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RESUMO

O objetivo desse estudo foi desenvolver itens de ensaio (IE) liofilizados contendo Salmonella
spp., em matriz chocolate, para utilizacdo em ensaio de proficiéncia (EP). Foi realizada a
analise microbioldgica de uma amostra de chocolate granulado para verificar se estava livre
do micro-organismo alvo. Para monitoramento da qualidade dos IE, realizou-se estudos de
homogeneidade e estabilidade em longo e curto prazo, bem como verificou-se a presenca
de vacuo nas amostras garantindo a eficiéncia do processo de liofilizacdo. A analise
microbioldgica do chocolate indicou auséncia de contaminacdo por Salmonella spp.,
estando apto para ser utilizado como matriz. A técnica de liofilizacdo, com uso de trealose
como crioprotetor, se mostrou eficaz para dessecacao dos IE produzidos. O lote produzido
se apresentou suficientemente homogéneo, pois 0 micro-organismo estava presente em
todos os frascos analisados. O lote se apresentou estavel a temperatura de -20°C (em
cinco semanas) e -70°C (em 26 semanas); na estabilidade de transporte, foi considerado
estavel a 4°C (em quatro dias). O lote de IE produzido nesse estudo apresentou qualidade
que o torna apto para uso em EP, o que visou contribuir para o aumento da confiabilidade
dos resultados das analises dos laboratérios e propiciar subsidios para a identificacao e
solucao de problemas.

PALAVRAS-CHAVE: Item de Ensaio; Ensaio de Proficiéncia; Chocolate; Salmonella spp;
Vigilancia Sanitaria

ABSTRACT

The aim of this study was to develop lyophilized test items (Tl) containing Salmonella
spp., in chocolate matrix to be used in proficiency testing programs (PTP). Microbial
analysis was conducted on samples of granulated chocolate to verify that the sample
was free of the target microorganisms. Homogeneity and stability studies in long and
short term were carried out to monitor Tl quality; the presence of vacuum in the samples
was also verified, to ensure the efficiency of the lyophilization process. The results of
the microbial testing indicated no contamination by Salmonella spp.; thus, the sample
was appropriate to be used as matrix. The lyophilization technique, using trehalose as
cryoprotectant, has proven to be effective for desiccation of Tl produced. The Salmonella
batch proved to be sufficiently homogeneous, because the microorganism was present in
all analyzed flasks. The batch was held stable at -20°C (five weeks) and -70°C (26 weeks).
As for the transportation stability, the batch was considered stable at 4°C (in four days).
The TI produced batch in this study showed a quality level that makes it suitable to be
used in PTP, to contribute to the increasing reliability of the test results from laboratories
and to provide subsidies for identification of problems and troubleshooting.

KEYWORDS: Test Item; Proficiency Testing Programs; Chocolate; Salmonella spp;
Sanitary Surveillance
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INTRODUCAO

0O chocolate é a forma predominante de consumo do cacau,
representando cerca de 90% do mercado de cacau'. O chocolate
é um alimento consumido por 75% da populacdo do Brasil, que
€ no mundo o 4° pais em consumo e o 3° maior produtor desse
alimento. Em 2013 as indUstrias de chocolate produziram 800 mil
toneladas para o setor?. O consumo per capita de chocolates no
Brasil esta na média de 2,8 kg por pessoa ao ano?.

A RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, estabelece os padroes
microbiolégicos para alimentos’ e, para a avaliacao da qualidade
microbioldgica de chocolate, a legislacdo cita a auséncia de Sal-
monella spp em 25 gramas.

Salmonella é uma bactéria amplamente distribuida na natureza
sendo o trato intestinal do homem e dos animais o principal
reservatorio. Este micro-organismo é eliminado nas fezes e pode
ser transmitido pela via fecal-oral. As infeccoes por Salmonella
no homem sao caracterizadas por infeccoes intestinais que
podem progredir para infeccdes sistémicas. Muitos alimentos
tém sido identificados como veiculo para a transmissdao desse
agente patogénico para o ser humano como: ovos, carne de sui-
nos e de aves, leite, chocolate, frutas e legumes®.

