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RESUMO

Introducdo: A qualidade microbiolégica da agua tratada para hemodialise esta
diretamente relacionada a ocorréncia de infeccbes e de reacdes pirogénicas nos
pacientes. Objetivo: Determinar o tempo de incubagdo minimo e avaliar o desempenho
do método microbioldgico alternativo para a contagem de bactérias heterotroficas em
agua de hemodialise por meio da técnica de deteccdo microbiana por fluorescéncia.
Método: As andlises foram conduzidas com niveis de concentracdo entre 2,5 x 10" e
1,0 x 102 UFC/placa para Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia, Escherichia
coli e Staphylococcus aureus. Os testes foram realizados simultaneamente pelos
métodos alternativo e tradicional, utilizando o meio de cultura R2A e temperatura
de incubacao de 24,0°C + 4,0°C. Os tempos de incubacao empregados foram os de
40 h e 120 h, respectivamente. Quatorze amostras de agua para hemodialise foram
analisadas para avaliacdo da equivaléncia entre os métodos avaliados. Resultados:
Os resultados demonstraram que o método alternativo permite a quantificacdo de
bactérias heterotroficas apds 40 h de incubacao, com precisao, exatidao, especificidade
e linearidade para a faixa de 5 a 100 UFC/placa. O limite de deteccdo do método
alternativo é 1 UFC/placa. Conclusdes: O método alternativo possui resultados
equivalentes ao método tradicional, uma vez que o intervalo de confianca do método
alternativo obtido esteve compreendido inteiramente dentro da faixa de equivaléncia.
Portanto, a técnica de deteccdo microbiana por fluorescéncia mostrou ser uma opc¢ao
viavel para a implementacdo de um método microbioldgico rapido para a contagem de
bactérias heterotroficas em amostras de agua tratada para hemodialise.

PALAVRAS-CHAVE: Hemodialise; Agua Tratada; Bactérias Heterotroficas; Fluorescéncia

ABSTRACT

Introduction: The microbiological quality of hemodialysis treated water is directly
related to the occurrence of infections and pyrogenic reactions in patients. Objective:
Determine the minimum incubation time and evaluate the alternative microbiological
method performance for heterotrophic bacteria count in hemodialysis water through the
fluorescence microbial detection technique. Method: The analyses were conducted by
concentration levels of 2,5 x 10" to 1,0 x 102 CFU/plate for Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia cepacia, Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The tests were
performed simultaneously by the alternative and the traditional methods, using culture
medium R2A and incubation temperature of 24.0°C + 4.0°C. The incubation times were
40 h and 120 h, respectively. Fourteen hemodialysis water samples were analyzed to assess
the equivalence between the methods evaluated. Results: The results demonstrated
that the alternative method allows quantification of heterotrophic bacteria after 40 h
of incubation, with accuracy, precision, specificity and linearity for the range of 5 to
100 CFU/plate. The detection limit of the alternative method is 1 CFU/plate. Conclusions:
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It was possible to conclude that the alternative method has equivalent results to the traditional method, since the confidence interval
of the alternative method was entirely within the equivalence range. Therefore, the microbial detection technique by fluorescence
showed a viable option for the implementation of a rapid microbiological method for the heterotrophic bacteria count in samples of

treated water for hemodialysis.

KEYWORDS: Hemodialysis; Treated Water; Heterotrophic Bacteria; Fluorescence

INTRODUCAO

A qualidade microbioldgica da agua tratada para hemodialise
esta diretamente relacionada a ocorréncia de infeccoes e de
reacOes pirogénicas nos pacientes. Modificacdes na integridade
das membranas dos dialisadores bem como manutencao inade-
quada do sistema de tratamento e distribuicdo da agua podem
ser destacadas como as mais prevalentes causas de contamina-
cdo, principalmente por bactérias Gram negativas, potenciais
formadoras de biofilme, este que, uma vez estabelecido, facilita
a persisténcia microbiana e atua como fonte permanente de bac-
térias e endotoxinas, aumentando o risco aos quais os pacientes
estao expostos'23.

Devido a criticidade que a qualidade da agua para hemodialise
apresenta, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria estabe-
leceu, por meio da Resolucao da Diretoria Colegiada n° 11, de
13 de marco de 2014, o padrdo minimo de qualidade micro-
bioldgico, ndo sendo aceitos valores de contagens de bactérias
heterotroficas superiores a 100 unidades formadoras de colonias
(UFC) por mililitro (mL)*.

A maioria dos contaminantes microbianos em sistemas de agua
encontra-se principalmente sob a forma de biofilmes em superfi-
cie, com apenas uma porcentagem reduzida do microbioma sus-
penso na agua sob a forma planctonica®.

Embora a melhor opcao esteja relacionada ao monitoramento
direto do desenvolvimento de biofilmes em superficies, as tec-
nologias atuais para avaliacdes de superficie em um sistema de
agua tornam esta tarefa impraticavel em uma clinica de dia-
lise. Portanto, uma abordagem indireta deve ser utilizada: a
avaliacao para a deteccao e enumeracao de micro-organismos
planctonicos liberados dos biofilmes por meio da coleta de amos-
tras de saidas do sistema de agua. Ao realizar a enumeracédo dos
micro-organismos presentes nestas amostras pode-se determinar
o estado geral de controle sobre o desenvolvimento do biofilme
no sistema de tratamento da agua®.

0 nédo atendimento aos critérios de qualidade microbiologicos
para a agua de hemodialise definidos pela legislacao* podem
resultar na ocorréncia de reacdes pirogénicas, devido a pre-
senca de endotoxinas, bem como na aquisicao de infecgoes, esta
Gltima a principal causa de morbidade e mortalidade em pacien-
tes sob hemodialise®.

A legislacdo estabelece que o servico de dialise monitore a
qualidade microbiolégica da agua resultante do sistema de
tratamento e distribuicdo de agua para hemodialise mensal-
mente em amostras coletadas no ponto de retorno da alca de
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distribuicao (loop) e em um dos pontos na sala de processa-
mento (reuso)?.

