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RESUMO

HILINSKI, E.G. Utilizacdo de método microbioldgico rapido para a enumeracao
de bactérias heterotréficas em agua tratada para dialise: técnica de deteccéo
microbiana pelo uso de fluorescéncia. 2019. 108f. Dissertacdo (Mestrado) -

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2019.

O monitoramento da qualidade da agua de dialise caracteriza uma importante
ferramenta para a tomada de decisdes quando resultados laboratoriais insatisfatorios
sao disponibilizados em curto periodo de tempo. Os inconvenientes relacionados ao
tempo de espera para a obtencao dos resultados tém conduzido a busca de métodos
microbioldgicos alternativos que permitam obter dados exatos, precisos e em menor
tempo do que os obtidos por métodos classicos. Este projeto teve por finalidade avaliar
o desempenho do método microbiologico alternativo para a contagem de bactérias
heterotréficas em agua tratada para dialise através da técnicade deteccédo microbiana
pelo uso de fluorescéncia. Inicialmente foi realizada a determinagdo do tempo minimo
de incubacdo para obtencdo de valores de contagem confiaveis pelo método
alternativo, seguido pela avaliacdo de desempenho do método contemplando todos
0s parametros estabelecidos em compéndios nacionais e internacionais e a
demonstracdo da equivaléncia do métodoalternativo frente ao método tradicional,
através da avaliacdo de 23 amostras de agua tratada para dialise. Os resultados
demonstraram que o método alternativo permite a quantificagdo de bactérias
heterotréficas apds 40 horas de incubagéo, comexatidao e precisao para o range de 5
a 100 UFC/placa, resultando em uma reducao de aproximadamente 67% do tempo
atualmente empregado no método tradicional. Portanto, a técnica de deteccao
microbiana pelo uso de fluorescéncia se mostrou uma opcao viavel para a
implementacdo de um método microbiologico rapido para a contagem de bactérias

heterotréficas em amostras de agua tratada para hemodialise.

Palavras-chaves: Hemodialise. Agua tratada. Bactérias heterotroficas.

Fluorescéncia.



ABSTRACT

HILINSKI, E.G. Use of a rapid microbiological method for the enumeration of
heterotrophic bacteria in treated water for dialysis: microbial detection
technique by fluorescence. 2019. 108f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2019.

Monitoring the quality of dialysis water is an important tool for decision-making
when unsatisfactory results are available in a short period of time. The drawbacks
related to waiting time for obtaining results have led to the search for alternative
microbiological methods that allow accurate data to be obtained in less time than those
obtained by classical methods. This project aimed to evaluate the alternative
microbiological method performance for the heterotrophic bacteria counts in dialysis
treated water through the microbial detection technique using fluorescence. Initially,
the determination of the minimum incubation time to obtain reliable count values by the
alternative method was performed, followed by the performance evaluation of the
method, considering all the parameters established in national and international
compendiums and demonstrating the equivalence of the alternative method to the
traditional method, through the evaluation of 23 samples of dialysis treated water. The
results demonstrated that the alternative method allows quantification of heterotrophic
bacteria after 40 hours of incubation, with accuracy and precision for the range of 5 to
100 CFU/plate, resulting in a reduction of approximately 67% of the time currently used
in the traditional method. Therefore, the microbial detection technique using
fluorescence showed a viable option for the implementation of a rapid
microbiological method for the heterotrophic bacteria counts in samples of treated

water for hemodialysis.

Keywords: Hemodialysis. Treated water. Heterotrophic bacteria. Fluorescence.
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19

1 INTRODUCAO

A qualidade microbiolégica da agua tratada para diadlise esta diretamente
relacionada a ocorréncia de infeccbes e de reacdes pirogénicas nos pacientes.
Modificagdes na integridade das membranas dos dialisadores bem como a
manutenc¢ao inadequada do sistema de tratamento e distribuicdo da agua, podem
ser destacadas como as mais prevalentes causas de contaminacgao, principalmente
por bactérias Gram negativas, potenciais formadoras de biofilme, este que uma vez
estabelecido, facilita a persisténcia microbiana e atua como fonte permanente de
bactérias e endotoxinas, aumentando o risco aos quais 0s pacientes estdo expostos.
Devido a criticidade que a qualidade da agua para dialise apresenta, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelece padrdes minimos de qualidade
relacionados a enumeracao de bactérias heterotroficas e a presenca de coliformes
totais e endotoxinas bacterianas através da Resolug¢do da Diretoria Colegiada (RDC)
N2 11, publicada em 2014. Embora a legislagao brasileira ndo inclua a enumeracao de
fungos, estudos relatam o isolamento de diversas espécies de bolores e leveduras
reconhecidas como patégenos oportunistas para os pacientes portadores de
insuficiéncia renal crénica. O tempo excessivamente longo para obtencdo dos
resultados analiticos pelos métodos tem conduzido a busca de métodos
microbioldgicos alternativos que permitam a liberagéo de resultados em menor tempo
e que, desta forma, auxiliem na antecipacao de investigacdes sobre possiveis falhas
no tratamento da agua. Dentre eles, a técnica de deteccdo microbiana pelouso de
fluorescéncia para enumeracao de bactérias heterotroficas e fungos caracteriza uma
opc¢ao atrativa devido a possibilidade de reducdo do tempo analitico, a facilidade de
execucao do ensaio e a precisdo dos resultados. Porém, a aplicacdo de métodos
alternativos depende de demonstracdo da equivaléncia frente aos métodos oficiais
para justificar a implementacdo da tecnologia no monitoramento da qualidade

microbioldgica de agua tratada para dialise.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver e validar um método microbiolégico
alternativo para a contagem de bactérias heterotroficas em amostras de agua tratada
para hemodialise através da técnica de deteccdo microbiana pelo uso de
fluorescéncia, de forma obter resultados em menor tempo, quando comparado aos
métodos oficiais, permitindo a antecipacao de investigacdes sobre possiveis falhas no

tratamento da agua.

2.2 Objetivos especificos

A determinacdo do tempo minimo de incubacao para obtencdo de contagens
microbianas por fluorescéncia, seguida pela realizagado da avaliagcdo de desempenho
do método microbiologico alternativo por meio do sistema Milliflex® Quantum frente
aos parametros criticos de validagao especificados pelos compéndios oficiais consiste
em objetivos especificos do presente trabalho.

A demonstragcado da equivaléncia entre os resultados obtidos para a enumeracgao
de bactérias heterotroficas em amostras de agua tratada para hemodialise através
da técnica de detecc¢ao microbiana pelo uso de fluorescéncia quando comparados aos
resultados do método tradicional pela técnica de plagueamento em profundidade

encontra-se contemplada nos objetivos especificos deste estudo.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Doencarenal crénica

A doenca renal crénica é caracterizada pela diminuigdo progressiva e irreversivel
da capacidade dos rins de eliminar residuos metabolicos acumulados no sangue, bem
como de controlar a quantidade de &gua e sais minerais no organismo (ROMAO,
2004; RIELLA, 2010). Constitui atualmente um importante problema de saude publica
mundial, associado a elevada morbidade, mortalidade e custos (LOUVISON et al.,
2011; SESSO et al., 2016; SESSO et al., 2017), que leva os pacientes a dependéncia
de terapias de substituicao (RIELLA, 2010; FASSBINDER et al., 2015; MENEZES et
al., 2015).

O transplante renal oferece melhor qualidade de vida aos pacientes, porém por
questdes clinicas ou pela escassez da oferta de 6rgaos, ja que o tempo médio de
espera na fila do transplante de rim ajustado pela mortalidade é de 5,5 anos, a minoria
dos pacientes chega a transplantar (LOUVISON et al., 2011; SILVA et al., 2016).
Considerando que o numero estimado de pacientes renais cronicos no pais, em 2016,
era de 122.825 e o0 aumento anual médio destes pacientes é da ordem de 6,3%, fica
evidente que a maioria depende de terapia renal de substituicdo, seja por hemodialise

(em 92,1% dos pacientes) ou por dialise peritoneal (SESSO et al., 2017).

3.2 Hemodiéalise

A hemodialise corresponde a procedimento terapéutico empregado no tratamento
de insuficiéncia renal cronica e aguda (MENEZES et al., 2015). Essencialmente, a
maquina de dialise capta o sangue do paciente através de um acesso vascular, o qual
€ impulsionado por uma bomba até o dialisador, onde o sangue é exposto ao dialisato
que, por meio de uma membrana semipermeavel, proporciona as trocas de liquidos e
substratos por processos de ultrafiltracao e difusao para que o sangue retorne para o
paciente através do acesso vascular apos a remogao dos produtos de degradacao
metabdlica e do excesso de agua do organismo (RIELLA, 2010).

O dialisato consiste na mistura de agua tratada e concentrado polieletrolitico para

hemodialise (BRASIL, 2001). Enquanto este ultimo apresenta composicao fixa e
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rigido controle de qualidade, a 4gua utilizada para o preparo do dialisato, dependendo
da fonte de obtencéao e do tratamento utilizado pelo servico de didlise pode apresentar
variagdes relacionadas a composicao e qualidade (BRASIL, 2001; DAMASIEWCIZ;
POLKINGHORNE; KERR, 2012).

A frequéncia e o tempo de cada sessdao de hemodialise variam em funcao do
estado clinico do paciente, porém, em geral sdo realizadas entre trés a quatrosessdes
semanais de aproximadamente quatro horas cada (RIELLA, 2010).

No dialisador, a barreira entre o sangue e o dialisato é constituida pela presenca
de uma membrana semipermeavel que pode permitir o acesso direto de possiveis
contaminantes presentes na agua para o sangue (SILVA et al., 1996; UPADHYAY;
JABER, 2016). Se considerado que a cada sessdao, o paciente € exposto a
aproximadamente 120 litros de agua (RIELLA, 2010; COULLIETTE; ARDUINO, 2013;
FERREIRA et al., 2013; UPADHYAY; JABER, 2016) a qualidade da agua torna-se
essencial para minimizar os riscos para os pacientes.

Dados epidemiol6gicos apontam aumento gradativo do niumero de pacientes com
insuficiéncia renal cronica sob programa de dialise ambulatorial nas 747 unidades de
dialise do Brasil, sendo o Sistema Unico de Salude responsavel pelo financiamento de
83% deste tratamento (SESSO et al., 2017). A regido sudeste apresenta os maiores
indices de incidéncia de pacientes do pais: em 2016, do total de novos pacientes, 48%
iniciaram o tratamento na regidao Sudeste (MENEZES et al., 2015; SESSO et al., 2017).

3.3 Agua potavel

A agua potavel € a precursora para os processos de purificagdo de agua para
fins farmacéuticos e para hemodialise, sendo também empregada nas etapas iniciais
de limpeza de equipamentos médicos (FARMACOPEIA, 2010). A garantia da
seguranca dos suprimentos de agua potavel baseia-se no uso de barreiras, desde o
manancial até o consumidor, para evitar ou reduzir a contaminagdo quimica e
microbiolégica da agua potavel a niveis ndo prejudiciais a saude. A seguranga é
aumentada se existem diversas barreiras, incluindo a protegdo dos recursos hidricos,
a selecdo e operacao de uma série de etapas de tratamento, além da gestao do
sistema de distribuicdo para manutencao da qualidade da agua tratada.
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A obtencdo da agua potavel é realizada através da captacdo e tratamento da
agua de mananciais de superficie, por meio das etapas de coagulacao, floculagao,
decantacgédo e filtragdo, além da desinfeccgdo, fluoretacao e estabilizacdo (MOSSINI
et.al., 2014). A captacao da agua de mananciais subterraneos, como por exemplo um
poco artesiano, consiste em uma fonte de obteng&o alternativa.

As fontes de agua superficiais estdo sujeitas a contaminagdo, intermitente ou
temporaria, pelo lancamento de efluentes e de residuos, com consequente
comprometimento da qualidade da agua dos mananciais.

As autoridades responsaveis pelo fornecimento publico da agua potavel tem a
responsabilidade de coordenar as etapas do processo de tratamento da agua bem
como de assegurar o padrao de qualidade da mesma. No entanto, tem sido observado
que a qualidade da agua é deteriorada no sistema de distribuicdo pela ndo totalidade
na cobertura da populagdo ao sistema publico de saneamento basico, pela
intermiténcia do abastecimento bem como pela obsolescéncia da rede de distribuicdo
e pela manutencéo insuficiente (BRASIL, 2006). A responsabilidade pelotratamento e
atendimento aos padroes de qualidade estabelecidos para a aguapotavel obtida
através da captacao da agua de mananciais subterraneo é do usuario (BRASIL, 2017).

A normatizagao da qualidade da agua para consumo humano no Brasil teve inicio
na década de 1970 através da publicagdo do decreto federal n? 79.367 de 9 de margo
de 1977. Entretanto, a implementagdo de um programa de vigilancia daqualidade da
agua para consumo humano foi implementada somente a partir da criacéo do Sistema
Nacional de Vigilancia Ambiental em Saude em 2002 (FREITAS; FREITAS, 2005).

Atualmente, a agua potavel deve atender ao padrao de potabilidade estabelecido
pela legislagao vigente: a Portaria de Consolidagao n2 05, de 28 de setembro de 2017,
que define os niveis maximos permitidos para os parametros organolépticos, fisico-
quimicos, microbioldgicos e radioativos (BRASIL, 2017).

A vigilancia, realizada pelos 6rgaos de saude publica, aliada ao controle de
qualidade efetuado pelo fornecedor da agua potavel, sdo instrumentos essenciais para
a garantia da protecao a saude da populacao. Através destas acoes, saorealizadas as
inspecdes periddicas para avaliacdo da qualidade da agua em pontos do sistema

considerados vulneraveis e, portanto, a estimativa da probabilidade de



24

ocorréncia de episodios de qualidade indesejaveis da agua e as respectivas
corregoes.

Essa inspegcdo ocorre por meio da realizacdo de ensaios fisico-quimicos e
microbioldgicos frente aos parametros de qualidade definidos na legislagao vigente.
Assim, procura-se determinar por uma amostragem no sistema, o risco a saude
relacionado a qualidade da agua.

Os servicos de dialise tém a responsabilidade de monitorar e garantir que a
qualidade da agua potavel utilizada para o abastecimento dos sistemas de tratamento
de agua esteja em conformidade com a legislacdo. A monitorizacdoperiodica de outros
parametros que possam vir a afetar as operacdes especificas de pré-tratamento ou de
purificagdo também pode ser estabelecida, com a finalidade de auxiliar em
investigacbes e ajustes operacionais de parametros criticos de operacédo e
manutenc¢ao do sistema (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).

3.3.1 Avaliacéo quimica

Os problemas de saude associados com constituintes quimicos em agua potavel
diferem daqueles associados com a contaminagdo microbiana e surgem
principalmente da capacidade dos constituintes quimicos em causar efeitos adversos
para a saude apoés periodos prolongados de exposicdo. Ha poucos componentes
quimicos presentes na agua que podem levar a problemas de saude decorrentes de
uma unica exposicdo. Além disso, a literatura demonstra que na maioria dos
incidentes, a alteracdo no sabor, odor e aparéncia da agua a tornam inaceitavel
perante o usuario, impedindo o consumo (WHO, 2011).

Dois importantes grupos de substancias quimicas necessitam ser monitorados na
agua potavel quanto a presencga e concentragao: as substancias quimicas inorgéanicas,
como 0s metais, e as organicas, como a microcistina (BRASIL, 2006).

A presenga de metais na agua pode resultar em efeitos benéficos bem como em
efeitos perigosos e toxicos tanto para o meio ambiente quanto para os consumidores.
Alguns metais sdo essenciais para o crescimento de plantas e animais, enquanto
outros podem provocar agravos a saude da populacdo e afetar adversamente os
sistemas de tratamento de agua de acordo com as propriedades quimicas e com a

concentragcdo que apresentem nas aguas potaveis (APHA, 2017).
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Os metais possuem caracteristicas atdbmicas exclusivas que conferem elevada
resisténcia a degradacao fisico-quimica e bioldgica no sistema aquatico, o que facilita
sua manutencdo neste ambiente por periodos prolongados (LARSON; WEINCK,
1994).

A introducdo dos metais nos ecossistemas aquaticos pode ser realizada por via
natural através do aporte atmosférico e das chuvas, pela liberacao e transporte a partir
da rocha matriz ou outros compartimentos do solo onde se encontram naturalmente
presentes. De modo artificial, a introdugéo é efetuada por fontes antropogénicas de
diversos ramos, como por exemplo os efluentes de industrias, as atividades agricolas,
0 esgoto de zonas urbanas e os rejeitos de areas de mineragao e garimpo (WHO,
2011).

Os danos ocasionados pelos metais pesados a saude humana estao diretamente
relacionados a taxa de ingestao, acumulacao e concentragcao do metal no organismo,
podendo em algumas situagdes ocasionar intoxicagdes agudas ou cronicas. Atividade
carcinogénica tem sido demonstrada mediante a ingestao de quantidades excedentes
ao permitido para o Cromo, Chumbo e Mercurio (LARSON; WEINCK, 1994; MOSSINI
et al., 2014).

Disturbios clinicos dos sistemas musculoesquelético, nervoso central e
hematolégico podem ser desencadeados pela deposi¢cdo do aluminio nos tecidos,
enquanto alteragbes cognitivas, doenca Ossea (osteomalacia), dano renal,
hipertensao arterial e carcinogenicidade estao relacionados a intoxicagao por Cadmio,
substancia toxica comumente empregada em revestimentos metalicos, materiais
plasticos, pinturas e ligas metalicas. A presenca de altas concentragcées de chumbo
em agua pode afetar os processos bioquimicos fundamentais do organismo,
resultando em alteragées nos sistemas hematoldgico, gastrointestinal, reprodutivo,
renal, nervoso e musculoesquelético (MOSSINI et al., 2014).

A desinfeccdo quimica da agua potavel é geralmente realizada através de
tecnologias a base de cloro, como o diéxido de cloro, bem como o0zénio, oxidantes e
alguns acidos e bases fortes. Com excecdo do ozénio, a dosagem apropriada de
desinfetantes quimicos destina-se a manter uma concentracao residual na agua para
fornecer alguma protecdo contra a contaminagdo pés-tratamento durante o
armazenamento (WHO, 2011).

A agua de fornecimento publico no Brasil apresenta o cloro como agente

responsavel pela baixa carga microbiana. Entretanto, falhas no sistema de
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distribuicdo ou a falta de limpeza dos reservatorios podem conduzir a desvios
indesejaveis com relagcdo a diminuicdo na concentragdo de cloro. A legislagao
brasileira imp&e a obrigatoriedade de manutencao de niveis minimos de cloro residual
livre ou combinado de aproximadamente 0,2 mg/L em toda a extensao do sistema de
distribuicao (reservatorio e rede). O teor maximo de cloro residual livre deve ser 2 mg/L
(BRASIL, 2017; PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).

A desinfeccdo quimica de um reservatorio de agua potavel contaminado com
coliformes fecais, reduz o risco de patologias gastrointestinais, mas nao
necessariamente a torna livre de patogenos. A desinfeccdo da agua potavel através
da utilizagao do cloro tem limitagées contra os protozoarios e alguns virus, porexemplo
(WHO, 2011).

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude, a desinfec¢ao quimica realizada
com cloro livre promove uma remocao basal de 3 log1o da carga microbiana, podendo
alcancar uma remogao maxima de 6 logqo. E importante ressaltar que a utilizaco de
desinfetantes quimicos no tratamento de agua usualmente resulta na formacéo de
subprodutos quimicos. Se a cloragdo ¢€ praticada, os trihalometanos e acidos
haloacéticos serdo os principais subprodutos da desinfec¢gdo. No entanto, os riscos
para a saude destes subprodutos sdo pequenos quando comparados com 0S riscos
associados a desinfeccao inadequada uma vez que o monitoramento e controle dos
desinfetantes utilizados para agua potavel podem ser facilmente realizados por
ensaios laboratoriais (WHO, 2011).

