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RESUMO

Considerando a importancia da qualidade da agua tratada nos servigos de didlise para prevencéo de riscos
de infec¢do aos pacientes com insuficiéncia renal cronica, foi estabelecido o programa de monitoramento
nos servigos de didlise do Estado de Sao Paulo, com base nos pardmetros estabelecidos pela Resolugdo RDC
n° 154/2004. Foi atestada a efetividade das agoes de vigilancia sanitdria que tem resultado em aumento dos
niveis de qualidade da dgua tratada em varios dos parametros analisados, o que indica a importancia da
continuidade dos programas de monitoramento com intuito de garantir a seguranca dos pacientes.
Palavras-chave. dgua para didlise, monitoramento da agua, contaminantes da dgua, servico de dialise,
vigilancia sanitdria.

ABSTRACT

Considering the relevance of the quality of treated water in dialysis units to prevent the risks for patients
with chronic kidney diseases, a Monitoring Program has been established in order to evaluate the quality
of treated water used in the dialysis units of the state of Sdo Paulo, based on the parameters established
by Resolution RDC # 154/2004. The effectiveness of the sanitary surveillance activities was evidenced
because the consistent water quality has been improved on several analyzed parameters, which indicates
the importance of keeping up the treated water-monitoring program at hemodialysis units in order to
guarantee the patients safety.

Key words. dialysis water, water monitoring, water contaminants, hemodialysis unit, health surveillance.
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INTRODUCAO

A insuficiéncia renal cronica consiste em perda
progressiva e irreversivel da fungdo dos rins, sendo um
importante problema de saude publica. De acordo com
a Sociedade Brasileira de Nefrologia' ha progressao
anual no numero de pacientes com insuficiéncia renal
cronica no pais da ordem de 8%, sendo estimados 87.044
pacientes em 2008, dos quais 90% em hemodialise.

A hemodidlise é empregada para normalizar o
balanco eletrolitico e a remocéo de substincias toxicas do
organismo com o uso de um rim artificial (ou dialisador)
e de solugdo de dialise, composta principalmente por
agua. Considerando que o paciente é exposto a cerca
de 18.000 litros de 4gua ao ano, e que a agua também ¢é
utilizada no reprocessamento (reuso) de dialisadores de
uso multiplo, sua qualidade quimica e microbioldgica é
essencial para evitar riscos adicionais ao paciente.

A presenga de contaminantes quimicos pode
causar anemias, osteopatias, hipertenséo, hipotensio,
acidose, distirbios neuroldgicos**. Contaminantes
microbioldgicos, como micro-organismos e endotoxinas,
podem ser responsaveis por complicagdes agudas como
infecgdes, reagdes pirogénicas, hipotensao, instabilidade
cardiovascular, dor de cabeca e nduseas, ou cronicas
relacionadas a presenca de endotoxinas, como inflamagéo
sistémica cronica e desnutri¢ao>**. Considerando que as
caracteristicas da agua podem influenciar a qualidade
do tratamento dialitico e a sobrevida dos pacientes>*S,
foram estabelecidos padrdes minimos de qualidade,
sendo que no Brasil, tais padrdes foram inicialmente
definidos na Portaria n° 2042/96’ e atualmente, na
Resolucdao RDC n°® 154/20048.

Em literatura, encontramos diversos relatos
de surtos associados a qualidade da agua tratada para
didlise*®*13, entretanto, como somente ocorréncias
catastroficas tendem a ser publicadas, ndo temos ideia
real da frequéncia de efeitos adversos do tratamento
dialitico  relacionados a dagua tratada. Sendo a
qualidade da agua uma das principais fontes de risco
em dialise, a prevengdo pode ser efetiva se houver um
sistema de vigilancia que envolva coleta sistematica de
informacgdes, analise e interpretagdes de dados de forma
organizada e periddica. Considerando isso, o Centro de
Vigilancia Sanitaria do Estado de Sao Paulo (CVS/SP)
realizou inspe¢des nos servigos de dialise, sendo que
a primeira avaliacdo (1995) apontou procedimentos
inadequados no tratamento da dgua em 74% deles. A

partir dos diagnosticos, agdo conjunta entre CVS/SP e
o Instituto Adolfo Lutz foi organizada para implantar
programa de monitoramento da agua tratada nos
servicos de dialise, delineado para inspecionar todos
os servicos do Estado e avaliar amostras coletadas nos
pontos definidos na legislagao.

Este estudo teve a de finalidade descrever a
condi¢do das clinicas de didlise do Estado no que se
refere a qualidade da agua tratada e avaliar a efetividade
dos programas de monitoramento na redugio dos riscos
aos pacientes dialiticos.

MATERIAL E METODOS

Os programas de monitoramento foram
delineados para avaliar os servicos de didlise, quanto
a qualidade da agua utilizada no tratamento. Para esta
avaliagdo utilizamos: a) questionarios, aplicados pelos
técnicos de vigilancia sanitaria durante a inspe¢ao da
clinica, que nos forneceram informagdes sobre o tipo
de tratamento de agua utilizado; b) coleta de amostras
nos pontos definidos em legislagdo®: uma amostra
na entrada da maquina de didlise (ponto contiguo a
maquina) e outra na sala de reprocessamento (reuso)
do dialisador.

Em 2008, as equipes técnicas de vigilancia
sanitaria realizaram a coleta de 314 amostras
provenientes dos 155 servicos de didlise do Estado de
Sao Paulo. Em 2009, ndo aplicamos o programa nas
clinicas da capital e, portanto, foram coletadas 216
amostras de 108 clinicas.

Amostra

Para garantir a qualidade dos resultados,
fornecemos todo material para coleta as equipes
de vigilancia sanitdria, adequado ao tipo de andlise
que seria efetuado: frascos estéreis para andlise
microbioldgica;  frascos  despirogenizados  para
determinac¢ao de endotoxinas bacterianas; quimicamente
descontaminados e sem adi¢ao de conservantes para
analises fisico-quimicas e com adi¢do de conservantes
apropriados para analise de contaminantes inorganicos.

Também padronizamos as condi¢cdes para
a coleta e transporte de amostras, considerando as
recomendacoes da American Public Health Association
(APHA)": os pontos de coleta foram desinfetados
com alcool 70%; em seguida, a dgua foi mantida em
escoamento por 3 a 5 minutos e, entdo, foi realizada a
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coleta. As amostras foram mantidas sob refrigeragdo
durante seu transporte ao laboratério.

Critérios para rejeicdo de amostras

Amostras ndo refrigeradas foram rejeitadas pelo
laboratdrio. Para as analises microbioldgicas, foram
rejeitadas as amostras recebidas ap6s 12 horas da coleta.

Procedimentos

As amostras foram avaliadas quanto aos
parametros de qualidade definidos em legislacao
especifica®.

Analise Microbioldgica

» Bactérias do grupo coliforme, por método da
Presenca-Auséncia'*

» Contagem de bactérias heterotroficas, por semeadura
em profundidade, em Agar R2A e incubagdo a 36° C
por 96 horas"

Analise de Endotoxina
» Método de Limulus Amebocyte Lysate (LAL)
por gelificagdo'

Analise Fisico-quimica

= Nitrato, por espectrofotometria na regiao ultravioleta-
visivel's

= Sulfato, por turbidimetria'®

= Fluoreto, por potenciometria com eletrodo seletivo'®

» Condutividade'

n pH16

Analise de Contaminantes Inorgéanicos

= Aluminio, antimOnio, arsénio, bdrio, berilio,
cadmio, célcio, chumbo, cobre, cromo, magnésio,
potassio, prata, selénio, sodio, tdlio e zinco, por
espectrometria de massas com plasma de argdnio
indutivamente acoplado'’

» Mercurio, por espectrometria de absor¢ao atdomica com
gerador de vapor frio e amalgamador

Critérios para rejeicao de dados

Teores elevados de sodio, potassio, calcio e
magnésio indicam falha no procedimento de coleta, por
ter sido coletada agua adicionada da solugdo concentrada
para dialise, que ndo constituiu o objeto da avaliagdo.
Assim, amostras que apresentaram estas caracteristicas
nao foram consideradas no estudo.

Analise estatistica
Utilizamos o teste T na comparagdo estatistica
entre os pontos de coleta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificamos que 13 amostras de 2008 e 05
amostras de 2009, coletadas no ponto contiguo a
maquina, indicaram falha na coleta e, portanto, ndo
foram consideradas no estudo.

O programa de monitoramento da agua
para dialise iniciou em 2000 com avaliagdo de 106
clinicas do estado e, em 2002, de 134 clinicas. Nova
etapa do programa ocorreu em 2008 em 155 clinicas,
que correspondiam ao total de clinicas no estado;
entretanto em 2009, a avaliacio ndo foi realizada
em clinicas da capital e, portanto, o programa
contemplou somente 108 clinicas. A partir dos dados
obtidos em cada uma destas etapas do programa de
monitoramento, verificamos a importancia das agdes
de vigilancia sanitaria para garantir a adequagido e
manutencdo dos sistemas de tratamento e distribui¢do
que permitam obter dgua com a qualidade requerida
para o tratamento dialitico (Figura 1).

