNT, 2012).

A rastreabilidade metrologica € a propriedade de um resultado de
medicao, pelo qual tal resultado pode ser relacionado a uma referéncia através
de uma cadeia ininterrupta e documentada de calibracbes, cada uma
contribuindo para a incerteza de medi¢ao (INMETRO, 2012).

O desenvolvimento, produgdo e o uso de MRC em ensaios
microbiolégicos tem uma dificuldade a mais devido a questdes relacionadas a
estabilidade e a viabilidade dos micro-organismos, sendo assim, um desafio para
os possiveis produtores de MRC para esse fim, no entanto, sdo indispensaveis

para o controle de qualidade em analises microbiologicas (JANNING, 1995).

ORGANIZAGAO E COORDENAGAO

Fundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz)

Instituto Nacional de Controle em Saude (INCQS)

Departamento de Microbiologia (DM)

Laboratério de Micro-organismos de Referéncia (LMR)

Colecao de Fungos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CFRVS)

Av. Brasil, 4365 - Manguinhos, Rio de Janeiro - RJ - Brasil - CEP: 21.040-900

FINANCIAMENTO

A producgao do material Saccharomyces kudriavzevii CFRVS MRC 40001
sera realizada com recursos do INCQS, em parceria com o Instituto Nacional de
Infectologia (INI) para a identificagdo fenotipica, pelo método Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-
TOF/MS).

OBJETIVOS

e Produzir S. kudriavzevii como MRC para utilizagdo em laboratérios de

controle de qualidade em produtos;
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e Contribuir para o avango do desenvolvimento tecnoldgico do processo de
producdo de MRC na area microbioldgica;

e Diminuir a dependéncia brasileira por cepas disponiveis em colegdes
internacionais, reduzindo, assim, o alto custo que esse processo

apresenta.

PARTICIPANTES

O Setor de Fungos sera responsavel pela produ¢do do MRC, assim como

pelas analises de homogeneidade, de estabilidade e de caracterizagao.

PROCESSAMENTO

O valor de propriedade estabelecido para o MRC sera o quantitativo de
até 100 UFC por aliquota de 100 pL.

Sera realizado o cultivo da levedura a partir de um estoque
criopreservado. A partir deste cultivo sera preparada uma suspensao em leite
desnatado (Skim Milk) na concentracdo de 20%, um agente crioprotetor,
permitindo a manutencdo da viabilidade das células das leveduras apds os
procedimentos de preservagao.

Serao distribuidas aliquotas de 0,6 mL da suspenséo final em frascos
estéreis e a sequéncia de distribuicdo sera monitorada do primeiro até o ultimo
frasco envasado. Apds esta etapa os frascos serdao congelados a -70 °C por 24
h e entdo serdo submetidos a liofilizacdo. Os frascos de vidro serdo fechados
sob vacuo, com uma tampa de borracha, e armazenados a -20 °C durante as
analises de homogeneidade e estabilidade a curto e longo prazo.

A rotulagem dos frascos sera realizada de forma que fiquem registrados
0 nome da cepa, o numero de acesso, a ordem de envase e a data do ensaio.

No total, sera produzido um lote com 200 frascos ampola, numerados de 1 a 200.

PROCEDIMENTOS

Contagem das unidades formadoras de colbénias (caracterizagao

quantitativa)
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Plaqueamento e contagem de colbnias serao realizados em YMA. O MRC
sera reidratado com 0,6 mL de agua purificada estéril. A partir disso, pelo método
de spread plate, cinco aliquotas de 100 pL serao distribuidos em cinco placas de
YMA. As placas serdo incubadas a (25 + 2) °C durante 36 a 72 h. Apds a
incubacgao, as coldnias em placas individuais serdo contadas. A contagem de

cada placa nao devera ultrapassar 100 UFC.

