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Resumo

Um produto cosmético para estar disponivel no mercado europeu deve passar por um
moroso e dispendioso processo, no qual, a sua qualidade, quer esta seja quimica, fisica ou
microbiolégica é analisada e avaliada. Na qualidade microbioldgica é realizada a
enumeracao de microrganismos cada vez mais através dos métodos descritos em normas
internacionais, ISO, como os métodos de incorporacao e espalhamento. Através da analise
de procedimentos verifica-se que o método de espalhamento requer menor tempo de
preparacao e permite melhor visibilidade de colénias em relacao ao método de
incorporacao.

O objetivo deste estudo foi comparar a metodologia de espalhamento com a metodologia
de incorporacao. Para alcancar isto foram analisadas amostras de produtos cosméticos
pelo procedimento de demonstracao da aptidao do método para as estirpes C. albicans, S.
aureus, E. coli e P. aeruginosa como descrito nas normas ISO 21149 e 16212. Os dados
obtidos foram analisados por testes nao paramétricos (Teste de Mann-Whitney) a partir
dos quais se conclui que nao ha evidéncias de uma diferenca significativa entre as médias
do método de incorporacao e espalhamento. Assim sendo foi possivel comparar as duas
metodologias e demonstrar que o laboratdrio tem competéncias para realizar o método de

espalhamento.

Palavras-chave: Microbiologia Industrial; Cosméticos; Contagem de coldnias de

microrganismos; 1SO 21149; IS0 16212.



Abstract

A cosmetic product to be available in the European market must go through a long and
expensive process, during which, its quality, be it chemical, physical, or microbiological is
analyzed and evaluated. In microbiological quality, the enumeration of microorganisms is
increasingly conducted using methods described in international standards, ISO, such as
pour and spread plate methods. Through the analysis of procedures, it is verified that the
spread plate method requires less preparation time and allows for better visibility of
colonies when compared to the pour plate method.

The aim of this study was to compare the spread plate and pour plate methods. To achieve
this, cosmetic samples were analyzed through the procedure of demonstration of method
suitability for the C. albicans, S. aureus, E. coli and P. aeruginosa strains as described in 1ISO
standards 21149 and 16212. The obtained data was analyzed through nonparametric tests
(Mann-Whitney test) from which it was concluded that there is no evidence that there is a
significant difference between the medians of the pour plate and the spread plate methods.
Therefore, it was possible to compare the two methods and show that the laboratory has

the skills needed to perform the spread plate method.

Keywords: Industrial Microbiology; Cosmetics; Microbial Colony Count; ISO 21148; ISO
16212.
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Capitulo | — Controlo de qualidade microbioldgica no cosmético

1. Contextualizacao do estagio

0 estagio descrito neste relatdrio foi realizado no ambito da Unidade Curricular de Estagio do 22
ano do plano de estudos do Mestrado em Andlises Clinicas e Saude Publica do Ramo de
Microbiologia e Saude Publica, na empresa COSMETEK, de 22 de novembro de 2021 até 29 de
abril de 2022.

1.1. Caracterizacao dainstituicao

A COSMETEK é uma empresa especializada na prestacao de servicos ao nivel do controlo de
qualidade e caracterizacao de produtos cosméticos, bem como, na investigacao e
desenvolvimento (1&D) dos mesmos. Em termos de ensaios laboratoriais, sao realizados testes
de estabilidade (envelhecimento acelerado), testes de compatibilidade do produto, determinagao
do Periodo ap6s Abertura (PAO), Qualidade Microbioldgica, Challenge Test e Sun Test. Aempresa
também é especializada nos sistemas de Gestao da Qualidade e servicos regulamentares,
nomeadamente, na implementacao de sistemas de gestao de qualidade, Boas Praticas de
Fabrico (BPF's), consultoria na certificacdo pelalSO 22716, elaboracao de Fichas Técnicas/ Ficha
de Dados de Seguranca (MSDS), avaliacao da conformidade, elaboracdo do Ficheiro de
Informacao de Produto (FIP), notificacdo no Portal de Notificacdao de Produtos Cosméticos
(CPNP) e acompanhamento de atualizagdes da legislacao aplicével, a nivel nacional e europeu (1).
Esta empresa é certificada pelas normas NP EN ISO 9001 (2) e ISO 22716 Cosmetics - Good
Manufacturing Practices (GMP) - Guidelines on Good Manufacturing Practices (3) e encontra-se
empenhadaem ser acreditada pelas suas competéncias técnicas, pelo que ja segue os protocolos

descritos em normas internacionais.



2. Objetivos

O estdgio realizado na empresa COSMETEK teve por objetivo aprofundar conhecimentos na area
damicrobiologia, particularmente no ramo da cosmética. Este estagio permitiu colocar em prética
o0s conhecimentos adquiridos durante o mestrado, bem como adquirir novos conhecimentos e
competéncias nesta drea.

Foram objetivos de aprendizagem deste estagio integrar os conhecimentos e competéncias
sobre o procedimento de controlo de qualidade microbioldgica do produto cosmeético, assim

como das normas internacionais utilizadas para este processo.

3. Controlode Qualidade de Produtos Cosméticos

De acordo com o Regulamento da Comunidade Europeian.1223/2009 de 2009 podemos definir
um produto cosmético como: “qualquer substancia ou mistura destinada a ser colocada em
contacto com as partes externas do corpo humano (epiderme, sistemas piloso e capilar, unhas,
labios e drgaos genitais externos) ou com dentes ou com mucosas bucais, tendo em vista,
exclusiva ou principalmente, limpa-los, perfuma-los, modificar-lhes o aspeto, protegé-los,
manté-los em bom estado ou corrigir os odores corporais”. (Parlamento Europeu, 27/06/2022,
p.64)(4)

Todos os produtos cosméticos disponibilizados para consumo publico devem ser seqguros para a
saude humana, isto quando sao utilizados em condi¢cées normais ou razoavelmente previsiveis
(4). Para garantir que um produto cosmético é seguro para consumo humano este tem de ser
submetido a multiplos testes. A legislacao vigente na Uniao Europeia afirma que todas as
empresas ou individuos que comercializam cosméticos tém responsabilidades relativamente a
seguranca e qualidade dos seus produtos (5). Para garantir a seqguranca e conformidade dos
cosmeéticos estas devem sequir o regulamento (CE) 1223/2009 (4,6) e a I1SO 22716 (3), outra
diretriz que fornece requisitos organizacionais e praticos na gestao de fatores humanos, técnicos
e administrativos, que possam afetar a qualidade e sequranca do produto (3,7).

A IS0 22716 dita que os produtos, antes de serem colocados no mercado, devem ser controlados
e devem cumprir critérios de conformidade de forma a assegurar a sua qualidade e seguranca
(3,7). Ja no regulamento (CE) 1223/2009 estao descritas as informacdes que os relatdrios de

avaliacao de seguranca do produto cosmético devem incluir:



o Parte A - Informacao sobre a sequranca do produto cosmético
o Composicao qualitativa e quantitativa do produto cosmético;
o Caracteristicas fisico-quimicas e estabilidade do produto cosmético;
o Qualidade microbioldgica;
o Impurezas, vestigios, informacoes sobre o material de embalagem;
o Utilizacao normal e razoavelmente previsivel,
o Exposicao ao produto cosmético;
o Exposicdo as substancias;
o Perfil toxicoldgico das substancias;
o Efeitosindesejdveis e efeitos indesejaveis graves;
o Informacao sobre o produto cosmético.
o Parte B - Avaliacdo da seguranca do produto cosmético
o Conclusao da avaliagao;
o Adverténcias e instrucdes de utilizacao a inscrever no rotulo;
o Fundamentacao;
o Credenciais do avaliador e aprovacgao da parte B. (4)
Uma vez que o estagio realizado se focou essencialmente na estabilidade do produto cosmético
mais particularmente na sua qualidade microbioldgica, de seqguida serao abordados apenas estes

dois temas.