3.3.2 Avaliacdo microbiolégica

A exigéncia de agua potavel de qualidade € o propdsito primario para a protecao
da saude publica. O monitoramento da concentracdo de micro-organismos € de
fundamental importancia para o controle de qualidade deste tipo de agua, uma vez
qgue a presenca de bactérias, algas, fungos, protozoarios e virus podem propiciar o
desenvolvimento de patologias e agravar a saude dos usuarios. Esta ideologia
conduziu ao desenvolvimento de padrbes microbianos para a agua potavel no inicio
do século XX (FREITAS; FREITAS, 2005).

De acordo com dados publicados pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO)
(2014, p. ix-5), dois tercos dos 94 paises pesquisados reconheceram a agua potavel

e 0 saneamento como um direito humano universal na legislacdo nacional. Mais de
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80% disseram ter politicas nacionais para a agua potavel e o saneamento, e mais de
75% possuem politicas de higiene.

Entretanto, o mesmo relatério aponta que 748 milhdes de pessoas nao témacesso
a agua potavel e que 1,8 bilhdes de pessoas utilizam alguma fonte de agua potavel
que esta contaminada com coliformes fecais (WHO, 2014).

A composicdo microbiana da agua de mananciais de superficie com baixa
concentragdo em nutrientes (oligotroficos) € caracterizada principalmente por
bactérias Gram negativas. O aumento nos niveis de nutrientes reflete 0 aumento do
numero de espécies presentes na agua, como por exemplo 0s micro-organismos dos
géneros Achromobacter, Flavobacterium, Bacillus, Mycobacterium, Pseudomonas e
Vibrio. Fungos, protozoarios e algas também podem ser encontrados em ambientes
aquaticos com alta quantidade de nutrientes (eutréficos) (PINTO; KANEKO; PINTO,
2015).

A agua extraida dos lencdis subterraneos através dos pocos artesianos apresenta
baixo nivel de contaminacéao, visto que durante o trajeto sofre processo defiltracdo
através das camadas de solo e rocha. Entretanto, a contaminagcdo externa pode
ocorrer caso ndo sejam adotadas medidas de controle apds a captagao (PINTO;
KANEKO; PINTO, 2015). Pogos inadequadamente construidos ou localizados em
areas intensamente urbanizadas ou exploradas com a criagdo de animais, por
exemplo, apresentam alto risco de contaminacao pela agua de superficie.

A variacdo na composicao microbiana da agua esta relacionada a origem do
manancial, caracterizado como superficial ou subterraneo, a época do ano, a
disponibilidade de nutrientes nos mananciais, aos tratamentos de desinfeccdo e
cloracéo efetuados e as condi¢des do sistema de distribuicdo até o usuario (PINTO;
KANEKO; PINTO, 2015).

De acordo com a Portaria de Consolidacago N2 05 (ANVISA, 2017), a
responsabilidade pelo tratamento da agua de fornecimento publico € do préprio
fornecedor, enquanto para a agua de origem privada, a responsabilidade é do usuario.
Independente da fonte de obtencdo, a qualidade deve ser controlada através da
realizacao das analises laboratoriais periddicas determinadas pela legislacdo. A tabela

1 apresenta o padrao microbiolégico da agua para consumo humano.
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Tabela 1 - Padrdo microbiologico da agua para consumo humano

Tipo de agua Parametro VMP @
Agua para consumo humano Escherichia coli @ Auséncia em 100 mL
Na saida do tratamento Coliformes totais Auséncia em 100 mL
Escherichia coli @ Auséncia em 100 mL

Sistemas ou solugoes

R ] . i Apenas uma amostra ao
8 Coliformes alternativas  coletivas R ]
© ] més podera apresentar
= . o Totais @ gue abastecem menos
% No sistema de distribuigédo _ resultado positivo
<CE» (reser\/atérios e rede) de 20.000 habitantes
Sistemas ou solugbes o
) . i Auséncia em 100 mL em
Coliformes alternativas coletivas
) i 95% das amostras
Totais 4 gue abastecem a partir _
_ avaliadas
de 20.000 habitantes
Notas:

() Valor maximo permitido

@ Indicador de contaminagao fecal

@) Indicador de eficiéncia de tratamento

) Indicador do sistema de distribuicdo (reservatorio e rede)
Fonte: BRASIL (2017).

O processo de desinfecgdo mais utilizado para a agua potavel é a cloragao.
Entretanto, a ozonizagao, irradiagéo ultravioleta, cloraminagéo e aplicacao de dioxido
de cloro também sao usualmente utilizados para reducdo da carga microbiana,
inativacao de virus e protozoarios (WHO, 2011).

A analise bacteriolégica da agua é uma importante ferramenta para a determinacgao
de sua qualidade. O monitoramento deve ser realizado por meio dos indicadores de
contaminagdo por coliformes, sendo o indicador de coliformes fecais o mais
importante.

O grupo coliforme ¢é caracterizado por bactérias Gram-negativas nao
esporogénicas, originarias do trato intestinal de humanos e outros animais de sangue
quente, na forma de bastonetes, anaerdbios facultativos, capazes de fermentar a
lactose com producao de gas no periodo de 48 horas quando emtemperatura de 35°C

(APHA, 2017).
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Os coliformes fecais, também denominados termotolerantes, sao bactérias Gram-
negativas presentes em (grandes  quantidades no trato intestinalde
animais de sangue quente e que sao capazes de fermentar a lactose com producao
de gas apds 24 horas quando em temperatura de 44,52C. Esse grupoinclui trés
géneros, Enterobacter, Klebsiella e Escherichia, sendo os dois primeiros de origem
nao fecal. Entretanto, a presenca de Escherichia coli na agua potavel paraconsumo
humano fornece evidéncias conclusivas de contaminagdo fecal e caracteriza néo
conformidade frente aos paradmetros regulatorios estabelecidos (WHO, 2011; APHA,
2017).

Estudos comparativos entre os ensaios de presenca / auséncia frente aos métodos
guantitativos demonstram que os métodos de presencga / auséncia podem maximizar
a deteccdo de bactérias indicadoras fecais, além de apresentarem execugdo mais
simples, mais rapida e menos dispendiosa do que os métodos quantitativos. No
entanto, os testes de presenca / auséncia sdo apropriados apenas em um sistema
onde a maioria dos testes para estes organismos apresente resultados negativos
(WHO, 2011).

A deteccao de amostras com resultado positivo para coliformes totais, mesmo
durante os ensaios presuntivos de controle da qualidade da agua, implica na
necessidade de adogao de agbes corretivas imediatas e na coleta de novas amostras
em dias imediatamente sucessivos até que estas apresentem resultados satisfatorios
(UNITED, 2019).

A contagem de bactérias heterotroficas deve ser realizada como um dos
parametros para avaliagao da integridade do sistema de distribuicdo e deve abranger
20% das amostras mensais para analise de coliformes totais destes sistemas.
Alteragbes significativas nos padrées de resultados para contagem de bactérias
heterotréficas devem ser investigadas para a identificacdo do desvio e aplicacao das
providéncias para o restabelecimento da integridade do sistema de distribuicdo, de
forma a evitar que os valores ultrapassem o limite de 500 UFC/mL (UNITED, 2019).

Durante as ultimas décadas, os fungos tém recebido maior atencdo como
contaminantes de agua potavel. Estudos reportam o isolamento deste grupo de
organismos em amostras de agua potavel e para consumo humano, em distintos
paises (ARVANITIDOU et al., 1999; GONCALVES; PATERSON; LIMA, 2006;
HAGESKAL et al.,, 2007; AL-GABR; ZHENG; YU, 2014). Dentre as espécies
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identificadas, algumas sao potencialmente patogénicas, alergénicas e toxigénicas,
como por exemplo, o Aspergillus fumigatus, recuperado em 49% das amostras de
agua potavel coletadas em torneiras do Hospital Universitario Rikshospitalet de Oslo,
em um estudo realizado por Warris e colaboradores (2001, p.143-148).

Outro contaminante microbiano da agua sado as cianobactérias, que podem
produzir sabor e odor desagradaveis nas aguas e liberar cianotoxina, substancia toxica
ao organismo humano que nao € removida pelos sistemas de tratamento de agua
convencionais ou pela fervura (WHO, 2011).

Dentre as cianotoxinas, a microcistina € conhecida pela capacidade de causar
prejuizos a saude da populagédo, como foi evidenciado no caso ocorrido em 1996 na
cidade de Caruaru, Pernambuco. No incidente, apos a captacao da agua de um lago
com floragdes de cianobactérias e auséncia de tratamento adequado, pacientes sob
tratamento dialitico foram expostos as altas concentragcées de microcistina presentes
na agua para dialise, resultando no ébito de 47,6% dos pacientes (POURIA et al.,
1998; AZEVEDO et al., 2002).

3.4 Agua para hemodiélise

A agua para hemodidlise € utilizada para aplicagbes de hemodialise,
principalmente na diluicdo de solugdées concentradas polieletroliticas de hemodialise
€ no reprocessamento de dialisadores.

Até a década de 70, a agua potavel sem nenhum tratamento adicional era utilizada
nos procedimentos dialiticos. Entretanto, a ocorréncia de efeitos adversos devido a
presenca de contaminantes quimicos e microbiolégicos em niveis ndoadequados
conduziu a necessidade de tratamentos complementares para adequar suas
caracteristicas a aplicacdo em hemodialise (SILVA et al., 1996; COULLIETTE;
ARDUINO, 2013).

Apos o evento ocorrido em Caruaru, a ANVISA publicou a Portaria N2 2042 em
1996 (BRASIL, 1996), que estabeleceu o primeiro regulamento técnico para o
funcionamento dos Servicos de Dialise e definiu os parametros minimos de qualidade
da agua para uso nestes estabelecimentos.
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Atualmente, a agua para hemodialise é obtida apds tratamento da agua potavel
através de um sistema sequencial composto pelo moédulo de pré-tratamento
(combinacao de filtros de sedimento, filtros de carvao e abrandadores) e pelo modulo
de purificagdo, caracterizado por uma unidade de osmose reversa acopladaa
deionizadores ou a uma segunda unidade de osmose reversa, de forma a obter a
maxima redugdo de contaminantes quimicos e microbiolégicos (SILVA et al., 1996;
COULLIETTE; ARDUINO, 2013; KASPAREK; RODRIGUEZ, 2015).

Cada mdédulo do sistema de tratamento da agua para hemodialise contribui
isoladamente com atributos de purificacdo especificos associados aos parametros
quimicos e microbiol6égicos. Portanto, devem ser projetados e validados de forma a
considerar a qualidade da agua de origem, os procedimentos para sanitizacao, o
padrao de qualidade da agua a ser obtida e os programas de manutencgao.

Em 2014, a ANVISA publicou a RDC n? 11 de 13 de margo de 2014 (BRASIL, 2014)
que estabeleceu um padrdo microbiolégico mais restritivo para a agua utilizada no
tratamento de hemodialise. A nova regulamentacao, atualmente vigente, diminuiu em
dez vezes o nivel maximo permitido de endotoxina e reduziu pelametade o numero
total de bactérias heterotroficas aceitavel por mililitro de amostra, os mesmos padroes
propostos, no periodo, pela norma ANSI/AAMI 13959:2014Water for hemodialysis and
related therapies (AAMI, 2014), publicada pela Associagcdo para o Avango da
Instrumentacao Médica (AAMI).

3.4.1 Avaliacao quimica

A regulamentacao brasileira contempla ndao somente o monitoramento dos
parametros microbianos como também dos parametros quimicos na agua para dialise.
A tabela 2 apresenta os valores maximos permitidos para cada um dos componentes
quimicos que necessitam de avaliagdo semestral, como preconizado pela RDC n2
11/2014 (BRASIL, 2014).
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Tabela 2 - Padrdao de qualidade quimico definido pela legislacdo brasileira vigente para agua de

hemodialise
Componente Valor méaximo permitido

Aluminio 0,01 mg/L
Antimonio 0,006 mg/L
Arsénico 0,005 mg/L
Bario 0,1 mg/L
Berilio 0,0004 mg/L
Cadmio 0,001 mg/L
Célcio 2 mg/L
Chumbo 0,005 mg/L
Cloro total 0,1 mg/L
Cobre 0,1 mg/L
Cromo 0,014 mg/L
Fluoreto 0,2 mg/L
Magnésio 4 mg/L
Mercurio 0,0002 mg/L
Nitrato (N) 2 mg/L
Potassio 8 mg/L
Prata 0,005 mg/L
Selénio 0,09 mg/L
Sadio 70 mg/L
Sulfato 100 mg/L
Talio 0,002 mg/L
Zinco 0,1 mg/L

Fonte: BRASIL (2014).

Os valores de referéncia representam a concentracao de um constituinte que nao

exceda risco toleravel para a saude da populagao ao longo de um tempo de vida de

consumo. Estes valores sao cientificamente justificados e fixados de forma a nao

apresentarem valores inferiores ao limite de deteccéo realizavel sob as condi¢des

operacionais do laboratério de rotina (WHO, 2011).
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3.4.2 Avaliacdo microbiologica

Um paciente sob tratamento de hemodialise por um periodo de dois anos recebe,
aproximadamente, o mesmo volume de agua que fara ingestao oral por todo o seu
periodo de vida. O volume de agua produzido diariamente por um unico sistema de
tratamento de agua em uma clinica de dialise é tdo grande que se torna importante
monitora-lo devido ao elevado numero de micro-organismos que serao filtrados
(PASMORE; MARION, 2009).

A maioria dos casos de contaminagdo da agua para hemodidlise resulta de
deficiéncias na producdo e distribuicido desta agua, bem como do reuso de
dialisadores (COULLIETTE; ARDUINO, 2013; SUMAN et al., 2013).

A contaminagdo da agua para hemodialise pode ser causada por fungos, virus,
protozoarios, cianobactérias, embora a contaminacdo bacteriana seja a forma mais
comum, principalmente por bactérias Gram-negativas (SILVA et al., 1996; ROTH,;
JARVIS, 2000; COULLIETTE; ARDUINO, 2013).

As bactérias Gram-negativas sao de grande interesse quando o assunto abordado
€ a producao de agua tratada para fins farmacéuticos ou para uso em hemodialise
devido, principalmente, a producdao de endotoxinas e a tendéncia de colonizar
sistemas hidricos e formar biofilmes (UNITED, 2019).

A remocao de cloro e cloramina da agua de alimentacdo, assim como vazao,
pressao, temperatura e as caracteristicas do sistema de distribuicdo da agua para
didlise aumentam a susceptibilidade de contaminacéo e a formacéao de biofilme, tanto
no sistema de tratamento e distribuicdo como no sistema hidraulico das maquinas de
dialise (DAMASIEWCIZ; POLKINGHORNE, 2012; COULLIETTE; ARDUINO, 2013;
SUMAN et al., 2013; KASPAREK; RODRIGUEZ, 2015).

Quando estabelecidos, os biofilmes caracterizam um importante desafio para a
eliminacao devido as propriedades de adesdao que possuem e a facilidade de
persisténcia microbiana mesmo apos a aplicacdo de procedimentos de sanitizacdo e
desinfeccao do sistema (SILVA et al., 1996; ROTH; JARVIS, 2000; DAMASIEWCIZ;
POLKINGHORNE, 2012; SUMAN et al., 2013). Deste modo, atuam como fonte
permanente de bactérias e endotoxinas, estas ultimas reconhecidas pela literatura
como importante fator de contaminacao e de inflamacao crénica em pacientes sob
didlise (ROTH; JARVIS, 2000; DAMASIEWCIZ; POLKINGHORNE, 2012;
COULLIETTE; ARDUINO, 2013; FERREIRA et al., 2013; SUMAN et al., 2013).
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Bactérias Gram-positivas sdo comuns em um ambiente de fabricagédo
farmacéutica, mas ndo em sistemas de agua. Isto ocorre porque elas geralmente
nao se adaptam em um ambiente com a pureza quimica que apresenta um sistema de
tratamento de agua. Embora as bactérias Gram-positivas possam ser detectadas em
amostras de agua tratada para hemodialise, a sua recuperacao é frequentemente
associada a uma técnica asséptica ndo adequada durante a amostragem ou a fontes
de contaminagao exogena (UNITED, 2019).

Os organismos do género Mycoplasma nao possuem parede celular e sobrevivem,
em sua maioria, como parasitas em animais pois requerem nutrientes especificos para
a sobrevivéncia, ndo podendo sobreviver em um ambiente hipoténico como a agua
para hemodialise. Com base nestes fatos, este grupo de bactérias ndo € considerado
uma preocupacao para os sistemas de tratamento de agua (UNITED, 2019).

A Farmacopeia Americana (USP) (UNITED, 2019) e a Farmacopeia Européia
(EUROPEAN, 2019), contém monografias especificas para a agua tratada para
dialise. A Farmacopeia Brasileira (FARMACOPEIA, 2010) ndo contempla monografia
especifica para esta variedade de agua, uma vez que a mesma encontra-se
regulamentada pela RDC n? 11/2014 (BRASIL, 2014). A comparacéao entre os padroes
de qualidade microbioldgicos definidos pelos compéndios internacionais e pela

legislacdo brasileira vigente € mostrada na tabela 3.

Tabela 3 - Padrdo de qualidade microbioldgico adotado por distintos compéndios e 6rgéos
reqgulatérios para a agua de hemodialise

Parametro usp @ EP @ BRASIL @ AAM| @ JSDT ®
Bactérias
. <100 UFC/mL <100UFC/g <100UFC/mL <100UFC/mL <100 UFC/mL

heterotroficas
Coliformes .

) - - Auséncia - -
totais
P. aeruginosa Auséncia - - - -
Endotoxina <1 UE/mL <0,25Ul/mL <0,25UE/mL <0,25UE/mL <0,050 UE/mL
Notas:

() Farmacopeia Americana

) Farmacopeia Européia

() Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - Resolugédo da Diretoria Colegiada (RDC) n¢ 11 /2014

) Association for the Advancement of Medical Instrumentation (Estados Unidos)

®) Japanese Society for Dialysis Therapy

Fonte: MINESHIMA et al. (2018); AAMI (2014); BRASIL (2014); EUROPEAN (2019); UNITED (2019).
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O conceito de utilizacdo de organismos como indicadores de qualidade € uma
pratica bem estabelecida na avaliagao da qualidade da agua potavel e atualmente tem
sido empregada na avaliagdo da agua tratada para hemodialise. Os coliformes totais
sdo utilizados como indicadores de limpeza e integridade dos sistemas de distribuigcéo,
enquanto a contagem de bactérias heterotréficas, como indicador, esta relacionada
com a eficacia dos processos de desinfeccao, limpeza e integridade dos sistemas de
distribuicdo de agua tratada (WHO, 2011).

Embora a legislagdo brasileira e os compéndios internacionais ndo incluam a
enumeracao de fungos como um dos componentes do padrédo de qualidade da agua
tratada para dialise, estudos relatam o isolamento de diversas espécies de fungos
reconhecidos como patdogenos oportunistas para o0s pacientes portadores de
insuficiéncia renal cronica (VARO et al., 2007; SCHIAVANO et al., 2014).