Estudo de homogeneidade

Os frascos para o estudo da homogeneidade seréo avaliados a partir do
estoque a -20 °C. Serao produzidos 200 frascos, com isso, o numero total
determinado de frascos a serem utilizados no estudo de homogeneidade sera de
dez frascos, que serao selecionados por amostragem aleatoéria. Os frascos seréao
mantidos a temperatura ambiente durante 30 min antes de cada analise. Apds
esse tempo, o lidfilo sera reidratado com 0,6 mL de agua purificada estéril e
homogeneizado vigorosamente, deixando em repouso por 30 min a temperatura
ambiente. A homogeneidade do lote sera medida através da determinagao dos
valores de UFC por aliquota de 100 pyL de cada frasco, usando contagem de

colénias em YMA.

Avaliagao do estudo de homogeneidade

A avaliacdo da homogeneidade sera realizada através da aplicagao do
teste estatistico recomendado pelo ABNT ISO GUIA 35, analise da variancia
(Anova) de fator unico, utilizando o programa Microsoft Excel 2013. A partir dos
dados gerados na Anova, sera calculada a incerteza relativa a homogeneidade,

calculada segundo a expressao:

Sbb = \/ (MQentre - MQdentro) /n

Onde o desvio padrao entre e dentro dos frascos “Sup”’ corresponde ao

[{g i)

desvio padrao entre (MQentre) € dentro (MQuentro) dos frascos e “n” o numero de
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replicatas que sera inserida ao final do estudo no processo de certificacdo do
MR.

Estudo de estabilidade

O controle da estabilidade em longo prazo sera realizado semanalmente
no primeiro més, a partir da data da produgédo do MRC. A partir do segundo més
até o terceiro, a frequéncia do teste passara a ser quinzenal e a partir do quarto
més, mensal, até completar um ano. A cada teste serdo selecionadas
aleatoriamente trés unidades do lote preparado.

O teste da estabilidade em curto prazo sera realizado nas temperaturas:
4 °C e 35 °C, que simulam possiveis temperaturas de transporte. A cada dia, trés
frascos serao transferidos do freezer a -20 °C para a temperatura proposta, ou
seja, serao realizados dois diferentes testes (duas diferentes temperaturas) para
cada lote produzido. Apds 7 dias, os 21 frascos seréao analisados juntos, sob as

mesmas condi¢des de analise.

Avaliagao do estudo de estabilidade

A avaliagdo estatistica dos resultados sera realizada, conforme
recomendado pelo ABNT ISO GUIA 35, através da analise de regressao linear,
a fim de observar se a regressao dos valores obtidos no estudo apresenta
alguma tendéncia ao longo do tempo.

Para o célculo da incerteza do teste de estabilidade em longo prazo, o
valor do erro padrao sera multiplicado pelo tempo da analise, que serdo 12
meses.

Para o calculo da incerteza do teste de estabilidade em curto prazo, o
valor do erro padrao sera multiplicado pelo numero de dias da analise, que serao
7 dias.

99



CARACTERIZAGAO DO LOTE

Caracterizagao qualitativa

Para a avaliacido do valor de propriedade qualitativo sera realizada a
confirmacédo da identidade dos micro-organismos, através dos métodos

fenotipicos e genotipicos.

e Caracterizagao Fenotipica

A autenticagao fenotipica de S. kudriavzevii sera realizada com base nos
resultados das observagbes das caracteristicas morfoldégicas coloniais e
celulares e de caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas (VAUGHAN-MARTINI;
MARTINI, 2011).

Apos a selecdo das cepas, serdo realizados repiques dos fungos em
placas contendo YMA, a fim de verificar a pureza das cepas.

A avaliacao fisiolégica das cepas sera realizada utilizando o método
automatizado Vitek 2 (Biomérieux, Francga) no qual sera utilizado o cartdo YST
para identificagéo de leveduras (INFORMACAO, 2008).

MALDI-TOF MS é uma tecnologia que aborda a analise protedmica
microbiana. Esse método € rapido, de baixo custo, simples e aplicavel para
inUmeros micro-organismo, incluindo bactérias, arqueas e fungos. A capacidade
dessa técnica de diferenciar a nivel de espécies tem sido util na descricdo de
novas espécies (LAY JR., 2001, CROXATTO; PROD’HOM; GREUB, 2012).