3.1. Estabilidade do produto cosmético

Para avaliar a capacidade de um produto manter as propriedades fisicas, quimicas e
microbioldgicas desejadas, bem como, as propriedades sensoriais e funcionalidade quando
armazenado e utilizado pelo consumidor nas condicdes apropriadas, sao realizados testes a
estabilidade do produto. A norma que fornece diretrizes para esta testagem é a 1SO 18811
Cosmetics — Guidelines on the stability testing of cosmetic products (8).

Devido a grande variedade de produtos cosméticos nem sempre é possivel se estabelecer testes
de estabilidade padronizados. Estes devem ser adaptados através de testes especificos
apropriados para monitorizacao de possiveis alteracées do produto cosmético, ao longo do

tempo (8). Os testes realizados tém de ter em consideracao:



o Os efeitos das condicdes normais de utilizacao, armazenamento e transporte;
o As propriedades organoléticas apds as condicdes de stress;
o Ascondicoes do processo de producao, incluindo as BPF's;
o Aembalagem do produto, bem como as possiveis interacoes entre os ingredientes
da formulacao e da embalagem. (8)
Os testes de estabilidade podem ser divididos em trés grupos.
v’ Testes de estabilidade (avaliacao de parametros quimicos/fisicos) — nos quais sao
avaliados os seguintes parametros:
o Variacao de temperatura;
o Ciclos de temperatura;
o Determinacao de pH;
o Determinacao de viscosidade;
o Determinacao de densidade;
o Determinacao de teor alcodlico;
o Teste de Centrifugacao;
o Exposicaoaluz;
o Medicao do indice de refracao;
o Avaliacao organolética.
v’ Testes de compatibilidade (testes de interacao com a embalagem) — no qual se
avalia:
o Asperdas de peso;
o Avaliacao organolética;
o Estanqueidade da embalagem final;
o Determinacdo de pH.
v’ Testes microbioldgicos (enumeracdo de microrganismos e teste de eficdcia de

conservacao). (9)

4. Especificacoes microbioldgicas

Os produtos cosméticos devido a fatores como pH, temperatura, conteddo de agua e nutrientes
como lipidos, polissacarideos, proteinas, entre outros, sao considerados meios apropriados para

o crescimento e multiplicagao de microrganismos. O desenvolvimento de microrganismos em



cosméticos pode estar associado com contaminacao de matérias primas, condicdes higiénicas
insatisfatdrias do local de producao/pessoal e/ou exposicao do cosmético ao ambiente por
conservacao ineficaz ou utilizacao inadequada (5). Nao é esperado que os produtos cosméticos
estejam estéreis, no entanto é necessario garantir que estes foram fabricados sobre condicoes
higiénicas, BPF's. De acordo com o Regulamento Europeu de cosméticos cada produto cosmético
colocado no mercado deve ter o seu FIP no qual é fornecida informacao relativa a qualidade
microbioldgica de matérias-primas e do produto cosmético final (5). Pelo que para produtos
cosméticos que nao sao considerados de baixo risco microbioldgico (avaliados de acordo com
IS0 29621 - Cosmetics — Microbiology — Guidelines for the risk assessment and identification of
microbiologically low-risk products (10)) é necessario determinar a carga microbioldgica (5). Os
cosméticos nao devem conter quantidades excessivas de microrganismos nem microrganismos
especificos, que tém o potencial de afetar a qualidade do produto ou a seguranca do consumidor.
Por estarazao, foram estabelecidos limites microbioldgicos (Tabela 1) para produtos cosméticos
finais (11). A presenca de microrganismos nao especificos nao é considerada questionavel desde
que estes nao tenham a capacidade de crescer no produto. Isto pode ser baseado na avaliacao de
risco que inclui os testes de eficacia dos conservantes (exemplo 1SO 11930 Cosmetics —
Microbiology — Evaluation of the antimicrobial protection of a cosmetic product (12)) ou pela
demonstracao de que o produto ndo suporta o crescimento microbiano (IS0 29621 (10)) (11).

A quantificacao de microrganismos viaveis, quer estes sejam bactérias mesdfilas ou fungos
(bolores ou leveduras) é um passo indispensdvel para assegurar a seguranca microbioldgica do
produto. Existem diversas metodologias microbioldgicas, classicas ou nao, através das quais se
pode proceder a esta quantificacao. Por questoes de demonstracao de competéncias técnicas e
processos de acreditacao, cada vez mais laboratdrios sequem normas internacionais, nas quais
sao utilizadas metodologias classicas. Para quantificar microrganismos nao especificos num
produto cosmético pode-se sequir as normas 1SO 21149 Cosmetics — Microbiology -
Enumeration and detection of aerobic mesophilic bacteria (13) e a ISO 16212 Cosmetics —
Microbiology — Enumeration of yeast and mould (14). Nestas o produto cosmético é submetido a
dois passos principais: o de enumeracao de microrganismos, e o de demonstracao da aptidao do
método. Ambos podem ser realizadas através de 3 metodologias distintas, métodos de
espalhamento, incorporacdo e filtracdo de membrana (13,14). Na instituicdo em que o estdgio foi
realizado a metodologia utilizada é por incorporacao, contudo hd uminteresse em implementar a

metodologia por espalhamento.



Tabela 1 - Limites microbioldgicos para cosméticos. Tabela retirada da ISO 17516 (11). Legenda: UFC — Unidades
Formadoras de Coldnias.

Produtos especificamente
destinados para criancas com
Tipos de microrganismos Outros produtos
menos de 3 anos, area dos olhos
ou membranas mucosas
Microrganismos meséfilos
aerdbios totais (bactérias mais <1x102UFC por g oumL <1x103UFC por g oumL
leveduras e bolores)

Escherichia coli Ausente em1gou1mL Ausente em 1g ou TmL
Pseudomonas aeruginosa Ausente em1g ou1mL Ausente em1g ouTmL
Staphyloccocus aureus Ausente em1gou1mL Ausente em 1g ou TmL
Candida albicans Ausente em1gou1mL Ausente em 1g ou TmL

41. Microrganismos especificos

A auséncia de microrganismos especificos, tais como, Pseudomonas aeruginosa,
Staphyloccocus aureus e Candida albicans em cosméticos € importante pois estes sao
patdgenos da pele podendo causar infecdes cutaneas e oculares. Ja outros microrganismos sao
de interesse para avaliar as condicdes de higiene durante o processo de fabrico, como é o caso

da Escherichia coli um indicador de contaminacao fecal (15).

4.1.1. Escherichia coli

A E. coli é um bacilo Gram negativo, lactose positiva e oxidase negativa que pertence a familia
dos Enterobacteriaceae (16,17). Este microrganismo é um importante membro da microbiota
intestinal de animais e humanos (16) e é uma bactéria profundamente estudada em contexto
laboratorial (18). A E. coli € utilizada para sistemas de manipulacdo de genes, sobretudo para
produzir enzimas e outros produtos industriais. Ademais, esta é frequentemente usada como um
indicador de contaminacao fecal, conquanto ainda ha duvidas sobre a utilizacao desta para este
propdsito (18). Em cosmética a sua presenca esta associada a pobres condicdes de higiene
durante producao e/ou embalamento (19). Em laboratdrio, a E. coli pode ser incubada a uma
temperaturade 37°C o que ird permitir um crescimento adequado, podendo sobreviver em meio

sélido a temperaturas de 4°C até 3 meses (20).



Apesar de ser um comensal da microbiota humana, algumas estirpes de E. coli podem constituir
um perigo para a satde publica causando uma variedade de doencas provocando cerca de 2
milhdes de mortes por ano. As estirpes intestinais patogénicas sao classificadas por fatores de
viruléncia e mecanismos de patogenicidade que causam doenca gastrointestinal (18). Além disso,
o desenvolvimento de resisténcias a antibiéticos de algumas Enterobacteriaceae levou a
inclusao desta familia na lista da Organizacao Mundial da Saide (OMS) de bactérias para as quais

é imperativo o desenvolvimento urgente de antibidticos (21).

