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Resumo comparativo entre formatos

AOAC e Europeos (metodo Quantitativo)

AOAC-RI AOQAC-OMA 15016140 AFNOR NORDWAL
sLv HCVY HCY sLy™ SLY
Methods Comparison Study
No. foods 20 20 15" 4 4
No. levels 4 4 5 5 4
No. replicates/level 5 5 2 2 5
No. data points 400 400 150 140 80
Pure cultures™
Target 30 30 30 20 30
Non-target 20 20 20 10 20
Inter-Laboratory Collaborative Study
No. foods 8 Z 6 1 1 1
No. labs g* 8 8 8 8
No. levels = 4 44 4 4
No. replicates/level Q 2 2 2 2
No. data points 384 >06 64 64

B Could become MLV if inter-laboratory study follows IS0 16140 and at least 2 laboratonies were involved

@ 5fo0d categores required for full matnx applicabality with 2 specific food types per category

= Applicable to methods for specific organistns only

@ Zinoculated plus 1 negative control




Qual objetivo do protocolo de
validacao?

e Recuperar o(s) microrganismo(s) em diferentes tipos de
alimentos.

Simular diferentes condicoes das amostras.
Temperatura, atividade de agua, pH...

Simular diferentes condicoes de concentragoes do
microrganismo frente a outros microrganismos presentes
na mesma amostra.(Inclusividade e exclusividade)

Garantir que o método gere resultados confiaveis
mesmo sendo executado por pessoas diferentes.

Validacoes AOAC e ISO 16140 sao feitas comparando com
um método de referéncia e nao com outro método
alternativo.




Sim, um laboratorio de controle de
qualidade pode seguir os
protocolos da ISO e AOAC e fazer
uma validacao de um novo
método...

...mas o tempo e o custo disso
sao desnecessarios caso 0
meétodo ja tenha passado por
essas validacoes
internacionais.




Portanto os pontos a seguir para
escolha de metodo sao:

e Confirmar que o método tenha aprovacao AOAC ou
seguiu a ISO 16140.

Exigir que o fornecedor mantenha estoque compativel
com O Seu consumo previsto.

Observar que preco do método seja compativel com o
beneficio que ele trara para o laboratorio mesmo que a
medio prazo.

AVALIAR como o procedimento do método afetaria a
rotina do laboratorio.

Avaliar que o percentual de falsos positivos e falsos
negativos do metodo seja igual ou melhor que os
gerados pelo procedimento usado atualmente.




Avaliando um meétodo alternativo...

1. Inoculando as amostras de
rotina com a bacteria de
estudo.

2.Usando suas proprias amostras

sem inocular

3.Colocar o metodo em rotina e
observar os resultados
comparando com os dados
historicos do laboratorio.




1- Preparar uma agenda com os passos da avaliacao:

Testes avaliacao do metodo X para Salmonella

Programa baseado em 70 amostras para Salmanella em duplicata
Segunda Feria 147062010
Preparo das Culturas para inoculagao das amostras no dia seguinte - nome do responsavel
prepararfativar as cepas de Salmonella - inocular as cepas em caldo BHI para ativagdo e enriquec.
Solicitar o enwio das amostras para o lahoratorio para dia seguinte.,
Prepara os medios de cultura a serem usados no dia seguinte.
Fazer check list verificando gue os materiais estao todos no laboratorio
Confirmar recehimento das amostras exemplo:
FHluggests de Frango
Coxas de frango
swahs de supeficie
Meio de Cultura preparados confere;
BPW, 224 mbL- 20 frascas ou bolsas Masco contendo 225ml de Agua peptonada Tamponada
Tubos de 10ml para swabs de supericie contendo BPWY.
11:00 Inocular as cepas de salmonella nas amostras carrespondentes.
Pesar e preparar 10 amostras inoculadas e 10 ndo inoculadas para Samoanella.
Incubar conforme indicado nas metodalogias.
Solicitar amostras adicionais para o dia seguinte...
08:15 Preparar os agares seletivos para Salmanella - naome do responsavel
Freparariubhos de Caldo Rappaportvassiliadis para GDS, 10 mbL- nome responsavel
09:00 Analise no Metodo ¥ das amostras enrigquecidas do dia anterior - nome responsavel
Preparar caldo BPW para 10 amostras Salmonella - nome do responsavel
10:00 Pesar e Enrigquecer as novas amastras para Salmanella - nome do responsavel
11:00 Transferir amostras do dia anterior para caldo BY - nome do responsavel




Passo 1 -Cultivar a cepa Passo 2 m A% Transferir 1ml
pura em Ca|d0 BHI (0]0] - Sequencia]mente
10-1
aD

TSB por 18-24 horas a 0 106 108
35-37°C 10ufc/ml

\
Apoés essa incubagdo ¥ @ U U U U U U

voce tera o caldo com
10° UFC/ml da

bacteria. A partir do Caldo concentrado com 10° fazer

diluicao serial de 8 tubos até diliucao 108

Pas,so_ 3-A conf:entragéo Confirmacao da contagem para confirmar
do ultimo tubo e 10ufc/ml quantas UFC/ml estamos inoculando nos
caldos com amostras.

U 106 Pipetar 100ul da

diluicdo 10-¢ em duas
Amostra  Amostra

~  placas de agar
/ seletivo para
A B Contar as duas placas e fazer a

Salmonella

(XLD).Incubar 24hrs

a 35-37C.
média.Com essa média conseguira

calcular quantas ufc contém os 0.5ml
inoculados nas amostras.




3- Avaliacao estatistica

e Um minimo de 98% das amostras
inoculadas devem gerar resultados
positivos.

e Amostras nao inoculadas que
apresentem positividade devem ser
confirmadas por provas bioquimicas.




Relatorio Final

e ApoOs avaliagao é fundamental redigir o relatorio
contendo o procedimento realizado para as analises bem
como os resultados finais e conclusao.

Sempre que possivel é importante inserir imagens de
momentos da avaliacao afim de indicar pontos criticos
do método que ajudarao em muito na preparacao dos
POP para a nova analise ser colocada em rotina no
laboratorio.
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