As toxinfeccbes alimentares constituem um sério problema de
salde puUblica. De acordo com o Centers for Disease Control
and Prevention (CDC), por ano, um em cada seis americanos
(ou 48 milhdes de pessoas) apresentam doencas transmitidas por
alimentos (DTA)>¢. No Brasil, no periodo de 2000 a 2014 ocorre-
ram 9.719 surtos de DTA e a Salmonella spp. foi o agente mais
prevalente com 1.564 surtos’.

Os laboratorios sdo imprescindiveis para o controle sanitario dos
produtos para a saude. Por meio de analises fiscais e controle da
qualidade, eles intervém na producéo cientifica e tecnoldgica,
na avaliacdo de conformidade de produtos e na andlise e geren-
ciamento de risco®. A qualidade em laboratérios é obtida pela
execucao de atividades técnicas e administrativas com organi-
zacao e planejamento desde a amostragem até a liberacao dos
resultados, visando que estes sejam precisos, exatos, rastreaveis
e, consequentemente, confidveis®. Para gerenciar a qualidade,
a principal norma adotada é a ABNT ISO/IEC 17.025. Um dos
itens necessarios para a acreditacdo de ensaios por essa norma
€ a participacao periddica em ensaios de proficiéncia (EP) e/ou
comparacoes interlaboratoriais. Os EP sao estudos interlaborato-
riais utilizados como ferramenta de avaliacao externa da quali-
dade e demonstracao da confiabilidade dos resultados analiticos
para os clientes, 6rgaos de acreditacédo e regulamentadores. Ser-
vem também para identificar falhas e possibilitar a tomada de
acoes corretivas ou preventivas''2,

Na area de microbiologia de alimentos, o nimero de provedo-
res de EP é reduzido e os custos cobrados para a participacao
nestes ensaios, em geral, sao muito elevados. Desse modo,
o desenvolvimento de itens de ensaio nacionais para EP na area
de microbiologia de alimentos facilita a participacao de labora-
torios brasileiros nesses ensaios’.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

Segundo a ABNT ISO/IEC 17.043", um item de ensaio (IE) de pro-
ficiéncia é uma amostra, produto, artefato, material de referén-
cia, equipamento, padrao, conjunto de dados ou outra informa-
cao utilizada pelo ensaio de proficiéncia.

Para assegurar no processo analitico um alto nivel de confiabi-
lidade dos dados gerados, o IE deve exibir uma composicao da
matriz similar a amostra e uma concentracao apropriada do ana-
lito de interesse’. Além disso, os IE devem ser suficientemente
homogéneos e estaveis™.

No caso de IE microbioldgicos, um dos mais efetivos métodos
de preservacao para a maioria dos micro-organismos é a liofili-
zagao, que consiste na remocao do vapor de agua diretamente
de amostras congeladas e secagem sob vacuo, até producéo de
material estavel™.

0 uso de crioprotetores nessa técnica possibilita um aumento
na sobrevivéncia das bactérias durante um longo periodo na
matriz'®. Existem varias substancias que podem ser utilizadas
como crioprotetores, como carboidratos, proteinas e polime-
ros'’. Os carboidratos, principalmente os dissacarideos como
sacarose e trealose, sao os mais utilizados'®. Essas moléculas de
aclcar podem substituir moléculas de agua que hidratam prote-
inas e membranas, prevenindo a desnaturacao das proteinas'.
A trealose tem sido indicada como componente essencial para
a manutencdo da viabilidade de células de leveduras, fungos,
bactérias, insetos e plantas sob condicdes de estresse’. Algu-
mas bactérias como Escherichia coli e Salmonella sao capazes de
produzir trealose endbgena para proteger a célula em resposta
a condicOes adversas de crescimento como estresse osmotico e
reducdo de nutrientes, como a fase estacionaria e meios com
reduzida concentracdo de nutrientes®.

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver IE contendo Sal-
monella spp. em matriz chocolate, utilizando o método de liofi-
lizacao, para ser utilizado em EP em microbiologia de alimentos.