45 -
40 -

36.9 il
35 -
30 4 28,7
25 4 224
20 A
15
10 ~
5
0 | . T

2000 2002 2008 2009

% de clinicas insatisfatdrias

Ano de execucao

Figura 1. Nivel de adequagao das clinicas quanto a qualidade da dgua
tratada ao longo dos programas de monitoramento

Ao  considerarmos os  programas de
monitoramento realizados em 2000, 2008 e 2009,
verificamos diminui¢ao da porcentagem de amostras
insatisfatorias, exceto para os pardmetros relativos a
carga de bactérias heterotroficas e a presenca de nitratos
na agua (Figura 2), indicando também a importancia da
continuidade dos programas de monitoramento.
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Figura 2. Frequéncia de pardmetros insatisfatorios obtidos nos
programas de monitoramento

Verificamos que as clinicas insatisfatorias
estdo distribuidas na mesma regido do Estado e,
assim, como evidenciamos reducdo no nimero de
clinicas em desacordo em 2009 em relacdo a 2008,
verificamos maior concentragdo das regides em
que estas clinicas estdo localizadas (Figura 3). Estas
informagdes sao importantes no planejamento dos
futuros programas na medida em que direciona as
prioridades para estas regides.

Contaminantes quimicos Anilise Fisico Quimica
‘ ~ 2009 ~ Co 2009
2008 @ﬁb 2008 %

Analise microbiologica Endotoxinas

2 2

2008

Figura 3. Distribuigao das clinicas de didlise em desacordo em fungao
da regido no estado e tipo de pardmetro

A partir das informagoes coletadas durante e a
inspecdo sanitaria, verificamos que 95,7% das clinicas
do estado utilizam sistema de tratamento composto
por osmose reversa. Apesar de sua capacidade
para produzir agua com alta qualidade quimica e
microbiologica®>'®®, somente sua presenga nio é
suficiente para garantir a manutenc¢iao dos niveis
de qualidade da agua necessarios a sua utilizagdo
em dialise, principalmente quanto a contaminagdo
microbiologica. Enquanto a presenga de contaminantes
quimicos na agua tratada esta relacionada a qualidade
da 4dgua de alimentagdo e a eficiéncia do sistema de
tratamento®>’, a contaminagdo microbiologica esta
mais associada a manuten¢édo do sistema de tratamento
e distribui¢do da agua tratada e menos a qualidade da
agua de alimentagao®*>*',

A presenca de contaminantes quimicos
evidenciou que o sistema de tratamento nao foi eficiente
para remog¢do dos contaminantes, seja devido a baixa
qualidade da dgua de alimentagao, por dimensionamento
inadequado do sistema de tratamento, deterioragdo
progressiva dos componentes do sistema ou ruptura da
membrana da osmose reversa.

A contaminagdo microbiana detectada pode ser
devido a qualidade da agua de alimentac¢do, mas também
pode estar relacionada a falhas nos procedimentos de
manutencdo e desinfeccio do sistema de tratamento
e distribuicdo, considerando que todos os seus
componentes sdo suscetiveis a contamina¢ao®'®, que
a deterioragdo progressiva e rupturas da membrana
de osmose reversa podem permitir a passagem de
microrganismos e endotoxinas®’, a remo¢ao de cloro e
cloraminas da agua associada a dreas de baixo fluxo e
estagnacao na tubula¢ao aumentam a suscetibilidade de
crescimento microbiano e formacio de biofilme?*>*1,

A qualidade da agua tratada ¢é de
responsabilidade direta dos gestores dos Servigos de
Dialise. A escolha do tipo de sistema de tratamento
tem grande influéncia, porém a melhor escolha nao é
suficiente para garantir e manter o padrao de qualidade
adequado, que depende também da manuten¢io e do
monitoramento do sistema. Neste sentido, a legislacdo
brasileira® estabelece que as clinicas de didlise devam
realizar a avaliagdes periddicas da qualidade da agua,
com coletas em pontos especificos do sistema de
distribui¢do: no ponto contiguo a maquina e na sala de
reuso. Considerando a legislagdo vigente, os programas
de monitoramento do sistema de vigilancia sanitaria
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foram delineados para coleta de amostras nestes pontos.
Entretanto, verificamos que ndo houve diferencas
estatisticamente significativas entre os pontos de coleta
(Figura 4) e concluimos que, para fins de programas de
monitoramento em Vigiléncia sanitdria, a coleta em um
unico ponto é suficiente para a avaliacao. Além disso,
considerando a possibilidade de falhas na coleta no
ponto contiguo & maquina, concluimos que o melhor é
a utilizacdo do ponto no reuso.

P=10,399

® Anilise Microbiologica
W Endotoxinas

Anilise Fisico Quimica

% de amostras

Contaminantes inorginicos

Maquina Reuso

Ponto de coleta

Figura 4. Influéncia do ponto de coleta sobre os resultados

CONCLUSAO

Programas de monitoramento sdo importantes
instrumentos de agdo sanitaria para garantir a
implementa¢ao de rotinas de manuten¢ao nos sistemas
de tratamento e distribui¢do da agua tratada para didlise
visando a prevencao dos riscos a que se expdem os
pacientes renais cronicos.

A efetividade dos programas de monitoramento
foi demonstrada pelo aumento do nivel de qualidade da
agua tratada para dialise.

A garantia da qualidade da dgua para dialise
nao depende somente da escolha do sistema de
tratamento, mas depende também de manutengio
eficiente de seus componentes.

Em programas de monitoramento delineados
pelo Sistema de Vigilancia Sanitaria, a coleta em um
unico ponto do sistema de distribui¢do é suficiente para
avaliar a qualidade da agua tratada para dialise.
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RESUMO

O leite humano (LH) coletado, processado e distribuido em Bancos de Leite humano (BLH), deve configurar-
se como uma alternativa indcua e nutricionalmente satisfatdria aos recém-nascidos que o utilizem. Com
0 proposito de monitorar a qualidade do LH em um BLH de referéncia, foram avaliadas 20 amostras de
LH quanto aos parametros microbioldgicos, fisico-quimicos, bem como as condi¢des higiénico-sanitdrias
do BLH em relagdo a qualidade do ar ambiental, recipientes de armazenamento do leite e maos dos
manipuladores. As amostras de leite analisadas apresentaram quantidade de contaminantes deterioradores,
que foi reduzida com a pasteurizagdo, contudo os coliformes nio foram eliminados. Néo foi detectada
a presenca de Staphylococcus coagulase positiva. Na composicdo centesimal, foram verificadas grandes
perdas do valor energético total, 23,28% nas amostras de leite congelado (LC) e 23,86% das amostras apds
a pasteurizagao (LAP), em decorréncia da grande perda lipidica. Quanto aos pardmetros de pH, acidez
em graus Dornic e umidade, verificaram-se alterages significativas (p < 0,05) entre as amostras de leites
antes e depois do congelamento e LAP. Pode-se inferir que o monitoramento e os processos de conservagao
melhoraram a qualidade microbioldgica do leite, todavia os processos de pasteurizacdo e de congelamento
influenciaram negativamente na composigao fisico-quimica e no valor nutricional.

Palavras-chave. leite humano, crescimento microbiano, avaliagdo fisico-quimica.

ABSTRACT

Human milk is the best nourishment for newborns and babies, and when, for any reason, there is no possibility
to get milk from their own mother or by direct breast suction, the human milk-bank is an innocuous alternative.
Thereby, after being milked, the processed sample is distributed by human-milk banks, and the product should
be harmless and high quality. The present study aims at monitoring the quality of the human milk available at
a reference human-milk bank. Twenty human-milk samples were analyzed on microbiological and physical-
chemical parameters; and the hygienic-sanitary conditions of the milk bank were assessed by monitoring the
quality of environmental air, product storage containers and the hands of milk handlers. The pasteurization
reduced the deteriorating contaminants, although neither aerobic mesophilic bacteria nor coliforms were
eliminated. The coagulase-positive Staphylococcus was not isolated. Under physical agent treatments, the
milk samples showed a change on centesimal composition. Thus, significant losses of the total energy values
were detected in 23.28% of frozen milk samples, and in 23.86% of pasteurized ones, deriving from lipid
contents inactivation. The monitoring of variables and the suitable preservation processes have improved
the microbiology quality of milk samples, nonetheless, pasteurization and freezing procedures negatively
interfered in the physical-chemical composition and nutritional value.

Key words. human milk, microbial growth, physical-chemical evaluation.

Rev Inst Adolfo Lutz. 2010; 69(1):7-14 7



Sousa PPR, Silva JA. Monitoramento da qualidade do leite humano ordenhado e distribuido em banco de leite de referéncia. Rev Inst Adolfo

Lutz. Sao Paulo, 2010; 69(1):7-14.