Os métodos analiticos de referéncia atualmente disponiveis para
a enumeracao de micro-organismos sdo amplamente acessiveis,
reprodutiveis e reconhecidos por agéncias regulatérias como
Padrao Ouro’. Por estarem fundamentados em métodos classicos
de cultivo, dependem de condigcbes que permitam o crescimento
e a replicacao microbiana até a deteccao por exame visual, que
pode demandar entre 18 h a 14 dias®’.

Compéndios oficiais, como o Standard Methods for the Examina-
tion of Water and Wastewater®, recomendam o uso dos métodos
de semeadura em profundidade, semeadura em superficie e de
filtracdo por membrana para enumeracdo de bactérias hetero-
troficas e fungos em agua tratada para hemodialise. Entretanto,
como em qualquer método microbiolégico, a variabilidade no
crescimento celular é afetada: pelo tipo de meio de cultura
utilizado, pelos métodos empregados para a recuperacao, pela
condicdo do micro-organismo durante o periodo de teste e pela
temperatura de incubacao®>® 1.

Ao longo dos anos, o método pour plate tem sido o mais comu-
mente utilizado para a contagem de bactérias heterotroficas em
amostras de agua devido ao baixo custo e a facilidade de exe-
cucdo. Entretanto, a adicao do agar fundido a aproximadamente
45°C-48°C pode aumentar o stress sobre os micro-organismos,
que ja se encontram fisiologicamente estressados, resultando na
diminuicao significativa da recuperacdo de bactérias em compa-
racdo com as recuperacgoes obtidas pelos métodos spread plate e
filtracdo por membrana® %1,

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

Até o final da década de 1980, os meios de cultura com alto teor
nutricional, como o agar caseina de soja e o agar padrado para
contagem, eram recomendados para a enumeracao de bactérias
heterotroéficas em amostras de agua potavel e tratada'. Entre-
tanto, ap6s a publicacao do estudo realizado por Reasoner e Gel-
dreich", o meio de cultura Reasoner’2 Agar (R2A) foi apresentado
como substituto aos meios de cultura com alto teor nutricional,
pois permite maior recuperacao bacteriana, principalmente se
incubado a temperatura de 20°C-25°C por 5 a 7 dias>%%10.11,12,13,

Os meios pouco nutritivos, como o R2A, quando incubados
preferencialmente em baixas temperaturas de incubacao,
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permitem a obtencdo de contagens de aerdbicos cinco a dez
vezes maiores. Este fato esta relacionado a sobrevivéncia
de bactérias sob alteracoes fisicas e a queda metabodlica em
ambientes oligotroficos'® ™.

Considerando que a qualidade microbioldgica da agua é um para-
metro critico do sistema que deve ser monitorado, ¢ dificil rea-
gir aos resultados quando a qualidade nao pode ser avaliada em
tempo real. Desta forma, o tempo necessario para a obtencéo
dos resultados constitui a principal desvantagem para os méto-
dos baseados em cultivo™.

O tempo excessivamente longo para obtencao dos resultados
analiticos pelos métodos tradicionais publicados em compén-
dios oficiais tem conduzido a busca de métodos microbioldgicos
alternativos que permitam a liberacao de resultados em menor
tempo e que, desta forma, auxiliem na antecipacao de inves-
tigacdes sobre possiveis falhas no tratamento da agua’.'>'¢"7,
Dentre eles, a técnica de deteccdo microbiana pelo uso de flu-
orescéncia para enumeracao de bactérias heterotroficas carac-
teriza uma opcao atrativa devido a possibilidade de reducéo
do tempo analitico, a facilidade de execucdo do ensaio e a
precisao dos resultados. Porém, a aplicacdo de métodos alter-
nativos depende de demonstracdo da equivaléncia frente aos
métodos oficiais para justificar a implementagao da tecnologia
no monitoramento da qualidade microbioldgica de agua tratada
para hemodialise.

As novas tecnologias, também denominadas de métodos micro-
bioldgicos rapidos, permitem a deteccao, identificacdao e quan-
tificacdao microbiana em menor tempo quando comparadas aos
métodos tradicionais. Além de diminuir o tempo de liberacao de
resultados e de antecipar a tomada de decisdes relacionadas as
investigacoes, estas tecnologias podem oferecer automatizacao
dos ensaios, maior precisao, reprodutibilidade e sensibilidade™.

Entretanto, as dificuldades em avaliar, validar e obter a apro-
vacao dos orgaos regulatorios para utilizacdo destas tecnologias
nos ensaios microbioldgicos tém retardado a implementacéo de
novas formas de trabalho, pois a demonstracdo da equivaléncia
frente a métodos oficiais necessita ser comprovada®".

Compéndios oficiais, como a Farmacopeia Brasileira'’, a United
States Pharmacopeia® e a European Pharmacopoeia®, influencia-
dos pela publicacdo do PDA Technical Report n. 33, Evaluation,
Validation and Implementation of new microbiological testing
methods', recentemente publicaram capitulos especificos para
auxiliar a comunidade cientifica e a indUstria farmacéutica na
validacado de métodos microbiologicos alternativos.

Metodologias que utilizam o principio de coloracdo por fluo-
rescéncia tém sido amplamente empregadas para monitorar a
contaminacdo microbiana nas Ultimas décadas, principalmente
na industria de alimentos, devido a possibilidade de reducao do
tempo analitico e a precisao dos resultados?'.

O potencial para deteccdo microbiana pelo uso de fluorescén-
cia permitiu o desenvolvimento de tecnologias analiticas, entre
as quais o sistema Milliflex® Quantum, uma tecnologia baseada
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em crescimento que combina a filtracao de amostras por mem-
brana com a coloracao fluorescente de micro-organismos viaveis,
sendo composto por uma bomba de filtracao, leitor de fluores-
céncia, camara e fluorocromos.