METODO

Analise Microbiolégica do Chocolate Granulado

Foi realizada analise microbioldgica de pesquisa de Salmonella
spp., segundo a metodologia recomendada por Andrews et al.?'.

Preparo da Suspensao Bacteriana e Producéao dos Itens de Ensaio

Foi preparado um lote contendo Salmonella com aproximada-
mente 210 frascos, com 1 g de chocolate granulado.

Para o preparo da suspensao de Salmonella, foi utilizada uma cepa
de Salmonella Enteritidis PT4 depositada na colecao de pesquisa do
Laboratorio de Micro-organismos de Referéncia do INCQS/FIOCRUZ,
identificada como P3440, isolada de alimento. Um volume de 100 pL
de uma suspensao criopreservada foi transferido para 10 mL do
meio de cultura infusdo cérebro coracao (Brain Heart Infusion - BHI)
(Merck, Alemanha). Apos um periodo de incubacdo de 24 horas a
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35°C £ 2°C, 500 pL do crescimento obtido foram semeados em 10 mL
do meio de cultura Luria Bertani (LB) (BD, Franca) com 10% de NaCl
e incubado a 35°C + 2°C por 28 horas. Apos a incubacao, a cultura foi
centrifugada e o pellet foi ressuspendido em salina peptonada 0,1%
(SSP 0,1%) com 100 mM de trealose, a leitura da concentracao de
células foi realizada em fotocolorimetro (Libra S2, Biochrom, Ingla-
terra) em comprimento de onda de 520 nm, para atingir aproxima-
damente 2,0 x 10° UFC/mL. Foram realizadas diluicbes em SSP 0,1%
até uma concentracdo aproximada de 2,0 x 10¢ UFC/mL. Ao atin-
gir essa concentracao foi realizada uma diluicao 1:100 adicionando
trés mililitros da suspensao bacteriana em 297 mL de SSP 0,1% com
100 mM de trealose, resultando em uma concentracao aproximada
de 2,0 x10* UFC/mL. A suspensao final foi homogeneizada em uma
placa agitadora sem aquecimento (Corning, EUA), com o uso de um
magneto, por 20 minutos. Com o auxilio de uma bomba peristaltica
(Watson-Marlow, Inglaterra), foram distribuidos 0,5 mL da suspensao
bacteriana nos 210 frascos de vidro contendo 1 g de chocolate gra-
nulado. Em seguida os frascos foram armazenados em ultrafreezer
a aproximadamente -70 °C (Thermo, EUA) por 24 horas. Apds esse
periodo, foram retirados do freezer e submetidos a um ciclo de lio-
filizacao de 24 horas (Liotop, BRASIL).

Verificacdo do Vacuo

Apos a retirada dos frascos do liofilizador (Liotop, Brasil), foi
realizada a verificacdo de vacuo de todos os frascos do lote, uti-
lizando o aparelho emissor de centelha elétrica (Bobina de Tesla
Coil, Brasil), para avaliar a eficiéncia do processo de liofilizacao.
Os frascos com vacuo foram lacrados, identificados e estocados
a temperatura < -70°C.

Estudo da Homogeneidade

Para a avaliacao da homogeneidade foram selecionados aleato-
riamente 21 frascos do lote produzido. A analise de cada frasco
foi realizada em duplicata. Apos a retirada dos frascos do freezer,
estes foram mantidos em temperatura ambiente por 10 minutos.
Os lidfilos foram reconstituidos com 1 mL de SSP 0,1% e mantidos
em repouso por 15 minutos. Foi realizada uma diluicao 1:10 e em
seguida foi transferido um volume de 1 mL para a superficie de
duas placas estéreis. Em cada uma das placas foi acrescentado um
volume de 10 mL de agar vermelho neutro cristal violeta bile gli-
cose (VRBG) (Difco, EUA). Apos a solidificacdo, uma nova camada
de agar VRBG foi adicionada, com a finalidade de se obter um
ambiente de anaerobiose, propicio para o crescimento da Salmo-
nella. As placas foram incubadas a 35°C + 2°C por 24 horas. Apos a
incubacao foi realizada a contagem das col6nias nas placas seme-
adas. Uma vez que se trata de um ensaio qualitativo, o critério
utilizado para a avaliacao da homogeneidade foi a presenca ou a
auséncia de Salmonella spp. no IE avaliado. Os itens foram con-
siderados homogéneos quando todos os resultados apresentaram
presenca de Salmonella spp., ou seja, as placas que apresentaram
crescimento de colonias foram consideradas positivas.