INTRODUCAO

Por definic¢do, o leite é um produto secretado
pelas glandulas mamarias das fémeas logo depois do
parto. E um alimento indispensavel aos mamiferos, nos
primeiros meses de vida, enquanto nao podem digerir
e assimilar totalmente outras substancias necessarias a
sua subsisténcia’.

O leite humano, por sua vez, é um fluido
aquoso, cujas caracteristicas lhe conferem a propriedade
de particionar muito bem substincias e moléculas,
tanto polares e hidrossoluveis, como as lipossoluveis?,
considerado o alimento mais adequado as necessidades
da crianca, serve como referéncia para estabelecer os
requerimentos nutricionais nessa faixa etaria’®, possui
caracteristicas que lhe atribuem a fun¢do de um suplemento
de fatores de protecao para o lactente, além de restringir e/
ou inibir o crescimento de bactérias patogénicas®.

Nas situacbes em que a mde apresenta
dificuldades para amamentar o filho, o leite coletado
e processado em Bancos de Leite Humano deve
constituir-se como uma alternativa segura que garanta
o desenvolvimento da crian¢a®. Em 2000, o Brasil tinha
a maior rede de Bancos de Leite Humano do mundo: ja
existiam 151 unidades, distribuidas em 22 estados, que
beneficiavam mais de 80 mil criangas prematuras e de
baixo peso®.

O Leite Humano Ordenhado é o produto
manipulado em Bancos de Leite Humano, onde sdo
selecionados como receptores os lactentes incluidos
nas categorias: prematuros e recém-nascidos de baixo
peso que nao sugam, recém-nascidos infectados,
especialmente com enteroinfec¢do, portadores de
deficiéncias imunolégicas, diarreia protraida, alergia
a proteinas heterdlogas e casos especiais, nos quais
a mae encontra-se impossibilitada de amamentar®’.
Obrigatoriamente, esse leite deve estar adequado aos
quesitos de inocuidade e valor nutritivo, suficientes para
garantir o desenvolvimento sadio e pleno da crianga’.

Nos Bancos de Leite Humano, a qualidade
dos produtos processados, estocados e distribuidos
deve ser parte de um sistema integrado que permeie
todas as etapas, sem se restringir exclusivamente a
analises laboratoriais. Pode ter carater preventivo
ou retrospectivo. No aspecto operacional, o controle
preventivo é o mais importante, uma vez que a
qualidade do produto a ser oferecido para consumo
depende desse controle. O controle retrospectivo

tem como objetivo identificar a origem de problemas
relacionados a qualidade do produto, quando nao ha
mais a possibilidade de controle®.

Todo leite humano recebido pelo Banco de leite
deve ser submetido a procedimentos iniciais de sele¢do
e classificagdo, sendo etapas da selecdo a verificagdo da
embalagem, presenca de sujidades, cor, off-flavor e Acidez
Dornic. A classificagdo compreende a pardmetros como
o periodo de lactagao, verificagdo da Acidez Dornic e
conteudo energético por meio do Crematdcriro’.

Os produtos que ndo preencherem as
especificacoes determinadas quantos aos aspectos
sensoriais (auséncia de sujidades, cor e off-flavor
caracteristicos), fisico-quimicos (acidez Dornic entre
1 e 8°D e crematdcrito) e microbioldgicos (auséncia de
coliforme a 35°C), deverao ser descartados. Produtos que
preenchem todas as especificagdes serdo pasteurizados
e categorizados de acordo com seu valor energético
para em seguida serem encaminhados a administragdo
conforme necessidades dos recém-nascidos™.

A inocuidade e a qualidade dos alimentos sao
o conjunto das caracteristicas individuais do produto,
que apresentam grande importancia na determinagdo
da aceitabilidade do alimento pelo consumidor, avaliado
segundo  parametros  fisico-quimicos, higiénico-
sanitarios, sensoriais e legais''. O objetivo deste trabalho
foi monitorar os parametros fisico-quimicos e higiénicos
sanitarios do leite humano ordenhado e distribuido em
um banco de leite de referéncia, como forma de garantir
a inocuidade deste alimento e detectar possiveis falhas
nesses procedimentos.

MATERIAL E METODOS

O banco de leite humano configura-se como
um servi¢o especializado vinculado a um hospital de
atengdo materna e/ou infantil, sendo responsavel por
acoes de promogdo, protecdo e apoio ao aleitamento
materno, além de executar atividades de coleta do
leite materno, selecdo, classificacdo, processamento,
controle de qualidade e distribui¢do, sendo proibida
a comercializacdo dos produtos por ele distribuidos'?,
com base nesta definicdo pontuamos o local de coleta
como banco de leite de referencia por cumprir com
todas as exigéncias determinadas pela ANVISA®.

Para a realizacdo deste trabalho, foram coletadas
20 amostras (200 mL) independentes, totalizando
um volume de 4 litros de leite humano, 10 amostras
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do ar ambiental, 10 dos recipientes utilizados para o
armazenamentodoleitee I0dasmaosdosmanipuladores,
provenientes de um banco de leite humano de referéncia,
situado no municipio de Jodo Pessoa — PB, no periodo
de novembro de 2004 a setembro de 2005. A coleta foi
realizada, seguindo procedimentos recomendados pela
ICMSF" e as amostras, transportadas assepticamente
sob refrigeracdo para os laboratérios de Microbiologia
e Bioquimica de Alimentos (DN/CCS/UFPB), onde
foram realizadas as analises.

Analises microbiologicas

Foram realizadas em duplicata para amostras
de leite humano antes do congelamento, apds o
congelamento, a apos a pasteuriza¢ao, foram realizadas
as seguintes analises.

» Contagem de bactérias aerobias mesofilas: Foi
feita empregando-se a técnica “Pour Plate” em placas
de Petri, usando Plate Count Agar e incubagdo a
37°C/48h".

» Contagem de bolores e leveduras: Foi realizada
em Potato Dextrose Agar acidificado com acido
tartarico a 10% (pH=3,5), seguida de incubagdo a
25°C/5 dias®.

= Pesquisa do Nimero Mais Provavel de Coliformes
Totais e Fecais: Foi realizada pela técnica de tubos
multiplos, usando-se Lauryl-sulfato triptose e
encubagdo a 35°C/48h. Os tubos gas-positivos foram
repicados para tubos contendo caldo bile verde
brilhante, seguidos de incubagdo a 35°C/48h, para
verificar a presenca de coliformes totais e para tubos
contendo caldo Escherichia coli (EC), incubados a
45°C/24h, em banho-maria, para verificar a presenca de
coliformes fecais'>*.

» Contagem de Staphylococcus aureus coagulase
positiva: Foi realizada mediante a semeadura de 0.1
ml das diluicdes em Agar Baird Parker, adicionado
de telurito de potassio e emulsdo de gema de ovo,
seguido de incubacgao a 35°C * 0,2/48h, sendo feita
a confirmagdo com a prova da coagulase e catalase'.
Para as amostras de ar ambiental, recipientes de
armazenamento do leite, e maos dos manipuladores
foram realizadas em duplicata as analises de
Staphylococcus aureus coagulase positiva.

Analises Fisico-Quimicas

As analises fisico-quimica feitas em triplicata
para as amostras de leite antes do congelamento, apds o
congelamento e apds a pasteurizacio foram:

» Determinacio do Teor de Proteinas: O teor de
Nitrogénio Total da amostra foi determinado pelo método
de Kjaldahl, utilizando-se o fator de conversao 6,25".

= Determina¢do do Teor de Lipidios: Determinado
pelo método de Gerber, que se baseia na quebra da
emulsido do leite pela adicio de solu¢oes especificas,
com a posterior centrifugacao®.

» Determinagdo do Teor de Carboidratos Totais:
Utilizando-se dos indices obtidos pela analise da
umidade, RMEF, proteinas e lipidios, foi calculado o teor
de carboidratos totais pela diferenga’>.

» Determina¢ao do Teor de Minerais: Foi determinado
pelo método gravimétrico apds evaporagdo em banho-
maria, carbonizagdo e incineracao da matéria organica
em forno mufla a 500°C".

= Valor Energético Total: Foi calculado, segundo Instituto
Adolfo Lutz®, pela soma e multiplicacdo dos macroelementos,
pela quantidade de calorias fornecidas, por cada um.

= Determinagao da Densidade: Determinada com o
auxilio de um termolactodensimetro de Quevene, que
afere a temperatura e a densidade do leite'.

» Determinagido Eletrométrica do pH: Determinada
diretamente com o auxilio do aparelho medidor de pH".

» Determinagio da acidez em graus Dornic: Determinada
por processo de titulacdo que estabelece uma corelagdo
entre o volume gasto de NaOH e os graus Dornic®.

= Determinac¢io da Umidade: Determinada pelo método
direto que se fundamenta na secagem do material em
estufa estabilizada a 105°C". Nao sendo utilizado um N
igual a 20 para todas as analises fisico-quimicos.

