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Desenvolvimento de material de referéncia para microbiologia de
alimentos contendo Listeria monocytogenes em matriz queijo

Development of reference material for food microbiology
containing Listeria monocytogenes in matrix
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Carla de Oliveira Rosas' Silvia Maria Lopes Bricio' Janaina dos Santos Nascimento"
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RESUMO

A NBR ISO/IEC 17025:2005, uma das normas mais
utilizadas em laboratorios de ensaio, descreve como um de seus
critérios para a garantia da qualidade dos resultados analiticos a
participagdo periddica dos laboratérios em ensaios de proficiéncia
(EP). Os analitos, utilizados nos EP sdo materiais de referéncia
(MR) provenientes de um mesmo lote, e devem apresentar
caracteristicas de homogeneidade e estabilidade. O objetivo deste
estudo foi produzir um MR qualitativo destinado ao ensaio de
pesquisa de Listeria monocytogenes em matriz queijo pela técnica
de liofilizag¢do. Para a produc¢ao do MR, foi utilizado como matriz
o queijo Minas frescal (OMF) ultrafiltrado. A matriz foi distribuida
em frascos, contaminada com a bactéria alvo e submetida a
liofilizagdo, tendo a sacarose como crioprotetor. O MR produzido
foi considerado homogéneo e estavel na temperatura de <-70°C
durante todo o periodo estudado (10 meses). O material apresentou
estabilidade a 4, 25, 30 e 35°C por quatro dias e a -20°C por 48
dias, e os resultados estatisticos indicam tendéncia a estabilidade.
Conclui-se que o material apresentou todos os requisitos
necessarios de um MR de qualidade e poderia ser transportado
aos laboratorios participantes de um EP a temperatura mdxima
de 35°C por até quatro dias, uma vez que os resultados indicaram
a manutengdo da concentragdo celular nesse periodo. Esse foi o
primeiro trabalho a descrever uma metodologia de producao de
MR contendo L. monocytogenes em matriz queijo.

Palavras-chave: material de referéncia, queijo, Listeria
monocytogenes.

ABSTRACT

The standard most used in testing laboratories, ISO/
IEC 17025:2005, describes the participation of laboratories in
periodic proficiency testing (PT), as a criteria for quality assurance
of analytical results. The analyses used in PT are reference
materials (MR) from the same lot, and must have characteristics
of homogeneity and stability. This study aimed to produce a

qualitative RM for detection of Listeria monocytogenes assays in
cheese matrix. For the production of RM, Minas Frescal cheese
(MFQ) was used as matrix. The matrix was distributed in flasks,
contaminated with the target bacteria and submitted to freeze-
drying. Sucrose was used as cryoprotector. The RM produced
was considered homogeneous and stable at <-70°C during the
entire period of study (10 months). The material showed stability
at 4, 25, 30 and 35°C for 4 days and at -20°C the RM showed
stability for 48 days, and the statistical results indicate a tendency
to maintain stability. It was concluded that the material showed
all the requirements of an RM quality and could be transported
to the laboratory participants of a PT at 35°C up to 4 days, since
the results indicate the maintenance of cell concentration during
this period. This is the first study to describe a methodology for
producing MR containing L. monocytogenes in cheese matrix.

Key words: reference material, cheese, Listeria monocytogenes.

INTRODUCAO

A NBR ISO/IEC 17025:2005 tem sido
reconhecida como uma das normas mais utilizadas
em laboratorios de ensaio que buscam a garantia da
qualidade analitica. Essa norma tem como um dos
seus critérios a participagdo periodica em ensaios de
proficiéncia (EP). A logistica de um EP consiste no
envio simultaneo de itens de ensaio com contetidos
desconhecidos aos laboratérios  participantes,
especificos para um tipo de ensaio. Os itens de ensaio
sao0 materiais de referéncia (MR) provenientes de um
mesmo lote, que sdo suficientemente homogéneos
(ABNT, 1999).
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Um MR ¢ definido como “material ou
substancia com um ou mais valores de propriedades
suficientemente homogéneos ¢ bem estabelecidos”
(ABNT, 2004). Quando preparados para utilizagdo em
EP, os lotes de MR devem apresentar caracteristicas
de estabilidade, garantindo a distribuicdo de unidades
com propriedades semelhantes, proximas a um valor
padrao (THOMPSON et al., 2006).

A producdo de MR para ensaios
microbioldgicos ¢ dificultada pela sensibilidade das
c¢lulas bacterianas as variagdes de temperatura e
ao processo de dessecagdao (PHILIPP et al., 2007).
Atualmente, sdo escassas as informagdes sobre o
preparo de MR, pois os provedores que comercializam
MR para EP ndo divulgam o método de preparo
dos materiais por eles produzidos. A maioria dos
relatos sobre o preparo de MR destinado a ensaios
microbioldgicos em alimentos utiliza o leite como
matriz, devido a sua propriedade de crioprotetor
(IN'T VELD et al., 1995; ROSAS et al., 2010;
INCQS, 2012a,b).