Estudo da Estabilidade

Foram realizados estudos de estabilidade em curta e em
longa duracao. O estudo em curta duracao foi realizado nas
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temperaturas 4°C + 4°C e 35°C = 2°C, com objetivo de simular o
transporte aos laboratorios participantes de um EP.

0 estudo em curta duracao foi realizado durante o periodo de
quatro dias e foi avaliado seguindo os critérios da ABNT ISO
GUIA 35%. Foram selecionados aleatoriamente 18 frascos do
lote produzido estocado a < -70°C (temperatura de referéncia).
A cada dia, quatro frascos foram retirados do freezer e acon-
dicionados em duas embalagens proprias para transporte de
material bioldgico (Concepta, Brasil), dois frascos por embala-
gem. Durante os quatro dias do estudo, as caixas foram mantidas
em temperaturas diferentes, uma das caixas a 4°C + 4°C e a
outra a 35°C + 2°C. No quarto dia (dia zero), todos os 18 frascos
foram analisados ao mesmo tempo, sob as mesmas condicoes
de andlise (a contagem do dia zero foi utilizada para as duas
temperaturas do estudo, pois os frascos nao foram incubados).
Ja o estudo em longa duracao foi realizado nas temperaturas de
referéncia (< -70°C) e de armazenamento (-20°C + 4°C) e ava-
liados segundo os critérios da ABNT ISO GUIA 35%. A cada dia
de analise, dois frascos do lote produzido, estocados a < -70°C,
foram selecionados aleatoriamente e analisados de acordo com
a metodologia descrita no teste da homogeneidade, num periodo
total de 26 semanas (nos tempos: zero, 2, 4, 6, 8, 10 14, 18, 22
e 26 semanas) totalizando 18 frascos. A analise na temperatura
de -20°C + 4°C foi realizada para simular a estocagem do IE nos
laboratorios. Para isso, num periodo de cinco semanas, foram
selecionados aleatoriamente, a cada sete dias, dois frascos esto-
cados a -20°C + 4°C, e analisados de acordo com a metodologia
descrita no teste da homogeneidade, totalizando 12 frascos.

A avaliacao estatistica foi realizada segundo a ABNT ISO GUIA
3572 a partir da analise da regressao linear do valor de concen-
tracao do analito. Os resultados de contagem em UFC/g de cada
frasco foram convertidos em log,,.

RESULTADOS E DISCUSSAO

0 chocolate é um tipo de alimento consumido por pessoas de todas
as idades, pois, além das apreciadas propriedades sensoriais, ele
apresenta beneficios potenciais a saide humana?. Surtos de sal-
monelose foram relacionados ao consumo de chocolate, fazendo
com que o controle microbiologico desse produto seja de grande
importancia®. A analise microbiologica de chocolate granulado,
para pesquisa de Salmonella spp., indicou que a amostra nao con-
tinha o micro-organismo alvo do estudo, sendo considerada satis-
fatoria para utilizacdo como matriz para a producao de IE.