4.1.2. Pseudomonas aeruginosa

A P. aeruginosa é um bacilo Gram negativo, oxidase positiva (22) com uma temperatura ideal de
crescimento de 37°C, sendo a sua viruléncia afetada pela temperatura (23).

A P. aeruginosa tipicamente, infeta as vias respiratdrias e trato urinario, causa bacteremiae é a
causa mais comum de infecdes de feridas, devido a queimaduras, dermatites e otites externas
(24,25). Esta bactéria pode causar sépsis e é o mais frequente colonizador de equipamentos
médicos provocando infecdes hospitalares, como pneumonia associada a ventilador (24). A
capacidade deste microrganismo formar biofilmes assim como a sua resisténcia a
antimicrobianos, como carbapenemos e cefalosporinas de terceira geracao, torna o seu
tratamento dificil (22,25) o que levou ao reconhecimento pela OMS como um agente patogénico

de prioridade 1: Critico para pesquisa e desenvolvimento de antibiéticos (21).

4.1.3. Staphylococcus aureus

0 S. aureus é um anaerdbio facultativo (26), catalase e coagulase positivo (27), pertencente ao
género Staphylococcus, que apds coloracao Gram observa-se no microscépio como pequenos
clusters de cocos Gram positivo (26). Em condicdes laboratoriais, este microrganismo consegue-
se desenvolver em temperaturas entre os 15°C e 45°C em meio nutritivo (28). Esta bactéria faz
parte da flora da pele e de mucosas, todavia é capaz de causar infecdes superficiais e doencas
invasivas (26). 0 S. aureus é um dos agentes causadores de pneumonia e outras infecdes do trato
respiratdrio, infecdes cardiovasculares e bacteriemia associada aos cuidados de saude. Este
microrganismo pode também causar infecoes de pele moderadamente severas que sao

acompanhadas por morbidade e dor (29). Infecbes por S. aureus podem ser particularmente



problematicas devido a capacidade desta bactéria formar biofilmes (30) e a frequente ocorréncia
de resisténcias (29). Dentro destas estirpes resistentes, a mais importante clinicamente é o S.
aureus resistente a meticilina (MRSA do inglés Methicillin-resistant S. aureus) sendo as suas
infecdes acompanhadas por mortalidade e morbidade aumentadas bem como longos periodos
de internamento hospitalar (29). Tal como a P. aeruginosa e as Enterobacteriaceae (incluindo E.
coli), 0 S. aureus também foi classificado como um agente patogénico prioritdrio para pesquisa e

desenvolvimento de antibidticos (21).

4.1.4.Candida albicans

A C. albicans é uma levedura com forma ovoide (blastoconideo), podendo formar pseudo-hifas e
hifas (31,32). As mucosas do corpo humano, como a cavidade oral, intestinos, e trato vaginal sao
frequentemente colonizados por esta (33). A Candida spp. é um dos fungos causadores de
infecdes de mucosas e infecdes sistémicas mais comum, e é também responsavel por cerca de
70% das infecdes por fungos no mundo (32). Fatores predisponentes como tratamentos com
antibidticos ou quimioterapia, ou imunossupressao, podem induzir uma alteracao da flora
permitindo a proliferacao dos fungos comensais levando ao surgimento de infe¢ées locais ou
sistémicas, visto que esta é um fungo oportunista (33). Apesar de tratamento, a taxa de
mortalidade é perto dos 40%, especialmente em doentes hospitalizados (32). A C. albicans afeta
principalmente as cavidades geniturindria, orofaringea, gastrointestinal e perianal. A candidiase
sistémica pode afetar a corrente sanguinea ou pode envolver o sistema nervoso central, figado,

baco, coracdo e/ou os rins (34,35).

4.2. Meios de cultura

Os meios a sequir indicados sao referenciados nas normas IS0 (13,14) utilizadas no laboratdrio
de microbiologia da COSMETEK, sendo estes pertinentes para a analise microbioldgica de
produtos cosméticos:

- Tryptic Soy Agar (TSA), é um meio nutritivo ndo seletivo, que permite o crescimento de
uma grande gama de microrganismos. Sendo direcionado pelas normas para a utilizagao no
crescimento de bactérias mesdfilas, para enumeracoes e detecoes. Este meio é o indicado parao

crescimento das estripes E. coli, S. aureus e P. aeruginosa.



- Sabouraud Dextrose Chloramphenicol Agar (SDCA), é um meio seletivo para fungos.
Sendo indicado pelas normas para a enumeracao de bolores e leveduras. Este meio € o indicado
para o crescimento das estirpes C. albicans e Aspergillus brasiliensis.

- Eugon, é usado como diluente neutralizante e como meio de enriquecimento para
microrganismos em produtos cosméticos com e sem conservantes.

- Tryptone Salt Broth (TSC), é usado como diluente. (12-14)

4.3. Enumeracao de microrganismos

Nas normas internacionais para cosméticos para enumeracao e detecao de bactérias aerdbias
mesdfilas, 1ISO 21149, e enumeracao de bolores e leveduras, 1SO 16212, sao fornecidas diretrizes
gerais para a enumeracao de microrganismos através da contagem de coldnias em meio agar
(13,14) e para adetecao de crescimento bacteriano apds enriquecimento (13). Nestas normas sao
descritos dois processos necessarios para a enumeracao de microrganismos.

Na analise inicial é recolhida uma amostra do produto cosmeético e esta é colocada em contacto
com um agente neutralizante durante o periodo necessario para a inibicao das propriedades
antimicrobianas do produto, sequidamente a amostra é semeada em meio agar e incubada em
condicoes aerdbias. Este passo permite a quantificacao de microrganismos viaveis no produto
aquando da recolha da amostra, ou seja, a “amostra tal e qual”. Todavia, a andlise nao termina
neste passo sendo necessario proceder ao passo de demonstracao da aptidao do método. Os
resultados obtidos com o primeiro passo podem nao ser considerados fidveis pois o0s
conservantes ou outras substancias com propriedades antimicrobianas podem afetar
negativamente o ensaio, assim sendo, é necessario demonstrar que microrganismos podem
crescer nas condicoes da andlise. Dai a importancia de demonstrar a aptidao do agente
neutralizante. Para este passo sao utilizadas estirpes geralmente sensiveis a agentes
antimicrobianos, duas estirpes representativas de bactérias: Gram positivo (S. aureus) e Gram
negativo (P. aeruginosaou E. coli) (13), e uma estirpe de referéncia de uma levedura (C. albicans)
(14). Este processo consiste na preparacao de uma suspensao do produto cosmético analisado
em meio neutralizante. A esta suspensao é adicionada uma quantidade fixa de um inéculo
calibrado sequido da sua incorporagao/espalhamento/filtracdo. Em suma, é possivel obter um

intervalo de coldnias especifico e dessa forma demonstrar que o neutralizante é eficaz (13,14). 0



intervalo pretendido é entre 30 a300 coldnias parabactérias (13) e 15 a 150 colénias para bolores
e leveduras (14).

Na ISO 21149 é também descrito o processo para a pesquisa de bactérias aerdbias
mesdfilas. Neste passo a amostra é colocada em contacto com um meio liquido nutritivo com
agentes neutralizantes e incubada para permitir o crescimento de microrganismos. Apds esta
incubacao aamostra é semeada em meio agar nutritivo e apds incubacao é observada a auséncia
ou presenca de bactérias aerdbias mesdfilas. Se necessario estas bactérias podem ser

identificadas utilizando outras normas (ex. 1SO 21150) (13).