Apos 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 é baseado em uma reacdo enzimatica na qual o éster
succinimidilico de diacetato de carboxifluoresceina, substrato
fluorogénico utilizado, é um marcador de viabilidade nao fluo-
rescente que é clivado por enzimas intracelulares nao especi-
ficas resultando na liberacdo do composto éster de succinimidil
de carboxifluoresceina (CFSE), um produto fluorescente quando
excitado ao comprimento de onda de 488 nm?'. Por apresentar
baixa permeabilidade a membrana celular, o CFSE é acumulado
no interior das células e, portanto, atua como indicativo de ati-
vidade do metabolismo microbiano e da integridade da mem-
brana, permitindo detectar microcolonias apds exposicdo ao
comprimento de onda de excitacdo do corante de fluorescéncia
através do leitor Milliflex® Quantum?-2223,

Como apenas células viaveis (incluindo enddsporos, formas vege-
tativas, bactérias anaeroébias e fungos) sdo capazes de reter e
acumular o CFSE, serao estas as células que serdo identificadas
pela emissao de fluorescéncia.

Por meio desta técnica, as microcolonias fluorescentes podem
ser contadas pelo analista diretamente por meio do leitor do
equipamento Milliflex® Quantum ou através de uma imagem exi-
bida em uma tela de computador por meio de uma camera aco-
plada ao leitor do equipamento e a utilizacao de um software.
Por uso desse software é possivel clicar nas colonias e marca-las
como contadas, o que diminui as chances de erros humanos.

Portanto, ap6s menor periodo de incubacéo, é possivel observar
a deteccao de microcolonias fluorescentes e realizar a liberacao
de resultados de enumeracao de micro-organismos sem a neces-
sidade de aguardar a contagem visual das UFC?"22, Esse método
é caracterizado por ser nao destrutivo e permitir posterior iden-
tificacao por meio de tecnologias de caracterizacao microbiana,
caso seja necessario?! 2223,

As vantagens da utilizacao deste sistema para a avaliacdao da
qualidade microbiolégica da agua tratada para hemodialise
estdo relacionadas a facilidade de execucdo da técnica e a
obtencédo de resultados de deteccdo de micro-organismos via-
veis e cultivaveis em menor tempo, quando comparado aos
métodos oficiais, permitindo a antecipacdo de investigacoes
sobre possiveis falhas no tratamento da agua. Adicionalmente,
oferece a vantagem de se aproximar dos métodos tradicional-
mente utilizados, o que facilita a conducao dos ensaios de vali-
dacao frente aos requisitos compendiais, além de investimento
inferior para a aquisicao de insumos e equipamento quando
comparado a outras tecnologias disponiveis.

O estudo teve por objetivo determinar o tempo minimo de
incubacdo e avaliar o desempenho do método microbioldgico
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alternativo para a contagem de bactérias heterotroficas em
amostras de agua tratada para hemodialise por meio da técnica
de detecgao microbiana por fluorescéncia.

METODO

0 estudo foi dividido em trés etapas: determinacdo do tempo
minimo de incubacdo (etapa 1), avaliacdo de desempenho do
método alternativo (etapa 2) e equivaléncia (etapa 3).

Em todas as etapas, as contagens obtidas pela técnica de detec-
cao por fluorescéncia por meio do sistema Milliflex® Quantum
(método alternativo), bem como as contagens obtidas apos a
reincubacao das placas, também pelo método alternativo, foram
comparadas as obtidas pelo método tradicional®. Em seguida,
foram calculadas as taxas de recuperacao de contagem fluores-
cente e de recuperacao de viabilidade, utilizando o valor do log
das UFC obtidas nas contagens.

Metodologia tradicional

Foi empregada a técnica de plaqueamento em profundidade,
utilizando R2A (Merck, Alemanha) como meio de cultura. A con-
tagem visual das UFC presentes nas placas foi efetuada apos
120 h de incubacdo em estufa bacterioldgica a temperatura de
24,0°C + 4,0°C® com o auxilio do contador de coldnias.

Metodologia alternativa (Milliflex® Quantum)

Foi empregada a técnica de filtracdo por membrana de ésteres
mistos de celulose (Millipore, Alemanha) com tamanho de poro
de 0,45 pm e diametro de 47 mm, por meio do sistema Milli-
flex® Quantum (Millipore, Alemanha). Foram utilizadas placas
pré-envasadas com R2A (Millipore, Alemanha) como meio de cul-
tura para incubagao a 24,0°C + 4,0°C pelos periodos descritos em
cada etapa do trabalho.

Apods cada periodo, 2 mL do reagente de fluorescéncia (Milli-
pore, Alemanha) foram adicionados a membrana, seguida pela
incubacao por 30 min na temperatura de 32,5°C + 2,5°C para
difusao do reagente. Os resultados foram registrados sob a
denominacao de contagem fluorescente apos a contagem das
microcoldnias fluorescentes utilizando o leitor Milliflex® Quan-
tum (Millipore, Alemanha).

Apos a contagem, as placas foram reincubadas em estufa bac-
teriologica a temperatura de 24,0°C + 4,0°C até o tempo total
de incubacao de 120 h, quando foi realizada a contagem visual
das UFC com o auxilio do contador de colonias. Estes resultados
foram registrados sob a denominacao contagem de viabilidade.

Etapa 1 - Determinagcdo do tempo minimo de incubacédo pelo
método alternativo por meio do sistema Milliflex® Quantum

Indculos individuais adquiridos com concentracdo de
50 UFC/100 pL de Escherichia coli NCTC 12923 (Biomerieux, Aus-
tralia), Staphylococcus aureus NCTC 10788 (Biomerieux, Austra-
lia) e Burkholderia cepacia NCTC 10743 (Biomerieux, Australia)
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foram utilizados, de modo a obter 50 UFC por placa pelo método
tradicional. Para o método alternativo foi realizada a filtracao de
100 mL de agua purificada estéril contaminada artificialmente e
individualmente com os mesmos in6culos microbianos, de modo
a obter 50 UFC por membrana.