Analise Estatistica

Os dados foram agrupados em: leite antes
do congelamento, apds o congelamento e apds a
pasteurizacdo. Apds a verificagdio da normalidade
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(Komogorov-Smirnov), foi aplicado a ANOVA, tendo
como nivel de significancia 5%, sendo para esta tltima,
o teste de Tukey como prova final de comparagdo entre
os resultados. Para as analises microbiologicas, os dados
foram transformados em escala logaritmica (LogUFC/
ml ou placa), e foram utilizados os procedimentos da
estatistica descritiva por meio de médias, desvio padrio
e Teste t de Student, com a utilizagdo do software SPSS for
Windows, versao 14.0'°.

RESULTADOS

As analises microbioldgicas realizadas foram
a Contagem padrido em placas de bactérias aerdbias
mesofilas (CPP) e a contagem padrio de bolores
e leveduras (CPBL), sendo o leite avaliado apds o
congelamento e apds a pasteurizagdo. Os resultados
obtidos para esta analise estdo expostos na Tabela 1,
sendo observado pela realiza¢ao do teste t que ndo houve
diferencgas significativas para as varidveis analisadas a
saber, CPP (p > 0,05) e CPBL (p > 0,05).

Tabela 1. Resultados das Andlises Microbioldgicas do Leite
Humano, ap6s o congelamento e apds a pasteurizagdo

Contagem Padrio Contagem Padrio

de Bactérias de s e
Aerobias Mesofilas Leveduras (CPBL)
: (cpP)
Leite Humano Log UFC/mL Log UFC/mL
2 Desvio . Desvio
b Padrio bzt Padrao
Apbs o 2,20 1,75 2,23 2,16
congelamento
Aposa 1,46 0,21 1,94 2,01
pasteurizagao

Em apenas duas amostras de leite, apds o
congelamento e uma deleite apds a pasteurizagao, detectou-
se a presenca de coliformes a 35°C, sendo encontrada
também a presenca de coliformes a 45°C em uma amostra
obtida apds o congelamento. Depois da pasteurizagao, nao
se detectou a presenca de coliformes a 45°C.

10

Tabela 2. Teor de Carboidratos, Proteinas e Minerais no leite
Humano, antes do congelamento, apos o congelamento e ap0s
a pasteurizagao

Leite Carboidratos Proteinas Minerais
Humano (%) (%) (%)
Antes do

8,16 + 0,68 0,93+0,32  0,15+0,06
congelamento
Apds o
7,28 £ 1,87 1,87 £ 1,40 0,15 + 0,04
congelamento
Apodsa
. 6,85 + 2,87 1,98 £1,18 0,14 £ 0,03
pasteurizagao

Valores médios e desvio padrdo dos resultados das analises
(p > 0,05)

Nao foi observada a presenca de Staphylococcus
coagulase positiva no leite, no ambiente, nos recipientes
nem nas maos dos manipuladores avaliados.

Na Tabela 2, estdo expostos os resultados das
analises de teor de carboidratos (p > 0,05), proteina (p
> 0,05) e minerais (p > 0,05), ndo havendo diferengas
significativas entre os valores médios.

Pelo teste da ANOVA, pode ser verificado que,
para a variavel da composicao centesimal designada
como teor de lipidios (p < 0,05) e valor energético total (p
< 0,05), foi encontrada uma diferenca significativa entre
os valores médios (Tabela 3).

Tabela 3. Teor lipidico e valor energético total do leite humano,
antes do congelamento, apds o congelamento e ap6s a pasteurizagio

R Valor energético
Leite Humano Teotx(')g;sh(p(;c)hos total - VET
’ (Calorias)
Antes d
ries €o 4,07 £ 0,30 73,00 + 2,68
congelamento
ApS
Pos © 2,51 + 0,88 56,19 + 7,59
congelamento
ApS
posa 1,97 0,33 55,58 £ 3,62
pasteurizagao
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Na Tabela 4, pode ser verificado o resultado do
teste de Tukey realizado com os valores das analises
do teor de lipidios e o valor energético total, sendo
verificada uma diferenca externamente significativa
(p < 0,001) entre o leite antes do congelamento e o
leite apds a pasteurizagdo, com um percentual de
23,28% de perda caldrica apo6s o congelamento e uma
perda total de 23,86% apds a pasteurizagao.

Tabela 4. Teste de Tukey para teor lipidico e valor energético total
do leite humano, antes do congelamento, apds o congelamento
e apds a pasteurizacao

Leite Antes do Apods o Apods a
Humano congelamento congelamento pasteurizagao
Antes do - -

congelamento I
Apos o s -
congelamento -
Apds a s oox
pasteurizagdo —

ns — Nao significativo estatisticamente p > 0,05/ * - p < 0,05/ ** p <
0,01 /** p < 0,001

Dos parametros fisico-quimicos analisados para
avaliar a qualidade, a densidade (p > 0,05) ndo apresentou
resultados significativos, no entanto, nas analises de pH (p <
0,05), acidez dornic (p < 0,05) e teor de umidade (p < 0,05),
quando submetidos a analise pela ANOVA, demonstraram
resultados significativos entre os valores médios (Tabela 5).

Tabela 5. pH, acidez tituladvel e teor de umidade do leite
humano antes do congelamento, apds o congelamento e apds
a pasteurizacao

Leite H Acidez titulavel Teor de
Humano P (Graus Dornic) umidade (%)
Antes do

6,97 0,39 2,83 +2,36 86,70 + 0,58
congelamento
Apods o
6,26 £ 0,17 7,91 + 3,93 89,00 + 1,21
congelamento
Apods a
L 6,86 = 0,24 3,61 £1,69 88,67 £ 0,74
pasteurizagao

DISCUSSAO

A resolugdo RDC n° 12 de janeiro de 2001, do
Ministério da Saude', estabelece, pela primeira vez
no Brasil, critérios para o controle microbiolégico
do leite humano. Nessa resolugdo, a quantidade de
microrganismos aerobios mesoéfilos vidveis permitida
¢ de até 2 LogUFC/mL, auséncia tanto de coliformes a
35°C como de Staphylococcus coagulase positiva em 1 mL
de leite apds a pasteurizagao.

Nesta pesquisa, a média das contagens de
bactérias aerobias mesodfilas (CPP) no leite humano apds
o congelamento foi de 2,20 LogUFC/mL e no leite apos
a pasteurizagdo, 1,46 LogUFC/ml, estando, portanto,
dentro dos padroes preconizados pela ANVISAY para
o leite humano, indicando que as técnicas de ordenha e
processamento estao sendo utilizadas corretamente.

A presenga de bolores e leveduras em alimentos
pode indicar contaminag¢ao proveniente do meio
ambiente ou resultado de manipulagio em condigdes
higiénico-sanitarias insatisfatorias''. Foram encontrados
valores médios para a CPBL de 2,23 LogUFC/mL no leite
apos o congelamento e 1,94 LogUFC/mL no leite apos
a pasteurizagdo. Mesmo ndo sendo preocupantes, esses
resultados podem ser indicativos de possiveis falhas no
manuseio do produto.

O leite Humano obtido de doadoras saudaveis
¢ livre de microrganismos patogénicos. Quando
presentes podem ser provenientes de fontes externas
de contaminac¢do. Entre os contaminantes externos,
os coliformes ocupam lugar de destaque devido ao
seu proprio significado e elevada probabilidade de sua
ocorréncia quando o leite ndo é obtido em condigdes
higiénico-sanitarias satisfatdrias'®.

Do total de 20 amostras analisadas, apenas quatro
(20%) encontravam-se fora dos padroes estabelecidos
pela ANVISAY. Na pesquisa de coliformes a 35°C, duas
amostras de leite apds o congelamento e uma apds a
pasteurizagdo, numa delas, do leite ap6s congelamento,
foi detectada a presenca de coliformes a 45°C. Apds a
pasteurizagdo em apenas uma amostra, foi detectada a
presenca de coliformes a 35°C, estando, portanto, fora
dos padroes estabelecidos'”. Destaca-se a importancia
da determinagao de bactérias do grupo coliforme no
controle da qualidade microbioldgica do leite humano,
uma vez que a sua presenca pode indicar contaminagio,
mesmo que indireta, de origem fecal, sem implicar
necessariamente a identificacdo de Escherichia coli®.
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Segundo a American Public Health Association®,
os padroes microbioldgicos para recipientes de leite e
agua sdo de IlUFC/mL da capacidade do recipiente, neste
trabalho, foram encontrados resultados médios menores
que 1UFC/mL de capacidade dos recipientes analisados,
atestando, portanto, a higiene sanitdria desses recipientes.

Nas maos dos manipuladores, nao foi detectada
a presenca de Staphylococcus coagulase positiva.
Estudos de rastreamento epidemioldgico identificam o
manipulador de alimentos como ponto chave no processo
de disseminagao dos Staphylococcus, sendo de extrema
importancia o controle dos portadores assintomaticos?'.

A presenga de numeros elevados de S. aureus
¢ uma indica¢ao de perigo potencial a saude publica,
devido a toxicidade da enterotoxina estafilocdcica, bem
como ao questionamento da sanificagao, especialmente
quando envolve a manipula¢do de alimentos®.