4.4. Teste de eficacia de conservacao

0 teste de eficacia de conservacao (ou Challenge Test) pode ser realizado de acordo com a I1SO
1930 Cosmetics — Microbiology — Evaluation of the antimicrobial protection of a cosmetic
product (12). Este ensaio permite avaliar a protecdo antimicrobiana de um produto cosmético,
protecao esta, que pode resultar de conservacao quimica, caracteristicas inerentes da
formulacao, design da embalagem ou do processo de fabrico. O ensaio consiste em colocar a
formulacao em contacto com um indculo calibrado de cada microrganismo de teste avaliando as
diferencas de contagens de microrganismos em intervalos de tempo definidos durante um
periodo de 28 dias. Os microrganismos de teste para este ensaio sao a P. aeruginosa, S. aureus,
E. coli, C. albicans e A. brasiliensis (12). No tempo O do ensaio € medida uma quantidade definida
da formulacao em teste para um recipiente estéril. Nesse mesmo recipiente é colocada uma
quantidade definida de indculo calibrado dos microrganismos teste e a formulacao contaminada
éincubada. No TO é realizado o passo ja referido de demonstracao da aptidao do método nao so
para validar os resultados, certificando que na duracao do ensaio as propriedades
antimicrobianas nao vao interferir nos momentos de contagens, mas também para calcular a
quantidade inicial de indculo colocado na formulacao. No decorrer do ensaio a formulacao
contaminada é semeada aos tempos T7, T14 e T28, sendo que, para obter umresultado favoravel
espera-se um decréscimo abrupto das contagens de microrganismos. Isto €, que o sistema de
conservacao do produto cosmético atue rapidamente e eficazmente para eliminar contaminacao

protegendo a qualidade do produto e seguranca do consumidor (12).
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Capitulo Il - Avaliacao da Metodologia de Espalhamento

1. Introducao

Os produtos cosméticos que sao disponibilizados no mercado europeu devem ser sequros para
a satide humana (4) pelo que é necessario certificar a qualidade microbioldgica de matérias-
primas e do produto cosmético final (5). Isto é, a carga microbioldgica dos produtos/matérias-
primas deve estar dentro de limites estipulados e microrganismos especificos nao devem estar
presentes (11). Em consequéncia destes limites microbioldgicos (11) é necessario enumerar os
microrganismos vidveis nos cosméticos (5).

As normas internacionais especificas para a enumeracao de microrganismos em produtos
cosméticos sao as IS0 21149, para bactérias mesdfilas (13), e 1S0 16212, parabolores e leveduras
(14). Nestas normas sao mencionados trés métodos para a enumeracao de microrganismos:
método de incorporacao; método de espalhamento; e método de filtracdo de membrana (13,14).
Dois dos métodos de placa utilizados rotineiramente em laboratdrio que permitem enumerar
coldnias viaveis e manter a esterilidade do procedimento sao os métodos de incorporacao e
espalhamento (36). Na empresa onde foi realizado o estdgio é utilizada a metodologia de
incorporacao, no entanto, pretende-se implementar a metodologia de espalhamento. Utilizando
o procedimento de demonstracao da aptidao do método, descrito nas normas internacionais
(1314), é possivel obter resultados dentro de intervalos especificos o que permite uma
comparacao quantitativa das duas metodologias. Isto ira permitir alcancar o objetivo deste
estudo que é a avaliacao do método de espalhamento em relacao ao método de incorporacao

para a demonstracao da aptidao do método.

1.1. Metodologias convencionais

Métodos de cultura convencionais ainda sao considerados o padrao devido a sua confiabilidade,
eficiéncia, sensibilidade e gama de aplicacdes. Em razao disso, permanecem um passo
indispensavel para detecao e enumeracao de microrganismos. Na generalidade, as normas ISO
para enumeracdo de indicadores de seguranca e higiene (Enterobacteriaceae, bolores e
leveduras) e detecao de patégenos sao baseadas em métodos de cultura convencionais e o0s

6rgaos reguladores definem limites para cada categoria (37). Os métodos de espalhamento e
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incorporacao sao baseados no principio de que quando uma suspensao com microrganismos €
espalhada ou incorporada em meio sélido cada um dos microrganismos vidveis se vai multiplicar
e formar uma coldnia isolada (38,39). As metodologias tradicionais sao morosas requerendo
grandes quantidades de material e preparacao prévia de meio (40), apesar de serem
relativamente simples e pouco dispendiosas (37). No entanto, as técnicas asséticas devem ser

seguidas rigorosamente para evitar contaminacao (37).

1.1.1. Método de incorporacgao

O método de incorporacao é uma técnica laboratorial utilizada para isolar e contar
microrganismos vidveis numa amostra liquida ou suspensao (38). Este método consiste na
transferéncia de uma quantidade fixa de uma amostra/suspensao
para o centro de uma placa de Petri, utilizando material e técnicas asséticas. O meio agar utilizado
paraeste método é mantido num estado liquido aumatemperatura estavel de forma aque o meio
nao esteja demasiado quente para destruir os microrganismos nem a uma temperatura
demasiado baixa para comecar a solidificar (40). O meio é vertido para a placa com a
amostra/suspensao e esta é agitada para dispersar a amostra (41). Apds o meio solidificar as
placas sao invertidas e incubadas. Utilizando este método é possivel que as coldnias crescam
tanto na superficie do meio como no interior do mesmo, embora, as coldnias que crescem
envolvidas pelo agar apresentam, geralmente, um tamanho menor (41). Quando entram em
contacto com o meio agar quente os microrganismos sensiveis ao calor podem perder a
viabilidade o que vai causar contagens reduzidas quando comparado com outros métodos. Além
do mais, a taxa de crescimento de aerdbios obrigatdrios envolvidos por agar também é menor.
Apesar destas desvantagens o método de incorporacao é mais preciso e nao requer a preparacao

prévia de placas, o que nao significa que a preparacao para esta metodologia nao seja longa (41).

1.1.2. Método de espalhamento

0 método de espalhamento, tal como o de incorporacao, € uma técnica laboratorial utilizada para
isolar e contar microrganismos vidveis numa amostra liquida ou suspensao (39). Este método
consiste na transferéncia de uma quantidade de amostra/suspensao para uma placa de Petri

com meio adequado, seguido do seu espalhamento com auxilio de um espalhador. Tanto o
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material como as técnicas utilizadas devem cumprir as condicdes de assépsia. E um dos métodos
mais utilizados em laboratdrio devido a sua simplicidade e baixo custo, ainda que, seja necessario
material extra, como espalhadores, para a executar. Esta metodologia é adequada para
microrganismos aerdbios obrigatdrios e facultativos (39). Através desta metodologia € possivel
visualizar as caracteristicas morfoldgicas das coldnias, transferir coldnias facilmente e o meio
nao necessita de ser transparente ou transltcido para facilitar a contagem. Ademais, os
microrganismos nao tém de entrar em contacto com meio agar quente, ainda assim, o volume
que pode ser inoculado nas placas estd dependente da capacidade de absorcao do meio de

cultura (42).

1.1.3. Comparacao entre os métodos de espalhamento e incorporagao

0 método de espalhamento requer menos tempo de preparacao, mas é mais suscetivel a erro
humano ja o método de incorporacao permite utilizar maiores volumes de amostra, no entanto, a
visibilidade das coldnias no interior do agar é menor (40). Ambos os métodos tém as suas
vantagens e desvantagens, todavia, € a visibilidade das coldnias e o tempo de preparacao do
método que levaram a ponderacao da substituicdo do método de incorporacao pelo de
espalhamento no laboratdrio da empresa COSMETEK.

Na metodologia de incorporacao as colénias podem estar integradas no meio agar ou a superficie
do mesmo (40), estas coldnias incorporadas podem dificultar a contagem devido ao seu tamanho
reduzido (41) particularmente em casos em que o meio agar tem uma opacidade elevada (40). A
opacidade dos meios de cultura pode até ser alterada devido as diversas matrizes ou
pigmentacoes presentes nos produtos cosméticos. A metodologia de espalhamento permite
obter coldnias apenas na superficie (40) o que facilita a observacao de coldnias (42)
independentemente da opacidade do meio e da matriz ou pigmentacao do cosmético.