Os fungos s&o principalmente organismos mesofilicos aerobios, classificados em
dois grupos: as leveduras (unicelulares) e os bolores (multicelulares filamentosos). Os
bolores sdo encontrados frequentemente em ambientes umidos, mas geralmente nao-
aquaticos, tais como o solo e a vegetacdo em decomposicao. Entretanto, os esporos
destes organismos sao facilmente espalhados pelo ar e podem contaminar amostras
de agua. As leveduras sao frequentemente associadas aos seres humanose a
vegetacao, sendo comumente encontradas em ambientes farmacéuticos (TRABULSI,
ALTERTHUM, 2008; UNITED, 2019).

As leveduras patogénicas exploram sua capacidade de aderir a superficie de
préteses plasticas para obter acesso a circulagdo sanguinea e aos érgaos internos dos
pacientes (VERSTREPEN; KLIS, 2006). Células dispersas de espécies do género
Candida sao responsaveis pela candidemia e pela candidiase disseminada invasiva,
gue estao entre as formas mais graves de infeccdo e conduzem as maiorestaxas de
mortalidade (PIRES et al., 2011).

Desta forma, as proteses e cateteres podem servir de transportadores para os
biofilmes fungicos e, portanto, fornecem um reservatorio interno de células infecciosas
altamente resistentes aos farmacos. Em contraste com a maioria das infeccoes
superficiais inofensivas, as infeccbes fungicas sistémicas apresentam taxa de
mortalidade superior a 40% (VERSTREPEN; KLIS, 2006).

Algumas espécies do género Aspergillus, como por exemplo o Aspergillus
fumigatus, sdo potencialmente patogénicas, alergénicas e toxigénicas podendo

agravar o estado de saude dos pacientes portadores de insuficiéncia renal, que
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estdo expostos a maior risco de infecgdes fungicas do que os individuos saudaveis
(WARRIS et al., 2001; VARO et al., 2007).

De acordo com a Farmacopeia Americana (2019, p.1880), os sistemas de agua
tratada ndo apresentam condi¢cdes favoraveis para a colonizagao ou sobrevivéncia de
bolores e leveduras. A sua recuperacao € frequentemente associada a uma técnica
asseéptica defeituosa durante a amostragem ou teste, ou associada a fontes de
contaminagao exogena.

Entretanto, trabalhos disponiveis na literatura descrevem a recuperagao e
isolamento de distintas espécies de fungos em amostras de agua tratada para dialise
(VARO et al., 2007; SCHIAVANO et al., 2014).

3.5 Mecanismos de sobrevivéncia das bactérias em sistemas de tratamento de

agua

Quando um ou mais fatores de crescimento essenciais sao limitados, como é
frequentemente o caso dos ambientes em sistemas de tratamento de agua para
hemodialise, as bactérias utilizam distintas estratégias com o objetivo de garantir sua
sobrevivéncia por longos periodos. Estes mecanismos de sobrevivéncia incluem
versatilidade nutricional, alteragées celulares e morfolégicas, indugéo do estado viavel
nao cultivavel (VNC), formagcdo de cistos e esporos, bem como de biofilmes
(MITTELMAN; JONES, 2016).

Extremos de temperatura e de luz, salinidade, baixos niveis de oxigénio bem como
baixa disponibilidade de nutrientes sao fontes de estresse ambientais responsaveis
pelo desencadeamento dos mecanismos de sobrevivéncia (MITTELMAN; JONES,
2016).

3.5.1 Estado viavel mas nao cultivavel

Algumas espécies de bactérias apresentam a capacidade de alterar as taxas
metabdlicas de suas células e, consequentemente, adotar o estado denominado viavel
nao cultivavel quando expostas a baixas temperaturas e a condicdes restritas de
nutrientes (OLIVER, 2010; LI et al., 2014).

Este estado corresponde a perda da culturabilidade bacteriana com manutencéo

da viabilidade. Portanto, as bactérias viaveis permanecem metabolicamente ativas
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mas deixam de ser cultivaveis nos meios de cultura em que eram tradicionalmente
recuperadas quando expostas a fontes de estresse ambiental (MITTELMAN; JONES,
2016).

Li e colaboradores (2014, p.1-20) listaram as 51 espécies de bactérias patogénicas
para o ser humano cujas existéncias no estado viavel ndo cultivavel foram relatadas
pela literatura. Dentre elas encontram-se a Pseudomonas aeruginosa e a
Burkholderia cepacia, bactérias que apresentam indugédo ao estado VNC relacionado
a baixa disponibilidade de nutrientes e sdo frequentemente isoladas de amostras de
agua para dialise (MAGALHAES et al., 2003; ALLEN;EDBERG; REASONER, 2004;
BUGNO et al., 2007).

A literatura relata que métodos que utilizam o cultivo tradicional em meios de
cultura podem subestimar a contagem total de bactérias aerdbias presentes nas
amostras avaliadas pois nao sao capazes de recuperar as células VNC. Durante as
ultimas décadas, novos métodos sem a necessidade de cultivo foram desenvolvidos
com o objetivo de determinar o numero de células viaveis totais e, portanto,
demonstrar que células com perda de culturabilidade sdo de fato viaveis e
metabolicamente ativas (OLIVER, 2010).

Os métodos baseados na viabilidade direta, como a citometria de fase sélida bem
como os métodos baseados no crescimento, como a bioluminescéncia de ATP, séo
exemplos de novas metodologias (MILLER, 2005b). Entretanto, o alto investimento
necessario para a aquisicao e manutencao dos equipamentos constitui importante
desvantagem para implementagdo destas tecnologias em institutos de pesquisas

financiados com dinheiro publico.

3.5.2 Formacao de biofilme

A capacidade de aderéncia a outras células e superficies, considerada como uma
das fungdes mais criticas da superficie celular, permite a formacédo de biofilmes
como barreira de protecao contra condicdes insatisfatérias (VERSTREPEN; KLIS,
2006).

Biofilmes sdo comunidades estruturadas de células microbianas envolvidas em
uma matriz de substancias poliméricas extracelulares que sao responsaveis por
importantes fungdes do biofilme, incluindo a captura de nutrientes, coesao celular,
adesao superficiais e estabilidade (DONLAN, 2002).
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O crescimento em um biofilme apresenta diversas vantagens de sobrevivéncia aos
micro-organismos nele presentes como, por exemplo, a protecdo dos efeitos de
substancias quimicas devido ao espesso exopolimero secretado (PINTO; KANEKO;
PINTO, 2015). Além disso, uma estrutura de biofilme estabelecida fornece um
excelente ambiente para a troca de material genético entre as células (DONLAN,
2002).

Estima-se que bactérias sob a forma de biofiimes sdo 10-1000 vezes mais
resistentes a antibidticos e outros agentes antimicrobianos quando comparadas as
formas plancténicas. Entretanto os mecanismos responsaveis pelo aumento da
resisténcia ainda n&o estdo completamente definidos (MONROE, 2007).

Como a maioria dos tratamentos quimicos utilizados em agua potavel sdo toxicos
para os seres humanos quando introduzidos na corrente sanguinea, estescompostos,
como por exemplo o cloro, necessitam ser completamente removidos da agua para
dialise para prevenir reacoes adversas aos pacientes. Desta forma, a agua tratada
encontra-se livre de antimicrobianos (PASMORE; MARION, 2009).

A alta pureza da &gua favorece o desenvolvimento de micro-organismos
acostumados a crescer sob condi¢des oligotréficas (baixo nivel de nutrientes). Nas
superficies do sistema de hemodialise, as bactérias encontram pouca competi¢cao e
uma fonte de alimento aumentada devido a adsorcao de vestigios de nutrientes.
Essa adsorcao concentra os nutrientes, promovendo o suprimento necessario para
0s micro-organismos. Uma vez adsorvidos a superficie, esses organismos formam
biofilmes como mecanismo de sobrevivéncia e se multiplicam em grande numero em
locais anteriormente desprovidos de vida (PASMORE; MARION, 2009). Um exemplo
de colonizagao por biofilme é demonstrado na Figura 1.

Nas operacgdes unitarias de purificagdo, nos quais os niveis de nutrientes podem
ser consideravelmente mais altos e as condi¢des de sanitizacdo menos frequentes a
formacao de biofilme também pode ser observada (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).

As incrustagoes das resinas de troca iGnica e de leitos de carvao ativo constituem
um importante problema na producdo de agua potavel e de alta pureza devido a

existéncia de uma area de superficie significativa disponivel para a fixacao
microbiana e a presenca de material organico retido (MITTELMAN; JONES, 2016;
UNITED, 2019).
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Figura 1 - Presenca de biofilme em tubulagdo de PVC integrante do sistema de tratamento de agua

Notas: Presenca de biofilme em tubulagéo de PVC de um sistema de tratamento de agua com superficie
irregular e deposicao bacteriana (a). Biofilme maduro com deposi¢cao de sais inorganicos encontrado
em zona de baixo fluxo em um equipamento de dialise (b,c).

Fonte: RONCO; MISHKIN (2007).

Outro fator que auxilia a formacgéao de biofilmes € a variagao das taxas de fluxo de
agua em algumas zonas mortas e a auséncia de fluxo no sistema. As zonas mortas
criam reservatorios bacterianos e propiciam a fixacdo de biofilmes altamente
aderentes (PASMORE; MARION, 2009).

3.6 Monitoramento da qualidade microbiolégica da &gua tratada para

hemodialise

O nao atendimento aos critérios de qualidade microbiologicos para a agua de
didlise definidos pela legislagcdo (BRASIL, 2014), podem resultar na ocorréncia de

reagoes pirogénicas devido a presenca de endotoxinas bem na aquisi¢cado de
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infeccdes, esta ultima a principal causa de morbidade e mortalidade em pacientes sob
hemodialise (FERREIRA et al., 2013).

O Center for Diseases Control and Prevention (CDC) investigou 20 surtos
associados a contaminagao microbiana em pacientes submetidos a dialise, entre 1969
e 2008 e verificou que 10 surtos estavam relacionados a presenca de bactérias (145
casos), 06 a presenca de endotoxinas (177 casos) e 04 a presenca de bactérias e
endotoxinas (53 casos) (ROTH; JARVIS, 2000; COULLIETTE; ARDUINO, 2013).

O monitoramento da qualidade microbiolégica da agua de alimentagao do servigo
bem como da agua tratada devem ser considerados, de forma a assegurar a
seguranca do paciente. No geral, as contaminagdes microbianas estao relacionadas
a deficiéncias na produgao e/ou insuficiente manutencao do sistema de tratamento e
distribuicdo da agua. O reprocessamento dos dialisadores também pode ser
associado a ocorréncia de surtos e reagdes pirogénicas, uma vez que esta pratica
torna os dialisadores susceptiveis a contaminagao pela agua utilizada no enxague e
altera a permeabilidade da membrana (ROTH; JARVIS, 2000; COULLIETTE;
ARDUINO, 2013; SUMAN et al., 2013).

Considerando que o estado de Sao Paulo concentra o maior numero de Servigos
de Dialise no pais (27,3%) (SESSO et al., 2016), com 726 Unidades ativas em 2015
(SESSO et al., 2017), e que inspecoes realizadas pelo Centro de Vigilancia Sanitaria
do Estado de Sao Paulo (CVS/SP) em 1995 indicaram procedimentos inadequados no
tratamento da agua em 74% dos Servicos de Dialise (BUZZO et al., 2010), noano
2000 foi instituido o Programa Estadual de Monitoramento da Agua para Dialise, uma
parceria entre o CVS/SP e o Instituto Adolfo Lutz (IAL), com o intuito de inspecionar
as Unidades de Dialise do estado e avaliar o tratamento e distribuicdoda agua para
dialise a partir de coletas de amostras em pontos definidos pelalegislagao (BUZZO et
al.,, 2010; MARCATTO; GRAU; MULLER, 2010). No inicio do Programa de
Monitoramento, 36,9% das clinicas avaliadas apresentaram agua com qualidade em
desacordo com os parametros regulamentados (BUZZO et al., 2010).

De acordo com informacgdes obtidas junto ao Nucleo de Ensaios Bioldgicos e de
Seguranca do Instituto Adolfo Lutz, desde o ano de 2007 todos os Servigos de Dialise
ativos tem sido avaliados anualmente no ambito do Programa Estadual de
Monitoramento da agua tratada para dialise (ALMODOVAR et al., 2018). Os dados

demonstram a eficiéncia das a¢des sanitarias, indicada por reducédo na porcentagem
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de clinicas que apresentaram amostras de agua em desacordo com 0s parametros
definidos (Figura 2), apesar do aumento verificado a partir de 2014, em funcdo da
publicacdo da Resolu¢cao RDC n? 11 de 2014 (BRASIL, 2014), que tornou mais rigido
0 padrao de qualidade microbiolégico para agua tratada para dialise.

Figura 2 - Unidades de hemodialise em conformidade com os padrboes de qualidade de agua para
hemodialise no periodo de 2010 a 2016
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Fonte: Adaptado de ALMODOVAR et al. (2018).

Os parametros microbianos de qualidade da agua para hemodialise foram as
mais prevalentes causas de insatisfatoriedade em relagdo aos padroes minimos de
qualidade (Figura 3).

A legislacao estabelece que o servico de didlise monitore diariamente a qualidade
da agua potavel em amostras coletadas no ponto de entrada do reservatério € no
ponto de entrada do subsistema de tratamento de agua parahemodialise, de forma a
atender os parametros fisicos e organolépticos preconizados (BRASIL, 2014). O
controle bacteriolégico do reservatorio de agua potavel deve ser efetuado
mensalmente. O monitoramento microbiolégico da agua resultante do sistema de
tratamento e distribuicdo de agua para hemodialise deve ser realizado mensalmente
em amostras coletadas no ponto de retorno da alga de distribuicdo (loop) e em um
dos pontos na sala de processamento (reuso). A
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avaliagao fisico-quimica deve ser efetuada semestralmente em amostra coletada em

ponto apos o subsistema de tratamento de agua para hemodialise (BRASIL, 2014).

Figura 3 - Perfil de resultados microbioldgicos insatisfatérios de amostras de agua tratada para dialise
coletadas em unidades de dialise localizadas no Estado de Sdo Paulo, Brasil, de 2010 a 2016
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Fonte: HILINSKI et al. (2017).

3.6.1 Limites de alerta e acéo

A necessidade de monitorizacdo e controle do sistema de tratamento de agua
implica o estabelecimento de limites de alerta e de acdo para os parametros
microbioldgicos avaliados a fim de que a qualidade da agua para hemodialise néo seja
comprometida.

O limite de alerta € caracterizado por um nivel que, quando excedido, pode indicar
desvio da condi¢do normal do processo. Esta situacdo nao requer a tomada de acoes
imediatas, mas demonstra a necessidade de acompanhamento.

O limite de agdo é definido pela legislagdo brasileira vigente como o valor
estipulado que indica a necessidade da adocao de providéncias para identificacao e
intervencao preventiva sobre quaisquer parametros que estejam se aproximando dos
limites estabelecidos| (BRASIL, 2014). Nesta circunsténcia, agdes corretivas
necessitam ser adotadas para evitar a obtencdo de agua para hemodialise em
desacordo com os padrdes aceitaveis. Além disso, uma investigacao necessita ser

iniciada e documentada para determinar a causa-raiz do evento e o impacto sobre
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0s pacientes em tratamento dialitico bem como para estabelecer as medidas
necessarias para a eliminacao da causa (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).

Atualmente, a regulamentacao brasileira estabelece que o limite de acao relativo
a contagem de bactérias heterotroficas € de no maximo 50 UFC/mL (BRASIL, 2014).
Entretanto, caso seja verificada a ocorréncia de reagdes pirogénicas, bacteremia ou
suspeita de septicemia nos pacientes, uma verificagdo adicional da qualidade
bacteriologica da agua para hemodialise deve ser realizada. A legislagdo néao
estabelece limite de acao para endotoxinas bacterianas.

A Farmacopeia Americana (UNITED, 2019) recomenda que o limite de acao
maximo seja de 25 UFC/mL para a contagem de bactérias heterotroficas e 0,25 UE/mL
para endotoxinas bacterianas.

Ndo ha um valor padronizado pelos 6rgaos regulatérios brasileiros e pelos
compéndios oficiais para o limite de alerta. Entretanto, a USP justifica que os usuarios
devem estabelecer este limite de acordo com a revisdo histérica dos dados de
monitoramento de agua das unidades e as particularidades de cada sistema de
tratamento de agua (UNITED, 2019). O estabelecimento de um limite de alerta de 50%
do valor estabelecido para o limite de acdo € considerado adequado (PINTO;
KANEKO; PINTO, 2015).

3.6.2 Enumeracéo de bactérias heterotréficas

A maioria dos contaminantes microbianos em sistemas de agua encontra-se,
principalmente sob a forma de biofilmes em superficies, com apenas uma
porcentagem reduzida do microbioma suspensa na agua sob a forma plancténica.Os
organismos planctdnicos estdo associados a presenga de biofilmes, bem como a
bactérias flutuantes introduzidas no sistema (células pioneiras), que eventualmente
podem formar novos biofilmes (UNITED, 2019).

Embora a melhor opgdo esteja relacionada ao monitoramento direto do
desenvolvimento de biofilmes em superficies, as tecnologias atuais para avaliagdes
de superficie em um sistema de agua tornam esta tarefa impraticavel em uma clinica
de dialise. Portanto, uma abordagem indireta deve ser utilizada: a avaliacao para a
deteccdo e enumeracao de micro-organismos plancténicos liberados dos biofilmes
através da coleta de amostras de saidas do sistema de agua. Ao realizar a

enumeracao dos micro-organismos presentes nestas amostras, pode-se determinar
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o estado geral de controle sobre o desenvolvimento do biofilme no sistema de
tratamento da agua (UNITED, 2019).

Nas ultimas décadas, a enumeracao de células viaveis presentes em uma amostra
ou cultura de interesse tem sido baseada no crescimento de unidadesformadoras de
colénias em placas ou membranas filtrantes.

A contagem em placas, embora geralmente considerada como uma medida de
viabilidade, indica somente quantas células podem se replicar nas condi¢des previstas
para o crescimento, que podem ser diferentes daquelas presentes naamostra original.
Como consequéncia, o método de contagem em placas muitas vezes pode subestimar
a viabilidade real de uma amostra. A literatura descreve que, para células estressadas,
a contagem de placas pode indicar viabilidade verdadeira em menos de 50% da
populacao de amostras avaliadas (MILLER, 2005b; OLIVER, 2010).

E, portanto, essencial o entendimento de que, quando utilizada a técnica de cultivo,
somente uma parcela da populagdo microbiana podera ser detectada. Essaé a razéao
pela qual as especificagcdes para agua sao estabelecidas como limites de acéo, e nédo
limites de passa / falha (PINTO; KANEKO; PINTO, 2016).

Distintos grupos e organizagées, como a AAMI, ANVISA, International
Organization for Standardization (ISO) e a Sociedade Japonesa para terapia de
dialise, tém proposto a criagdo de padrbes e diretrizes para garantir a qualidade da
agua de dialise (AAMI, 2014; BRASIL, 2014; MINESHIMA et al., 2018; ISO, 2019).
Esses padrdes definem os niveis maximos permitidos, embora com alguma variancia,
de contaminantes microbioldégicos em agua utilizada para o preparo de fluidos de
didlise.

O numero de recomendacgobes oficiais distintas para a enumeragao de bactérias
heterotréficas em agua para hemodialise vem aumentando nos ultimos anos.
Recomendacgdes por autoridades nacionais e organizagdes internacionais tém sido
publicadas periodicamente (Tabela 4).