Brant et al.2* explicaram que a auséncia de Salmonella spp.
em amostras de chocolate pode estar relacionada a menor
capacidade de competicdo dessa bactéria em relacdo a outros
micro-organismos de maior ocorréncia, como os coliformes.
Devido a importancia do controle microbioldgico, os laboratorios
que realizam estas analises devem garantir resultados precisos
e confiaveis, pois um resultado falso-positivo pode originar um
desnecessario desperdicio de um género alimenticio e impactos
financeiros, ja um resultado falso-negativo pode originar sérios
problemas de salde publica?.
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Nesse estudo foi utilizado o método de liofilizacdo para preser-
vacao da bactéria. Esse método se destaca para a maioria dos
micro-organismos por garantir a identidade original da célula
por longos periodos?. A inspecdo de vacuo realizada no presente
trabalho exibiu vacuo em 100% dos frascos do lote produzido.
Outros trabalhos que utilizaram o método de liofilizacdo tam-
bém mostraram seus resultados da inspecdo de vacuo, como
Costa et al.”, Brandao et al." e Brandao et al.’® em 96,5% dos
frascos produzidos em matriz queijo, em 98,2% em matriz queijo
e em 94,2% em matriz carne bovina, respectivamente.

O lote de Salmonella spp. foi considerado suficientemente
homogéneo, pois o micro-organismo estava presente em todos
os frascos analisados (Tabela 1).

QOutros estudos desenvolveram IE para Microbiologia de Alimentos
pelo método de liofilizacdo e também produziram lotes homogé-
neos, como Costa et al., que desenvolveram lotes para pesquisa
de Salmonella spp. em matriz queijo'. Brandao et al.' produ-
ziram lotes homogéneos para Salmonella spp. em matriz carne
bovina crua e lotes ndo homogéneos em matriz carne cozida e
enlatada por liofilizacdo. Em matriz leite, Rosas et al.? obtive-
ram lotes homogéneos para Salmonella spp. por liofilizacdo e
Schulten et al.?, lote homogéneo para Salmonella Typhimurium
em capsulas de leite em poé por spray-dryer.

Tabela 1. Resultado das contagens em Log, ; do teste da homogeneidade
do lote produzido.

ltem de Ensaio  L©8:" X (unidades formadoras de col6nias/grama)

(Frasco) Contagem 1 Contagem 2
2 3,17 3,03
14 3,26 3,12
21 3,21 3,12
31 3,07 2,96
43 3,03 2,96
50 3,08 2,9
60 3,13 2,72
72 3,14 2,94
79 3,11 2,98
89 2,91 2,91
101 3 2,83
108 3,2 3,14
118 3,03 3,02
130 2,86 72
137 2,82 2,78
147 2,87 2,84
159 2,73 2,72
166 2,87 2,81
176 2,98 2,88
188 2,76 2,75
195 2,79 2,72

Resultado: suficientemente homogéneo

Silva MLC et al. Itens de ensaio para Salmonella spp. em chocolate

Avaliacao da Estabilidade

Os resultados referentes ao estudo da estabilidade em curto prazo
nas temperaturas de 4°C + 4°C e 35°C + 2°C estao apresentados na
Tabela 2 e na Figura 1. O estudo de estabilidade em longo prazo
nas temperaturas de referéncia (< -70°C) e de armazenamento
(-20°C £ 4°C) estao representados na Tabela 3 e nas Figuras 2 e 3.

Tabela 2. Resultado da média das contagens em Log,; do estudo de
estabilidade em curto prazo durante quatro dias nas temperaturas de
4°Ce 35°C.

Log,* x (unidades formadoras de colénias/grama)

Dias

4°C + 4°C 35°C + 2°C
0 2,88 2,88
1 3,19 0,7
2 3,14 0
3 2,92 0
4 2,72 0
Coeficiente angular -0,0589 Nao realizado
Limite inferior (95%) -0,25654252 Nao realizado
Limite superior (95%) 0,13854252 Nao realizado

*log,, - logaritmo de base 10.

Estabilidade de transporte a 4 e 35°C

3,5
A
3,0 l\‘+\

c A
o 2,54
|8
)
2 2,0 1 Tamanho de fio: 0,5mm
g 1,5 - A 4°C
& @ 35°C
£ 100
o
o

0,5 -

0,0 @ @

0 1 2 3 4

Tempo de estoque (dias)

Figura 1. Variacao da concentracao de células do estudo de estabilidade em
curto prazo durante quatro dias nas temperaturas de 4 + 4°C C e 35°C + 2°C.