Quanto ao tempo de preparacao para as metodologias as diferencas significativas surgem na
preparacao dos meios de cultura agar. Estes podem ser preparados em laboratdrio, sendo o mais
comum a utilizacdo de meios desidratados (43), ou podem ser adquiridos prontos a usar, sendo
que estes podem vir em placas de Petri ou frascos (44). 0 meio agar preparado em laboratdrio
pode ser utilizado no mesmo dia de preparacao, mas nem sempre é possivel devido a restricoes
de tempo. A preparacao do meio agar passa pela dissolucdao dos componentes (ou meio

desidratado) em dgua com aquecimento e a posterior esterilizacao em autoclave (45,46), um
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processo moroso. Contudo, 0 meio agar a temperatura de armazenamento, 2°C a 8°C (45,46),
estd no estado sélido (47) o que para a metodologia de espalhamento nao representa um
problema se este ja estiver dispensado em placas Petri ou tenha sido adquirido desta forma.
Porém, a metodologia de incorporacao requer meio agar no estado liquido sendo necessdrio
proceder a fusao do meio na autoclave, banho-maria ou micro-ondas (48) aumentando o tempo
de preparacao para esta metodologia em relacao a metodologia de espalhamento.
Adicionalmente, nao é recomendavel reutilizar o meio apds fusao o que aumenta desperdicios
para esta metodologia. A reducao do tempo de preparacao do meio de cultura, a diminuicao de
possiveis desperdicios de meio e a possibilidade de facilitar a visualizagao de coldnias tornaram

a metodologia de espalhamento apelativa para a empresa.

1.2. Avaliacao do método de espalhamento

A maioria dos métodos microbioldgicos estao descritos em compéndios como farmacopeias ou
outros documentos regulatdrios e nao necessitam de validacdes (49), estes métodos ja foram
sujeitos a validacdes extensas e foram considerados aptos para o seu propdsito (50). E, no
entanto, necessario que uma instituicao demonstre através de testes adequados e
documentacao que o laboratdrio executa o método de forma confidvel (49). A introducao de um
novo método num laboratdrio em que é pretendida a substituicao de um método pelo outro
requer um nivel de comparacao (50,51). Os métodos microbiolGgicos sao inerentemente
diferentes de métodos analiticos e apresentam grandes variacoes, a razao para estas é que a
microbiologia é uma ciéncia logaritmica. Métodos microbioldgicos permitem a distincao entre
100 e 1000 coldnias, mas nao diferencas menores. Em funcao disto, métodos baseados em
culturas nao oferecem contagens exatas, mas sim estimativas (51). A variabilidade pode resultar
em dificuldades a comparar métodos, em geral, apenas uma comparacao de 50% é possivel entre
dois métodos (51). Na avaliacao de um novo método nao é necessdria uma correspondéncia
elevada, sendo mais pertinente que o método alternativo permita ao utilizador fazer uma decisao
equivalente e consistente em relacdao a amostra ou qualidade do produto (51). Ou seja, a
verificacao dentro de condicdes de uso deve ser demonstrada satisfazendo especificacdes
estabelecidas para o método. Em todo o caso, a demonstracao de exatidao e precisao e outros
parametros devem ser demonstrados para 0 método em causa (50).

0 desempenho do método pode ser demonstrado por:
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e Amostras brancas, ou meio nao inoculado para avaliar contaminacao;
e Amostras de controlo do laboratério (exemplo controlos de culturas positivas) para
avaliar exatidao:
e Duplicados para avaliar precisao;
e Padroes de verificacao da calibracao analisados periodicamente no lote analitico
para andlises quantitativas;
e Participacao em programas de controlo de qualidade externos (50).
Os principais parametros a serem considerados no processo de verificacao dependem da
natureza do método e da variedade de tipos de amostras que podem ser encontradas. Um
numero estatisticamente significativo de amostras deve ser utilizado no processo de avaliacao e

estes devem abranger toda a gama de resultados para o uso pretendido (50).

1.3. Objetivo

O objetivo deste estudo foi comparar a metodologia de espalhamento com a metodologia de
incorporacao no procedimento de demonstracao da aptidao do método de forma a iniciar a

analise da substituicao de uma metodologia pela outra para os ensaios realizados na COSMETEK.
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2. Maétodos

Como jdfoireferido no Capitulo | a enumeracgao de microrganismos consiste em dois passos, o de
enumeracao dos microrganismos presentes na amostra e o de demonstracao da aptidao do
método (13,14). Para a substituicdo do método de incorporacao pelo de espalhamento é
necessario demonstrar que o laboratdrio consegue executar de forma fiavel os dois processos
da enumeracao de microrganismos pela metodologia de espalhamento. No entanto, este estudo
apenas se focou na avaliacao de resultados da aptidao do agente neutralizante, ou seja, a
demonstracao de aptidao do método. Este processo consiste na contaminacao de uma amostra
suspendida em agente neutralizante com estirpes representativas sensiveis a agentes
antimicrobianos a fim de demonstrar que os microrganismos podem crescer dentro das
condicdes do ensaio (13,14).

Para este projeto foi estabelecido que o ensaio de demonstracao da aptidao do método iria ser

realizado por dois operadores para ambas as metodologias, incorporacao e espalhamento.

2.1. Selecao de amostras

Para este estudo foram utilizados produtos cosméticos para os quais é apropriado realizar o
procedimento descrito nas 1SO 21149 e 16212 (13,14). Foram utilizados 12 produtos cosméticos,
maioritariamente pos soltos e compactos, com quantidade suficiente de produto para permitir a
analise por espalhamento e incorporacao em paralelo e por dois operadores diferentes. Estes
produtos foram analisados em dias diferentes e para cada dia foi realizado um controlo. No total
foram realizados 7 controlos para as estirpes C. albicans e S. aureus e 3 e 4 controlos paras as
estirpes E. coli e P. aeruginosa, respetivamente.
Para a selecao das amostras/controlos para avaliacao foram definidos os seguintes parametros:
e Osvalores das contagens deveriam estar compreendidos entre 15 a150 coldnias para os
bolores e leveduras (14) e 30 a 300 coldnias para bactérias (13), estando fora destes
valores as contagens foram excluidas;
e Apenas foramincluidas amostras de dias em que os controlos foram validados;
e Para uma amostra/controlo a diferenca entre duplicados deveria ser inferior a 50%

(13,14), quando isto nado se verificava a amostra/controlo foi excluida;
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e Adiferenca entre as médias dos duplicados da amostra e do controlo deveria ser inferior

a50% (13,14), nos casos em que isto ndo era verdade a amostra foi excluida.

2.2. Procedimento

O procedimento laboratorial realizado foi o descrito nas normas internacionais ISO para
cosmeéticos (13,14,52) e que é realizado no laboratdrio por rotina. Inicialmente, realizou-se a
preparacao do material sequndo a norma I1SO 21148 (52) e para os meios de cultura foi utilizado
meio desidratado tendo-se seguido as indicacdes do fornecedor. Da ISO 21148 foi ainda adotado
0 processo de preparacao e calibracao de indculos para as estirpes C. albicans, E. coli, S. aureus e
P. aeruginosa (52). Ap6s a obtencao do indculo colocou-se em pratica o procedimento de
demonstracao da aptidao do método descrito nas normas 1SO 21149 e 16212, nestas normas é
descrito o procedimento para os métodos de incorporacdao e espalhamento (13,14). A
demonstracao da aptidao do método foi realizada em paralelo por dois operadores e para ambas
as metodologias de incorporacao e espalhamento. Dos possiveis diluentes, neutralizantes e
meios de cultura referidos nas normas (13,14) foram selecionados os meios ja referidos no
Capitulo I, TSA (para bactérias), SDCA (para C. albicans) e Eugon e TSC como neutralizante e
diluente, respetivamente. Adicionalmente, na norma das bactérias mesdfilas € necessaria a
utilizacao de apenas um representante de bactéria Gram negativo, sendo indicada a utilizacao de
E. coli ou P. aeruginosa (52), no entanto, foram utilizadas as duas bactérias alternadamente.
Ap6s a incubacao das placas de incorporacgao e espalhamento foram realizadas contagens nos

contadores de coldnias e os dados foram registados num ficheiro Excel.