Entretanto, diferentes recomendacdes se referem a diferentes técnicas de cultivo,
0 que significa que mesmo que o limite estabelecido seja 0 mesmo para um parametro
avaliado, a interpretagdo ndo € a mesma devido a utilizagao de diferentes técnicas de
cultivo utilizadas.

Compéndios oficiais, como o Standard Methods for the Examination of Water and

Wastewater (APHA, 2017), recomendam o uso dos métodos de semeadura em



45

profundidade, semeadura em superficie e de filtragado por membrana para enumeragao
de bactérias heterotroficas e fungos em agua tratada para dialise. Entretanto, como
em qualquer método microbioldgico, a variabilidade no crescimentocelular é afetada
pelo tipo de meio de cultura utilizado, pelos métodos empregados para a recuperagao,
pela condicdo do micro-organismo durante o periodo de teste (estressado versus
saudavel) e pela temperatura de incubacdo (LONNEMANN, 1998; REASONER, 2004;
UNITED, 2019).

Tabela 4 — Meios de cultura preconizados pelos compéndios oficiais para a enumeracao de bactérias
heterotréficas em agua para dialise

Compéndio Meio de cultura Método Temperatura de Tempo de
incubacao (°C) incubagao
usp @ TSA PP®/FM® 30-35 3-5 dias
EP @ TSA PP®/FM® 30-35 3-5 dias
AAMI @) R2A / TGEA PP®/FM®/SP ® 17-23 7 dias
R2A PP®/FM®/SP ® 20-28 5-7 dias
APHA @
PCA PP®/FM®/SP ® 35 48 * 3 horas
JSDT ©®) R2A / TGEA Nao especificado 17-23 7 dias
Notas:

) Farmacopeia Americana

2) Farmacopeia Européia

3) Association for the Advancement of Medical Instrumentation (Estados Unidos)

4 American Public Health Association (Estados Unidos)

5 Japanese Society for Dialysis Therapy

8 Pour plate

7) Filtragdo por membrana

8) Spread plate

Fonte: MINESHIMA et al. (2018); APHA (2017); AAMI (2014); EUROPEAN (2019); UNITED (2019).
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O tempo necessario para a obtencdo dos resultados constitui a principal
desvantagem para os métodos baseados em cultivo (PINTO; KANEKO; PINTO,2016).
Ao longo dos anos o método pour plate tem sido o mais comumente utilizado para
a contagem de bactérias heterotroficas em amostras de agua devido ao baixo custo e

a facilidade de execucao. Entretanto, a adicdo do agar fundido a



46

aproximadamente 45-48°2C pode aumentar o stress sobre os micro-organismos, que
ja se encontram fisiologicamente estressados, resultando na diminui¢do significativa
da recuperacao de bactérias em comparacdo com as recuperagdes obtidas pelos
métodos spread plate e filtracdo por membrana (REASONER; GELDREICH, 1985;
REASONER, 2004; APHA, 2017).

O método spread plate apresenta condi¢cdes mais adequadas para a recuperagao
bacteriana devido a auséncia de estresse térmico e a exposicdo da amostra a
condigcOes aerobicas. Entretanto, devido ao reduzido volume de amostra utilizado
(aproximadamente 100uL), esta técnica fornece menor sensibilidade quando
comparada as demais (pour plate e filtragcdo por membrana), devendo ser utilizada
somente quando altos valores de UFC sao esperados (REASONER, 2004; PEREIRA
et al., 2010).

Dentre os métodos apresentados, o método de filtracdo por membrana é o método
mais flexivel para a enumeracao de bactérias heterotréficas pois permite a analise de
volumes de amostra superiores a 1,0 mL e, portanto, a deteccdo de baixas
concentragdes de micro-organismos em uma amostra de agua. As limitagcdes do
método estao relacionadas ao volume de agua que pode ser filtrado sem que ocorra a
obstru¢cado dos poros da membrana devido a deposicdo de material particulado na
superficie da membrana bem como ao possivel dano as células caso uma pressao
excessiva seja exercida durante a filtracdo da amostra (REASONER, 2004; AAMI,
2014; APHA, 2017).

A dificuldade de adaptacdo dos micro-organismos a ambientes com baixa
disponibilidade de nutrientes e a incapacidade de algumas espécies em se dividir e
formar coldnias constituem desafios para o cultivo dos micro-organismos.

Nos sistemas de agua, bactérias presentes na fase planctonica, geralmente
provenientes de biofilmes, sdo recuperadas e contadas por meios de métodos
convencionais (UNITED, 2019). No entanto, organismos em fase béntica (VNC) sao
frequentemente dificeis de cultivar, principalmente em meios ricos e complexos.

Até o final da década de 80, os meios de cultura com alto teor nutricional, como o
agar caseina de soja (TSA) e o agar padrao para contagem (PCA) eram
recomendados para a enumeracao de bactérias heterotroficas em amostras de agua
potavel e tratada (SANDLE, 2014).

Entretanto, apés a publicacdo do estudo realizado por Reasoner e Geldreich

(1985), 0 meio de cultura Reasoner’2 Agar (R2A) foi apresentado como substituto ao
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TSA e ao PCA pois permite maior recuperagao bacteriana, principalmente se incubado
a temperatura de 20-25°C por 5 a 7 dias (REASONER; GELDREICH, 1985;
LONNEMANN, 1998; REASONER, 2004; BUGNO; ALMODOVAR; PEREIRA,

2010; APHA, 2017; SANDLE, 2014; UNITED, 2019).

Os meios pouco nutritivos, como o Agar R2A, quando incubados
preferencialmente a baixas temperaturas de incubacao, permitem a obtencdo de
contagens de aerdbicos cinco a dez vezes maiores. Este fato esta relacionado a
sobrevivéncia de bactérias sob alteracdes fisicas e queda metabdlica em ambientes
oligotréficos (REASONER, 2004; PINTO; KANEKO; PINTO, 2016).

Embora os micro-organismos VNC possam ser cultivados em meio com baixo nivel
de nutrientes, sob temperaturas mais baixas e tempos mais longos de incubacao (10
a 14 dias), o valor de um resultado de contagem obtido em 14 dias € questionavel
(PINTO; KANEKO; PINTO, 2016).

Atualmente, o TSA e o PCA séo indicados para o isolamento e enumeragao de
bactérias heterotroficas isoladas de animais e seres humanos, enquanto os meios com
baixo teor nutricional, como o R2A, sdo indicados para a deteccdo de bactérias
oligotroficas de crescimento lento e para a enumeracao de bactérias heterotroficas
adaptadas a ambientes aquaticos e que requerem baixa concentracao de nutrientes
(REASONER; GELDREICH, 1985; ALLEN; EDBERG; REASONER, 2004; APHA,
2017; UNITED 2019).

3.7 Métodos microbioldgicos alternativos

Os métodos analiticos de referéncia atualmente disponiveis para a enumeracgao de
micro-organismos sao métodos amplamente acessiveis, reprodutiveis e reconhecidos
por agéncias regulatorias como Padrdao Ouro (JASSON et al., 2010). Por estarem
fundamentados em métodos classicos de cultivo, dependem de condi¢cdes que
permitam o crescimento e a replicacdo microbiana até a deteccao por exame visual,
que pode demandar entre 18 horas a 14 dias (JASSON et al., 2010; UNITED, 2019).

Considerando que a qualidade microbiolégica da agua é um parametro critico do
sistema que deve ser monitorado, é dificil reagir aos resultados quando a qualidade

nao pode ser avaliada em tempo real.
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Os inconvenientes relacionados ao tempo de espera para a obtencdo dos
resultados e a dependéncia de técnicas de cultivo tem conduzido a busca estratégica
de métodos microbioldgicos alternativos que permitam obter dados significativamente
mais rapidos, exatos e precisos do que os obtidos por métodos classicos, além de, em
algumas situagoes, propiciar o monitoramento do processo em tempo real (SUTTON,
2005; CANAUD, 2010; JASSON et al., 2010; PDA, 2013).

As novas tecnologias, também denominadas de métodos microbioldgicosrapidos,
permitem a deteccdo, identificacdo e quantificacdo microbiana em menor tempo
guando comparadas aos métodos tradicionais. Além de diminuir o tempo de liberacao
de resultados e de antecipar a tomada de decisdes relacionadas as investigagoes,
estas tecnologias podem oferecer automatizagdo dos ensaios, maior precisao,
reprodutibilidade e sensibilidade (MILLER, 2005a).

Os meétodos microbioldgicos alternativos, segundo a Farmacopeia Brasileira
(FARMACOPEIA, 2016), sdo categorizados em trés grupos, de acordo com suas

tecnologias e aplicagoes:

a) Métodos baseados no crescimento: estdao relacionados a medicdo de
parametros fisiolégicos ou bioquimicos que refletem a replicacdo e a
proliferacdo de micro-organismos. Sao exemplos deste grupo os métodos
eletroquimicos, bioluminescéncia, deteccdo da produgéo ou consumo de gas

e emprego de substratos cromogénicos.

b) Métodos baseados na medida direta da viabilidade: estdo fundamentados no
emprego de corantes para componentes bioquimicos das células microbianas
ou na fluorescéncia obtida pela clivagem enzimatica de substratos
fluorogénicos em micro-organismos viaveis. Citometria de fluxo, citometria de
fase sdlida e epifluorescéncia direta sdo alguns dos representantes desta

categoria de método independente de cultivo microbiano.

c) Métodos baseados na analise de componentes celulares: sdo métodos que
apresentam alto grau de especificidade e utilizam a expressao de componentes
celulares como medida indireta para a presenga microbiana. Dois exemplos
deste grupo sdo a espectrometria de massa e a amplificacdo de &acidos

nucleicos.
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Entretanto, as dificuldades em avaliar, validar e obter a aprovacdo dos 6rgaos
regulatorios para utilizagdo destas tecnologias nos ensaios microbiolégicos tem
retardado a implementacado de novas formas de trabalho pois a demonstragcdo da
equivaléncia frente a métodos oficiais necessita ser comprovada (PDA 2013; UNITED,
2019).

Compéndios oficiais, como a Farmacopeia Brasileira (2016), United States
Pharmacopeia (2019) e a European Pharmacopoeia (2017), influenciados pela
publicacdo do PDA Technical Report n.33, Evaluation, Validation and Implementation
of new microbiological testing methods (PDA, 2013), recentemente publicaram
capitulos especificos para auxiliar a comunidade cientifica e a industria farmacéutica
na validacdo de métodos microbiolégicos alternativos. Os capitulos
5.5.3.6 Métodos microbiolégicos alternativos (FARMACOPEIA, 2016), <1223>
Validation of alternative microbiological methods (UNITED, 2019) e 5.1.6 Alternative
methods for control of microbiological quality (EUROPEAN, 2017) sao alguns

exemplos e encontram-se atualmente vigentes.
3.7.1 Técnica de deteccao microbiana pelo uso de fluorescéncia

Metodologias que utilizam o principio de coloragado por fluorescéncia tém sido
amplamente empregadas para monitorar a contaminagdo microbiana nas ultimas
décadas, principalmente na industria de alimentos, devido a possibilidade de reducao
do tempo analitico e a preciséo dos resultados (BAUMSTUMMLER et al., 2010).

O potencial para deteccdo microbiana pelo uso de fluorescéncia permitiu o
desenvolvimento de tecnologias analiticas, entre as quais o sistema Milliflex®
Quantum.

O sistema Milliflex® Quantum é uma tecnologia baseada em crescimento que
combina a filtracdo de amostras por membrana com a coloracao fluorescente de
micro-organismos viaveis, sendo composto por uma bomba de filtracdo, leitor de
fluorescéncia, cdmara e fluorocromos, como demonstrado na Figura 4 (MILLIPORE,
2010).
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Figura 4 - Componentes do sistema Milliflex® Quantum
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Fonte: MILLIPORE (2010).

ApoOs a etapa de filtragdo da amostra com o auxilio de uma bomba, os micro-
organismos sao retidos na membrana e corados por um marcador de viabilidade de
fluorescéncia. O principio da técnica € baseado em uma reagao enzimatica na qual o
éster succinimidilico de diacetato de carboxifluoresceina (CFDA-SE), substrato
fluorogénico utilizado, € um marcador de viabilidade ndo fluorescente que é clivado
por enzimas intracelulares nao especificas resultando na liberacdo do composto éster
de succinimidil de carboxifluoresceina (CFSE), um produto fluorescente quando
excitado ao comprimento de onda de 488nm (BAUMSTUMMLER et al., 2010). Por
apresentar baixa permeabilidade a membrana celular, o CFSE € acumulado no interior
das células e, portanto, atua como indicativo de atividade do metabolismo microbiano
e da integridade da membrana, permitindo detectar microcolonias apds exposi¢cao ao
comprimento de onda de excitacdo do corante de fluorescéncia através do leitor
Milliflex® Quantum (MILLER, 2005b; BAUMSTUMMLER et al., 2010; MEDER et al.,
2012).

Como apenas células viaveis (incluindo enddsporos, formas vegetativas, bactérias
anaerobias e fungos) sao capazes de reter e acumular o CFSE, serdoestas as
células que serao identificadas pela emissao de fluorescéncia.

Através desta técnica, as microcol6nias fluorescentes podem ser contadas pelo
analista diretamente através do leitor do equipamento Milliflex® Quantum ou através
de uma imagem exibida em uma tela de computador por meio de uma camera
acoplada ao leitor do equipamento e a utilizacdo de um software. Através do software
€ possivel clicar nas colonias e marca-las como contadas, o que diminui as chances
de erros humanos.

Portanto, apds curto periodo de incubacao, é possivel observar a deteccao de
microcolénias fluorescentes e realizar a liberacao de resultados de enumeracao de
micro-organismos sem a necessidade de aguardar a contagem visual das unidades
formadoras de colonias (BAUMSTUMMLER et al., 2010; MEDER et al., 2012). A
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figura 5 apresenta o esquema das etapas envolvidas na detecgdo microbiana pelo uso
de fluorescéncia através do sistema Milliflex® Quantum.

As vantagens da utilizacdo deste sistema para a avaliagdo da qualidade
microbiolégica da agua tratada para dialise estdo relacionadas a facilidade de
execucao da técnica e a obtencdo de resultados de detec¢do de micro-organismos
viaveis e cultivaveis em menor tempo, quando comparado aos métodos oficiais,
permitindo a antecipacao de investigacdes sobre possiveis falhas no tratamento da
agua. E caracterizado por ser um método ndo destrutivo, permitindo posterior
identificacdo por meio de tecnologias de caracterizacdo microbiana (MILLER, 2005b;
BAUMSTUMMLER et al., 2010; MEDER et al., 2012).

Figura 5 - Etapas realizadas na deteccdo microbiana pelo uso de fluorescéncia através do sistema
Milliflex® Quantum
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Fonte: Adaptado de MILLIPORE (2010).

Embora inevitavelmente a obtencao de resultados seja mais lenta do que, por
exemplo, com a utilizagdo de métodos baseados em RNA / DNA que proporcionariam
resultados em tempo real, os métodos baseados no crescimento oferecem a vantagem
de se aproximar dos métodos tradicionalmente utilizados, o que facilita a conducao
dos ensaios de validacdo frente aos requisitos das farmacopeias, além de

investimento inferior para a aquisicao de insumos e equipamento.
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3.7.2 Validac&do de métodos microbioldgicos alternativos quantitativos

A implementacao de métodos alternativos microbioldgicos para a enumeracéao de
bactérias heterotroficas e fungos possui grande relevancia para garantir a seguranca
e qualidade dos procedimentos dialiticos aos quais os pacientes com insuficiéncia
renal cronica estdao expostos.

Entretanto, para que o método alternativo possa ser utilizado em substituicdo ao
método oficial € necessario que o laboratério conduza a validagdo da metodologia e
apresente informacdes detalhadas que comprovem com alto nivel de seguranca que
o procedimento especifico tem desempenho consistente para atender as
especificacdes pré-determinadas e atributos de qualidade para a aplicacao analitica
intencionada (PDA, 2013; UNITED, 2019).

A validacao do método microbiolégico alternativo para detecgao por fluorescéncia
através do sistema Milliflex® Quantum, pode ser realizada segundo parametros e
procedimentos descritos nas Farmacopeias Americana (UNITED, 2019), Européia
(EUROPEAN, 2017) e Brasileira (FARMACOPEIA, 2016), bem como no documento
Pharmaceutical Drugs Association Technical Report 33, publicado por Pharmaceutical
Drugs Association (PDA, 2013), que indicam quais critérios devem ser avaliados em
termos microbioldgicos, além da inclusdo da equivaléncia como critério de aceitacao
para uma categoria adicional (DE BOER; BEUMER, 1999;SUTTON, 2005; JASSON
et al., 2010; CANAUD, 2011; PDA, 2013; UNITED, 2019).

A comprovacao da equivaléncia, através do teste de nao inferioridade, em relacao
ao método oficial também deve ser realizada para demonstrar que o método
alternativo ndo apresenta sensibilidade inferior e € tao eficaz quanto o método
tradicional (PDA, 2013; FARMACORPEIA, 2016; UNITED, 2019).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas cepas, classificadas como
Material de Referéncia Certificado dos seguintes micro-organismos: Escherichia coli
(NCTC 12923), Staphylococcus aureus (NCTC 10788), Burkholderia cepacia (NCTC
10743) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027).

A apresentacéao Bioball Multishot 550 UFC (Biomerieux, Australia) foi utilizada para
a condugado do estudo com os micro-organismos Escherichia coli (NCTC 12923),
Staphylococcus aureus (NCTC 10788) e Burkholderia cepacia (NCTC 10743). A
hidratacdo destes micro-organismos liofilizados foi realizada com o fluido de
reidratacédo de 14 dias (Biomerieux, Australia).

Para a conducao dos estudos com o micro-organismo Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 9027) foi utilizada a apresentagao Lab Elite™ (Microbiologics, Estados Unidos
da América).

Foi utilizado o meio de cultura Agar R2A (Merck, Alemanha) para a execugéo dos
ensaios pelo método convencional. O insumo foi adquirido desidratado e meio de
cultura preparado no Instituto Adolfo Lutz de acordo com as instru¢des do fabricante,
bem como a agua purificada estéril e as solugdes de cloreto de sédio 0,9% (p/v) e
cloreto de sodio peptona pH 7,0 utilizadas para o preparo e diluicdes das suspensdes
microbianas. Os lotes de meios de cultura preparados foram avaliados quanto a
capacidade promotora de crescimento e esterilidade antes da utilizacdo, conforme
preconizado pela Farmacopeia Brasileira (FARMACOPEIA, 2010).

O equipamento utilizado para a detecgdo microbiana pelo uso de fluorescéncia
foi o sistema Milliflex® Quantum (Millipore, Alemanha). Os insumos utilizados para a
realizacdo dos ensaios pelo método alternativo foram adquiridos diretamente com o
fabricante do equipamento. As descricdes e os respectivos numeros de catalogo dos
insumos utilizados s&o: unidade de filtracdo Milliflex® HAWG 100 mL(MXHAWG124),
cassete para meio liquido (MXLMCO0120), reagente de fluorescéncia(MXQTVOKT1) e
cassete de incubacao Milliflex® pré envasado com dgar R2A (MXSMCRA48).

Para a execucao dos ensaios da etapa de Equivaléncia foram utilizadas amostras

de agua tratada para dialise coletadas em frascos estéreis pelos grupos de
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Vigilancia Sanitaria Municipais e Estaduais do Estado de Sdo Paulo em servigos de
dialise localizados em municipios do Estado de Sao Paulo, durante os meses deAbril
e Maio de 2019, totalizando 24 amostras (aproximadamente 12% dos servigos de
didlise em funcionamento no Estado de S&o Paulo). O ponto de agua tratada
localizado na sala de processamento (reuso) foi o ponto de coleta definido para o
estudo. Na auséncia de sala de processamento na unidade, foi utilizado o ponto de

retorno da alca de distribui¢cdo (Loop).