As analises com MALDI-TOF MS serao realizadas em colaboracdo com
Instituto Nacional de Infectologia (INI) da Fiocruz, a partir do procedimento
descrito pelo equipamento MALDI Biotyper (MALDI-TOF/MS, Bruker,
Massachusetts, EUA).

e Caracterizagao Genotipica

Extracdo de DNA das leveduras
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O primeiro procedimento para a caracterizagdo genotipica € a extragao do
DNA das leveduras, para isso sera utilizado o procedimento descrito por Ferrer
e colaboradores (2001). A quantificagdo sera realizada por meio do

espectrofotdbmetro NanoDrop.

Analise de HRM

O procedimento sera realizado segundo Nardi e colaboradores (2006)
com adaptagdes. A curva de melting sera obtida através dos seguintes passos:
a aquisicdo de dados sera realizada para cada aumento de 0, 2 °C na
temperatura, com uma etapa de 10 s, com a temperatura variando de 65 a 95
°C. O equipamento utilizado sera o modelo QuantStudio 7 Flex da marca Thermo

Fisher Scientific.
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APENDICE C - Planejamento da producdo de lote piloto de Material de
Referéncia Certificado do micro-organismo Saccharomyces kudriavzevii CFRVS
MRC 40001, com Skim Milk a 20% + maltose 2% como crioprotetor.

INTRODUGAO

O género Saccharomyces

As leveduras pertencentes ao género Saccharomyces desempenham um
papel importante em varios campos da ciéncia biolégica. Sao utilizadas nos
processos de fermentacido em todo o mundo e destacam-se como modelo de
organismos eucarioticos ndo sé na bioquimica como também para genémica
(MOHD AZHAR et al., 2017).

A levedura Saccharomyces kudriavzevii € preconizada para 0 ensaio
microbiolégico do antibidtico nistatina na Farmacopeia Brasileira (2019) e na
Farmacopeia Americana (THE UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2019).
Além disso, é estabelecida para o controle de qualidade do meio de cultura agar
antibiético numero 19 (DIFCO; BBL, 2020).

Material de Referéncia Certificado

Os materiais de referéncia (MR) e materiais de referéncia cerificado
(MRC) visam garantir confiabilidade de métodos analiticos através da verificagao
de exatiddo, sendo assim, importantes para a garantia de qualidade dos
resultados de um laboratério. Atualmente, no Brasil, ndo existem produtores
acreditados de MR e/ou MRC de leveduras, e para o seu uso, os laboratorios
dependem de fornecedores internacionais. Para aquisicdo desses materiais
microbiolégicos as dificuldades encontradas sado devido ao alto custo de
importagcao, além das barreiras sanitarias e comerciais (ROSAS et al., 2019).

Um MR é um material suficientemente homogéneo e estavel em relagao
a uma ou mais propriedades especificas, que é suficientemente estabelecido
para 0 seu uso em um processo de medi¢cdo. Essas propriedades podem ser
qualitativas ou quantitativas (ABNT, 2016).
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O MRC é um MR, caracterizado por um procedimento metrologicamente
valido para uma ou mais propriedades especificadas, acompanhado de um
certificado que fornece o valor de propriedade especificada, sua incerteza
associada e uma declaragéo de rastreabilidade metroldgica (ABNT, 2012).

A rastreabilidade metrolégica € a propriedade de um resultado de
medicao, pelo qual tal resultado pode ser relacionado a uma referéncia através
de uma cadeia ininterrupta e documentada de calibracbes, cada uma
contribuindo para a incerteza de medigéo (INMETRO, 2012).

O desenvolvimento, producdo e o uso de MRC em ensaios
microbiolégicos tem uma dificuldade a mais devido a questdes relacionadas a
estabilidade e a viabilidade dos micro-organismos, sendo assim, um desafio para
os possiveis produtores de MRC para esse fim, no entanto, sdo indispensaveis

para o controle de qualidade em analises microbiolégicas (JANNING, 1995).