Dependendo das condigdes, quando o
descongelamento é realizado de forma muito lenta ou
quando o alimento ¢ deixado a temperatura ambiente, os
microrganismos tém a possibilidade de multiplicar-se e
desenvolver atividades como a produgdo de toxinas. As
espéciesde microrganismos que semultiplicam dependem
da temperatura a que se realizou o descongelamento e do
tempo em que o alimento, uma vez descongelado, ficou
exposto a temperatura ambiente®.

Fraizer e Westhoff® consideram que o
congelamento pode diminuir o nimero de microrganismos
vidveis existentes no alimento devido aos efeitos letais e
subletais que exerce sobre eles, porém ndo é considerado
como um processo de esterilizagdo de alimentos, o que
indica a necessidade da pasteuriza¢ao, que é definida
como o processo capaz de destruir no leite, pelo emprego
do calor, a quase totalidade da microbiota deterioradora
e a totalidade de sua microbiota patogénica, procurando
alterar o minimo possivel a sua estrutura fisica e o seu
equilibrio quimico®.

Trombino, Hermandez e Rios?’, em um trabalho
com leite humano, encontraram em 94% das amostras
de leite analisadas valores menores que 1LogUFC/
mL de bactérias aerdbias mesdfilos e Staphylococcus
aureus e menos de 1 UFC/mL para coliformes a 35°C,
comprovando a eficiéncia da pasteurizagdo para melhorar
a qualidade e a obtengdo de alimentos seguros.

Alencar e Aratjo*, analisando amostras de leite
humano coletadas em dois bancos de leite do Municipio
do Rio de Janeiro, demonstraram que a pasteurizagdo
foi eficaz em 98,69% das amostras. Em amostras de leite
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pasteurizado analisadas por Kamiaya e Ramos®, ndo foi
detectada a presenca de coliformes a 35°C.

Segundo Wyk?, a possivel desvantagem ocorrida
na pasteurizagdo do leite ofertado a criangas prematuras
¢ o ritmo mais lento de ganho de peso, que pode ser
atribuido a pasteurizagdo, que pode levar a destruigdo
da lipase do leite, que é sensivel ao calor. Outros estudos
mostram que os resultados do tratamento térmico por
meio da pasteurizagdo, podem levar a uma redugdo ou
eliminagio de propriedades do leite que sdo fundamentais
para o lactente?***!. Por outro lado tem sido demonstrado
que a capacidade bactericida do leite humano apds a
pasteurizagdo se prolonga por 72 horas ou mais®.

Segundo Calil e Falcdo®”, a necessidade de
proteinas para o recém-nascido a termo é estimada em
cerca de 2,0 a 2,5g/kg/dia, diminuindo gradualmente até
um valor de 1,3g/kg/dia. O leite humano maduro fornece,
em média, 1,2g de proteina/100mL de leite. Os resultados
encontrados para o teor de proteina do leite, apos o
congelamento, e o leite, apds a pasteurizagao, foram 1,87
e 1,98% respectivamente, atendendo as necessidades do
recém-nascido.

O perfil de aminoacidos do leite humano ¢é
bastante adequado as caracteristicas metabdlicas do
recém-nascido, especialmente o prematuro, devido a
imaturidade de alguns sistemas enzimaticos, que se
traduzem pela limitada capacidade para a utilizagdo e
conversdo de determinados aminoacidos™.

Dentre os componentes do leite, temos a lactose
como carboidrato de maior concentrac¢ao que fornece de
45 a 50% do conteudo energético total do leite humano.
Elevadas concentracdes de lactose sio consideradas
como de grande importincia para o RN, visto que seu
produto metabolico, a galactose, entra na constitui¢do
dos galactolipidios, integrantes do sistema nervoso
central®. O teor de carboidratos das amostras de leite
analisadas nao apresentou diferenca significativa, mas foi
inferior a necessidade do recém-nascido.

Os lipidios do leite humano sdo facilmente
digeriveis e absorviveis em decorréncia da agdo
combinada de varios fatores, tais como a organizagdo dos
glébulos de gordura, a composi¢ao de acidos graxos e
comprimento de suas cadeias™.

Lopes, Amancio e Juliano® observaram um
percentual de 20,42% de perda de lipidio entre o
leite humano recém ordenhado e o leite humano
apos o congelamento, com a utilizagdo do método de
Crematocrito. Neste trabalho a quantifica¢ao de lipidios
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foi realizada pelo método de Geber'?, que também
detectou uma diferenga significativa no teor lipidico de
23,3% entre o leite antes do congelamento e o leite apds o
congelamento, sendo a perda global apds a pasteurizagdo
de 23,9% do valor energético total.

As perdas ocorridas podem ser consequéncia da
quebra da membrana do glébulo de gordura, sob a¢do da
lipase do leite humano, reduzindo os teores de lipidios.
Outra possibilidade se baseia no fato do congelamento
e posterior descongelamento influirem na estrutura
fisica das proteinas do leite, desestabilizando a emulsao.
Com isso, ha a formagdo de uma camada de gordura
que pode aderir a parede do recipiente ou formar uma
camada sobrenadante, dificultando a homogeneiza¢ao da
amostra e diminuindo os valores da gordura analisados®.

Vieira, Moreira e Rocha® avaliaram 462 amostras
de leite humano, encontrando um percentual de gordura
e um conteudo energético significantemente menor no
leite humano processado em relagao ao leite humano cru,
sugerindo que o processamento pode afetar a qualidade
do leite humano oferecido aos recém nascidos.

A densidade é uma constante fisica importante na
verificacao da qualidade do leite, sendo relacionada com
a riqueza do leite em sélidos totais™. No presente estudo,
ndo foram encontradas diferencas significativas entre os
valores da densidade, podendo ser justificado pelo fato
de ser um alimento com baixo percentual de matéria seca
total, que compreende a todos os elementos do leite, exceto
a agua, com um percentual médio de 12,5%".

O pH do leite humano ordenhado encontra-se
entre 5,47 e 7,84, variando diretamente com as semanas
de lactagdo e inversamente com o teor de lipidios, sendo
coerente afirmar que quanto maior a concentragdo de
gordura total maior a possibilidade do leite desenvolver
acidez elevada”. Os resultados encontrados na
determinacao do pH do leite apresentaram diferencas
significativas entre as médias, como ilustrado na Tabela 5.

A acidez titulavel do leite humano imediatamente
apos a ordenha encontra-se entre 3° e 6°D*. A acidez
determinada neste trabalho foi de 2,83°D no leite antes
do congelamento e 7,91° ap6s o congelamento. Segundo
Cavalcante et al*®, a temperatura atua como modificador
da acidez titulavel, podendo variar de 8 a 13°D.

Quantitativamente, a agua é o elemento
mais importante na composicdo quimica do leite,
representando, aproximadamente, 9/10 do total'®. Na
determinacdo da umidade, foram verificadas diferencas
significativas (p < 0,01) entre as médias das amostras de

leite antes e apos o congelamento e entre o leite apds a
pasteurizagdo e antes do congelamento (p < 0,05), sendo
o teor de umidade menor no leite antes do congelamento,
o que indica possiveis perdas de solutos durante o
processamento e manipulagao do leite.

O leite humano processado em bancos pode ter
a composi¢do de macro e micronutrientes inadequados
para o recém-nascido de baixo peso, seja porque as
necessidades desses nutrientes sio maiores nesse grupo,
0 que requer uma complementagio, seja em fungio
das perdas associadas a coleta, armazenamento e
procedimentos na sua administragao®.

CONCLUSAO

O monitoramento de todas as varidveis
envolvidas, ordenha, congelamento e pasteurizagdo do
leite humano e distribui¢éo possibilitaram a identificagdo
de influencias positivas e negativas a qualidade do
leite humano. A pasteurizagdo foi importante para a
manuten¢do da qualidade microbiolégica do leite, no
entanto, se mostrou vulnerdvel as contamina¢des do
ar ambiente, recipiente de armazenamento e mao de
manipuladores.