2.3. Tratamento de dados

Para as andlises e representacdes gréficas foi utilizado o Software Graphpad prism® (versao
10.0.2) e o Excel (versao 2308). Os resultados obtidos foram organizados por categorias
comecando com a divisao por estirpes, sequido da separacao de resultados de amostras e de
controlos. Por fim, foram ordenados por operador e metodologia. Posteriormente foi calculado o
numero de UFC por mL através da Equacao 1 e todos os valores de N foram transformados em
logaritmos de base 10 e utilizados para a analise estatistica e construcao de graficos. De formaa

comparar as metodologias de incorporacao e espalhamento era necessario juntar os dados de
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ambos operadores para cada metodologia, contudo, diferencas significativas entre operadores
nao iriam permitir obter conclusées. A pretexto disto e do facto da reprodutibilidade ser outro
fator importante na avaliacao dos métodos foi necessario realizar uma andlise estatistica dos

operadores e apenas de seguida foram analisadas as diferencas entre metodologias.

__média dos duplicados

X UFC/mL

~ (Volume xdiluigio)

Equacao 1 - Cdlculo do N da amostra/controlo em UFC/mL.

2.3.1. Andlise operadores

Em cada estirpe foi realizada a andlise estatistica descritiva para cada operador e metodologia.
Simultaneamente foram construidos graficos Box plot, pelo método de Tukey que permite
identificar os outliers, com excecao dos controlos das estirpes E. coli e P. aeruginosa que nao
apresentavam um numero de amostras suficiente. Os outliers foram observados, no entanto, nao
alteraram os resultados por isso foram considerados nos cadlculos seguintes. Foi definido que a
analise seria pelo teste nao paramétrico de Mann-Whitney e foram formuladas as hipdteses:
Hipdtese nula (Ho) — Nao ha diferenca significativa entre as médias dos operadores para a
metodologia de incorporacao/espalhamento; Hipdtese alternativa (H) - Ha diferenca
significativa entre as médias dos operadores para a metodologia de
incorporacao/espalhamento. Ou seja, realizou-se uma comparacao entre o Operador 1 e
Operador 2 para ambas as metodologias de incorporacao e espalhamento. Para esta analise a

diferenca significativa foi considerada como p<0,05.

2.3.2.Andlise metodologia de incorporacao e espalhamento

Apés verificar que nao havia diferencas entre operadores os valores de logaritmo dos dois
operadores foram agregados e procedeu-se anova andlise. Novamente foirealizada a estatistica
descritiva sequida da construcao de Box plot pelo método de Tukey, tendo sido possivel a
construcao dos graficos dos controlos das estirpes E. coli e P. aeruginosa. O resultado de uma
das populacées demonstrou-se diferente quando analisado com e sem outliers, logo, serao

apresentados neste documento ambos os resultados. Seguiu-se o teste de Mann-Whitney com
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as sequintes hipdteses: Hipdtese nula (Ho) — Nao ha diferenca significativa entre as médias do
método de incorporacao e de espalhamento; Hipdtese alternativa (H,) — Ha diferenca significativa
entre as médias do método de incorporacao e de espalhamento. Para esta analise a diferenca

significativa foi considerada como p<0,05.
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3. Resultados
3.1. Andlise Operadores

Neste estudo os métodos de espalhamento e de incorporacao foram comparados para verificar
se seria possivel a substituicao de um método pelo outro. Os ensaios realizados para esta
avaliacao foram executados por dois operadores distintos, pelo que, antes da comparacao das
metodologias houve uma necessidade de comparar estatisticamente os operadores. A
comparacao entre operadores foi iniciada com uma analise estatistica descritiva representada
na Tabela 2 (Amostras) e Tabela 3 (Controlos). Nestas tabelas destaca-se o nimero de

amostras/controlos (n), a média e o desvio-padrao.

Tabela 2 — Resultados da Analise de Estatistica Descritiva para as amostras de produtos cosméticos.

Operador 1 Operador 2
Amostra — —
Incorporacao | Espalhamento | Incorporacao | Espalhamento
n 12 12 12 M
Média 6,681 6,681 6,680 6,712
C. albicans Desvio-padrao 0,08826 0,116 01175 0,08655
Minimo 6,519 6,462 6,491 6,544
Maximo 6,799 6,863 6,848 6,839
n 12 12 M 12
Média 8159 8,062 8,185 8,166
S. aureus Desvio-padrao 01818 0,2708 0,1691 0,2225
Minimo 7,748 7,550 7,940 7,580
Mdximo 8,394 8,433 8,460 8,377
n 6 5 6 6
Média 7,995 8,076 8,036 8,052
E. coli Desvio-padrao 01794 0,2135 0,2063 0,2740
Minimo 7,699 7,724 7,756 7544
Maximo 8,161 8,254 8,212 8,275
n 6 6 6 5
Média 8,056 7983 8,002 8,005
P. aeruginosa | Desvio-padrao 0,2042 0,1902 0,2420 0,2245
Minimo 7,813 7,667 7633 7,833
Maximo 8,339 8143 8,290 8,281

No total foram analisadas 12 amostras e realizados 7 controlos com excecao das estirpes E. coli
e P. aeruginosa que foram realizadas alternadamente tendo 6 amostras cada e 3 e 4 controlos,
respetivamente. As amostras e controlos foram sujeitos aos parametros ja descritos e na tabela

o n indica o nimero de amostras/controlos que nao foram excluidos. As médias, embora

20



aparentem ser semelhantes, nao permitem retirar conclusdes pelo que é necessdria a avaliacao
estatistica destas. Ja o desvio-padrao fornece informacao quanto a dispersao de valores, sendo
que, quanto maior o desvio-padrao maior a dispersao e vice-versa (53). Na Tabela 2 verifica-se
que o Operador 1 apresenta o maior desvio-padrao na metodologia por espalhamento para a
estirpe S. aureus e que o menor desvio foi obtido pelo Operador 2 na metodologia por
espalhamento para a estirpe C. albicans. Em termos de controlos (Tabela 3) a maior e menor
dispersao dos dados pertence ao Operador 2 na metodologia por espalhamento para as estirpes
S.aureus e C. albicans, respetivamente. A dispersao dos valores tambhém pode ser observadanos

graficos Box plot na Figura1e Figura 2.
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Figura 1 - Gréfico Box plot das estirpes C. albicans, S. aureus, E. coli e P. aeruginosa para os Operadores 1e 2 por
as metodologias de incorporacao e espalhamento com indicacao dos outliers.

Os graficos Box plot apresentados foram construidos utilizando o método de Tukey, o que
permite a observacao de outliers (54). Na Figura 1 e Figura 2 é possivel observar uma grande
diferenca entre a C. albicans e as bactérias, contudo, esta diferenca é prevista uma vez que os
intervalos de contagens utilizados sao diferentes — 15 a 150 coldnias para bolores e leveduras

(14) e 30 a 300 coldnias para bactérias (13). Observando a Figura 1 verifica-se que em geral as
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medianas sao razoavelmente semelhantes por estirpe, com excecdo da estirpe P. aeruginosa na
qual até a assimetria dos resultados é diferente entre Operadores/Metodologias. Na Figura 2
apenas foi possivel a construcao dos grdficos para as estirpes C. albicans e S. aureus, visto que,
as restantes estirpes apresentam um n<5 (Tabela 3) (55). Na mesma figura observa-se uma
diferenca entre as medianas da estirpe S. aureus. Em ambas os graficos é possivel visualizar
outliers, todavia estes nao alteram os resultados das andlises sequintes pelo que nao foram

removidos (56).

Tabela 3 - Resultados da Analise de Estatistica Descritiva dos controlos do estudo.