Para Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (Microbiologics, Esta-
dos Unidos da América), o preparo da suspensao microbiana esto-
que foi realizado em caldo caseina de soja (incubacéo a 32,5°C
+ 2,5°C por 24 h), seguido pela diluicao seriada da suspensao
de modo a obter a concentracao final de 50 UFC/mL, utilizando
solucao cloreto de sodio 0,9% (p/v) como diluente.

Foram avaliados os periodos de incubacgao de 24, 36, 40, 48 e
120 h para o método alternativo, sendo os ensaios realizados
em quadruplicata para cada tempo de incubacao proposto. Em
paralelo, foram executados os ensaios em quadruplicata através
do método tradicional.

Etapa 2 - Avaliacdao de desempenho do método alternativo

O método de enumeracdo de bactérias heterotroficas em agua
tratada para hemodialise pela técnica de deteccao microbiana
pelo uso de fluorescéncia foi desafiado frente aos parametros
estabelecidos para testes quantitativos descritos nos principais
compéndios oficiais: exatidao, precisdo, precisao intermediaria,
linearidade, robustez, limite de deteccao e de quantificagao®> 2.

Foram preparadas sete suspensées microbianas individuais
para cada um dos micro-organismos utilizados no estudo: E.
coli NCTC 12923 (Biomerieux, Australia), S. aureus NCTC
10788 (Biomerieux, Australia), B. cepacia NCTC 10743 (Bio-
merieux, Australia) e P. aeruginosa ATCC 9027 (Microbiologics,
Estados Unidos da América). A partir de cada uma destas sus-
pensdes, foram realizadas diluicbes seriadas de modo a obter
oito concentracoes distintas compreendidas entre 2,5 x 10"
e 1,0 x 102 UFC/mL, utilizando solucédo cloreto de sodio 0,9%
(p/v) como diluente.

Para o método alternativo, foi realizada a filtracdo de 100 mL de
agua purificada estéril contaminada artificialmente e individu-
almente com os indculos microbianos enquanto para o método
tradicional os inoculos foram transferidos diretamente para o
centro das placas de petri.

Os ensaios para avaliacdo dos parametros precisdo, exatidao,
linearidade, limites de deteccao e quantificacao foram realiza-
dos em duplicata para cada suspensao microbiana, simultanea-
mente, por meio do método tradicional e do método alternativo,
juntamente com uma réplica utilizando agua purificada estéril
como controle negativo do ensaio®.

Para os estudos de precisao intermediaria foram utilizados in6-
culos na faixa de 10 a 100 UFC/placa para a realizacao de ensaios
em triplicata pelos analistas A e B em dias distintos. Foram
ensaiadas trés réplicas, por nivel de concentracdo para cada
micro-organismo, por analista. Os ensaios foram conduzidos em
duplicata para cada réplica, concomitantemente para o método
alternativo e tradicional.
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O periodo de incubagdo empregado para o método alternativo
foi de 40 h a temperatura de 24,0°C + 4,0°C.

Etapa 3 - Equivaléncia

Para a execucao dos ensaios da etapa de Equivaléncia foram uti-
lizadas 24 amostras de agua tratada para hemodialise coletadas
em frascos estéreis pelos grupos de Vigilancia Sanitaria Munici-
pais e Estaduais do Estado de Sao Paulo em servigos de didlise
localizados em municipios do estado de Sao Paulo, durante os
meses de abril e maio de 2019, contemplando 12,0% dos ser-
vicos de dialise em funcionamento no estado. 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 proces-
samento na unidade, foi utilizado o ponto de retorno da alca de
distribuicao (loop).

A coleta e o transporte das amostras de agua tratada para
hemodialise foram realizados de acordo com as recomenda-
coes da American Public Health Association®. O material para
analise foi transportado em caixas térmicas com capacidade
maxima de 26 L (Easypatch®, Sao Paulo) imediatamente apos
a coleta, sob temperatura inferior a 10°C, e processado no
mesmo dia do recebimento?.

Os ensaios foram executados simultaneamente por meio dos
métodos tradicional e alternativo utilizando os tempos de incu-
bacao de 120 h e 40 h, respectivamente. A tomada de ensaio das
amostras contemplou os volumes de 1 mL (10° e 100 pL (107),
em duplicata.

Para a demonstracdo da nao inferioridade do método alterna-
tivo em relagcdo ao método tradicional, foi aplicado o teste de
equivaléncia (TOST) para amostras pareadas com o logaritmo das
contagens obtidas nos ensaios realizados na etapa 2, bem como
para o logaritmo das contagens obtidas nos ensaios realizados
com as amostras coletadas de agua tratada para hemodialise.

A hipotese de que os métodos alternativo e tradicional sdo equi-
valentes foi testada com os dados obtidos na etapa 2 para os
quatro micro-organismos utilizados no estudo, bem como com os
dados obtidos nos ensaios das amostras coletadas de agua tra-
tada para hemodialise, utilizando um limite inferior de 70,0% e
um limite superior de 130,0%, conforme preconizado pelos com-
péndios internacionais>".

Andlise estatistica

Para avaliacao dos resultados, todas as analises estatisticas foram
conduzidas através do software Minitab® v.18 (Minitab Inc., EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Etapa 1- Determinacdo do tempo minimo de incubacao por
meio do sistema Milliflex® Quantum

A etapa 1 buscou avaliar como a variacao no tempo de incubacao
pode afetar o resultado final para enumeracéo de bactérias, bem
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como determinar o tempo minimo de incubagao necessario para
a obtencao de valores de contagem confiaveis para cada um dos
micro-organismos utilizados no estudo.

Os resultados das recuperagoes de fluorescéncia e viabilidade
foram calculados com os valores das contagens obtidas nos
ensaios realizados na etapa 1, apds transformacao logaritmica.
Os resultados sao apresentados na Tabela 1.