Por outro lado, foi detectada uma redugéo
significativa no teor de lipidios possivelmente provocada
pelos processos de congelamento e pasteurizagdo o que
indica a necessidade desenvolver novas tecnologias
capazes de preservar o leite, sem afetar significativamente
o seu valor nutritivo e suas propriedades fisico-quimicas.
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RESUMO

Ensaios de proficiéncia (EP) sdo considerados importantes ferramentas para a conducdo de programas de
controle de qualidade, que possibilitam efetuar a avaliagdo da habilidade de laboratérios em obter resultados
precisos. No Brasil é restrita a oferta de EP na area de microbiologia de alimentos. Além disso, os altos custos
diminuem a participagdo regular de laboratdrios nacionais nesses ensaios. O presente estudo teve como
objetivo realizar a avaliacdo da técnica de liofilizacdo no preparo de materiais de referéncia (MR) para EP
destinados ao ensaio de detec¢ao de Salmonella spp. em leite. Foi determinada a concentracdo do indculo
utilizado no preparo de dois lotes e, também, foi padronizado o procedimento de contaminagdo da matriz.
Para monitorar a qualidade dos MR produzidos foram estabelecidos ensaios de controle, dentre eles o teste
da homogeneidade e da estabilidade em longo e curto prazo. A técnica de liofilizagdo mostrou ser adequada
para a producio de MR de qualidade e aplicavel para EP. Os MR apresentaram estabilidade a temperatura de
estoque (-20°C) durante os trés primeiros meses, porém foi observada perda de viabilidade apds doze meses
de armazenamento. Na estabilidade em curto prazo, os MR foram estaveis a 4°C, contudo apresentaram
reducio significativa no nimero de células quando mantidos a temperaturas de 25°C e 37°C durante sete dias.
Palavras-chave. ensaios de proficiéncia, materiais de referéncia, microbiologia de alimentos.

ABSTRACT

Proficiency tests are considered relevant tools of quality control programs used to monitor the laboratory
performance and to assess the reliability of tests results. In Brazil, the provision of proficiency testing
(PT) is restricted to food microbiology area. Furthermore, high costs reduce the regular participation
of national laboratories in these tests. This study evaluated the freeze-drying technique employed for
preparing reference materials (RM) to be used in the PT schemes for detecting Salmonella spp. in milk.
The concentration of inoculums used for preparing two batches of RM was determined, and the procedures
for matrix contamination were standardized. The control trials were established in order to monitor the
quality of the produced RM, and among them, there are long and short-term homogeneity and stability
assays. The freeze-drying technique proved to be a suitable procedure for producing RM for PT. The RM
were stable for the first three months when stored at -20°C, nevertheless, viability loss could be observed
after 12-month storage. The RM were stable at 4°C at short-term stability, although when the products were
kept at 25°C and 37°C for seven days, a significant reduction in the number of cells could be observed.
Key words. proficiency testing, reference material, food microbiology.
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INTRODUCAO

A utilizagao de sistemas da qualidade em
laboratérios de ensaio promove melhorias nos
procedimentos empregados, desde a amostragem até a
liberacdo dos resultados de andlises'>.

Segundo Camargo®, a NBR ISO/IEC 17025:2005*
tem sido o sistema da qualidade mais reconhecido e
utilizado em laboratérios de ensaios analiticos. Esta
norma descreve os requisitos que os laboratdrios de
ensaio e de calibragido devem atender para demonstrarem
competéncia técnica e capacidade de produzir resultados
tecnicamente precisos, confidveis e rastredveis. Dentre
os requisitos apontados na Norma, para o controle da
qualidade dos resultados das andlises estdo: o uso de
métodos validados, a utilizacio de materiais de referéncia
(MR) para o controle laboratorial interno e a participagao
periddica do laboratério em programas de ensaios de
proficiéncia (EP) e/ou em comparagdes interlaboratoriais.

Ensaios de proficiéncia sdo descritos por Roberts?,
como ferramentas da qualidade, que possibilitam a
avaliacio da habilidade de um laboratério em obter
resultados precisos. A participagdo em EP permite a
compara¢do do desempenho obtido, com o de outros
laboratdrios ao analisarem analitos idénticos, especificos
para um parametro de ensaio®.

De acordo com Emons et al®, a definicdo
de material de referéncia (MR) da NBR ISO/GUIA
30:20007 se encontra em processo de revisido, tendo
sido recentemente aprovada pelo Comité sobre
Material de Referéncia da Organizagdo Internacional de
Padronizagdo - ISO REMCO. Esses MR passam a ser
definidos como “Materiais suficientemente homogéneos
e estdveis com relacdo a uma ou mais propriedades
especificas, estabelecidas, para serem utilizados em
um processo de medigdo”. O documento descreve MR
como um termo genérico, com propriedades que
podem ser de carater qualitativo ou quantitativo e que
devem apresentar a indicagdo do uso para apenas uma
finalidade em um sistema de medicdo, como calibrador
ou como controle de qualidade.

O grande desafio na produ¢ao de MR para EP
destinados a ensaios microbioldgicos ¢ a instabilidade
natural dos microrganismos, que dificulta o
desenvolvimento, a produgdo e o uso desses materiais"®.
Na produgdo do MR as células bacterianas sdo fortemente
afetadas por fatores como variagdes de temperatura e
estresse sofrido durante o processo de dessecagao’.
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Quando preparados para serem utilizados em
EP, os MR devem ser suficientemente homogéneos e
estaveis, garantindo aos laboratorios participantes de
um EP o recebimento de unidades com propriedades
semelhantes, proximas a um valor padrao.

O ensaio da estabilidade tem como objetivo
a verificagdo do grau da instabilidade de um material
candidato a ser MR. Tendo em vista as variagbes que
os MR podem sofrer antes de serem analisados, dois
tipos de teste de estabilidade devem ser realizados
separadamente: o teste de estabilidade em longo prazo,
que verifica a estabilidade do material a uma temperatura
de armazenamento e o teste de estabilidade em curto
prazo, que simula as condi¢des de transporte durante
a distribui¢ao do material. O teste em curto prazo é
realizado com a exposi¢io do material a diferentes
temperaturas em diferentes intervalos de tempo'.

Para a avaliagdo estatistica da homogeneidade
e da estabilidade, as Normas NBR ISO/IEC GUIA
43-1:1999" e a ILAC G13:08/2007" recomendam a
utilizacdo dos procedimentos citados por Thompson,
Ellison e Wood’, as orientacdes da ISO 13528:2005' e da
ISO GUIDE 35:2006".

Apesar do aumento da procura da participagdo
em EP, a disponibilidade destes ensaios no pais é escassa.
A grande maioria das ofertas é dada por provedores
internacionais, fazendo com que os valores cobrados
para a participagdo sejam bastante elevados. Além disso,
devem ser destacadas as exigéncias burocraticas feitas
pelos paises exportadores na liberagdo das amostras. A
dificuldade na liberagdo alfandegaria no Brasil constitui
também outro problema, algumas vezes fazendo com
que o material chegue ao laboratdrio de analise fora das
especificagoes de temperatura, ou mesmo com o prazo de
inicio de analise ultrapassado'.

O presente trabalho teve como objetivo
principal a padronizagdo da metodologia de produgéo
e de controle de MR para EP referente ao ensaio de
“Deteccdo de Salmonella spp. em alimentos”, utilizando
a técnica de liofilizagéo.

MATERIAL E METODOS

Produc¢iao do material de referéncia

A partir de um levantamento sobre o sorotipo
e fagotipo de Salmonella spp. de maior prevaléncia
no Brasil nos ultimos anos, foi selecionada uma cepa
de Salmonella Enteritidis fagotipo PT-4, isolada de
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uma amostra de sobre coxa de frango congelada. Esta
foi depositada na Colecao de Pesquisa de Bactérias
do INCQS, com numero P3440. A caracterizagdo
sorologica e a classificagio do fagotipo foram
realizadas pelo Laboratéorio de Enterobactérias do
Departamento de Bacteriologia do Instituto Oswaldo
Cruz da FIOCRUZ.

A cepa selecionada foi cultivada em caldo infusao
cérebro coragao (BHI) a 35 + 2°C. Ap6s 24 horas, 3 mL da
cultura foram centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos
(Centrifuga Eppendorf, 5415D). O sedimento obtido
foi ressuspendido em 6 mL de solugéo salina fisiologica
contendo peptona a 0,1%, obtendo-se assim a suspensao
de células para o preparo do material.

A suspensio de células foi ajustada em
espectrofotometro (SHIMADZU, UV-visible, W-601), em
comprimento de onda de 530 nm, até uma transmitancia
na faixa de 5 a 9%, com o objetivo de se atingir uma
concentragao aproximada de 5 a 9 x 10® células/mL.

A partir do conhecimento aproximado da
concentra¢do de células da suspensdo preparada, foi
calculado o fator de dilui¢ao a ser aplicado, para se
obter a concentra¢ao desejada no MR liofilizado. A
suspensao obtida foi utilizada para o preparo de dois
diferentes lotes (S, e S,), que foram liofilizados em
diferentes ciclos de liofilizagdo. O procedimento teve
como objetivo avaliar a reprodutibilidade da técnica no
preparo de dois diferentes lotes, utilizando uma mesma
suspensdo de células. A equivaléncia entre os lotes foi
verificada utilizando o programa Microsoft Excel. A
partir dos dados obtidos no teste da homogeneidade foi
aplicado o Teste F de equivaléncia entre as variancias
e posteriormente o Teste t de Student com nivel de
significancia de 5%.

Dois  mililitros da  suspensao  foram
homogeneizados com 198 mL de uma solu¢ao de Skim
Milk a 10%. Volumes de 0,5 mL foram transferidos
para 120 frascos de vidro estéreis com capacidade de 4
mL. Apés o envase, tampas de borracha estéreis foram
encaixadas nos frascos e, em seguida, foram congelados
em freezer a -70°C, por um intervalo minimo de 24 horas.
O material foi liofilizado (LIOTOP, K 105) por 24 horas.