Operador 1 Operador 2
Controlo — —
Incorporacao | Espalhamento | Incorporacao | Espalhamento

n 7 7 7 7

Média 6,714 6,71 6,687 6,691
C. albicans Desvio-padrao 0,08987 0,09809 0,07075 0,07018

Minimo 6,556 6,550 6,580 6,574
Maximo 6,863 6,826 6,785 6,760

n 7 7 6 7
Média 8,214 8110 8,284 8,100
S. aureus Desvio-padrao 01439 0,1826 0,08722 0,2373
Minimo 8,004 7,732 8127 7,585
Mdximo 8,369 8,280 8,389 8,283

n 3 3 3 3
Média 8,022 814 8,063 8,046
E. coli Desvio-padrao 01875 0,2125 01710 0,2241
Minimo 7,813 7,881 7,875 7,803
Maximo 8,176 8,297 8,210 8,244

n 4 4 4 4
Média 8,044 8,000 8,040 8,033
P. aeruginosa | Desvio-padrao 0,147 0,1091 0,1850 0,2149
Minimo 7954 7,881 7,869 7,740
Maximo 8,262 8107 8,217 8,256
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Figura 2 - Gréfico Box plot dos controlos da estirpe C. albicans e S. aureus para os Operadores1e 2 por as
metodologias de incorporacao e espalhamento com indicacao dos outliers.

A observacao dos dados obtidos na Tabela 2 e Tabela 3 e na Figura 1 e Figura 2 nao permitem
obter conclusées sobre diferencas significativas, logo foi necessaria a analise estatistica das
médias. Em microbiologia, frequentemente, os dados nao sequem distribuicdes normais, no
entanto, estes podem ser transformados em logaritmos para normalizar a distribuicao (57).
Ademais, a distribuicao em muitos casos aparenta ser assimétrica e o tamanho amostral é
pequeno (n<30) para assumir uma distribuicao normal (58). Tudo isto levou a decisao de realizar
o teste nao paramétrico de Mann-Whitney estando os valores de p obtidos indicados na Tabela
4. Todos os valores representados sao superiores a 0,05 e como foi definido que para se concluir
que haveria uma diferenca significativa p<0,05 deduz-se que nao ha diferencas significativas

entre as médias do Operador 1e 2 quer seja por incorporacao ou espalhamento.
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Tabela 4 — Resultados do teste estatistico nao paramétrico de Mann-Whitney da comparacao entre o Operador 1
e Operador 2 para as metodologias de incorporacao e espalhamento.

. Operador 1vs. Operador 2
Mann-Whitney =
Incorporacao | Espalhamento
C. albicans 0,9210 0,4397
S. aureus 0,6180 01782
Amostra =
E. coli 0,3939 >0,9999
P. aeruginosa 0,8182 0,9307
: Valor P
C. albicans 0,6830 0,5134
S. aureus 0,6282 0,9015
Controlo :
E. coli 0,7000 0,7000
P. aeruginosa 0,6857 0,8857

3.2. Andlise metodologia de incorporacao e espalhamento

Apds a conclusao de que nao ha diferencas significativas entre as médias do Operador 1 e

Operador 2 para o método de incorporacao/espalhamento os dados dos dois Operadores foram

agregados de forma a poder comparar as metodologias.

Tabela 5 - Resultados da Andlise de Estatistica Descritiva para as amostras de produtos cosméticos apds juncao
dos valores do Operador1e 2.

Amostra Incorporacao | Espalhamento
n 24 23
Média 6,680 6,696
C. albicans Desvio-padrao 0,1016 0,09945
Minimo 6,491 6,462
Mdximo 6,848 6,863
n 23 24
Média 8171 814
S. aureus Desvio-padrao 01723 0,2481
Minimo 7,748 7,550
Maximo 8,460 8,433
n 12 M
Média 8,016 8,063
E. coli Desvio-padrao 0,1856 0,2365
Minimo 7,399 7544
Maximo 8,212 8,275
n 12 M
Média 8,029 7,993
P. aeruginosa | Desvio-padrao 0,2154 0,1959
Minimo 7633 7667
Mdximo 8,339 8,281
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Novamente iniciou-se a avaliagao dos resultados com uma analise estatistica descritiva que esta

apresentada na Tabela 5 e Tabela 6. O valor de n provém da juncao dos valores dos dois

operadores e a observacao direta da média nao permite retirar conclusées. Ja no desvio-padrao

verifica-se que a maior dispersao de resultados nas amostras (Tabela 5) e controlo (Tabela 6)

ocorre na estirpe S. aureus por espalhamento e a menor na estirpe C. albicans nos métodos de

espalhamento e incorporacao, respetivamente.
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Figura 3 - Grafico Box plot das estirpes C. albicans, S. aureus, E. coli e P. aeruginosa para as metodologias de
incorporacao e espalhamento com indicacao dos outliers.

O Incorporagao
[ Espalhamento

Foram construidos novos graficos Box plot e estes apresentam-se na Figura 3 e Figura 4. Em

ambos os graficos estao indicados outliers, todavia apenas na Figura 4 os outliers da estirpe S.
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aureus alteram os resultados, por conseguinte, foram analisados e representados os resultados

com e sem outliers para esta estirpe.

Tabela 6 - Resultados da Andlise de Estatistica Descritiva dos controlos do estudo apds juncgao dos valores do

Operadorle 2.
Controlo Incorporacao | Espalhamento
n 14 14
Média 6,700 6,701
C. albicans Desvio-padrao 0,07900 0,08259
Minimo 6,556 6,550
Mdximo 6,863 6,826
n 13 14
Média 8,246 8,105
S. aureus Desvio-padrao 01218 0,2035
Minimo 8,004 7,585
Maximo 8,389 8,283
n 6 6
Média 8,042 8,080
E. coli Desvio-padrao 0,1621 0,1988
Minimo 7,813 7,803
Maximo 8,210 8,297
n 8 8
Média 8,042 8,016
P. aeruginosa | Desvio-padrao 01547 0,1587
Minimo 7,869 7,740
Mdximo 8,262 8,256

Na Figura 3 as medianas aparentam ser semelhantes entre os métodos, por estirpe. OranaFigura
4 as medianas nas estirpes S. aureus e P. aeruginosa parecem estar mais afastadas tendo esta

ultima estirpe uma distribuicao diferente entre os métodos.
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Figura 4 - Grafico Box plot do controlo das estirpes C. albicans, S. aureus, E. coli e P. aeruginosa para as

metodologias de incorporacao e espalhamento com indicacao dos outliers.

A comparacao dos métodos realizou-se através do teste Mann-Whitney e os valores de p estao

apresentados na Tabela 7 e Tabela 8.

Tabela 7 - Resultados do teste estatistico ndo paramétrico de Mann-Whitney da comparacdo entre as
metodologias de incorporacao e espalhamento.

Mann-Whitney

Incorporacao vs. Espalhamento

Amostra

C. albicans

S. aureus

E. coli

P. aeruginosa

Controlo

C. albicans

E. coli

P. aeruginosa

Valor P

0,6846

0,5441

0,3164

0,7859

0,7429

0,6991

0,8785
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Tabela 8 - Resultados do teste estatistico ndo paramétrico de Mann-Whitney da comparacdo entre as
metodologias de incorporacao e espalhamento da estirpe S. aureus com e sem outliers.

Mann-Whitney

Incorporacao vs. Espalhamento

Controlo S. aureus

Com Outliers

Sem Outliers

Valor P

0,0193

0,0597

Para a estirpe S. aureus (Tabela 8) foi necessario realizar o teste com e sem a presenca de

outliers, visto que estes alteram as conclusdes. Na Tabela 7 todos os valores de p sao superiores

a 0,05, logo conclui-se que nao ha diferencas significantes entre as médias do método de

incorporacao e de espalhamento. Na Tabela 8 a remocao dos outliers permite retirar a mesma