O tempo minimo de incubacdo para deteccao por fluorescéncia
foi obtido apds 36 h de incubagdo para os micro-organismos E.
coli e S. aureus e apos 40 h para os micro-organismos P. aerugi-
nosa e B. cepacia, tempos a partir dos quais foram obtidos valo-
res de recuperacéo superiores a 90,0% para as contagens através
de fluorescéncia.

O teste ANOVA foi utilizado para avaliar a existéncia de dife-
rencas estatisticas entre os resultados obtidos em cada um dos
periodos de incubagdo propostos pelo método alternativo e
pelo método tradicional. A obtencao de p-valor igual ou supe-
rior a 0,05 nao rejeita a hipotese nula (HO), permitindo assumir
que as contagens obtidas nos tempos de incubacao avaliados
ndo apresentam diferencas estatisticas para um intervalo de
confianca de 95%.

Para as contagens obtidas por fluorescéncia para os micro-orga-
nismos E. coli, B. cepacia e P. 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 signifi-
cativa entre os valores de recuperacao dos tempos de incubacao
avaliados (Tabela 1).

Entretanto, para o micro-organismo S. 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 recuperacao dos tempos de incubacao ava-
liados. Apds aplicacdo dos testes de Tukey e de Fischer, foi
verificado que o tempo que apresentou diferenca estatistica
foi o de 36 h.

Para as contagens de viabilidade, foram obtidos valores de
recuperacao superiores a 90,0% para todos os micro-organis-
mos em estudo, nas contagens de fluorescéncia nos tempos de
incubacao de 24, 36, 40, 48 e 120 h, com p-valor superior a
0,05 apos aplicacao do teste ANOVA. Com estes dados, pode-se
concluir que ndo houve diferenca significativa entre os valores
de recuperacao de viabilidade para os micro-organismos em
estudo (Tabela 1).

Portanto, o método Milliflex® Quantum demonstrou ser robusto
no range de 36 h a 120 h de incubacao para o micro-organismo
E. coli e no range de 40 h a 120 h para os micro-organismos S.
aureus, P. aeruginosa e B. cepacia.

De forma a contemplar o tempo minimo de incubagdo comum a
todos os micro-organismos em estudo, foi selecionado o tempo
de incubacao de 40 h para a conducao da avaliacao de desempe-
nho do método alternativo através do sistema Milliflex® Quan-
tum na etapa 2.
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Tabela 1. Resultados da recuperacao de fluorescéncia e viabilidade por meio do sistema Milliflex® Quantum.

Recuperagéao de fluorescéncia + DP (%)

Mi X ANOVA
icro-organismo —val
24h 36 h 40 h 48 h 120 h Bavaol
Pseudomonas aeruginosa ND ND 96,3 +2,7 97,8 +2,4 99,4 + 2,1 0,42
Burkholderia cepacia ND ND 96,6 + 3,4 101,0 £ 1,3 100,0 + 0,8 0,30
Escherichia coli ND 95,2 +2,5 99,7 £1,9 97,0 + 4,1 95,1 +5,3 0,73
Staphylococcus aureus ND 90,7 £ 1,1 100,0 + 2,3 100,1 + 0,9 98,3 +2,6 0,02
. . Recuperacdo de viabilidade + DP (%) ANOVA
Micro-organismo —val
24 h* 36 h* 40 h* 48 h* 120 h* [PRELET
Pseudomonas aeruginosa 98,3+1,5 98,8 +2,7 96,5+2,8 98,7 +2,3 99,9 + 1,7 0,60
Burkholderia cepacia 97,5 +2,7 99,3 2,6 96,9 + 4,1 101,0 £ 1,0 99,5+ 1,8 0,46
Escherichia coli 96,7 + 1,6 98,8 + 5,2 99,5+ 0,6 96,6 + 4,4 96,4 + 5,1 0,43
Staphylococcus aureus 99,2 +2,1 99,9 + 4,4 101,0 £ 3,4 99,924 98,6 +2,7 0,82

Fonte: Elaborada pelos autores, 2019.
ND: nao detectado; DP: desvio-padrao.

* referente ao tempo de incubag&o utilizado para deteccao por fluorescéncia

Etapa 2 - Avaliacdao de Desempenho

Os resultados de contagem obtidos por meio do método tradi-
cional foram utilizados como valores esperados para o indculo
padrdo, em seus respectivos niveis de concentragao.

Para avaliar a exatidao do método alternativo, os resultados das
recuperacbes de fluorescéncia e viabilidade foram calculados
utilizando o logaritmo dos valores das contagens obtidas nos
ensaios realizados na etapa 2.

Os valores de recuperacéo de fluorescéncia e viabilidade foram
superiores a 90,0% para os niveis de concentracdo entre 5 e
100 UFC/placa para os micro-organismos S. aureus, E. coli, B.
cepacia e P. aeruginosa com valor de desvio-padrao maximo de
24,5% para a recuperagao de fluorescéncia com o inoculo de
5 UFC/placa referente ao micro-organismo S. aureus.

N&o foi obtido crescimento microbiano para os inéculos com con-
centracao alvo de 0,25 e 0,5 UFC/placa por meio dos métodos
alternativo e tradicional para os micro-organismos B. cepacia, E.
coli e P. aeruginosa.

Para os indculos com concentracdo-alvo de 1 UFC/placa de todos
os micro-organismos em estudo, bem como para o indculo com
concentracao alvo de 0,5 UFC/placa de S. 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, apds transformacao logarit-
mica, estes dados resultam em valores iguais a zero, impossibili-
tando o calculo do valor médio de recuperacao de fluorescéncia
e de viabilidade para o método alternativo para os indculos com
concentracao alvo de 0,5 UFC/placa e 1 UFC/placa.