Os MR  destinados a  ensaios
microbioldgicos em alimentos podem ser qualitativos
ou quantitativos. Os MR qualitativos sdo utilizados
para verificar se a bactéria alvo estd presente ou nao
no alimento, independente da concentragdo, como ¢ o
caso de determinados patogenos como Salmonella e
Listeria monocytogenes (PHILIPP et al., 2007).

A legisla¢do brasileira que estabelece os
Padroes Microbiologicos para Alimentos tem como
um dos parametros da avaliacdo da qualidade de
queijos a auséncia de L. monocytogenes (BRASIL,
2001). O queijo Minas frescal (QMF) ¢ um dos
produtos lacteos mais populares e consumidos no
Brasil, sendo produzido em larga escala. Por ser
alimento de pronto consumo, e indicado para idosos,
gestantes e convalescentes, a sua inocuidade ¢ de
suma importancia para que estes ndo venham a causar
riscos a saude do consumidor (VISOTTO etal., 2011).
L. monocytogenes ja foi isolada de amostras de QMF
em diferentes regides do Brasil, o que demonstra a
necessidade de um controle de qualidade mais rigido
nesse tipo de alimento (VASCONCELOS & MARIN,
2008).

Tendo em vista a caréncia de metodologias
para produgdo de MR ¢ a importancia da pesquisa
de L. monocytogenes em alimentos, o objetivo deste
estudo foi desenvolver um MR qualitativo destinado
a pesquisa de L. monocytogenes em matriz queijo.

MATERIAL E METODOS

Selecdo e preparagdo da matriz queijo

Uma amostra de QMF ultrafiltrado, obtida
no comércio local foi utilizada como matriz. Essa
amostra foi analisada para a verificagdo da auséncia
de contaminacdo por L. monocytogenes, segundo
HITCHINS & JINNEMAN (2011), e submetida a
quantificacdo do nimero total de aerdbios viaveis de
acordo com MATURIN & PEELER (2001). A matriz
de QMF foi distribuida em frascos de vidro estéreis
com capacidade de 10 mL (2g frasco™), completando
um total de 216 frascos. Rolhas de borracha estéreis
para liofilizagdo foram posicionadas nos frascos e
estes foram mantidos a <-70°C por 24h. Os frascos
foram liofilizados em aparelho liofilizador (K105,
Liotop, Brasil) por 24h.

Producdo do material de referéncia contendo L.
monocytogenes (MR-LMO1)

Uma cepa de L. monocytogenes sorovar
1/2a, isolada a partir de uma amostra de carcaca de
frango e identificada pelo Laboratorio de Zoonoses
Bacterianas do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz foi
utilizada para produgdo do MR. Esse sorovar foi
selecionado por ser o mais prevalente em amostras
de alimentos (HITCHINS & JINNEMAN, 2011). O
micro-organismo foi cultivado em caldo tripticaseina
de soja, contendo 0,6% de extrato de levedura (Difco,
EUA) a 35°C por 24h. A cultura foi centrifugada a
9.000g por 10min (Eppendorf, EUA) ¢ o sedimento
ressuspenso emsolucdosalinapeptonada(SSP)a0,1%.
A concentrag@o de células foi ajustada em aparelho
fotocolorimetro (Libra S2, Biochrom, Inglaterra) em
520nm, até uma transmitancia de 6% (9x10® células
mL"), e diluida em SSP a 0,1%, contendo 100mM de
sacarose (C,H»,0)) até atingir uma concentragio de
9x10° células mL'. A sacarose foi selecionada entre
os diferentes aditivos crioprotetores por ser o glicidio
mais frequentemente utilizado na criopreservagao
de bactérias (HUBALEK, 2003). Essa solu¢do foi
homogeneizada e volumes de 0,5mL foram utilizados
para contaminac¢do dos frascos contendo a matriz
de queijo liofilizada. Os frascos foram congelados e
submetidos novamente a um ciclo de liofilizagao por
24h.

Verificagdo de vacuo

Apos a liofilizagdo, foi realizada a
verificacdo do vacuo, conforme descrito por ROSAS
et al. (2010). Os frascos que ndo apresentaram vacuo
foram descartados e os demais foram lacrados com
tampa metalica, identificados e estocados a <-70°C.
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Avaliag¢ao da homogeneidade

Dez frascos, selecionados aleatoriamente,
foram enumerados em duplicata e analisados segundo
o método descrito por IN’T VELD et al. (1995),
com modificacdes. Os frascos selecionados foram
reconstituidos com 2mL de SSP a 0,1%. Apds 15min,
a matriz foi transferida para um saco plastico estéril
com filtro (Nasco, EUA), seguido da adi¢do de 16 mL
de SSP a 0,1% para atingir a proporg¢do 1:10. O saco
foi homogeneizado em aparelho Stomacher®(Seward
Fisher Scientific, Canadd) durante 1min. Aliquotas
de 2mL foram semeadas, em duplicata, pela técnica
pour-plate, em 10mL de agar tripticaseina de soja,
contendo 0,6% de extrato de levedura (Difco, EUA),
e as placas incubadas a 30°C por 4h. Apds esse
periodo, adicionou-se uma sobrecamada de 10mL
de agar OXFORD (Oxoid, Inglaterra), contendo os
agentes seletivos (SR0206E - Oxoid, Inglaterra),
e as placas foram novamente incubadas a 30°C por
mais 44h. Posteriormente, realizou-se a contagem das
coldnias negras presentes nas placas.