ORGANIZAGAO E COORDENACAO

Fundacéo Oswaldo Cruz (Fiocruz)

Instituto Nacional de Controle em Saude (INCQS)

Departamento de Microbiologia (DM)

Laboratorio de Micro-organismos de Referéncia (LMR)

Colecéo de Fungos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CFRVS)

Av. Brasil, 4365 - Manguinhos, Rio de Janeiro - RJ - Brasil - CEP: 21.040-900

FINANCIAMENTO

A producao do material Saccharomyces kudriavzevii CFRVS MRC 40001
sera realizada com recursos do INCQS, em parceria com o Instituto Nacional de
Infectologia (INI) para a identificacdo fenotipica, pelo método Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-
TOF/MS).
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OBJETIVOS

e Produzir S. kudriavzevii como MRC para utilizagdo em laboratérios de
controle de qualidade em produtos;

e Contribuir para o avango do desenvolvimento tecnoldgico do processo de
producdo de MRC na area microbioldgica;

¢ Diminuir a dependéncia brasileira por cepas disponiveis em cole¢des
internacionais, reduzindo, assim, o alto custo que esse processo

apresenta.

PARTICIPANTES

O Setor de Fungos sera responsavel pela produ¢do do MRC, assim como

pelas analises de homogeneidade, de estabilidade e de caracterizagao.

PROCESSAMENTO

O valor de propriedade estabelecido para o MRC sera o quantitativo de
até 100 UFC por aliquota de 100 pL.

Sera realizado o cultivo da levedura a partir de um estoque
criopreservado. A partir deste cultivo sera preparada uma suspensao em leite
desnatado (Skim Milk) na concentragao de 20% mais a maltose na concentragao
de 10%, um agente crioprotetor, permitindo a manutengao da viabilidade das
células das leveduras apods os procedimentos de preservacgao.

Serao distribuidas aliquotas de 0,6 mL da suspenséo final em frascos
estéreis e a sequéncia de distribuigdo sera monitorada do primeiro até o ultimo
frasco envasado. Apds esta etapa os frascos serdao congelados a -70 °C por 24
h e entdo serdo submetidos a liofilizagdo. Os frascos de vidro serdo fechados
sob vacuo, com uma tampa de borracha, e armazenados a -20 °C durante as
analises de homogeneidade e estabilidade a curto e longo prazo.

A rotulagem dos frascos sera realizada de forma que fiquem registrados
0 nome da cepa, o numero de acesso, a ordem de envase e a data do ensaio.

No total, sera produzido um lote com 200 frascos ampola, numerados de 1 a 200.
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PROCEDIMENTOS

Contagem das unidades formadoras de colbénias (caracterizagao

quantitativa)

Plaqueamento e contagem de colbnias serdo realizados em YMA. O MRC
sera reidratado com 0,6 mL de agua purificada estéril. A partir disso, pelo método
de spread plate, cinco aliquotas de 100 pL serao distribuidos em cinco placas de
YMA. As placas serao incubadas a (25 + 2) °C durante 36 a 72 h. Apds a
incubagédo, as colénias em placas individuais serdo contadas. A contagem de

cada placa nao devera ultrapassar 100 UFC.

Estudo de homogeneidade

Os frascos para o estudo da homogeneidade seréo avaliados a partir do
estoque a -20 °C. Serdo produzidos 200 frascos, com isso, o numero total
determinado de frascos a serem utilizados no estudo de homogeneidade sera de
dez frascos, que serao selecionados por amostragem aleatdria. Os frascos seréo
mantidos a temperatura ambiente durante 30 min antes de cada analise. Apds
esse tempo, o lidfilo sera reidratado com 0,6 mL de agua purificada estéril e
homogeneizado vigorosamente, deixando em repouso por 30 min a temperatura
ambiente. A homogeneidade do lote sera medida através da determinacao dos
valores de UFC por aliquota de 100 uL de cada frasco, usando contagem de

colébnias em YMA.

Avaliacao do estudo de homogeneidade

A avaliagdo da homogeneidade sera realizada através da aplicagao do
teste estatistico recomendado pelo ABNT ISO GUIA 35, analise da variancia
(Anova) de fator unico, utilizando o programa Microsoft Excel 2013. A partir dos
dados gerados na Anova, sera calculada a incerteza relativa a homogeneidade,

calculada segundo a expressao:
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Sbb = \/ (MQentre - MQdentro) /n

Onde o desvio padrao entre e dentro dos frascos “Seb” corresponde ao
desvio padrao entre (MQentre) € dentro (MQuaentro) dos frascos e “n” o numero de
replicatas que sera inserida ao final do estudo no processo de certificagdo do

MR.