Foi realizada, adicionalmente, a aplicacao do teste de Levene
para avaliacdo da homogeneidade de varidncia por faixa de
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concentracao para cada micro-organismo, para o intervalo de
confianca de 95%. Foram obtidos resultados de p-valor superio-
res a 0,05 para a faixa de 5 a 100 UFC/placa, indicando que os
erros apresentam variancia homogénea, um pressuposto para a
aplicacao do teste ANOVA.

Em seguida, foi empregado o teste ANOVA com um fator, para o
intervalo de confianca de 95%, com o objetivo de determinar se
o logaritmo das contagens de fluorescéncia e viabilidade obti-
das pelo método alternativo apo6s 40 h e 120 h de incubacéo,
respectivamente, nao era estatisticamente diferente do loga-
ritmo das contagens obtidas pelo método tradicional ap6s 120 h
de incubacao.

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

O teste ANOVA com um fator indicou resultados superiores a
0,05 para os valores de p relacionados a cada nivel de concen-
tracao de cada micro-organismo, sugerindo que nao ha diferenca
estatistica entre o logaritmo das contagens por fluorescéncia
e viabilidade obtido pelo método alternativo bem como pelo
método tradicional para a faixa de 5 a 100 UFC/placa para todos
0s micro-organismos em estudo.

Para avaliar a precisao, foram calculados os coeficientes de
variacdo (CV) para o logaritmo das contagens por fluorescén-
cia, viabilidade e para o logaritmo das contagens obtidas pelo
método tradicional para todos os micro-organismos, em cada
nivel de concentracéao.

De acordo com Parenteral Drug Association'’, sdao aceitos coefi-
cientes de variacao inferiores a 35,0% para métodos tradicionais
de contagem em placa para contagens superiores a 10 UFC/placa.
0 atendimento a este critério pelo método alternativo isenta a
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necessidade de comparacao entre o coeficiente de variacao do
método alternativo com o coeficiente de variacdo do método
tradicional’’. A Farmacopeia Brasileira’ estabelece que valores
inferiores a 30,0% para o coeficiente de variacao demonstram
uma precisao aceitavel para os métodos.

Conforme esperado, os maiores valores de coeficiente de varia-
cao foram obtidos para as contagens realizadas com os indculos
com concentracao alvo de 5 UFC/placa, para os quatro micro-
-organismos em estudo, como demonstrado na Tabela 2. Para os
inoculos de 10, 25, 50 e 100 UFC/placa, os CV obtidos também
se encontram em conformidade com os critérios de aceitacao
normativos.

Para os estudos de precisdo intermediaria, foram avaliados os
CV calculados com o logaritmo das contagens por fluorescéncia,
viabilidade e pelo método tradicional para todos os micro-orga-
nismos, em cada nivel de concentracgao.

Para os micro-organismos S. aureus, E. coli, B. cepacia e P. aeru-
ginosa, os maiores valores de coeficiente de variacdo foram
obtidos para o logaritmo das contagens referentes ao indculo
de 10 UFC/mL (Tabela 2), com excecao do coeficiente de varia-
¢ao calculado com as contagens de viabilidade para o inoculo de
25 UFC/placa de B. cepacia, o qual apresentou um valor de 2,7%,
superior ao de 10 UFC/placa (1,6%). Todas as contagens obtidas
com os indculos de concentragao entre 10 e 100 UFC/placa apre-
sentaram CV inferior a 30,0%.

Com o objetivo de avaliar se a variabilidade das medicées pode-
ria 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 logaritmi-
cos das contagens de fluorescéncia e viabilidade obtidas pelo
método alternativo bem como das contagens visuais obtidas pelo
método tradicional, pelos analistas A e B.

A avaliagdo da homogeneidade das varidncias por meio do
teste de Levene entre os grupos de contagem de fluorescéncia,
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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, contem-
plado no estudo R&R.

As tabelas ANOVA dos estudos R&R indicaram resultados supe-
riores a 0,05 para os valores de p relacionados a cada micro-or-
ganismo, indicando que a interacao entre dia e analista nao foi
significativa ao nivel de significancia de 5% para as contagens
obtidas pelo método alternativo (fluorescéncia e viabilidade) e
pelo método tradicional (dados ndo mostrados).

As tabelas de avaliagao das medicoes dos estudos R&R para os
quatro micro-organismos em estudo apresentaram valores com-
preendidos entre 3,7% e 7,4% para a porcentagem de variacao do
estudo e valor minimo de 19 para o niumero de categorias distin-
tas (S. aureus), ambos parametros em conformidade com os cri-
térios de aceitacédo definidos: coeficiente de variacdo do estudo
inferior a 30,0% e nimero 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 meto-
dologia empregada, é demonstrada pelas cartas controle R por
meio da Figura 1.

Como pode ser observado na Figura 1, todos os pontos se encontram
dentro dos limites da carta de controle da amplitude amostral,
demonstrando que as medicoes entre analistas sao consistentes.

Para o estudo de linearidade com os micro-organismos em
estudo, o teste de correlacao de Pearson indicou forte corre-
lacao (valores superiores a 0,95) entre as contagens de fluo-
rescéncia e viabilidade obtidas pelo método alternativo frente
as contagens obtidas pelo método tradicional. A obtencédo de
p-valor inferior a 0,05 para ambas correlacoes permite rejeitar
a hipdtese de que o coeficiente de correlacao ¢é igual a zero,
indicando que existe uma relagéo significativa entre as varia-
veis testadas.

Tabela 2. Coeficientes de variacdo referentes aos ensaios de precisdo (n = 7) e preciséo intermediaria (n = 6) para os inoculos de 5 UFC/placa e 10 UFC/

placa, respectivamente.