4.2 Métodos

A coleta e o transporte das amostras de agua tratada para hemodidlise foram
realizados de acordo com as recomendacdes da American Public Health Association
(APHA, 2017). Inicialmente os pontos de coleta foram desinfetados com solug&o de
alcool 70% (v/v) seguidos pela manutencao do escoamento da agua por 3 a 5 minutos,
culminando na coleta da amostra apos este periodo. O material para analise foi
transportado em caixas térmicas com capacidade maxima de 26 litros (Easypatch®,
Sao Paulo) ao Instituto Adolfo Lutz imediatamente ap6s a coleta, sob temperatura
inferior a 102C, e processado no mesmo dia do recebimento (BUGNO etal., 2018).

Os ensaios foram realizados no Nucleo de Ensaios Biolégicos e de Segurancga do
Instituto Adolfo Lutz Central, em Sao Paulo.

Para a realizacdo do estudo de validagao foi necessaria a conducao de diversas
etapas analiticas para a obtencao de informacdes detalhadas que comprovassem que
o procedimento tem desempenho consistente para atender as especificagdes pre-
determinadas e atributos de qualidade para a aplicacdo analitica intencionada. O
estudo foi dividido em trés etapas: Determinag¢ao do tempo minimo de incubacéao para
bactérias (etapal), Avaliagdo de Desempenho (etapa 2) e Equivaléncia (etapa 3).

A metodologia tradicional utilizada para a realizacdo dos ensaios foi a descrita no
capitulo 9215 do compéndio Standard methods for examination of water and
wastewater (APHA, 2017).
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4.2.1 Etapa 1. Determinacdo do tempo minimo de incubacdo para bactérias

através do sistema Milliflex® Quantum

A etapa 1 buscou avaliar como a variagdo no tempo de incubagéo pode afetar o
resultado final para enumeracao de bactérias, bem como determinar o tempo minimo
de incubagéao necessario para obtencdo de valores de contagem confiaveis para cada
um dos micro-organismos analisados.

Distintos tempos de incubacdo foram testados para cada um dos micro-
organismos avaliados. Os testes foram executados simultaneamente através do
método tradicional e alternativo, como descrito nos subitens 4.2.1.2e 4.2.1.3

O preparo das suspensdes microbianas utilizadas para a conduc¢ao dos ensaios &

descrito no subitem 4.2.1.1.

4.2.1.1 Preparo das suspensdes microbianas

4.2.1.1.1 Escherichia coli (NCTC 12923), Staphylococcus aureus (NCTC 10788)
e Burkholderia cepacia (NCTC 10743)

Para a conducao dos ensaios, foi utilizada a apresentacao Bioball Multishot 550
UFC (Biomerieux, Australia) para os micro-organismos Escherichia coli (NCTC
12923), Staphylococcus aureus (NCTC 10788) e Burkholderia cepacia (NCTC 10743),
os quais foram hidratados com 1,1 mL do fluido de reidratacdo de 14 dias (Biomerieux,
Australia), seguido pela homogeneizagcdo em agitador de tubos tipo vortex (Marconi

MA162), resultando em um inéculo com concentracao de 50 UFC/100pL.

4.2.1.1.2 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027)

Para a condugao dos estudos com o micro-organismo Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 9027) foi utilizada a cepa de referéncia Lab Elite™ (Microbiologics, Estados
Unidos da América), a qual foi hidratada e preparada de acordo com as instru¢des
de uso do fabricante (MICROBIOLOGICS, 2013).

Para o preparo da suspensdao microbiana padronizada de Pseudomonas

aeruginosa, uma colénia isolada da cultura primaria foi semeada em tubo de agar
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caseina de soja inclinado, com auxilio de al¢a bacteriologica, e o tubo incubado por
24 horas a temperatura de 32,5 + 2,5°C. Apos o periodo de incubacdo, foram
adicionadas 10 mL de solucao tampéao cloreto de sédio-peptona pH 7,0 ao tubo
inclinado para obtencao da suspenséo microbiana estoque. Com o auxilio de pipetador
automatico, 1 mL da suspensao microbiana foi transferida para um tubo contendo 9
mL de solucdo tampao cloreto de sédio-peptona pH 7,0 (10-). Procedeu- se a diluicdo

seriada (1:10) de modo a obter diluigoes até 10-%, conforme figura 6.

Figura 6 — Preparo da suspens&o microbiana padronizada de Pseudomonas aeruginosa
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Fonte: Elaborada pelo autor

Em duplicata, 1 mL de cada uma das dilui¢des foi transferida para o centro de uma
placa de Petri e 20 mL de agar R2A previamente fundido foi adicionado, as placas
homogeneizadas e incubadas em posicao invertida apdés completa solidificacdo do
agar em estufa bacteriologica a temperatura de 32,5 + 2,52C por 24 horas. Apds
contagem visual das unidades formadoras de col6nia (UFC) presentes nas placas a
concentracao do inéculo foi ajustada para 50 UFC/mL.

4.2.1.2 Metodologia tradicional
A analise das suspensbes microbianas foi realizada através da técnica de

plaqgueamento em profundidade, utilizando o agar R2A como meio de cultura para o
cultivo de bactérias (APHA, 2017).
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Para a conducao dos ensaios, 100uL de cada um dos in6culos individuais de
Escherichia coli (NCTC 12923), Staphylococcus aureus (NCTC 10788) e Burkholderia
cepacia (NCTC 10743) com concentragao de 50 UFC/100uL foram transferidos para
o centro de uma placa de petri descartavel, de modo a obter 50UFC por placa. Para
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), 1 mL da suspensao microbiana padronizada
com concentracao de 50 UFC/mL foi transferida para o centro de uma placa de petri
descartavel, de modo a obter 50 UFC por placa.

Em seguida, 20 mL do agar previamente fundido foram adicionados, as placas
homogeneizadas e incubadas em posigao invertida em estufa bacteriologica, apos
completa solidificacdo do agar. A contagem visual das unidades formadoras decolbnia
(UFC) presentes nas placas foi efetuada apdés 120 horas de incubacdo a24,0 +
4,0 °C, conforme recomendado pela APHA (APHA, 2017). Os ensaios foram
realizados em quadruplicata.

Como controle negativo, 100uL do fluido de reidratacdo de 14 dias foi transferido
para o centro de uma placa de petri. Em seguida, 20 mL do agar previamente
fundido foram adicionados, a placa homogeneizada e incubada em estufa

bacteriol6gica para avaliagao visual ap6s 120 horas de incubacao a 24,0 + 4,0°C.

4.2.1.3 Metodologia alternativa

Foi realizada a filtragdo de 100 mL de agua purificada estéril contaminada
artificialmente e individualmente com 100 pL dos in6culos microbianos com
concentragcdo de 50 UFC/100uL (Escherichia coli NCTC 12923, Staphylococcus
aureus NCTC 10788 e Burkholderia cepacia NCTC 10743) e com 1 mL do inéculo com
concentracao de 50 UFC/mL (Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027), em membrana
de ésteres mistos de celulose (HAWG) com tamanho de poro de 0,45ume didmetro
de 47mm, com o auxilio de bomba de vacuo, de modo a obter 50 UFCpor membrana
para cada um dos indculos individuais dos micro-organismos avaliados.

ApOs a filtracdo, a membrana foi assepticamente transferida para uma placa pré
envasada com agar R2A e o conjunto placa e membrana, entao, incubado em estufa
bacteriol6gica a temperatura de 24,0 + 4,02C pelos periodos de 24, 36, 40, 48 e 120
horas. Os ensaios foram realizados em quadruplicata para cada tempo de incubagao

proposto.
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ApoOs cada periodo de incubagdo avaliado, a membrana foi assepticamente
transferida para uma base de celulose umedecida com 2 mL do reagente de
fluorescéncia e o conjunto incubado por 30 minutos na temperatura de 32,5 + 2,5 °C
para difusdo do reagente. A contagem das microcolbnias fluorescentes utilizando o
leitor Milliflex® Quantum foi realizada apés os 30 minutos de incubacgéo. Os resultados
foram registrados sob a denominacao de contagem fluorescente.

ApoOs a contagem, as membranas foram assepticamente transferidas para placas
pré-envasadas com Agar R2A e os conjuntos placa e membrana foram reincubados
em estufa bacteriolégica a temperatura de 24,0 + 4,02C até o tempo total de incubacao
de 120 horas.

Apos o periodo de incubagéao foi realizada a contagem visual das UFC, sendo os
resultados registrados sob a denominagao contagem de viabilidade.

Como controle negativo, foi realizada a filtragcdo de 100 mL de agua purificada
estéril adicionado de 100 uL do fluido de reidratacdo de 14 dias, em membrana de
ésteres mistos de celulose (HAWG) com tamanho de poro de 0,45um e diametro de

47mm, com o auxilio de bomba de vacuo.

4.2.1.4 Critérios de aceitacao

As contagens obtidas por fluorescéncia pelo método alternativo bem como as
contagens obtidas apos a reincubacao das placas, também pelo método alternativo,
foram comparadas as obtidas pelo método tradicional. Para a avaliacao dos dados, foi
utilizado o valor do log das UFC obtidas nas contagens.

As taxas de recuperacao de contagem fluorescente e recuperagéo de viabilidade

foram calculadas de acordo com as férmulas 1 e 2, respectivamente, descritasabaixo.

recuperacao de contagem fluorescente (%) = _ contagem fluorescente Milliflex (log) x 100 (1

contagem método tradicional (log)

recuperacao de viabilidade (%) = contagem de viabilidade (log) x 100 (2)

contagem método tradicional (log)
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4.2.2 Etapa 2: Avaliagdo de Desempenho

De acordo com os principais compéndios, para que um método microbiolégico
alternativo seja utilizado em substituicdo ao método de referéncia, ele deve ser
validado (FARMACOPEIA, 2016; EUROPEAN, 2017; UNITED, 2019). Portanto, o
método de enumeracao de bactérias heterotroficas em agua tratada para dialise pela
técnica de detecgdo microbiana pelo uso de fluorescéncia foi desafiado frente aos

parametros estabelecidos para testes quantitativos descritos na Tabela 5.

Tabela 5 - ParAmetros de validagao para métodos microbioldgicos alternativos

Parametros Testes quantitativos

Especificidade Sim
Limite de deteccéo Sim ™

Exatidao Sim
Precisao Sim
Limite de quantificacéo Sim
Linearidade Sim
Intervalo Sim
Robustez Sim
Equivaléncia Sim

() Teste ndo obrigatorio pela Farmacopeia Européia para alguns ensaios.

Fonte: PDA (2013); FARMACOPEIA (2016); EUROPEAN (2017); UNITED (2019).

4.2.2.1 Delineamento experimental

Foram contempladas todas as exigéncias relativas ao numero minimo de réplicas,
concentragdes e suspensdes microbianas exigidas pelos compéndios oficiais para a
avaliacao de desempenho do método do método alternativo (FARMACOPEIA, 2010;
PDA, 2013; FARMACOPEIA, 2016; EUROPEAN, 2017;

UNITED, 2019).
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Foram preparadas suspensoes microbianas individuais para cada um dos micro-
organismos avaliados: Escherichia coli (NCTC 12923), Staphylococcus aureus (NCTC
10788), Burkholderia cepacia (NCTC 10743) e Pseudomonas aeruginosa (NCTC
12924).

A escolha dos micro-organismos desafiados foi baseada naqueles indicados para
a avaliacao da capacidade promotora de crescimento dos métodos de enumeragao
microbiana das Farmacopeias Brasileira, Européia e Americana (FARMACOPEIA,
2010; EUROPEAN, 2017; UNITED, 2019), com excecao da Burkholderia cepacia
(NCTC 10743). Estudos relatam o isolamento deste ultimo micro-organismo em
amostras de agua tratada para dialise, motivo que justificou sua inclusdo no presente
trabalho (MAGALHAES et al., 2003; BUGNO et al., 2007).

Duas unidades da apresentagdo Multishot 550 UFC de cada um dos micro-
organismos Escherichia coli (NCTC 12923), Staphylococcus aureus (NCTC 10788) e
Burkholderia cepacia (NCTC 10743), foram hidratadas individualmente com 1,1 mL do
fluido de reidratacao de 14 dias (Biomerieux, Australia), seguido pela homogeneizacao
em agitador de tubos tipo vortex (Marconi MA162), resultando em um indculo individual
com concentracao de 50 UFC/100puL. O conteudo reconstituido destas duas unidades
foi transferido para um tubo contendo 8,8 mL de solugao salina 0,9%, resultando em
um inéculo microbiano com concentracao de 100 UFC/mL, identificado como C1 para
cada micro-organismo, conforme demonstrado na figura 7.

Para a conducao dos estudos com o micro-organismo Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 9027) foi utilizada a suspensdo microbiana padronizada de Pseudomonas
aeruginosa, preparada conforme descrito no subitem 4.2.1.1.2 (Figura 6), mas para
esta etapa, apos contagem visual das unidades formadoras de col6nia (UFC)
presentes nas placas referentes as diluicdes seriadas, a concentracado do indculo foi
ajustada para 100 UFC/mL e identificada como C1 para o respectivo micro- organismo,

conforme demonstrado na figura 7.
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Figura 7 - Resumo da etapa experimental para avaliagdo de desempenho
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Fonte: Elaborada pelo autor
Nota: A elaboracdo da figura foi realizada com o uso de imagens extraidas das referéncias
MILLIPORE (2010) e BIOMERIEUX (2010).

A partir das solugées C1 de cada micro-organismo, foram realizadas dilui¢es

geométricas de modo a obter suspensdes microbianas em oito faixas de



62

concentragdo: de 2,5 x 107 a 1,0 x 102 UFC/mL (C1 a C8), conforme demonstrado
na figura 7. As diluicbes foram preparadas em tubos de ensaio estéreis, utilizando
solucdo cloreto de sodio 0,9% (p/v) como diluente. Todas as diluicbes foram
homogeneizadas durante 1 minuto em agitador de tubos do tipo vortex (Marconi
MA162) antes do uso.

Para cada micro-organismo este procedimento foi repetido 7 vezes, resultando
no preparo de 7 inoculos independentes de cada nivel de concentracgéo, utilizados para
as avaliagbes concomitantes através do método tradicional e do método alternativo
proposto, juntamente com uma réplica utilizando agua purificada estéril como controle
negativo do ensaio. Os ensaios foram conduzidos de acordo com os subitens 4.2.2.2
Metodologia tradicional e 4.2.2.3 Metodologia Alternativa, simultaneamente.

Para o estudo de precisdao intermediaria, foram preparados 3 inoculos
independentes para os niveis de concentragao de 10, 25, 50 e 100 UFC/mL por um

segundo analista, no mesmo laboratério, em dia distinto ao primeiro analista.

4.2.2.2 Metodologia tradicional

Os ensaios foram conduzidos através da técnica de plaqueamento em
profundidade, utilizando o agar R2A como meio de cultura e indculos individuais dos
micro-organismos (APHA, 2017).

Para a conducgao dos ensaios, 1 mL de cada diluicdo das suspensdes microbianas
(C1 a C8) preparadas conforme a figura 7, foi transferida para o centro de placas de
petri descartaveis. Em seguida, 20 mL do &agar previamente fundido foram
adicionados, as placas homogeneizadas e incubadas em posi¢ao invertida em estufa
bacteriolégica, apdés completa solidificacdo do agar. A contagem visual das unidades
formadoras de colénia (UFC) presentes nas placas foi efetuada apés 120 horas de
incubacédo a 24,0 + 4,0 °C, conforme recomendado pela APHA (APHA, 2017). Os
ensaios foram realizados em duplicata.

Como controle negativo, 1 mL de agua purificada estéril foi transferida para o centro
de uma placa de petri. Em seguida, 20 mL do agar previamente fundido foi adicionado,
as placas homogeneizadas e incubadas em estufa bacterioldgica para avaliacao visual
apos 120 horas de incubacao a 24,0 + 4,0 °C.
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4.2.2.3 Metodologia alternativa

Foi realizada a filtragdo de 100 mL de agua purificada estéril contaminada
artificialmente com 1 mL de cada diluicdo das suspensdes microbianas (C1 a C8)
preparadas conforme a figura 7, em membrana de ésteres mistos de celulose (HAWG)
com tamanho de poro de 0,45um e didmetro de 47mm, com o auxilio de bomba de
vacuo, para cada um dos micro-organismos avaliados.

Apos a filtracdo, a membrana foi assepticamente transferida para uma placa pré
envasada com agar R2A e o conjunto placa e membrana, entdo, incubado em estufa
bacteriolégica a temperatura de 24,0 + 4,0 °C pelo periodo de 40 horas, conforme
determinado apéds a realizacdo dos ensaios descritos no subitem 4.2.1.3 deste projeto.
Os ensaios foram realizados em duplicata.

Apos o periodo de incubacgao avaliado, a membrana foi assepticamente transferida
para uma base de celulose umedecida com 2 mL do reagente de fluorescéncia e o
conjunto incubado por 30 minutos na temperatura de 32,5 + 2,5 °C para difusdo do
reagente. A contagem das microcol6nias fluorescentes utilizando o leitor Milliflex®
Quantum foi realizada apds os 30 minutos de incubacdo. Os resultados foram
registrados sob a denominagao de contagem fluorescente.

ApoOs a contagem, as membranas foram assepticamente transferidas para placas
pré envasadas com Agar R2A e os conjuntos placa e membrana foram reincubados
em estufa bacteriologica a temperatura de 24,0 + 4,0 °C até o tempo total de incubagao
de 120 horas.

Apos o periodo de incubacéo foi realizada a contagem visual das UFC, sendo os
resultados registrados sob a denominagao contagem de viabilidade.

Como controle negativo, foi realizada a filtracdo de 100 mL de agua purificada
estéril, em membrana de ésteres mistos de celulose (HAWG) com tamanho de poro

de 0,45um e diametro de 47mm, com o auxilio de bomba de vacuo.
4.2.2.4 Critérios de aceitacao
ApOs a realizacao dos ensaios, as contagens obtidas por fluorescéncia pelométodo

alternativo bem como as contagens obtidas apés a reincubacéo das placas, também

pelo método alternativo, foram comparadas as obtidas pelo método
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tradicional. Para a avaliagdo dos dados, foi utilizado o valor do log das UFC obtidas
nas contagens.

As taxas de recuperacao de contagem fluorescente e recuperagéo de viabilidade
foram calculadas de acordo com as formulas 1 e 2, respectivamente, descritas no

subitem 4.2.1.4 Critérios de aceitagao.

42.2.4.1 Exatidao

A exatidao é definida como o grau de concordancia entre os valores medidos em
cada método e o valor verdadeiro (PDA, 2013).

Para avaliacdo deste parametro, 0 método alternativo deve fornecer resultados
equivalentes ou superiores aos obtidos pelo método oficial. Desta forma, as
recuperagbes de fluorescéncia e viabilidade foram calculadas, sendo aceita
recuperagdo minima de 70% por nivel de concentracao (PDA, 2013; FARMACORPEIA,
2016; EUROPEAN, 2017; UNITED, 2019).

4.2.2.4.2 Precisao

A precisao € caracterizada pelo grau de dispersao dos resultados individuais de
distintas medi¢cbes de uma mesma suspensdo microbiana, sendo usualmente
expressa como o coeficiente de variagao (PDA, 2013).