Estudo de estabilidade

O controle da estabilidade em longo prazo sera realizado semanalmente
no primeiro més, a partir da data da produgéo do MRC. A partir do segundo més
até o terceiro, a frequéncia do teste passara a ser quinzenal e a partir do quarto
més, mensal, até completar um ano. A cada teste serdo selecionadas
aleatoriamente trés unidades do lote preparado.

O teste da estabilidade em curto prazo sera realizado nas temperaturas:
4 °C e 35 °C, que simulam possiveis temperaturas de transporte. A cada dia, trés
frascos serao transferidos do freezer a -20 °C para a temperatura proposta, ou
seja, serao realizados dois diferentes testes (duas diferentes temperaturas) para
cada lote produzido. Apds 7 dias, os 21 frascos serédo analisados juntos, sob as

mesmas condi¢cdes de analise.

Avaliagao do estudo de estabilidade

A avaliagdo estatistica dos resultados sera realizada, conforme
recomendado pelo ABNT ISO GUIA 35, através da analise de regressao linear,
a fim de observar se a regressao dos valores obtidos no estudo apresenta
alguma tendéncia ao longo do tempo.

Para o calculo da incerteza do teste de estabilidade em longo prazo, o
valor do erro padrao sera multiplicado pelo tempo da analise, que serdo 12
meses.

Para o calculo da incerteza do teste de estabilidade em curto prazo, o
valor do erro padrao sera multiplicado pelo numero de dias da analise, que serao
7 dias.
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CARACTERIZAGAO DO LOTE

Caracterizagao qualitativa

Para a avaliagdo do valor de propriedade qualitativo sera realizada a
confirmacédo da identidade dos micro-organismos, através dos métodos

fenotipicos e genotipicos.

e Caracterizacao Fenotipica

A autenticagao fenotipica de S. kudriavzevii sera realizada com base nos
resultados das observagdes das caracteristicas morfoldgicas coloniais e
celulares e de caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas (VAUGHAN-MARTINI;
MARTINI, 2011).

Apos a selecdo das cepas, serdo realizados repiques dos fungos em
placas contendo YMA, a fim de verificar a pureza das cepas.

A avaliacao fisiolégica das cepas sera realizada utilizando o método
automatizado Vitek 2 (Biomérieux, Franga) no qual sera utilizado o cartdo YST
para identificagéo de leveduras (INFORMACAO, 2008).

MALDI-TOF MS é uma tecnologia que aborda a analise protedmica
microbiana. Esse método € rapido, de baixo custo, simples e aplicavel para
inumeros micro-organismo, incluindo bactérias, arqueas e fungos. A capacidade
dessa técnica de diferenciar a nivel de espécies tem sido util na descricdo de
novas espécies (LAY JR., 2001, CROXATTO; PROD’HOM; GREUB, 2012).

As analises com MALDI-TOF MS serao realizadas em colaboracdo com
Instituto Nacional de Infectologia (INI) da Fiocruz, a partir do procedimento
descrito pelo equipamento MALDI Biotyper (MALDI-TOF/MS, Bruker,
Massachusetts, EUA).

e Caracterizagao Genotipica

Extracdo de DNA das leveduras
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O primeiro procedimento para a caracterizagao genotipica é a extragéo do
DNA das leveduras, para isso sera utilizado o procedimento descrito por Ferrer
e colaboradores (2001). A quantificagdo sera realizada por meio do

espectrofotdbmetro NanoDrop.

Analise de HRM

O procedimento sera realizado segundo Nardi e colaboradores (2006)
com adaptagdes. A curva de melting sera obtida através dos seguintes passos:
a aquisicdo de dados sera realizada para cada aumento de 0, 2 °C na
temperatura, com uma etapa de 10 s, com a temperatura variando de 65 a 95
°C. O equipamento utilizado sera o modelo QuantStudio 7 Flex da marca Thermo

Fisher Scientific.
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APENDICE D - Certificado de analise do MRC S. kudriavzevii lote

121940001.