Coeficiente de variacao (%) - Precisao

Micro-organismo

Fluorescéncia Viabilidade Método tradicional
S. aureus 19,8 21,1 28,7
E. coli 14,7 13,4 14,8
B. cepacia 11,2 13,7 11,8
P. aeruginosa 8,9 8,2 9,2

Coeficiente de variacdo (%) - Precisdo intermediaria

Micro-organismo

Fluorescéncia Viabilidade Método tradicional
S. aureus 4,3 3,8 4,3
E. coli 6,2 4,5 5,4
B. cepacia 3,4 1,6 3,9
P. aeruginosa 3,8 4,4 5,7

Fonte: Elaborada pelos autores, 2019.
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Figura 1. Carta R do estudo de repetibilidade e reprodutibilidade para os micro-organismos em estudo.
Para as analises de regressdo linear individuais para cada entre 5 UFC/placa e 100 UFC/placa, para cada micro-organismo,
micro-organismo em estudo, foi utilizada a média dos logarit- através do teste de normalidade e do grafico de probabilidade
mos das contagens obtidas pelas sete réplicas por nivel de con- normal dos residuos. Com estes valores, a hipotese alternativa
centracao pelo método alternativo (fluorescéncia e viabilidade) pode ser rejeitada, permitindo assumir que a distribuicao dos

e pelo método tradicional. Para as analises de regressao linear residuos é normal.

contemplando o conjunto dos dados dos quatro micro-organis-
0 grafico de residuos versus ajustes (Figura 3) permitiu verificar a

pressuposicao de que os residuos séo aleatoriamente distribuidos e
apresentam variancia constante. Esta hipotese foi confirmada apos
aplicacéo do teste Levene para avaliacdo da igualdade de varian-
cias, por faixa de concentracao, no qual foram obtidos resultados

mos, foi utilizada a média dos logaritmos das contagens obti-
das pelas sete réplicas por nivel de concentragao pelo método
alternativo (fluorescéncia e viabilidade) e pelo método tradi-
cional de cada micro-organismo.

A analise de regressao demonstrou correlacado linear entre as de p-valor superiores a 0,05 para a faixa de 5 a 100 UFC/placa. Com
contagens de fluorescéncia e viabilidade obtidas pelo método estes valores, a hipotese alternativa pode ser rejeitada, permitindo
alternativo frente as contagens obtidas pelo método tradicional assumir que os erros residuos sao homocedasticos.

para a faixa de 5 a 100 UFC/placa, para todos os micro-organis-
A independéncia dos residuos foi observada por meio do grafico

de residuos versus ordem gerado pelo software Minitab.

mos em estudo, como pode ser observado na Figura 2.

Os graficos de residuos obtidos nas analises de regressao linear
individuais para cada micro-organismo, bem como nas que con-
templaram o conjunto de dados dos quatro micro-organismos-

Portanto, ao realizar a analise de regressao linear dos dados obti-
dos no range de 5 a 100 UFC/placa para os quatro micro-organis-
-alvo, foram avaliados quanto & normalidade dos residuos padro- mos 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 con-
A presuncao de normalidade da distribuicao dos residuos foi con- tagens de viabilidade (método alternativo) e as contagens visuais

firmada pela obtencao de p-valor superior a 0,05 para a faixa (método tradicional).

nizados, a variancia e a independéncia dos residuos.
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log10 (Miliflex 40 horas (UFC/placa)) = 0,00141 + 0,9957
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Fonte: Elaborada pelos autores, 2019.
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log10 (Miliflex 120 horas (UFC/placa)) = 0,02231 + 0,9873
log10 (Método tradicional (UFC/placa))
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Figura 2. Andlise de regressao linear contemplando S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e B. cepacia: fluorescéncia x método tradicional; viabilidade x

método tradicional.
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Fonte: Elaborada pelos autores, 2019.
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Figura 3. Grafico de residuos versus ajustes contemplando S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e B. cepacia: fluorescéncia x método tradicional; viabilidade

x método tradicional.

A especificidade do método alternativo foi evidenciada pela
deteccdo positiva das bactérias Gram-positiva (S. aureus) e
Gram-negativas (E. coli, B. cepacia e P. aeruginosa) desafiadas
para o range de 5 a 100 UFC/placa.

Para os ensaios de limite de deteccao e de quantificacao,
nao foi observado crescimento microbiano nas placas ino-
culadas com suspensdes bacterianas com concentracao alvo
de 0,25 e 0,5 UFC/placa por meio dos métodos alternativo
e tradicional para os micro-organismos B. cepacia, E. coli e
P. aeruginosa.

Para os micro-organismos E. coli, B. cepacia e P. aeruginosa, foi
possivel observar crescimento microbiano em pelo menos 50,0%
das placas inoculadas com suspensao na concentracao alvo de
1 UFC/placa por meio dos métodos alternativo e tradicional,
enquanto para o micro-organismo S. aureus esta observacao
foi realizada a partir da suspensao com concentracao alvo de
5 UFC/placa.
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Portanto, para o pardmetro limite de deteccdo, a faixa de
concentracdao em que foi observado crescimento microbiano
em 50,0% das amostras pelo método tradicional para todos os
micro-organismos desafiados foi a de 5 UFC/placa, com detec-
cdo positiva em todas as réplicas. O mesmo comportamento
foi verificado no método alternativo para as contagens de flu-
orescéncia 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 via-
bilidade (método alternativo) versus contagens visuais pelo
método tradicional (p-valor superior a 0,05), para os quatro
micro-organismos em estudo.

Para o parametro limite de quantificacdo, a menor concentracéo
testada que atendeu aos critérios de precisao, exatidao e linea-
ridade para todos os 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.
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Para a determinacao da robustez do método alternativo foi ava-
liado o parametro tempo de incubacdo da amostra. Foram utili-
zados os ensaios da etapa 1 para avaliacao dos resultados.

Etapa 3 - Equivaléncia

Os estudos de equivaléncia sao empregados para demonstracdo
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
nao é, dentro de certos critérios, menos sensivel, exato e preciso
a um método analitico ja existente. Deste modo, a formulacao
das hipoteses a serem testadas € o que caracteriza a diferenca
entre os dois tipos de estudos.

Na avaliacdo de desempenho do método alternativo, a nao infe-
rioridade do método alternativo em relacdo ao método tradicio-
nal necessita ser comprovada'®%.