Tabela 3. Resultado da média das contagens em Log,, do estudo de
estabilidade em longa duracdo durante cinco semanas a -20°C+4Ce
durante 26 semanas a < -70°C.

Semanas -20°C -70°C
0 3,2 3,2
1 3,11 NR
2 2,92 2,89
3 3,11 NR
4 3 2,94
5 2,91 NR
6 NR 2,99
10 NR 3,21
14 NR 3,06
18 NR 3,09
22 NR 2,81
26 NR 3,13

Coeficiente angular -0,0272 -0,0004

*log,, - logaritmo de base 10
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NR: Nao Realizado.
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5,5 - Estabilidade de transporte a -20°C
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Figura 2. Variacdo da concentracao de células do estudo de estabilidade
em longa duracao a temperatura de -20°C + 4°C durante cinco semanas.

5,5 - Estabilidade de transporte a -70°C
5,0 1
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Figura 3. Variacdo da concentracao de células do estudo de estabilidade
em longa duracéo estocado a temperatura de < -70°C durante 26 semanas.

Apos a analise de tendéncia do grafico (Figura 1), constatou-se
que o lote nao foi suficientemente estavel na temperatura de
35 + 2°C, pois é possivel observar claramente o decréscimo
da concentracédo celular ja no segundo dia, ocorrendo no ter-
ceiro dia auséncia de crescimento no volume plaqueado. Isso
pode ter ocorrido devido a acao de componentes da matriz
sobre o micro-organismo, uma vez que outros estudos com
outras as matrizes queijo e carne bovina foram considerados
suficientemente estaveis a 35 + 2°C'*™1618 Na temperatura
de 4 + 4°C, como nao foi evidenciada tendéncia na analise do
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grafico (Figura 1), foi realizado o teste de regressao linear, e
o lote foi considerado suficientemente estavel uma vez que o
intervalo de confianca a 95% abrange o valor zero (Tabela 2).
Em matriz queijo, Costa et al.' avaliaram um lote de IE para
Salmonella spp., durante seis dias, identificando que esse foi
estavel a 4°C + 4°C e 35°C + 2°C. Também em matriz queijo,
Brandao et al.” estudaram em seis dias a estabilidade dos lotes
de IE produzidos para coliformes, verificando que esses foram
suficientemente estaveis a 4°C + 4°C, 25°C + 2°C e 35°C + 2°C.

0O lote de IE foi considerado suficientemente estavel a -20°C + 4°C
e a < -70°C de acordo os calculos estatisticos preconizados pela
ABNT ISO GUIA 357,

Costa et al.” avaliaram a estabilidade em longa duracao de um
lote de IE para Salmonella spp., identificando que este apresentou
estabilidade durante os 168 dias (24 semanas) de estudo. Lotes de
IE produzidos para Salmonella spp. e S. aureus também tiveram
sua estabilidade em longo prazo estudada por Rosas et al.?, que
verificaram que esses se mantiveram estaveis quando estocados
por até 3 meses (aproximadamente 13 semanas) a -20°C + 4°C.

E importante a obtencéo de IE suficientemente estaveis em longa
duracao a temperaturas superiores a < -70°C, pois nem todos os
laboratorios podem estocar o IE nessa temperatura de referéncia?.
O presente estudo utilizou a trealose como crioprotetor visando
proporcionar maior estabilidade dos micro-organismos na matriz.

CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, a técnica de liofilizacdo se mos-
trou eficaz para dessecacao dos IE produzidos em matriz cho-
colate granulado, apresentando resultados satisfatorios no con-
trole do vacuo. O uso de trealose no preparo dos lotes se mostrou
adequado como crioprotetor dos IE produzidos por liofilizacao.

0 lote de Salmonella spp. foi considerado estavel a 4°C + 4°C por
4 dias, a -20°C + 4°C durante cinco semanas e a < -70°C durante
26 semanas.

O lote de IE em matriz chocolate granulado produzido nesse
estudo apresentou qualidade que o torna apto para uso em EP,
contribuindo com o gerenciamento da qualidade no controle
microbiologico do chocolate.
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