Ensaios de controle

Os ensaios de verificacdo de vacuo, determinagdo
da umidade residual e verificagdo da pureza foram
incluidos no estudo com a intencéo de avaliar a qualidade
final dos MR liofilizados.

Verifica¢io de vacuo

Logo ap¢s a liofilizacéo foi realizada a verificagdo
de vacuo dentro de cada frasco, através da utilizagdo de
aparelho emissor de centelha elétrica (Tesla Coil, 2-12-
8). Os frascos com vacuo foram lacrados com tampa de
metal, etiquetados e estocados em freezer a -20°C.

Determina¢ao da Umidade Residual

Trés frascos de cada lote foram utilizados para
a determinagdo da umidade residual por gravimetria,
a partir dos procedimentos descritos no POP INCQS
65.3130.001"°. A umidade residual foi calculada pela
média dos 3 liéfilos analisados.

A avaliagao dos resultados foi realizada segundo
recomendac¢des do Guideline for the Determination
of Residual Moisture in Dried Biological Products”,
que descreve a faixa percentual de 1 a 3% de umidade
residual, como ideal para a maioria dos produtos
bioldgicos liofilizados.

Verifica¢io da pureza

Para a verificagdo da pureza foram utilizados
doze frascos por lote, numero correspondente a 10%,
conforme recomendacdes descritas no POP INCQS
65.3230.001"%.

Os lidfilos foram reconstituidos com 1 mL
de solugdo salina fisiolégica contendo peptona a
0,1%, e deixados em repouso por 15 minutos. Apds a
reconstituicio uma alcada de cada frasco foi semeada
em placas de agar sangue, através da técnica de
esgotamento. Em paralelo foi realizada a semeadura
de uma cepa de referéncia de S. Typhimurium INCQS
0150 (ATCC 14028).

As placas foram incubadas a 35 + 2°C, por 24
+ 2 horas. Apds o periodo de incubagdo o crescimento
nas placas semeadas foi comparado com a morfologia
colonial da cepa de referéncia. Os MR que apresentaram
placas com crescimentos de apenas um tipo de colonia e
similares a cepa de referéncia foram considerados puros.

Estudos de homogeneidade

Dez frascos de cada lote, selecionados
aleatoriamente, foram utilizados para o teste da
homogeneidade, que ocorreu em um periodo maximo
de 1 més apds a liofilizacdo.

Oslidfilos foram reconstituidos, como descrito no
ensaio da verifica¢ao da pureza, e entao homogeneizados
com 9 mL de solugéo salina fisioldgica contendo peptona
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a 0,1%. Volumes de 1 mL foram transferidos para duas
placas de Petri estéreis. A enumeragdo foi baseada na
metodologia descrita por Schulten et al*.

Apés o periodo de incubagdo, foi realizada a
contagem das colonias. Foram selecionadas placas contendo
de 15 a 150 Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)/mL.

Para a analise estatistica da homogeneidade foram
utilizados os procedimentos descritos por Thompson,
Ellison e Wood’. Primeiramente as contagens das placas
foram convertidas em log . Em seguida foi aplicado
o teste de Cochran aos resultados, com o propdésito de
eliminar possiveis valores dispersos. Foi entdo realizada
a andlise de varidncia (ANOVA), utilizando o programa
Microsoft Excel. A avaliagdo da homogeneidade foi
realizada a partir da comparacdo dos valores de variancia
entre as amostras (Sam?) e o “c” critico. Para cada um
dos lotes foram atribuidos diferentes valores de desvio
padrao (op), de modo a se obter Sam?* < c. Os materiais
foram considerados homogéneos, com 95% de confianca,
quando Sam’ < c.

Foi realizada a avaliacdo da precisio do teste
da homogeneidade, segundo Fearn e Thompson®, que
estabelecem a relagdo oan/op < 0,5.

= Estudo da estabilidade

O teste de estabilidade em longo prazo foi realizado
por 3 meses consecutivos e um ano apds o preparo dos lotes.
A cada anilise mensal, seis frascos, de cada lote, estocados
a -20°C foram submetidos a contagem como descrito
no estudo da homogeneidade. As médias das contagens
realizadas durante os testes da homogeneidade foram
utilizadas representando o tempo zero de armazenamento.

Para a avaliacdo da estabilidade em curto prazo
foram utilizados trés grupos de quatorze frascos de
cada lote. Para a simulagdo do transporte em diferentes
temperaturas, foi aplicada a metodologia do “isochronous
design™', que recomenda a analise dos analitos sob
condigoes de repetitividade. A cada dia, dois frascos
de cada lote foram incubados nas temperaturas de 4°C,
25°C e 37°C, em embalagens proprias para transporte
de material bioldgico, com duas unidades de gelo
reciclavel dentro de cada caixa. As condi¢des de tempo
e temperatura foram mantidas para todos os 14 frascos
de cada grupo. Sete dias ap6s a primeira incubagdo, os
frascos foram analisados, sob as mesmas condi¢cdes de
analise descritas anteriormente.

Para a avaliagdo estatistica da estabilidade foi
aplicada a metodologia indicada pela ISO GUIDE
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35:2006', que estabelece a utilizagdo da analise de
regressdo linear simples para a verificagdo da relagdo
entre as duas variaveis (concentra¢ao x tempo).

Na andlise de regressiao linear foi utilizado
o programa Microsoft Excel, obtendo-se o valor do
intercepto, da inclinag¢do e dos intervalos de confianca do
intercepto e da declividade.

A partir dos intervalos de confian¢a da
inclinagao pode-se inferir a correlagao linear entre a
variavel explicativa e a de resposta, que segundo Barros,
Scarminio e Bruns* ocorre quando os intervalos
de confianca de P diferem de zero, indicando assim
a inexisténcia de rela¢do linear entre as varidveis ao
longo do tempo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliagao da equivaléncia entre os lotes

Os resultados obtidos mostraram que os
materiais foram equivalentes, com nivel de significincia
de 5%, indicando que a técnica de preparo apresentou
uma boa reprodutibilidade.

Controles dos lotes produzidos
= Verifica¢ao do vacuo

O percentual de frascos que apresentaram
resultados satisfatorios para vacuo foi de 100% (120
frascos) no lote S e 99,2% (119 frascos) no lote S,
Esses resultados confirmam a adequa¢ido do sistema de
fechamento empregado no final do processo de liofilizagao.

= Verifica¢ao da pureza

A verifica¢ao da pureza foi satisfatoria para os dois
lotes analisados evidenciando a auséncia de contaminagido
dos MR produzidos, com bactérias indesejaveis, durante
todo o processo de produgao dos materiais.

= Determinacao da umidade residual

As médias das contagens dos trés frascos
utilizados para umidade residual foram de 2,29 para
o lote S, e de 2,21 para o lote S,. Estes resultados
encontram-se em conformidade com preconizado pelo
Guideline for the Determination of Residual Moisture in
Dried Biological Products', que descreve a faixa de 1,0 a
3,0% de umidade residual, como ideal para a maioria dos
produtos bioldgicos liofilizados. Os resultados obtidos
demonstram a eficiéncia do processo de liofilizagao nos
dois ciclos distintos.
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= Estudo da Homogeneidade

Os resultados das contagens obtidas na avaliagdo
da homogeneidade para os dois lotes produzidos estdo
descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Resultado das contagens (UFC*/mL)
doslotes S, e S, no teste de homogeneidade

Frascos S, S,
1 140 e 150 164 e 147
2 167 e 140 152 e 148
3 151 e 168 143 e 130
4 141 e 139 133 e 131
5 144 e 175 154 e 152
6 160 e 176 125e 119
7 212 e 224 176 e 158
8 170 e 191 159 e 157
9 154 e 160 161 e 153
10 103 e 98 148 e 140

a — Unidade formadora de colonias

Os valores das contagens foram convertidos
em loglo. O teste de Cochran, nio identificou valores
dispersos em nenhum dos dois lotes. Os dados obtidos a
partir da analise da variancia (ANOVA) e os valores de o,
sdo citados na Tabela 2.

Tabela 2. Valores obtidos a partir da analise da varidncia ANO-

VA eresultados da avaliagdo da homogeneidade dos lotes S, e S,

Valores S, S,
Valor do desvio padréo analitico 0,0344 0,0199
(oan)
Valor do desvio padrio atribuido 027 0.10
(op)
Variancias entre amostras (Samz) 0,0067 0,0015
Valor critico df’ teste de 0,0073 0,0021
homogeneidade
Resultado Homogéneo  Homogéneo

Ao serem aplicados os limites sugeridos por
Fearn e Thompson' para a avaliagdo da precisdo do teste
da homogeneidade (Gan/G < 0,5), foi observado que os
lotes preparados obedeceram a relagdo citada, sendo,
portanto, considerados homogéneos (Tabela 2).