Para este proposito foi aplicado o TOST para amostras pareadas
com o logaritmo das contagens obtidas nos ensaios realizados na
etapa 2, bem como para o logaritmo das contagens obtidas nos
ensaios realizados com as amostras de agua tratada para hemo-
dialise descritos na etapa 3.

Com relacao aos dados obtidos nos ensaios realizados com as
24 amostras de agua tratada para hemodialise na etapa 3, foram
excluidos da andlise estatistica nesta etapa os resultados das
amostras que apresentaram contagem de bactérias heterotro-
ficas igual a zero (n = 9) devido a impossibilidade de se realizar
uma comparacao estatistica para equivaléncia entre o método
alternativo e o método tradicional, se ambos os métodos repor-
tarem auséncia de crescimento microbiano. Uma amostra teve
os resultados também excluidos da analise estatistica nesta
etapa devido a impossibilidade de quantificacdo, pois as conta-
gens obtidas nas placas da diluicao 10" apresentaram contagens
superiores a 100 UFC/placa, resultando em valores superiores a
1.000 UFC/mL para esta amostra. Desta forma, as analises esta-
tisticas contemplaram a avaliacao de 14 amostras (n = 14).

A hipétese nula de que o método alternativo nao é inferior ao
método tradicional foi testada usando um limite inferior de 70,0%.

Rejeitar a hipotese nula significa que a diferenca entre o resul-
tado numérico da metodologia tradicionalmente empregada e
o de uma metodologia alternativa é menor que uma margem
de tolerancia e, portanto, o método alternativo nao é inferior
ao método tradicional. O método alternativo é 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 confianca de 95%.

Para todos os micro-organismos testados na etapa 2 bem
como para as amostras de agua para hemodialise avaliadas na
etapa 3, os valores de contagem obtidos estao compreendidos
dentro nos limites de nao inferioridade, demonstrando a nao
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inferioridade do método alternativo frente ao método tradicio-
nal (dados nao mostrados).

0 teste de equivaléncia com dados pareados pode ser utilizado
para testar se a média de um conjunto de dados teste é equi-
valente a média de um conjunto de dados de referéncia quando
as observacdes forem realizadas concomitantemente, sendo a
equivaléncia para o teste definida por um intervalo de valores
especificado denominado intervalo de equivaléncia. O resultado
determinara se as provas sao suficientes para afirmar que a razao
entre as médias dos conjuntos de dados esta compreendida den-
tro do intervalo de equivaléncia.

A hipotese de que os métodos alternativo e tradicional sdo equi-
valentes foi testada com os dados obtidos na etapa 2 para os
quatro micro-organismos em estudo, bem como com os dados
obtidos nos ensaios das amostras de agua tratada para hemo-
dialise na etapa 3, utilizando um limite inferior de 70,0% e um
limite superior de 130%.

A obtencao de p-valor inferior a a (0,05) permite rejeitar a
hipotese nula e concluir que a diferenca entre as médias esta
compreendida no intervalo de equivaléncia, sendo as médias,
portanto, equivalentes.

De acordo com o observado na Figura 4, é possivel afirmar que
o método alternativo, para um periodo minimo de incubacao de
40 h, possui resultados equivalentes ao método tradicional, uma
vez que o intervalo de confiangca do método alternativo encon-
tra-se inteiramente compreendido dentro do intervalo de equi-
valéncia em ambos os graficos.

CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que o método alternativo apresenta
resultados equivalentes ao método tradicional, permitindo a
quantificacdo de bactérias heterotréficas apos 40 h de incuba-
cao com exatidao, precisao, especificidade e linearidade para
o range de 5 a 100 UFC/placa, resultando em uma reducao de
aproximadamente 67,0% do tempo atualmente empregado no
método tradicional.

Portanto, a partir destes resultados é possivel concluir que
a metodologia alternativa se apresentou linear e especifica
para a enumeracao de S. aureus, E. coli, B. cepacia e P.
aeruginosa, uma vez que foi possivel a deteccao positiva
de todos os micro-organismos-alvo, bem como foram obti-
dos coeficientes de correlacao superiores a 0,95 e retas com
inclinacao entre 0,8-1,2.

Com base nas avaliagbes estatisticas apresentadas, € possivel
concluir que os efeitos dos fatores dia e analista nao foram sig-
nificativos para o estudo de precisao intermediaria para todos os
micro-organismos em estudo.

A metodologia alternativa demonstrou-se precisa para todos os
micro-organismos em estudo, visto que os valores de coeficiente
de variac&o obtidos sao inferiores a 30,0%, o critério mais restri-
tivo, para a faixa de 5 a 100 UFC/placa.
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Micro-organismos: E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, B. cepacia

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

Fonte: Elaborada pelos autores, 2019.
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Média (Pour Plate 120 horas): (0,94515; 1,0707)

0 IC esta dentro do intervalo de equivaléncia de (0,7; 1,3).
Pode-se afirmar a equivaléncia.

Figura 4. Teste de equivaléncia entre as contagens obtidas pelo método alternativo e tradicional nas etapas 2 e 3, contemplando os micro-organismos e

as amostras de agua tratada para hemodialise.

O método alternativo demonstrou ser robusto para o periodo
entre 40 h e 120 h de incubagao por meio do sistema Milliflex®
Quantum para todos os micro-organismos em estudo.

Além disso, é possivel afirmar que o método alternativo, para
um periodo minimo de incubagdo de 40 h, possui resultados
equivalentes ao método tradicional, uma vez que o intervalo de
confianca do método alternativo encontra-se inteiramente com-
preendido dentro do intervalo de equivaléncia.

Portanto, a técnica de deteccdo microbiana pelo uso de fluores-
céncia caracteriza uma opgao viavel para a implementacao de
um método microbiologico rapido para a contagem de bactérias
heterotroficas em amostras de agua tratada para hemodialise.
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