Para avaliacdo deste parametro, o método alternativo ndo deve apresentar
variabilidade significativamente maior que o método oficial. Desta forma, foi calculado
o coeficiente de variagao para cada nivel de concentragdo, sendo aceitos valores
inferiores a 30% (PDA, 2013; FARMACOPEIA, 2016; UNITED, 2019).

42.2.4.2.1 Precisao intermediaria

O estudo de precisao intermediaria possui o objetivo de avaliar os resultados
obtidos ap6s a analise de uma mesma amostra por analistas distintos em, no minimo,
dois dias diferentes no mesmo laboratério. Ou seja, avalia a concordancia entre os
resultados, sendo usualmente expresso como o coeficiente de variagao (PDA, 2013;
FARMACOPEIA, 2016; EUROPEAN, 2017; UNITED, 2019).
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Desta forma, foi calculado o coeficiente de variacdo para cada nivel de
concentragdo, frente aos resultados obtidos pelos dois analistas, sendo aceitos
valores inferiores a 30% (PDA, 2013; FARMACOPEIA, 2016; UNITED, 2019).

Em seguida, foi realizado o estudo de medicao de repetibilidade e reprodutibilidade
(R&R) para avaliar se a variabilidade das medigdes poderia ser explicada pela
diferenga entre analistas.

Para demonstrar que a interagao entre dia e analista ndo é significativa, a tabela
ANOVA do estudo R&R devera indicar valores de p iguais ou superiores a 0,05 e a
tabela de avaliagdo das medigcdes do estudo R&R devera apresentar uma
porcentagem de variagao do estudo inferior a 30% e um numero de categorias distintas

superiores a 5.

4.2.2.4.3 Linearidade

A linearidade corresponde a habilidade em produzir resultados proporcionais a
concentracdao de um micro-organismo presente na amostra em um intervalo definido.
O método alternativo deve apresentar coeficiente de correlagdo (R2) maior ou igual a
0,95, calculado a partir da média das réplicas de cada uma das concentracoes, €
inclinagcédo da reta compreendida entre 0,8 e 1,2 (PDA, 2013; FARMACOPEIA, 2016;
EUROPEAN, 2017; UNITED, 2019).

4.2.2.4.4 Especificidade

A especificidade consiste na habilidade em detectar uma variedade de micro-
organismos, definidos em funcdo do uso pretendido, como por exemplo micro-
organismos que apresentam riscos ao paciente ou que podem estar relacionados as
falhas no sistema de tratamento para obtencdo do padrdo de qualidade de agua
aceitavel. O método alternativo deve detectar os micro-organismos de desafio, ndo
sendo estatisticamente diferente do método oficial (PDA, 2013; FARMACOPEIA,
2016; EUROPEAN, 2017; UNITED, 2019).

Para a avaliacdo deste parametro o critério de aceitagdo foi definido como a
deteccdo positiva para todos os micro-organismos desafiados no nivel de
concentragao definido como limite de detecgdo do método alternativo.
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4.2.2.4.5 Limite de Deteccéao

O limite de deteccao corresponde ao menor numero de micro-organismos que
podem ser detectados em uma amostra, mas nao necessariamente quantificados, sob
as condi¢oes experimentais estabelecidas. O método alternativo ndo deve apresentar
nivel de recuperacao estatisticamente diferente ao método oficial quando empregado
inéculo contendo baixa concentragdo de micro-organismos (PDA, 2013;
FARMACOPEIA, 2016; EUROPEAN, 2017; UNITED, 2019).

A avaliacdo foi demonstrada pelo teste do T de Student para o nivel de
concentracdo em que foi observado crescimento microbiano em 50% das amostras
pelo método tradicional para todos os micro-organismos avaliados (PDA, 2013;
UNITED, 2019).

4.2.2.4.6 Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo corresponde a menor carga microbiana que pode ser
enumerada com precisao e exatidao sob as condigbes experimentais estabelecidas.

O limite de quantificagdo foi determinado através dos resultados obtidos nos
ensaios de precisao, exatiddao e linearidade, sendo correspondente a menor
concentracao com conformidade frente a estes trés parametros. O métodoalternativo
deve demonstrar ser tdo sensivel quanto o método de referéncia (PDA, 2013;
FARMACOPEIA, 2016; EUROPEAN, 2017; UNITED, 2019).

4.2.2.4.7 Intervalo

O intervalo pode ser definido como a faixa de concentragcdo de micro-organismos
compreendida entre os limites superiores e inferiores que conseguem ser
determinados com precisao, exatidao e linearidade. (PDA, 2013; FARMACOPEIA,
2016; EUROPEAN, 2017; UNITED, 2019).

4.2.2.4.8 Robustez

A robustez e a resisténcia correspondem a avaliacdo do grau de reprodutibilidade

do método sob distintas condi¢cdes operacionais e ambientais.
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A robustez foi avaliada através da realizacdo de ensaios utilizando distintos

periodos de incubag&o conforme descrito no subitem 4.2.1.3 Metodologia alternativa.

4.2.3 Etapa 3: Equivaléncia

Esta etapa contemplou a avaliagdo da equivaléncia entre o método tradicional
(APHA, 2017) e o método alternativo.

O teste de Equivaléncia pode ser conduzido diretamente com os resultadosobtidos
nos ensaios de avaliagcdo dos parametros de validagdo. Alternativamente, também
pode ser realizado através da avaliacdo do método alternativo versus método
tradicional, em paralelo, de um determinado niumero de amostras por um periodo pré-
determinado de tempo (EUROPEAN, 2017).

Desta forma, inicialmente foram avaliados os resultados obtidos na avaliagao de
desempenho do método (subitem 4.2.2 Etapa 2: Avaliacdo de Desempenho) e, em
seguida, foram conduzidos os ensaios, em paralelo, através do método alternativo e
método tradicional para as amostras de agua tratada para dialise.

Para a realizacado destes ensaios foram utilizadas 24 amostras de agua tratada
para didlise coletadas pelos Grupos de Vigilancia Sanitaria Municipais e Estaduais
do Estado de Sao Paulo em servigos de dialise localizados em municipios do Estado
de Sao Paulo, como detalhado no subitem 4.1 Material. A amostragem contemplou
aproximadamente 12% dos servicos de dialise em funcionamento no Estado de Sao
Paulo.

A execucao dos ensaios foi realizada, em paralelo, de acordo com as metodologias
descritas nos itens 4.2.2.2 Metodologia tradicional e 4.2.2.3 Metodologia Alternativa.
Foram plagueadas as diluicdes 10° (1 mL) e 10-' (100 pL)de cada uma das amostras.

A equivaléncia corresponde a medida do quanto os resultados obtidos com o
método alternativo e o método tradicional sao similares, sendo demonstrada pelo nivel
de significancia estatistica entre métodos através da aplicacdo do teste de nao-
inferioridade (PDA, 2013; FARMACOPEIA, 2016; EUROPEAN, 2017; UNITED,
2019).

A hipétese de que os dois métodos sao equivalentes foi testada usando um
critério de aceitacao de 70% para o limite de quantificacao, exatidao e precisao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as analises estatisticas foram conduzidas através do Software Minitab®
v.18 (Minitab Inc., EUA).

5.1 Etapa 1: Determinacdo do tempo minimo de incubacdo para bactérias

através do sistema Milliflex® Quantum

Para avaliagdo dos dados, inicialmente foi empregado o teste de normalidade
Ryan - Joiner (Similar ao Shapiro Wilk) para determinar se o conjunto de dados
obtidos apresentava uma distribuicdo normal para um intervalo de confianga de 95%.

Os valores de contagem obtidos em UFC nao apresentaram distribuicdo normal (p
valor inferior a 0,05), em consonéncia com as informagdes obtidas na literatura que
relata que as contagens microbianas tendem a seguir uma distribuicdo lognormal
quando apresentam elevada ocorréncia e uma distribuicdo de Poisson quando em
baixas ocorréncias ou quando o conjunto de dados apresenta grande proporcao de
contagens com valor igual a zero (GONZALES-BARRON et al., 2010; APHA, 2017).
Deste modo, foi realizada a padronizacao por meio da transformacao logaritmica como
opgao para a normalizagao do conjunto de dados.

Apos transformacéo dos dados foi realizado novamente o teste de normalidade
Ryan - Joiner (Similar ao Shapiro Wilk), com obtencao de p valor superior a 0,05 para
todos os micro-organismos e tempos de incubagao avaliados, revelando que os dados
apresentam distribuicdo lognormal e que, portanto, poderiam ser submetidosa

aplicacao de testes estatisticos paramétricos.

Os resultados das recuperacdes de fluorescéncia e viabilidade foram calculados
com os valores das contagens obtidas nos ensaios realizados conforme o subitem
4.2.1 Etapa 1 - Determinacédo do tempo minimo de incubagao para bactérias através
do sistema Milliflex® Quantum, apds transformacao logaritmica, com o auxilio das
férmulas descritas no subitem 4.2.1.4 Critérios de aceitagdo. Os resultados sao
apresentados nas tabelas 6 e 7.

O tempo minimo de incubacgao para deteccgao por fluorescéncia foi obtido apds 36
horas de incubagdo para os micro-organismos Escherichia coli e Staphylococcus

aureus e apo6s 40 horas para os micro-organismos Pseudomonas aeruginosa e
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Burkholderia cepacia, tempos a partir dos quais foram obtidos valores de

recuperacao superiores a 90% para as contagens atraveés de fluorescéncia.

Tabela 6 - Resultados da recuperacao de fluorescéncia através do sistema Milliflex® Quantum

Recuperacao de fluorescéncia + DP (%) ANOVA
Micro-organismo
24h 36h 40h 48h 120h p valor
Pseudomonas aeruginosa ND ND 96,3+2,7 978+24 994+21 0,42
Burkholderia cepacia ND ND 9%6,6+34 101,0+1,3 100,0£0,8 0,30
Escherichia coli ND 952+25 99,719 97,0+£4,1 951+5,3 0,73
Staphylococcus aureus ND 90,7+1,1 100,0x2,3 100,1+£0,9 98,3126 0,02

ND = nao detectado; DP = desvio padrao

Tabela 7 — Resultados da recuperacao de viabilidade através do sistema Milliflex® Quantum

Recuperacéo de viabilidade = DP (%) ANOVA

Micro-organismo
24h* 36h* 40h* 48h* 120h* p valor

Pseudomonas aeruginosa 98,3+1,5 988+27 965+28 98,7+23 999+1,7 0,60
Burkholderia cepacia 975+27 993+26 969+41 101,0+1,0 995+1,8 0,46

Escherichia coli 96,7+1,6 988+52 995+06 96,6+44 964 +5,1 0,43
Staphylococcus aureus 992+21 999+44 101,034 999+24 98,627 0,82

DP = desvio padrao
* referente ao tempo de incubacgao utilizado para detecgao por fluorescéncia

O teste ANOVA foi utilizado para avaliar a existéncia de diferencas estatisticas
entre os resultados obtidos em cada um dos periodos de incubagao propostos pelo

método alternativo e pelo método tradicional. As hipoteses consideradas foram:

¢ HO : a média das contagens de fluorescéncia / viabilidade referentes aos
tempos de incubagéo de 36h = 40h = 48h = 120h (Milliflex® Quantum)
e H1: HO éfalso

A obtencao de p valor igual ou superior a 0,05 (p = 0,05) nao rejeita a hipétese nula
(HO), permitindo assumir que as contagens obtidas nos tempos de incubacgao
avaliados nao apresentam diferencas estatisticas para um intervalo de confianca de
95%.
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Para as contagens obtidas por fluorescéncia para o0s micro-organismos
Escherichia coli, Burkholderia cepacia e Pseudomonas aeruginosa o teste ANOVA
indicou resultados superiores a 0,05 para os valores de p relacionados a cada micro-
organismo, indicando que nao havia diferenca significativa entre os valores de
recuperacgao dos tempos de incubagao avaliados (Tabela 6).

Entretanto, para o micro-organismo Staphylococcus aureus o teste ANOVA
calculou um p valor igual a 0,02 para as contagens obtidas por fluorescéncia,
indicando que havia diferenca significativa entre os valores de recuperagcado dos
tempos de incubacgao avaliados. Apos aplicagcdo dos testes de Tukey e de Fischer foi
verificado que o tempo que apresentou diferenga estatistica foi o de 36 horas.

Para as contagens de viabilidade foram obtidos valores de recuperacao superiores
a 90% para todos os micro-organismos avaliados inicialmente para as contagens de
fluorescéncia nos tempos de incubacéao de 24, 36, 40, 48 e 120 horas, com p valor
superior a 0,05 ap6s aplicacao do teste ANOVA. Com estes dados, pode-se concluir
que que nado houve diferenga significativa entre os valores de recuperacdo de
viabilidade para as amostras avaliadas (Tabela 7).

Portanto, o método Milliflex Quantum demonstrou ser robusto no range de 36 a 120
horas de incubacao para o micro-organismo Escherichia coli e no range de 40 a
120 horas para os micro-organismos Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Burkholderia cepacia (recuperacdes de fluorescéncia e viabilidade >
90% e ANOVA p valor 2 0,05; n = 4).

De forma a contemplar o tempo minimo de incubagdo comum a todos os micro-
organismos avaliados, foi selecionado o tempo de incubacdo de 40 horas para a
conducao da avaliacdo de desempenho do método alternativo através do sistema
Milliflex® Quantum.

5.2 Etapa 2: Avaliagdo de Desempenho

Conforme realizado na etapa 1 para determinagdo do tempo minimo de incubacao
através do sistema Milliflex® Quantum, para avaliagdo dos dados, inicialmente foi
empregado o teste de normalidade Ryan - Joiner (Similar ao Shapiro Wilk) para
determinar se o conjunto de dados obtidos apresentava uma distribuicdo normal para

um intervalo de confianga de 95%.
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Os valores de contagem obtidos em UFC n&o apresentaram distribuicdo normal
(p valor inferior a 0,05), em consonéncia com as informacoes obtidas na literatura e no
subitem 5.1 (GONZALES-BARRON et al., 2010; APHA, 2017). Deste modo, foi
realizada a padronizagao por meio da transformacao logaritmica como opg¢ao para a
normalizagdo do conjunto de dados.

Apos transformacdo dos dados foi realizado novamente o teste de normalidade
Ryan - Joiner (Similar ao Shapiro Wilk), com obtencao de p valor superior a 0,05 para
os niveis de concentracdo de 5, 10, 25, 50 e 100 UFC/placa dos quatro micro-
organismos avaliados, revelando que os dados apresentam distribuicdo lognormal e
que, portanto, podem ser submetidos a aplicacéo de testes estatisticos paramétricos.

As contagens obtidas para as concentragdes alvo de 1 UFC/placa e 0,5 UFC/placa,
que apresentaram valores iguais ou inferiores a 1 ndo foram contempladas nas
avaliagOes estatisticas paramétricas uma vez que a transformacao logaritmica destes
dados resulta em valores iguais a zero ou negativos.

Os resultados de contagem obtidos através do método tradicional foram utilizados
como valores esperados para o in6culo padrdo, em seus respectivos niveis de

concentracgao.

5.2.1 Exatidao

Para os estudos de exatiddo foram utilizados inéculos na faixa de 0,25 a 100
UFC/placa, com 7 réplicas por nivel de concentragao para cada micro-organismo. Os
ensaios foram conduzidos em duplicata para cada réplica, concomitantemente para
o0 método alternativo e tradicional.

Para avaliar a exatiddo do método alternativo, os resultados das recuperagées de
fluorescéncia e viabilidade foram calculados utilizando o logaritmo dos valores das
contagens obtidas nos ensaios realizados conforme os subitens 4.2.2.2 Metodologia
tradicional e 4.2.2.3 Metodologia alternativa, com o auxilio das férmulas 1 e 2 descritas
no subitem 4.2.1.4 Critérios de aceitacdo. Os resultados individuais para cada micro-

organismo sao apresentados nas tabelas 8 a 11.
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Tabela 8 - Resultados de exatidao obtidos para Staphylococcus aureus (n=7)

Média

Concentragéo Média Média Contagem Média = Média = p valor p valor
alvo ContagAem. C.on'ta'lgem Método Recuperggap Recuperacéo Teste ANOVA
(UFC) Fluorescéncia Viabilidade tradicional Fluorescéncia Viabilidade + de

+DP (UFC) +DP (UFC) + DP (UFC) + DP (%) DP (%) Levene
0,25 ND ND ND NA NA NA NA
0,50 0,3+04 0,3+0,3 ND NA NA NA NA
1 04+04 0,4+0,3 0,3+04 NA NA NA NA
5 41+0,7 41+0,7 41+13 101,3+24,5 102,5 £ 23,1 0,11 0,97
10 79+0,7 8,4+0,9 8,8+1,0 95,4 +6,7 98,1+94 0,28 0,16
25 20,713 211+£1,0 21,5%20,6 98,7+1,6 99,3+ 1,1 0,28 0,30
50 41,7223 43,0+4,1 43117 99,1+1,2 999+1,8 0,08 0,52
100 855+3,9 86,5+5,8 88,3+3,6 99,3+0,8 99,5+ 1,1 0,36 0,34

ND = nao detectado; DP = desvio padrao; NA = nao aplicavel

Tabela 9 - Resultados de exatidao obtidos para Escherichia coli (n=7)

Média

Concentragdo Col\:llltéggi;aem Co'\r/wlf:gi;m Coqtagem Recwsgiggéo Recwsgiggéo pT\(;zlt(()er p valor
?l'JVFOC) Fluorescéncia Viabilidade trg/ldeit:ci)gr?al Fluorescéncia Viabilidade+ de  ~NOVA
£DP(UFC) +DP(UFC) [RR%0FE  £DP (%) DP (%)  Levene
0,25 ND ND ND NA NA NA  NA
0,50 ND ND ND NA NA NA  NA
1 06404 08+03 06+04 NA NA NA  NA
5 40+04 41+03 41+05 976+74 989+100 093 0,90
10 74+10 78%07 73+07 1008+91 1034+87 087 0,52
25 18,1+0,7 186+05 18109 1000+16 100,8+16 007 0,64
50 387+1,0 389+11 379+13 1006+09 100,7+10 054 0,37
100 729+13 734+11 736+09 998+03 999+02 085 054

ND = nao detectado; DP = desvio padrao; NA = nao aplicavel

Tabela 10 - Resultados de exatiddo obtidos para Burkholderia cepacia (n=7)

Média

Concentragao Média Média Contagem Média = Média = p valor p valor
alvo Contagfzm_ C_on_te_lgem Método Recuperi:lga_o Rgcu_pera(;ao Teste ANOVA
(UFC) Flf%rsscenma Viabilidade tradicional Fluoresc;anma Vlabl|ld(;':lde + de

£DP (UFC) £DP(UFC) o (UFC) + DP (%) DP (%) Levene
0,25 ND ND ND NA NA NA NA
0,50 ND ND ND NA NA NA NA
1 0,5+04 05204 0,7+0,3 NA NA NA NA
5 4104 44+0,7 3,9+0,3 102,5+9,3 107,0£124 0,41 0,33
10 75104 79104 7,8+0,6 98,2122 100,5+4,7 0,49 0,49
25 19,6 £ 1,1 21,018 206%2,0 98,3+3,5 100,6 £ 2,7 0,52 0,15
50 37,706 389+15 381+13 99,7+1,3 100,5+£1,0 0,25 0,19
100 828+16 83,0+x14 84,0%1,1 99,7+0,5 99,7+0,3 0,49 0,17

ND = nao detectado; DP = desvio padrao; NA = nao aplicavel
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Tabela 11 - Resultados de exatidao obtidos para Pseudomonas aeruginosa (n=7)

Média

Concentragéo Média Média Contagem Média ) Média P valor p valor
alvo ContagAem. C.on'ta}gem Método Recuperggap Recuperagdo Teste ANOVA
Urc)  Flugescencin Vishldade waaoona FUP[iscEnca Viapliedes | de

= = + DP (UFC) =

0,25 ND ND ND NA NA NA NA
0,50 ND ND ND NA NA NA NA
1 1,2+04 1,2+£0,3 1,1+£0,7 NA NA NA NA
5 56+04 56+0,3 52108 104,8£6,3 104,172 0,90 0,32
10 10,2 £ 1,1 10,3+1,0 10,017 101,2+53 101,6+4,4 0,08 0,92
25 26,1+0,8 26,3+06 254+19 100,9+1,9 101,2+1,8 0,25 0,25
50 53,2+0,8 534+1,0 54231 99,6 +0,9 99,6 £ 1,0 0,19 0,54
100 116,3+3,7 1155+6,1 113,4+6,8 100,6+0,8 100,6+0,9 0,76 0,83

ND = nao detectado; DP = desvio padrao; NA = nao aplicavel

Conforme observado nas tabelas 8 a 11, os valores de recuperacdo de
fluorescéncia e viabilidade foram superiores a 90% para os niveis de concentragcao
entre 5 e 100 UFC/placa para os micro-organismos Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Burkholderia cepacia e Pseudomonas aeruginosa com valor de
desvio padrao maximo de 24,5% para a recuperagao de fluorescéncia com o inéculo
de 5 UFC/placa para o micro-organismo Staphylococcus aureus.