O “Food Examination Performance Assessment
Scheme-FEPAS”, provedor de EP de alimentos da
Inglaterra, utiliza o valor de o, de 0,25 para avaliagdo
da homogeneidade dos MR produzidos e para o calculo
do Z-score a ser aplicado na avaliagdo dos resultados
dos EP. Ao serem comparados os valores de o obtidos
neste estudo, foi verificada a proximidade com o limite
utilizado pelo FEPAS, indicando que os procedimentos
aplicados para a obten¢do de MR homogéneos foram
adequados (Tabela 2).

A comparagao dos resultados obtidos no teste da
homogeneidade, com a de outros estudos, foi dificultada
pela diversidade dos testes estatisticos utilizados para
esta avaliagdo. Peterz e Steneryd® obtiveram resultados
satisfatorios paraa homogeneidade de MR preparados pela
técnica deliofilizagdo ao utilizarem o teste-F. Beckers et al*,
In't Veld® e In't Veld, e Van Strijp-Lockefeer® verificaram a
homogeneidade dos MR produzidos pela técnica de spray-
dryer utilizando a distribui¢ao de “Poison”

= Estudo da Estabilidade

Como os lotes produzidos foram considerados
equivalentes, a verificacdo da estabilidade em longo e
curto prazo foi realizada com as médias das contagens
dos dois lotes.

Os resultados das médias das contagens da
estabilidade em longo prazo estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Médias das contagens (UFC*/mL) dos lotes S, e S,
obtidas no estudo da estabilidade em longo prazo

Frascos 1° més 2° més 3° més 12° més
1 1275 1260 910 528
2 1615 1185 845 468
3 1140 1075 770 393
4 1290 1405 840 398
5 1165 1315 825 665
6 1045 1385 910 483

a - Unidade formadora de coldnias
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A andlise estatistica de regressao aplicada aos
dados indicou que os MR produzidos se mantiveram
estaveis durante o periodo inicial do estudo de 3 meses
a temperatura de -20°C (Figura 1). Entretanto, ap6s um
ano de estoque foi evidenciada queda na viabilidade
do numero de células, acarretando na instabilidade
dos MR. Diferentemente, Janning et al® descreveram a
temperatura de -20°C como adequada para o estoque de
MR contendo S. typhimurium produzido pela técnica de
spray-dryer por um periodo de 4 anos sem apresentarem
perdas expressivas na viabilidade das células.

A média da concentragdo de células dos lotes
S, e S, ao longo de 3 meses se encontra na Figura 1.
Os valores dos limites de confiabilidade de 95% do
coeficiente angular de inclinagdo da andlise de regressao
linear, que definem a estabilidade do material, estdo
descritos abaixo da figura.

33 4 = 0,078%0+ 3,622
R =0.8574

Meses

Figura 1. Varia¢do das médias de concentracdo de células, dos
lotes S, e S, a0 longo de 3 meses de estoque a -20°C

Limites de confiabilidade 95%: Inferiores (-0,169228122),
Superiores (0,018187555)
Resultado: Estavel em trés meses de estoque.

Cabe ressaltar que resultados do teste da
estabilidade em longo prazo indicando queda na
concentracdo de uma caracteristica estudada, nio devem
ser considerados como limitantes para a utilizagdo de
MR. No entanto, se faz necessario a realizacdo deste
controle durante todo o periodo de uso do material,
a fim de verificar se a perda da estabilidade ocorre de
forma homogénea.

O estudo da estabilidade em curto prazo revelou
as perdas das concentragdes de células ocorridas
diariamente nas diferentes temperaturas (Tabela 4). A
analise estatistica de regressdo linear foi aplicada aos
dados obtidos.
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Tabela 4. Médias das contagens (UFC*/mL) dos lotes S, e S,
obtidas no estudo da estabilidade em curto prazo nas tempe-
raturas de 4°C, 25°C e 37°C

Tempo de incubagio Temperatura de transporte

(dias) 4°C 25°C 37°C
1 306 590 450
2 375 300 150
3 398 180 70
4 261 140 30
5 440 110 20
6 305 80 10
7 410 40 1

a - Unidade formadora de coldnias

O perfil da variagdo na concentragio de células
dos lotes estudados ao longo de 7 dias nas temperaturas de
4°C, 25°C e 37°C se encontra na Figura 2. Os valores dos
limites de confianga de 95%, que definem a estabilidade
do material para cada uma das temperaturas estudadas
estdo descritos abaixo da figura.
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Figura 2. Grafico de regressao linear das médias de concentragéo
de células, dos lotes S, e S, durante simulagdo de transporte nas
temperaturas de 4°C, 25°C e a 37°C, por 7 dias

Limites de confiabilidade 95%

Temperatura de 4°C: Inferiores (-0,034509455); Superiores
(0,052030458) — Estavel;

Temperatura de 25°C: Inferiores (-0,209614679); Superiores
(-0,13812235) — Nio Estavel;

Temperatura de 37°C: Inferiores (-0,493462371); Superiores
(-0,281958207) — Nio Estavel.
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Foi verificado que dentre as temperaturas
estudadas, a de 4°C seria a ideal para o transporte dos lotes,
uma vez que os resultados estatisticos obtidos indicaram a
manutencdo da concentracio de células dos MR durante
os sete dias. Porém, a média das contagens na temperatura
de 4°C foi de 410 UFC/mL no sétimo dia de transporte,
concentragao ideal para ensaios quantitativos.

Para ensaios microbioldgicos qualitativos, a
concentracdo de células deve ser reduzida objetivando a
verificagdo da capacidade do laboratério na detecgdo do
microrganismo pesquisado. Estudos do limite minimo
de detecgdo (LMD) para a pesquisa de Salmonella
em alimentos sio descritos na literatura. Bricio¥,
utilizando a metodologia do Ministério da Agricultura
Pecudria e Abastecimento, obteve LMD de 12 UFC/25
g de alimento. Nunes?, ao estudar o LMD com culturas
de Salmonella utilizando metodologia da Association
of Official Analytical Chemists (AOAC), encontrou
valores de LMD variando entre 1 a 8 UFC/25 mL. Desta
forma, sugerimos que MR para ensaios qualitativos a
serem transportados a 4°C devem ser preparados com
suspensoes de células em concentragdes mais baixas
que as utilizadas neste estudo.

O envio desses materiais, a temperatura ambiente,
para laboratérios localizados em diferentes regides do
pais acarretaria no recebimento de MR com diferentes
concentragdes de células, o que comprometeria a correta
avaliacdo dos resultados de um EP.

A Figura 3 ilustra o percentual de perdas
de viabilidade do numero de células verificadas nos
materiais produzidos ao longo dos sete dias de estudo nas
temperaturas de transporte.
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Figura 3. Percentual de perda didria, da média dos lotes S, e
S,, durante simulagdo de transporte nas temperaturas de 4°C,
25°Cea37°C
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Os dados indicam uma perda expressiva na
concentragdo de Salmonella spp. ja no segundo dia de

transporte a 25°C e a 37°C, com médias percentuais de
perda de viabilidade de 10% e 19%, respectivamente.
As perdas a 37°C se acentuaram nos dias subsequentes,
chegando a apresentar percentuais de 50% no 5° dia e
acima de 90% no 7° dia.

In’t Veld®* avaliou, semanalmente, a estabilidade
de MR contendo Salmonella Panama, preparado pela
técnica de spray-dryer mantido nas temperaturas de
22°C, 30°C e 37°C. O autor indicou redugio percentual da
concentragdo de células, na primeira semana, de 2,5% para
0 MR mantido a 22°C; de 9,7%, a 30°C e de 16,2%, a 37°C.

Ao comparamos os resultados encontrados com os
descritos no estudo acima, observamos que as médias de
perdas apresentadas pelos MR liofilizados e mantidos a 25°C
e 37°C por 7 dias, foram bem mais elevadas (40% e 99%,
respectivamente) que as indicadas com MR preparados pela
técnica de spray-dryer. Tais resultados sugerem que os MR
produzidos por spray-dryer sejam mais estaveis nas faixas
de temperatura estudadas do que os MR liofilizados.

CONCLUSAO

A técnica deliofilizagao foi considerada adequada
para a produgdo de MR de qualidade e aplicavel a EP.

Os MR apresentaram estabilidade a temperatura
de estoque (-20°C) durante os trés primeiros meses,
porém, foi observada perda de viabilidade apds um ano
de armazenamento.

Os resultados do teste de estabilidade em curto
prazo mostraram que os MR se mantiveram estaveis apenas
na temperatura de 4°C, limitando o transporte do MR a
essa temperatura. Entretanto, transporte de materiais a
baixas temperaturas constitui uma pratica complicada e de
custo bastante elevado. Desta forma, outras temperaturas
entre 4°C e abaixo de 25°C poderiam ser estudadas.

Novos estudos sdao necessarios na tentativa de
induzir a tolerancia das células bacterianas as variacoes de
temperatura durante o transporte de MR destinados a EP.
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