conclusao.
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4. Discussao

Geralmente, antes da utilizacao de um método em laboratdério é necessdrio realizar dois
processos, um para provar que o método é apto para o propdsito e outro para demonstrar que o
laboratdrio executa o método de forma confidvel (59). Todavia, os métodos descritos em
documentos como as IS0 ja foram sujeitos a validagdes extensas e foram considerados aptos
para 0 seu propdsito (49,50). Conquanto, continua a ser necessario que uma instituicao
demonstre através de testes adequados e documentacao que o laboratdrio executa o método de
forma confidvel (49). Este processo de verificacao foi iniciado no presente estudo com a
avaliacao do método de espalhamento na demonstracao da aptidao do método nas normas de
enumeracao de microrganismos da 1SO (13,14). A microbiologia é uma ciéncia extremamente
variavel o que pode resultar em dificuldades em comparar dois métodos (51). Por esta razao nas
normas ISO sao aceites diferencas nas contagens até 50% tanto entre duplicados como entre as
amostras e controlo (13,14). Como ja foi referido na avaliacao de um novo método é pertinente
que o método alternativo permita ao utilizador tomar uma decisao equivalente e consistente em
relagao a amostra ou qualidade do produto (51). Devido aos critérios de exclusao o ndmero de
amostras em que foi possivel retirar a conclusao pretendida esta representado na Tabela 2 no
ndmero de valores analisados. Ou seja, em n amostras (Tabela 2) as contagens encontravam-se
entre as 15 e 150 coldnias para bolores e leveduras (14) ou 30 e 300 coldnias para bactérias (13)
e as diferencas entre duplicados e entre amostra e controlo era inferior a 50% podendo-se
demonstrar que o método (neutralizante) é apto (13,14). Independentemente desta conclusao foi
necessario realizar um teste de hipdteses para apurar se havia diferencas significativas entre as
médias dos Operadores para ambas as metodologias de forma a verificar se seria possivel
associar os dados dos operadores. Como ja foi referido considerou-se que havia uma diferenca
significativa entre dois grupos quando p<0,05. Foi possivel concluir que nao ha diferencas
significativas entre as médias dos Operadores para as metodologias de incorporacao e
espalhamento tanto nas amostras como nos controlos (Tabela 4). Esta comparagao permite
analisar outro conceito, a reprodutibilidade. A reprodutibilidade é importante para a avaliacao de
metodologias, visto que é uma forma de avaliar diferencas entre operadores (60). Uma vez que,
nao ha diferencas significativas entre operadores pode-se deduzir que tal como o método de
incorporacao o método de espalhamento é reprodutivel no laboratdrio. Contudo, estes resultados

nao eliminam a necessidade de treinar e demonstrar as competéncias dos operadores (49,61).
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Visto nao se ter observado diferencas entre operadores os dados do Operador 1 e 2 foram
agregados de forma a comparar as metodologias. Os dados agregados foram novamente
analisados pelo teste de Mann-Whitney (Tabela 7 e 8). Nao foram observadas diferencas
significativas entre as médias de ambas as metodologias para as estirpes C. albicans, E. coli e P.
aeruginosa. Através destes resultados (Tabela 7) demonstra-se que o método de incorporacao e
de espalhamento sao intercaldveis para estas estirpes no laboratdrio. No entanto, para o controlo
da estirpe S. aureus o resultado é alterado quando este é analisado com e sem os outliers
identificados na Figura 4. Quando se realiza o teste nao paramétrico com os outliers verifica-se
que ha diferencas significativas entre os dois métodos, no entanto sem outliers verifica-se que
nao ha diferencas estatisticamente significativas, embora o valor p seja muito préximo do limite.
No teste estatistico de Mann-Whitney é realizada uma comparacao da média de dois grupos (62)
as quais sao influenciadas por valores extremos, outliers (56). Os dois outliers observados na
Figura 4 foram causados por uma amostra na qual ambos os Operadores obtiveram valores de
contagens por espalhamento relativamente inferiores quando comparados com os valores
obtidos por incorporacao (valores nao apresentados). Para o Operador 2 nesta amostra hd uma
diferenca superior a 50% entre as metodologias e para o Operador 1, embora a diferenca nao
chegue aos 50% encontra-se extremamente préxima. Como ja foi referido a microbiologia é uma
ciénciavaridvel o que dificultaa comparacao de métodos (51), contudo, estas diferencas elevadas
podem ter sido devido a erros nas diluicoes ou de pipetagem. Esta é uma das limita¢oes de testes
estatisticos em que apenas se compara as médias de dois grupos, uma vez que, existem casos
pontuais que alteram os resultados (63).

Sumarizando, através das andlises estatisticas das médias (Tabela 7 e Tabela 8) e do nimero de
amostras nao rejeitadas (Tabela 2) é possivel concluir que o método de espalhamento e de
incorporacao sao permutdveis. Desta forma demonstra-se que o laboratdrio possui
competéncias para realizar a técnica de espalhamento no processo de demonstracao da aptidao
do método das ISO de enumeracao de microrganismos.

Similarmente uma comparacao entre os métodos de incorporacao e espalhamento foi realizada
por Hoben et al. (64). Nesse artigo foram comparadas trés metodologias para a enumeracao de
indculo de Rhizobium spp. e os resultados obtidos foram similares ao do presente estudo. Ou
seja, comprovou-se que as metodologias sao permutdveis (64). Porém no estudo por Taylor et
al. (65) verificou-se que o método de espalhamento permite obter contagens superiores em

relacdo ao método de incorporacao (65). Todavia, neste artigo as instancias em que isto ocorreu
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foram na enumeracao de microrganismos vidveis em amostras recolhidas (65) ao oposto do que
acontece neste estudo em que sao quantificadas amostras contaminadas por um indculo
calibrado. Isto demonstra uma das limitacdes deste estudo que foi apenas os ensaios utilizando
o procedimento de demonstracao da aptidao do método. Seria de interesse realizar um estudo
similar para o passo de enumeracao de microrganismos vidveis descrito nas 1SO (13,14) para
verificar se iria observar-se a mesma tendéncia. Outra limitacao foi o nimero de amostras
analisadas. Seria importante para a verificacao dos resultados obtidos neste estudo realizar um
novo ensaio com um nimero superior de amostras. Ademais, a realizagao da andlise de padroes
de calibracao iria permitir avaliar a repetibilidade do método de espalhamento e obter mais

evidéncias das competéncias do laboratdrio.
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5. Conclusao

Um produto cosmético para entrar no mercado europeu deve passar por um moroso e
dispendioso processo, no qual, todo o produto desde os seus ingredientes base até a sua
embalagem final sao analisados e avaliados. Durante este processo varios testes sao realizados
ao produto cosmético em termos da sua qualidade, quer esta seja quimica, fisica ou
microbioldgica. Para este Ultimo os ensaios realizados aos cosméticos passam da enumeracgao e
detecao de microrganismos até a avaliacao das propriedades antimicrobianas .

A enumeracao de microrganismos pode ser realizada seguindo normas internacionais,
como as IS0 21149 e 16212. Uma instituicao deve demonstrar através de testes adequados e
documentacao que o laboratdério microbioldgico executa os métodos de forma confidvel, um
processo que foi iniciado com este projeto para a metodologia de espalhamento. Através da
andlise de dados obtidos pelo procedimento de demonstracao da aptidao do método foi possivel
concluir que para as estirpes C. albicans, S. aureus, E. coli e P. aeruginosa nao havia evidéncias
de diferencas significativas entre operadores e entre dois dos métodos (incorporacao e
espalhamento) pelos quais se pode realizar esta andlise.

O objetivo deste estudo foi concluido, uma vez que foi possivel comparar as metodologias
de espalhamento e incorporacgao no procedimento de demonstracao da aptidao do método. No
entanto, a substituicao do método de incorporacao pelo método de espalhamento ainda nao sera
possivel sendo necessarios mais estudos. Os objetivos de aprendizagem definidos no Capitulo |
também foram atingidos através da familiaridade tedrica e pratica com o controlo de qualidade
do produto cosmético, assim como das normas internacionais 1SO.

Para perspetivas futuras seria de interesse utilizar um maior nimero de amostras, de
forma a validar os resultados obtidos. Seria também importante realizar a analise de padroes de
calibracao para avaliar a repetibilidade do método de espalhamento e para obter mais evidéncias
das competéncias do laboratdrio. Para proceder a substituicao do método de incorporacao
seriam necessarios estudos abrangentes de toda a gama de resultados para o uso pretendido, ou
seja, incluir o processo de quantificacao de microrganismos na amostra (“amostra tal e qual’).
Para isso a utilizacao de amostras brancas, amostras de controlo e participacdo de testes

interlaboratoriais seria benéfico para a verificacao do novo método.
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