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Qual objetivo do protocolo de 
validação?

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

• Simular diferentes condições das amostras. 
Temperatura, atividade de água, pH…

• Simular diferentes condições de concentrações do 
microrganismo frente a outros microrganismos presentes
na mesma amostra.(Inclusividade e exclusividade)

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

Validações AOAC e ISO 16140 são feitas comparando com 
um método de referência e não com outro método

alternativo. 



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

...mas o tempo e o custo disso 
são desnecessários caso o 
método já tenha passado por 
essas validações 
internacionais.



Portanto os pontos a seguir para 
escolha de método são:

• Confirmar que o método tenha aprovação AOAC ou 
seguiu a ISO 16140.

• Exigir que o fornecedor mantenha estoque compatível 
com o seu consumo previsto.

• Observar que preço do método seja compatível com o 
benefício que ele trará para o laboratório mesmo que a 
médio prazo.

• AVALIAR como o procedimento do método afetaria a 
rotina do laboratório.

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



Avaliando um método alternativo...
1. Inoculando as amostras de 
rotina com a bactéria de 
estudo.

2.Usando suas próprias amostras 
sem inocular

3.Colocar o método em rotina e 
observar os resultados 
comparando com os dados 
históricos do laboratório.



Inoculando amostras de rotina.
1- Preparar uma agenda com os passos da avaliação:



Passo 1 -Cultivar a cepa
pura em Caldo BHI  ou
TSB por 18-24 horas a 

35-37ºC

Contar as duas placas e fazer a 
média.Com essa média conseguirá
calcular quantas ufc contém os 0.5ml 
inoculados nas amostras.

10-1 10-8

0.5ml

2-Preparo diluição serial para inoculação de 1 a 5ufc/ml de Salmonella

Após essa incubação 
voce terá o caldo com 
109 UFC/ml da 
bacteria. A partir do Caldo concentrado com 109 fazer

diluição serial de 8 tubos até diliução 10-8

Passo 2 Transferir 1ml 
sequencialmente

10ufc/ml

Passo 3 - A concentração 
do último tubo é 10ufc/ml

10-8

Amostra
A

Amostra
B

Amostra
C

Incubar esses caldos + amostras 
e seguir procedimento do método 

a ser testado.

Confirmação da contagem para confirmar 
quantas UFC/ml estamos inoculando nos

caldos com amostras.

10-6

10-6

Pipetar 100µl da 
diluição 10-6 em duas 
placas de agar
seletivo para 
Salmonella
(XLD).Incubar 24hrs 
a 35 -37C.



3- Avaliação estatística

• Um mínimo de 98% das amostras 
inoculadas devem gerar resultados 
positivos.

• Amostras não inoculadas que 
apresentem positividade devem ser 
confirmadas por provas bioquímicas. 



Relatório Final

• Após avaliação é fundamental redigir o relatório 
contendo o procedimento realizado para as análises bem 
como os resultados finais e conclusão.

• Sempre que possível é importante inserir imagens de 
momentos da avaliação afim de indicar pontos críticos 
do método que ajudarão em muito na preparação dos 
POP para a nova análise ser colocada em rotina no 
laboratório. 
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