Ministério da Saude %

FIOCRUZ m

Fundagao Oswaldo Cruz

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

Certificado de Analise do Material de Referéncia Certificado

INCQS

Microrganismo: Saccharomyces kudriavzevii

Numero CFRVS: 40001

Origem: ATCC 2601

Lote: 121940001

Classe de risco: Classe 1, baixo risco

Descrigao: Células fungicas em crioprotetor liofilizadas
Armazenamento: menor que -20 °C

Data de validade: até 1 ano se armazenada nas condi¢gdes adequadas

Teste

Especificagoes

Resultado

Viabilidade

Para a determinacao da UFC/uL apos a reidratacéo, 100 uL é
inoculada em meio YMA, incubada a 25 °C e apds o periodo de
incubacao as colbnias sdo contadas devendo apresentar contagem até
100 UFC/pL.

36 UFC/100 pL

Incerteza

A incerteza do MRC foi estabelecida seguindo as orientagdes do guia
ABNT ISO GUIA 35.

4,93 UFC/100 pL

Pureza

As cepas sao inoculadas em meio YMA e incubadas a 25 °C. O exame
macroscépico das colénias em placa e microscépico das células devem
apresentar caracteristicas morfoldgicas e tintoriais compativeis e com

auséncia de contaminantes.

Aprovado

E realizada caracterizacdo morfolégica (macroscopica e microscépica)

Autenticagao | e genotipica pela técnica de HRM, conforme descrito por Nadai et al.,

2018.

Aprovado
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Ministério da Saude /&E@
FIOCRUZ <;§>—<§Q>

Fundagao Oswaldo Cruz
INCQS

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

INFORMAGOES DO MATERIAL DE REFERENCIA CERTIFICADO (MRC):

O MRC foi produzido no Setor de Fungos, localizado no Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude, Fundagdo Oswaldo Cruz, localizado na avenida
Brasil, 4365, Manguinhos, CEP 21040-900, Rio de Janeiro, Telefone (21) 3865-5244. A
producdo do MRC atendeu todos os requisitos da norma ABNT NBR ISO/IEC
17034:2017, além de seguir as orientacbes dos guias ABNT ISO GUIA 31, ABNT ISO
GUIA 35 e da norma ABNT NBR ISO/IEC 17025.

Cada frasco ampola possui 0,6 mL da levedura S. kudriavzevii com a adicdo de
um agente crioprotetor que passou pelo processo de liofilizagdo. Os frascos foram
armazenados na temperatura de -20 °C.

O MRC tem seu uso pretendido para o controle de qualidade de meios de cultura,
para o ensaio microbioldgico do antibidtico nistatina, além de projetos de pesquisa e
processos biotecnoldgicos.

Todos os equipamentos e vidrarias utilizados ns procedimentos de medi¢cao do
MRC foram devidamente certificados e/ou qualificados, garantindo a rastreabilidade
metroldgica do material.

INSTRUCOES PARA MANUSEIO E USO:

O frasco deve ser retirado da temperatura indicada para seu armazenamento e
deixado na temperatura de aproximadamente (25 * 2) °C, durante 30 min. Em seguida,
o lidfilo deve ser reidratado com aproximadamente 0,6 mL de agua purificada, e apos
homogeneizado, aguardar 30 min. Apds, a suspensao ja hidratada dever ser novamente
homogeneizada e proceder a inoculagao de 100 L, em cinco placas de Petri, contendo
o meio de cultura agar extrato de levedura-extrato de malte (YMA), a suspensao deve
ser espalhada pela superficie do meio de cultura com o auxilio de uma alga de Drigalski.
Por fim, a incubagédo deve ser realizada em estufa, na temperatura de (25 + 2) °C,
durante aproximadamente 48 h.

O prazo de validade informado nesse certificado deve ser atendido, apos esse
periodo, as informagdes nele contidas nao serao validas.

Documento em versao Unica numero 001.

Curador(a) da Colecao de Fungos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CFRVS)
Data:
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