N&o foi obtido crescimento microbiano para os indculos com concentragao alvo de
0,25 e 0,5 UFC/placa através dos métodos alternativo e tradicional para os micro-
organismos Burkholderia cepacia, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Para os in6culos com concentragado alvo de 1 UFC/placa de todos os micro-
organismos avaliados bem como para o inéculo com concentragdo alvo de 0,5
UFC/placa de Staphylococcus aureus, nao foi obtido crescimento microbiano em todas
as réplicas ensaiadas pelos métodos alternativo e tradicional.

Desta forma, como algumas réplicas apresentaram o valor médio de contagem
igual a um ou zero, apos transformacao logaritmica destes dados resultam emvalores
iguais a zero, impossibilitando o calculo do valor médio de recuperagcao de
fluorescéncia e de viabilidade para o método alternativo para os inéculos com
concentragao alvo de 0,5 UFC/placa e 1 UFC/placa, motivo pelo qual os respectivos
campos nas tabelas 8 a 11 s&o apresentados como néo aplicavel (NA).

Foi realizada, adicionalmente, a aplicagdo do teste de Levene para avaliagao da
homogeneidade de variancia por faixa de concentracao para cada micro-organismo,
para o intervalo de confiangca de 95%. Foram obtidos resultados de p-valor
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superiores a 0,05 para a faixa de 5 a 100 UFC/placa, indicando que os erros
apresentam variancia homogénea, um pressuposto para a aplicacdo do teste ANOVA
(Tabelas 8 a 11).

Em seguida, foi empregado o teste ANOVA com um fator, para o intervalo de
confianga de 95%, com o objetivo de determinar se o logaritmo das contagens de
fluorescéncia e viabilidade obtidas pelo método alternativo apds 40 horas e 120 horas
de incubacgéo, respectivamente, ndo era estatisticamente diferente do logaritmo das
contagens obtidas pelo método tradicional apds 120 horas de incubacéo.

As hipoteses consideradas foram:

¢ HO : o logaritmo das contagens médias por fluorescéncia obtidas pelo método

alternativo apos 40h de incubacdo = o logaritmo das contagens médias de

viabilidade obtidas pelo método alternativo apés 120h de incubagao = o logaritmo
das contagens médias visuais obtidas pelo método tradicional ap6s 120 horas de
incubacao

e H1: HO é falso

A tomada de decisdao para um teste de hipotese é baseada no valor de
probabilidade (valor p) para o teste. Se o valor p for menor ou igual ao nivel de
significancia predeterminado, a hipotese nula é rejeitada. Entretanto, se o valor p for
maior que o nivel alfa, a hipétese nula n&o é rejeitada. O nivel alpha é definido como
o risco definido de estar errado em tomar a decisdo. Quanto menor o valor, menos
provavel a hipétese nula (HO) seja incorretamente rejeitada.

A obtencao de p valor igual ou superior a 0,05 (p = 0,05) nao rejeita a hipétese nula
(HO), permitindo assumir que o logaritmo das contagens obtidas pelo método
alternativo (fluorescéncia e viabilidade) e pelo método tradicional ndo apresentam
diferencas estatisticas para um intervalo de confianga de 95%.

O teste ANOVA com um fator indicou resultados superiores a 0,05 para osvalores
de p relacionados a cada nivel de concentracdo de cada micro-organismo, indicando
gue nao ha diferenca estatistica entre o logaritmo das contagens porfluorescéncia e
viabilidade obtidas pelo método alternativo bem como pelo método tradicional
(Tabelas 8 a 11) para a faixa de 5 a 100 UFC/placa dos micro-organismos
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Burkholderia cepacia e Pseudomonas

aeruginosa.
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Portanto, é possivel concluir que a metodologia alternativa é exata para a faixa de
5 a 100 UFC/placa para os micro-organismos Staphylococcus aureus, Escherichia

coli, Burkholderia cepacia e Pseudomonas aeruginosa.

5.2.2. Precisao

Para os estudos de precisdao foram utilizados inéculos na faixa de 5 a 100
UFC/placa, com 7 réplicas por nivel de concentragao para cada micro-organismo. Os
ensaios foram conduzidos em duplicata para cada réplica, concomitantemente para
0 método alternativo e tradicional. Os resultados encontram-se descritos nas tabelas
12 a 15.

Foram calculados os coeficientes de variagao (CV) para o logaritmo das contagens
por fluorescéncia, viabilidade e para o logaritmo das contagens obtidas pelo método
tradicional para os micro-organismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Burkholderia cepacia e Pseudomonas aeruginosa, em cada nivel deconcentragéo.

De acordo com Parenteral Drug Association (2013), sdo aceitos coeficientes de
variacao inferiores a 35% para métodos tradicionais de contagem em placa para
contagens superiores a 10 UFC/placa. O atendimento a este critério pelo método
alternativo isenta a necessidade comparacdo entre o coeficiente de variacdo do
método alternativo com o coeficiente de variagdo do método tradicional (PDA, 2013).
A Farmacopeia Brasileira (2016) estabelece que valores inferiores a 30% para o
coeficiente de variagdo demonstram uma precisao aceitavel para os métodos.

Desta forma, conforme demonstrado nas tabelas 12 a 15, todos os valores
encontram-se em conformidade com os critérios de aceitagdo normativos. Conforme
esperado, os maiores valores de coeficiente de variacdo foram obtidos para as
contagens realizadas com os in6culos com concentracao alvo de 5 UFC/placa, para
0s quatro micro-organismos avaliados.

Portanto, como os valores de coeficiente de variacdo calculados se encontram
abaixo de 30%, o critério mais restritivo, para a faixa de 5 a 100 UFC/placa, é possivel
concluir que a metodologia de avaliacdo € precisa para 0s micro- organismos
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Burkholderia cepacia e Pseudomonas

aeruginosa.
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Tabela 12 - Resultados de precisao obtidos para Staphylococcus aureus (n=7)

. Coeficiente de variagéo (%)
Concentragéo alvo

Fluorescéncia Viabilidade Método tradicional
5 19,8 21,1 28,7
10 5,1 6,8 6,6
25 2,6 2,2 1,5
50 2,1 2,8 1,6
100 1,1 1,6 1,2

Tabela 13 - Resultados de precisao obtidos para Escherichia coli (n=7)

. Coeficiente de variagéo (%)
Concentragéo alvo

Fluorescéncia Viabilidade Método tradicional
5 14,7 13,4 14,8
10 8,5 7,3 8,8
25 2,7 2,0 3,6
50 1,2 1,3 1,6
100 0,6 0,5 0,6

Tabela 14 - Resultados de precisao obtidos para Burkholderia cepacia (n=7)

. Coeficiente de variagéo (%)
Concentracéo alvo

Fluorescéncia Viabilidade Método tradicional
5 11,2 137 11,8
10 6,3 4,7 5,8
25 29 3,1 3,5
50 0,8 1,3 1,3
100 0,5 0,5 0,4

Tabela 15 - Resultados de precisdo obtidos para Pseudomonas aeruginosa (n=7)

Coeficiente de variagéo (%)
Concentracédo alvo

Fluorescéncia Viabilidade Método tradicional
5 8,9 8,2 9,2
10 5,3 4,7 7.4
25 1,9 1,3 2,3
50 1,0 0,9 1,4
100 1,0 1,0 1,3

5.2.2.1 Precisao intermediéria

Para os estudos de precisao intermediaria foram utilizados in6culos na faixa de

10 a 100 UFC/placa para a realizacao de ensaios em triplicata pelos analistas A e B
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em dias distintos. Foram ensaiadas trés réplicas, por nivel de concentragcdo para cada
micro-organismo, por cada analista. Os ensaios foram conduzidos em duplicatapara
cada réplica, concomitantemente para o método alternativo e tradicional.

Foram avaliados os coeficientes de variagdo calculados com o logaritmo das
contagens por fluorescéncia, viabilidade e pelo método tradicional para os micro-
organismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Burkholderia cepacia e
Pseudomonas aeruginosa, em cada nivel de concentracdo. Todos os valores obtidos
encontram-se em conformidade com o critério de aceitacdo definido no subitem

4.2.2.4.2.1 (CV <30%). Os resultados encontram-se descritos nas tabelas 16 a 19.

Tabela 16 - Coeficientes de variacdo obtidos para Staphylococcus aureus (n=6)

Coeficiente de variagéo (%)
Concentracédo alvo

Fluorescéncia Viabilidade Método tradicional
10 4,3 3,8 4,3
25 2,2 1,2 0,9
50 1,6 2,6 1,1
100 1,1 1,6 1,0

Tabela 17 - Coeficientes de variagao obtidos para Escherichia coli (n=6)

Coeficiente de variagéo (%)
Concentracédo alvo

Fluorescéncia Viabilidade Método tradicional
10 6,2 45 5,4
25 1,6 1,0 1,6
50 0,8 0,9 0,8
100 0,4 0,4 0,3

Tabela 18 - Coeficientes de variacdo obtidos para Burkholderia cepacia (n=6)

Coeficiente de variagéo (%)
Concentracéo alvo

Fluorescéncia Viabilidade Método tradicional
10 3,4 1,6 3,9
25 1,9 2,7 2,2
50 0,4 0,9 1,0

100 0,2 0,3 0,3
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Tabela 19 - Coeficientes de variacao obtidos para Pseudomonas aeruginosa (n=6)

. Coeficiente de variagéo (%)
Concentragéo alvo

Fluorescéncia Viabilidade Método tradicional
10 3,8 4.4 5,7
25 1,0 1,6 1,5
50 0,4 0,5 0,8
100 038 038 1,1

Para os micro-organismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Burkholderia
cepacia e Pseudomonas aeruginosa os maiores valores de coeficiente de variacédo
foram obtidos para o logaritmo das contagens referentes ao in6culo de 10 UFC/mL
(Tabelas 16, 17 e 19), com excegado do coeficiente de variacdo calculado com as
contagens de viabilidade para o in6culo de 25 UFC/placa de Burkholderia cepacia, o
qual apresentou um valor superior ao de 10 UFC/placa (Tabela 18).

Com o objetivo de avaliar se a variabilidade das medi¢cdes poderia ser explicada
pela diferenca de analistas, foi realizado o estudo de medicao de repetibilidade e
reprodutibilidade (R&R). Para a conducdo do teste foram utilizados os valores
logaritmicos das contagens de fluorescéncia e viabilidade obtidas pelo método
alternativo bem como das contagens visuais obtidas pelo método tradicional, pelos

analistas A e B. Os resultados sao apresentados na tabela 20.

Tabela 20 - Resultados do estudo R&R para precisdo intermediaria com os micro-organismos
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Burkholderia cepacia e Pseudomonas aeruginosa (n=6)

valor NUmero
Micro-organismo T?aste de p valor Variagdo do de .
ANOVA estudo (%) categorias
Levene .
distintas
Staphylococcus aureus 0,99 0,55 7,4 19
Escherichia coli 0,99 0,05 3,7 38
Burkholderia cepacia 0,96 0,57 55 25
Pseudomonas aeruginosa 0,97 0,07 6,0 23

A avaliacdo da homogeneidade das variancias por meio do teste de Levene entre
os grupos de contagem de fluorescéncia, viabilidade e método tradicional para cada
micro-organismo, com intervalo de confianca de 95%, demonstrou que os dados
apresentam homogeneidade de variancias (p valor superior a 0,05), um pressuposto
para a aplicacao do teste ANOVA, contemplado no estudo R&R.

As tabelas ANOVA dos estudos R&R indicaram resultados iguais ou superiores a

0,05 para os valores de p relacionados a cada micro-organismo, indicando que a
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interacdo entre dia e analista n&o foi significativa ao nivel de significancia de 5%
para as contagens obtidas pelo método alternativo (fluorescéncia e viabilidade) e
pelo método tradicional (Tabela 20).

Conforme apresentado na tabela 20, as tabelas de avaliagdo das medi¢coes dos
estudos R&R para os quatro micro-organismos empregados apresentaram valores
compreendidos entre 3,7 e 7,4% para a porcentagem de variagdo do estudo e valor
minimo de 19 para o numero de categorias distintas (Staphylococcus aureus), ambos
parametros em conformidade com os critérios de aceitacdo definidos no subitem
4.2.2.4.2.1 (porcentagem de variagcdo do estudo <30% e numero de categorias
distintas superiores a 5).

A amplitude amostral obtida pelos analistas A e B para cada micro-organismo
avaliado, por nivel de concentracdo e metodologia empregada, € demonstrada pelas

cartas de controle R, através das figuras 8 a 11.

Figura 8 - Estudo de R&R: Carta R - Staphylococcus aureus
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Figura 9 -

Amplitude Amostral

Figura 10 -

Amplitude Amostral
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Estudo de R&R: Carta R - Burkholderia cepacia

Carta R de Log UFC - B. cepacia
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Estudo de R&R: Carta R - Escherichia coli
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Figura 11 - Estudo de R&R: Carta R - Pseudomonas aeruginosa

Carta R de UFC - Pseudomonas aeruginosa
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Como pode ser observado nas figuras 8 a 11, todos os pontos encontram-se dentro
dos limites da carta de controle das amplitudes, demonstrando que as medicdes entre
analistas sao consistentes.

Portanto, com base nos resultados obtidos em todos os testes estatisticos
apresentados, € possivel concluir que os efeitos dos fatores dia e analista nao foram
significativos para o estudo com os micro-organismos Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Burkholderia cepacia e Pseudomonas aeruginosa.

5.2.3 Linearidade

Para os estudos de linearidade foram utilizados indculos em cinco niveis de
concentragdo, compreendidos na faixa de 5 a 100 UFC/placa. Os ensaios foram
conduzidos em duplicata para cada uma das 7 réplicas, por nivel de concentragéo para
cada micro-organismo, concomitantemente para o método alternativo e tradicional.

A escolha do range foi baseada nos dados apresentados nos subitens 5.2.1
Exatidao e 5.2.2 Precisado, onde foi demonstrada a exatidao e precisdao do método
alternativo para a faixa de 5 a 100 UFC/placa.

Para o estudo de linearidade com os micro-organismos Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Burkholderia cepacia e Pseudomonas aeruginosa, o teste de
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correlagao de Pearson indicou forte correlagédo (valores superiores a 0,95) entre as
contagens de fluorescéncia e viabilidade obtidas pelo método alternativo frente as
contagens obtidas pelo método tradicional. A obtencao de p-valor inferior a 0,05 para
ambas correlagdes permite rejeitar a hipotese de que o coeficiente de correlagéo é
igual a zero, indicando que existe uma relagao significativa entre as variaveis testadas.

Para as analises de regressdo linear individuais para cada micro-organismo
avaliado foi utilizada a média dos logaritmos das contagens obtidas pelas 7 réplicas
por nivel de concentracao pelo método alternativo (fluorescéncia e viabilidade) e pelo
método tradicional. Para as analises de regressao linear contemplando o conjunto dos
dados dos quatro micro-organismos avaliados, foi utilizada a média doslogaritmos das
contagens obtidas pelas 7 réplicas por nivel de concentragao pelo método alternativo
(fluorescéncia e viabilidade) e pelo método tradicional de cada micro-organismo.

A analise de regressao demonstrou correlacdo linear entre as contagens de
fluorescéncia e viabilidade obtidas pelo método alternativo frente as contagens obtidas
pelo método tradicional para a faixa de 5 a 100 UFC/placa, para os micro- organismos
Staphylococcus aureus, Burkholderia cepacia, Escherichia coli e Pseudomonas

aeruginosa, como pode ser observado nas figuras 12 a 21.

Figura 12 - Andlise de regressao linear para Staphylococcus aureus: Fluorescéncia X Método
Tradicional
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Figura 13 - Andlise de regressao linear para Staphylococcus aureus: Viabilidade X Método
Tradicional

Staphylococcus aureus
log10(Miliflex 120 horas (UFC/placa)) = - 0,00723 + 1,000 log10(Método tradicional (UFC/placa))
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Figura 14 - Analise de regressao linear para Burkholderia cepacia: Fluorescéncia X Método
Tradicional

Burkholderia cepacia
log10(Miliflex 40 horas (UFC/placa)) = 0,00558 + 0,9900 log10(Método tradicional (UFC/placa))
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Figura 15 - Analise de regresséo linear para Burkholderia cepacia: Viabilidade X Método Tradicional

Burkholderia cepacia
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Figura 16 - Analise de regressao linear para Escherichia coli: Fluorescéncia X Método Tradicional

Escherichia coli
log10(Miliflex 40 horas (UFC/placa)) = - 0,00837 + 1,006 log10(Método tradicional (UFC/placa))
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Figura 17 - Analise de regresséao linear para Escherichia coli: Viabilidade X Método Tradicional

Escherichia coli
log10(Miliflex 120 horas (UFC/placa)) = 0,01176 + 0,9971 log10(Método tradicional (UFC/placa))
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Figura 18 - Anadlise de regressao linear para Pseudomonas aeruginosa: Fluorescéncia X Método
Tradicional

Pseudomonas aeruginosa
log10(Miliflex 40 horas (UFC/placa)) = 0,04184 + 0,9770 log10(Método tradicional (UFC/placa))
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Figura 19 - Anadlise de regressao linear para Pseudomonas aeruginosa: Viabilidade X Método
Tradicional

Pseudomonas aeruginosa
log10(Miliflex 120 horas (UFC/placa)) = 0,03795 + 0,9804 log10(Método tradicional (UFC/placa))
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Figura 20 - Analise de regressao linear contemplando S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e B. cepacia:
Fluorescéncia X Método Tradicional

Linearidade contemplando os quatro micro-organismos avaliados
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Figura 21 - Andlise de regressao linear contemplando S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e B. cepacia:
Viabilidade X Método Tradicional

Linearidade contemplando os quatro micro-organismos avaliados
log10(Miliflex 120 horas (UFC/placa)) = 0,02231 + 0,9873 log10(Método tradicional (UFC/placa))
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Os graficos de residuos obtidos nas analises de regressao linear individuais para
cada micro-organismo bem como nas que contemplaram o conjunto de dados dos
quatro micro-organismos alvo (Figuras 22 e 23), foram avaliados quanto a
normalidade dos residuos padronizados, a variancia e a independéncia dos residuos.

A presuncao de normalidade da distribuicdo dos residuos foi confirmada pela
obtencao de p-valor superior a 0,05 para a faixa entre 5 UFC/placa e 100 UFC/placa,
para cada micro-organismo, através do teste de normalidade e do gréafico de
probabilidade normal dos residuos. Com estes valores, a hipétese alternativa pode ser
rejeitada, permitindo assumir que a distribuicdo dos residuos € normal (Tabela 21).

O grafico de residuos versus ajustes permitiu verificar a pressuposicao de que os
residuos sao aleatoriamente distribuidos e apresentam variancia constante. Esta
hipétese foi confirmada apos aplicacao do teste Levene para avaliagao da igualdade
de variancias, por faixa de concentracao, no qual foram obtidos resultados de p-valor
superiores a 0,05 para a faixa de 5 a 100 UFC/placa. Com estes valores, a hipotese
alternativa pode ser rejeitada, permitindo assumir que os erros residuos sao

homocedasticos.
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A independéncia dos residuos foi observada através do grafico de residuos

versus ordem gerado pelo software Minitab.

Tabela 21 - Resultados da analise de regressao para as contagens de fluorescéncia e viabilidade
obtidas pelo método alternativo frente as contagens obtidas pelo método tradicional para a faixa de 5
a 100 UFC/placa, para os micro-organismos Staphylococcus aureus, Burkholderia cepacia, Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa (n=7)

p-valor
Coeficiente angular Teste de normalidade
dos residuos

Coeficiente de

Micro-organismo ~
9 correlagdo (R?)

© S. aureus 1,00 1,01 0,15

2 E. coli 1,00 1,01 0,61

§ B. cepacia 1,00 0,99 0,44

S

L—f P. aeruginosa 1,00 0,98 0,18
S. aureus 1,00 1,00 0,62

[}

§ E. coli 1,00 1,00 0,79

% B. cepacia 1,00 0,97 0,72

> P. aeruginosa 1,00 0,98 0,26

Figura 22 - Graficos de residuos da analise de regresséo linear contemplando S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa e B. cepacia: Fluorescéncia X Método Tradicional
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Figura 23 - Graficos de residuos da analise de regresséo linear contemplando S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa e B. cepacia: Viabilidade X Método Tradicional

Graficos de Residuo para logl0(Miliflex 120 horas (UFC/placa))
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Portanto, ao realizar a analise de regressao linear dos dados obtidos no range de
5 a 100 UFC/placa para os quatro micro-organismos desafiados, foi possivel avaliar
a existéncia de correlacao entre as contagens de fluorescéncia (método alternativo)
e as contagens visuais (método tradicional), bem como entre as contagens de
viabilidade (método alternativo) e as contagens visuais (método tradicional).

A partir destes resultados € possivel concluir que a metodologia alternativa se
apresentou linear e especifica para a enumeracdo de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Burkholderia cepacia e Pseudomonas aeruginosa, uma vez que foi
possivel a deteccao positiva de todos os micro-organismos alvo bem como foram
obtidos coeficientes de correlagdo maiores que 0,95 e retas com inclinagao entre 0,8-

1,2, atendendo aos critérios estabelecidos no subitem 4.2.2.4.3.

5.2.4 Especificidade

A especificidade do método alternativo pode ser evidenciada pela deteccao

positiva das bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus) e Gram-negativas
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(Escherichia coli, Burkholderia cepacia e Pseudomonas aeruginosa ) desafiadas nos

ensaios de precisao, exatidao e linearidade para o range de 5 a 100 UFC/placa.

5.2.5 Limite de deteccao

Para os estudos de limite de deteccdo foram utilizados in6culos em cinco niveis
de concentragao, compreendidos na faixa de 0,25 a 10 UFC/placa. Os ensaios foram
conduzidos em duplicata para cada uma das 7 réplicas, por nivel de concentracao para
cada micro-organismo, concomitantemente para o método alternativo e tradicional.

Nao foi observado crescimento microbiano nas placas inoculadas com suspensdes
bacterianas com concentracao alvo de 0,25 e 0,5 UFC/placa atravésdos métodos
alternativo e tradicional para os micro-organismos Burkholderia cepacia, Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa.

Para os micro-organismos Escherichia coli, Burkholderia cepacia e Pseudomonas
aeruginosa foi possivel observar crescimento microbiano em pelo menos 50% das
placas inoculadas com suspensao na concentracao alvo de 1 UFC/placa através dos
métodos alternativo e tradicional. Entretanto, para 0 micro-organismo Staphylococcus
aureus, apesar da observacdo de crescimento microbiano em algumas placas
inoculadas com suspensdes nas concentracdes de 0,5 UFC/placa e1 UFC/placa,
apenas foi possivel observar crescimento microbiano em pelo menos 50% das placas
inoculadas através dos métodos alternativo e tradicional, a partir da suspensao com
concentracgao alvo de 5 UFC/placa.

Portanto, para o parametro limite de deteccao, a faixa de concentracdo em que
foi observado crescimento microbiano em 50% das amostras pelo método tradicional
para todos os micro-organismos desafiados foi a de 5 UFC/placa, com deteccao
positiva em todas as réplicas. O mesmo comportamento foi verificado no método
alternativo para as contagens de fluorescéncia e viabilidade. Para esta faixa, o teste
T de Student ndo identificou diferencas estatisticas entre as contagens por
fluorescéncia (método alternativo) versus contagens visuais pelo método tradicional
bem como entre as contagens de viabilidade (método alternativo) versus contagens
visuais pelo método tradicional (p valor superior a 0,05), para os quatro micro-

organismos avaliados, conforme apresentado na tabela 22.
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Tabela 22 - Resultados do estudo de limite de detec¢do obtidos para os micro-organismos

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Burkholderia cepacia e Pseudomonas aerudinosa (n=7)

Média p valor Média p valor  p valor

. Recuperacdo Teste T Recuperagcdo TesteT TesteT
orMalltr:lirg;no Flcgpgsaggr?g'a Fluorescéncia de \(/:.Zg.tﬁgzéne Viabilidade + de de
9 :-JDP (UFC)I + DP (%) Student +IDPI (IUFC) DP (%) Student  Student
- pareado! ~ pareado? pareado?®
S. aureus 41+0,7 101,3+ 24,5 0,87 41+0,7 102,5+23,1 0,74 0,62
E. coli 40+0,4 97674 0,57 41+03 98,9+10,0 0,79 0,57
B cepacia 41+04 102,5+9,3 0,49 44+07 1070124 0,17 0,11

P. aeruginosa 56104 104,8 £6,3 0,16 56+03 104,1+7,2 0,24 0,74
DP = desvio padrao

'Contagens Fluorescéncia X Contagens método tradicional;

2Contagens Viabilidade X Contagens método tradicional,

3 Contagens Fluorescéncia X Contagens Viabilidade

5.2.6 Limite de quantificacao

Para o parametro limite de quantificacdo, a menor concentracdo testada que
atendeu aos critérios de precisdo e exatiddo para todos 0s micro-organismos
avaliados para o método alternativo foi a de 5 UFC/placa.

Portanto, foi estabelecido o limite de quantificacdo de 5 UFC/placa para o método

alternativo.

5.2.7 Intervalo

De acordo com os resultados obtidos nos ensaios para avaliagao dos parametros
de precisao, exatidao e linearidade frente aos quatro micro-organismos avaliados, foi

estabelecido o intervalo de 5 a 100 UFC/placa para o método alternativo.

5.2.8 Robustez

Para a determinacao da robustez do método alternativo foi avaliado o parametro
tempo de incubagédo da amostra.

Os ensaios foram realizados utilizando distintos periodos de incubagao conforme
descrito no subitem 4.2.1.3 Metodologia alternativa.

Conforme apresentado no subitem 5.1 Etapa 1: Determinag¢ao do tempo minimo de
incubacao para bactérias através do sistema Milliflex® Quantum, o método Milliflex
Quantum demonstrou ser robusto no range de 36 a 120 horas de incubacgao
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para o micro-organismo Escherichia coli e no range de 40 a 120 horas para os micro-
organismos Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Burkholderia
cepacia (recuperagodes de fluorescéncia e viabilidade = 90% e ANOVA p valor = 0,05;
n=4).

Portanto, contemplando o intervalo de incubagdo comum a todos 0s micro-
organismos avaliados no estudo, pode-se afirmar que o método alternativo € robusto
para o periodo entre 40 e 120 horas de incubacdo através do sistema Milliflex®

Quantum.

5.3 Etapa 3: Equivaléncia

Os estudos de equivaléncia sdo empregados para demonstragcado da auséncia de
diferencas entre os resultados obtidos por dois métodos analiticos enquanto os
estudos de nao-inferioridade possuem o objetivo de demonstrar que um novo método
analitico ndo é, dentro de certos critérios, menos sensivel, exato e preciso a um
método analitico ja existente. Deste modo, a formulacdo das hipdteses a serem
testadas é o que caracteriza a diferenga entre os dois tipos de estudos.

Na avaliacao de desempenho do método alternativo, a nao inferioridade do método
alternativo em relagdo ao método tradicional necessita ser comprovada
(FARMACORPEIA, 2016; EUROPEAN, 2017).

Para este proposito foi aplicado o teste de equivaléncia (TOST) para amostras
pareadas com o logaritmo das contagens obtidas nos ensaios realizados conforme o
subitem 4.2.2 Etapa 2: Avaliacdo de Desempenho bem como para o logaritmo das
contagens obtidas nos ensaios realizados com as amostras de agua tratada para
dialise descritos no subitem 4.2.3 Etapa 3: Equivaléncia.

Com relacao aos dados obtidos nos ensaios realizados com as 24 amostras de
agua tratada para dialise na etapa 3, foram excluidos da analise estatistica nesta
etapa, os resultados das amostras que apresentaram contagem de bactérias
heterotrdéficas igual a zero (n=9) devido a impossibilidade de realizar umacomparacgéao
estatistica para equivaléncia entre o método alternativo e o método tradicional se
ambos métodos reportarem auséncia deste grupo de bactérias. Uma amostra teve os
resultados também excluidos da analise estatistica nesta etapa devido a
impossibilidade de quantificacdo pois as contagens obtidas nas placas da diluicao 10-

1 apresentaram contagens superiores a 100 UFC/placa, resultando em
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valores superiores a 1000 UFC/mL para esta amostra. Desta forma, as analises
estatisticas contemplaram a avaliagdo de 14 amostras (n=14).

As hipéteses consideradas para os estudos de nao inferioridade foram:

e HO: T-Az=M; o método alternativo é inferior ao método tradicional

e H1: T-A<M; ométodo alternativo ndo é inferior ao método tradicional

A hipotese de que o método alternativo ndo é inferior ao método tradicional foi
testada usando um limite inferior de 70%.

Rejeitar a hipotese nula significa que a diferenca entre o resultado numérico da
metodologia tradicionalmente empregada (T) e o resultado numérico de uma
metodologia alternativa (A) € menor que uma margem de tolerancia (M) e, que,
portanto o método alternativo (A) néo € inferior ao método tradicional (T). O método
alternativo € considerado nao-inferior se o limite inferior do intervalo de confianca de
95% da diferenca entre método tradicional e alternativo nao incluir o valor da margem
especificada. Desta forma, um p-valor inferior a 0,05 como resultado do teste permite
rejeitar a hipotese nula e provar a nao inferioridade do método alternativo frente ao
método tradicional, para um intervalo de confianga de 95%.

Conforme observado nas figuras 24 a 28, para todos 0os micro-organismos testados
na etapa 2 bem como para as amostras de agua para dialise avaliadas na etapa 3, os
valores estdo compreendidos dentro nos limites de n&o inferioridade, demonstrando a
nao inferioridade do método alternativo frente ao método tradicional.

Figura 24 — Teste de ndo-inferioridade entre as contagens obtidas pelo método alternativo e
tradicional para Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

Teste: Média(Miliflex 40 horas) / Meédia(Pour Plate 120 horas) > Limite Inferior
Limite Inferior

T
I
1
1
1
I
1
1
1
I
1
1
1
I
1
1
1 1C de 95%
1
1
I
1
1
1
I
1
1
1
I
1

0,70 0,75 0,80 0,85 0,90 0,95 1,00

Limite inferior de 95% para Média(Miliflex 40 horas) / Média(Pour Plate 120 horas): 0,92566
O limite inferior é maior que 0,7. E possivel afirmar que Média(Miliflex 40 horas) / MédiaPour Plate 120 horas) > 0,7.



Figura 25 - Teste de ndo-inferioridade entre as contagens obtidas pelo método alternativo e
tradicional para Burkholderia cepacia

Burkholderia cepacia
Teste: Média(Miliflex 40 horas) / Média(Pour Plate 120 horas) > Limite Inferior

Limite Inferior

I
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
! IC de 95%
1
1
1
1
1
1
1
1
1
I
I
I

0,70 075 0,80 0,85 0,90 0,95 1,00

Limite inferior de 95% para Média(Miliflex 40 horas) / Média(Pour Plate 120 horas): 0,96153
O limite inferior é maior que 0,7. E possivel afirmar que Média(Miliflex 40 horas) / Média(Pour Plate 120 horas) > 0,7.

Figura 26 - Teste de nao-inferioridade entre as contagens obtidas pelo método alternativo e
tradicional para Escherichia coli

Escherichia colf

Teste: Média(Miliflex 40 horas) / Média(Pour Plate 120 horas) > Limite Inferior

Limite Inferior

IC de 95%

0,70 0,75 0,80 0,85 0,90 0,95 1,00 1,05

Limite inferior de 95% para Média(Miliflex 40 horas) / Média(Pour Plate 120 horas): 0,96378
O limite inferior é maior que 0,7. Epossfvei afirmar que Média(Miliflex 40 horas) / Média(Pour Plate 120 horas) > 0,7.
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Figura 27 - Teste de ndo-inferioridade entre as contagens obtidas pelo método alternativo e
tradicional para Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa
Teste: Média(Miliflex 40 horas) / Média(Pour Plate 120 horas) > Limite Inferior

Limite Inferior

ICde 95%

0,7 08 0,9 10 11

Limite inferior de 95% para Média(Miliflex 40 horas) / Média(Pour Plate 120 horas): 0,99767
O limite inferior é maior que 0,7. Fpossivet‘ afirmar que Média(Miliflex 40 horas) / Média(Pour Plate 120 horas) > 0,7.

Figura 28 - Teste de nao-inferioridade entre as contagens obtidas pelo método alternativo e
tradicional para as amostras de agua tratada para dialise

Amostras de agua tratada para dialise
Teste: Média(Miliflex 40 horas) / Média(Pour Plate 120 horas) > Limite Inferior

Limite Inferior

‘ fan)
‘ T

IC de 95%

07 08 09 10 11

Limite inferior de 95% para Media(Miliflex 40 horas) / Média(Pour Plate 120 horas): 094515
Q limite inferior é maior que 0,7. Epossfvel afirmar que Media(Miliflex 40 horas) / Média(Pour Plate 120 horas) > 0,7.

O teste de equivaléncia com dados pareados pode ser utilizado para testar se a
média de um conjunto de dados teste é equivalente a média de um conjunto de dados
de referéncia quando as observacoes forem realizadas concomitantemente, sendo a

equivaléncia para o teste definida por um intervalo de valores especificado
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denominado intervalo de equivaléncia. O resultado determinara se as provas sao
suficientes para afirmar que a diferenca (ou a razdo) entre as médias dos conjuntos
de dados estad compreendida dentro do intervalo de equivaléncia.

A hipotese de que os dois métodos (alternativo e tradicional) sdo equivalentes foi
testada com os dados obtidos na etapa 2 para os quatro micro-organismos avaliados
bem como com os dados obtidos nos ensaios das amostras de agua tratada para
dialise na etapa 3, utilizando um limite inferior de 70% e um limite superior de 130%.

As hipoteses para a aplicacao do teste foram:

o Hipdtese nula (Ho): A diferenca entre as médias ndo esta compreendida no
intervalo de equivaléncia. As médias nao sao equivalentes.

« Hipdtese alternativa (H1): A diferenga entre as médias esta compreendida no
intervalo de equivaléncia. As médias sao equivalentes.

A obtencéao de p-valor inferior a a (0,05), permite rejeitar a hipétese nula econcluir

que as médias sao equivalentes. As figuras 29 e 30 ilustram os resultados.
Figura 29 - Teste de equivaléncia entre as contagens obtidas pelo método alternativo e tradicional na
etapa 2

Teste de equivaléncia: Média(Miliflex 40 horas) / Média(Pour Plate 120 horas)
(LIE = Limite Inferior de Equivaléncia. LSE = Limite Superior de Equivaléncia)

LIE 1 LSE

1C 95% para equivaléncia

0,7 0,8 0,9 1,0 L1 1,2 1,3

IC de Equivaléncia 95% para Média(Miliflex 40 horas) / Média(Pour Plate 120 horas): (0,95394; 1,0092)
O IC estd dentro do intervalo de equivaléncia de (0,7; 1,3). Pode-se afirmar a equivaléncia.
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Figura 30 - Teste de nado-inferioridade entre as contagens obtidas pelo método alternativo e
tradicional para as amostras de agua tratada para dialise

Amostras de agua tratada para dialise
Teste de equivaléncia: Média(Miliflex 40 horas) / Média(Pour Plate 120 horas)

(LIE = Limite Inferior de Equivaléncia. LSE = Limite Superior de Equivaléncia)
LIE 1 LSE

IC|95% para equivaléncia

0,7 03 09 1,0 11 12 13

IC de Equivaléncia 95% para Média(Miliflex 40 horas) / Média(Pour Plate 120 horas): (0,94515; 1,0707)
O IC estd dentro do intervalo de equivaléncia de (0,7; 1,3). Pode-se afirmar a equivaléncia.

Portanto, de acordo com as figuras 29 e 30 é possivel afirmar que o método
alternativo, para um periodo minimo de incubacédo de 40 horas, possui resultados
equivalentes ao método tradicional, uma vez que o intervalo de confianca do método
alternativo encontra-se inteiramente compreendido dentro do intervalo de equivaléncia

em ambos graficos.
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6 CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que o método alternativo permite a quantificagao de
bactérias heterotroficas apés 40 horas de incubacdo, atendendo aos critérios de
exatidao, precisao e linearidade para o range de 5 a 100 UFC/placa, resultando em
uma reducao de aproximadamente 67% do tempo atualmente empregado no método
tradicional, apresentando resultados equivalentes ao método tradicional. Portanto, a
técnica de deteccdo microbiana pelo uso de fluorescéncia se mostrou uma opgao
viavel para a implementacdo de um método microbioldgico rapido para a contagem de

bactérias heterotroficas em amostras de agua tratada para hemodialise.
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7 PERSPECTIVAS

A importancia da implementacdo de métodos microbiolégicos rapidos para o
monitoramento da qualidade microbiolégica da agua tratada para dialise constitui
importante ferramenta para os Laboratérios de Saude Publica deste pais, de forma a
auxiliar que os pacientes renais crénicos que utilizam os servigos de dialise sejam
expostos a baixos riscos.

Portanto, com os resultados obtidos neste projeto, o trabalho pretende auxiliar no
incremento da capacidade de resposta analitica dos laboratorios prestadores de
servicos publicos e privados responsaveis pelo controle de qualidade de agua tratada
para dialise e contribuir com as Autoridades Regulatérias, no sentido de aperfeigcoar

as acoes sanitarias e regulatorias nos Servicos de Saude.
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ANEXO A - Ficha do aluno