Avaliagdo da estabilidade

A avaliagdo da estabilidade foi realizada
através de um estudo em longa e curta duragdo. O
estudo em longa duragdo foi realizado na temperatura
de referéncia (<-70°C) e o em curta duracdo nas
temperaturas que simulam o transporte do MR aos
laboratorios a 4, 25, 30 e 35°C; e na temperatura de
estoque nos laboratérios apds o recebimento do MR
(-20°C).

O estudo em longo prazo foi realizado
segundo o modelo classico (ISO, 2006), durante o
periodo de 10 meses. Foram realizadas sete analises,
de seis frascos, selecionados aleatoriamente, em
intervalos de tempo determinados, utilizando a
técnica descrita no estudo da homogeneidade.

O estudo em curta duragdo nas temperaturas
de 4, 25,30 e 35°C foi realizado conforme o esquema
descrito por ROSAS et al. (2010). Oito frascos
do lote, estocados a < -70°C, foram selecionados
aleatoriamente e acondicionados em embalagens
para transporte de material biologico (2 frascos
embalagem™). A cada dia foram acrescentados
dois frascos a cada uma das caixas incubadas nas
temperaturas de 4, 25, 30 e 35°C, até um total de
quatro dias. Apds o quarto dia de incubagdo, todos os
frascos utilizados mais dois frascos estocados a < -70°C
(dia zero) foram enumerados conforme a técnica descrita
na avaliagdo da homogeneidade.

O estudo em curta duragdo na temperatura
de -20°C foi realizado durante 48 dias, utilizando o
modelo classico (ISO, 2006). Quatorze frascos do lote

produzido, selecionados aleatoriamente, foram
acondicionados a -20°C e, no mesmo dia, foi
realizada a enumeragdo de dois frascos estocados
a < -70°C (dia zero). A cada sete dias, dois frascos foram
enumerados conforme a técnica descrita na avaliagao da
homogeneidade, até que os frascos acabassem.

Avaliag0es estatisticas

A homogeneidade do lote foi avaliada
segundo THOMPSON et al. (2006). O valor de
desvio-padrdo alvo (o,) atribuido foi de 0,25 log,
da concentragdo celular, conforme adotado por
provedores de EP (INCQS, 2012a,b). A partir dos
resultados obtidos, comparou-se o valor da variancia
entre as amostras (S%,,) com o valor critico da
homogeneidade (c), em que o MR ¢ considerado
homogéneo quando S?,,,<c.

A avaliag@o dos resultados das contagens
obtidos no estudo de estabilidade foi realizada pela
analise de residuos da regressdo linear em conjunto
com a andlise da variancia, segundo os critérios da
ISO GUIDE 35 (ISO, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A amostra de QMF selecionada nao
apresentou contaminag¢do por L. monocytogenes,
sendo assim considerada uma matriz satisfatéria para
producdo do MR. A contagem total de aerdbios viaveis
foi de 1,2x10°UFC g'. A presenca da microbiota
natural da amostra ¢ importante para demonstrar
a real capacidade do laboratério em enumerar e/ou
pesquisar o(s) micro-organismo(s) alvo(s) (IN’T
VELD et al., 1995).

A verificagdo do vacuo mostrou que 212
(98,2%) frascos do lote produzido apresentaram
vacuo. Esse resultado foi similar aos obtidos por
outros autores que utilizaram a liofilizagao no preparo
de MR e detectaram vacuo na maioria dos frascos dos
lotes produzidos (ROSAS et al., 2010; VIEIRA et al.,
2011).

Os resultados das contagens, em duplicata,
do estudo de homogeneidade estdao descritos na tabela
1. O lote apresentou os resultados de: ‘c’=0,016 e
S2,,=0,00086, sendo assim considerado homogéneo,
segundo os critérios do protocolo harmonizado
(THOMPSON et al., 20006).

O processo de liofilizagao ja foi utilizado
com sucesso na produ¢do de MR homogéneos em
matriz leite (INCQS, 2012a,b; ROSAS et al., 2010).
O relato de estudos de produgdao em outros tipos de
matrizes alimenticias ¢ raro, devido as dificuldades na
obtenc¢do de materiais homogéneos e estaveis e do ndo
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Tabela 1 - Resultados das contagens dos itens de ensaio utilizados no estudo da homogeneidade, dados da andlise de variancia e avaliagdo,

segundo o protocolo harmonizado.

Log;o Unidades Formadoras de Colénia de L. monocytogenes g’

Frasco
Replicata 1 Replicata 2 Média

1 2,239 2,156 2,198

2 2,041 2,146 2,094

3 2,079 2,156 2,118

4 2,166 2,014 2,090

5 2,028 2,000 2,014

6 2,213 2,028 2,121

7 2,204 2,091 2,148

8 2,028 2,103 2,065

9 2,230 2,166 2,198

10 2,091 2,000 2,046
Média [ MQ S%im Valor critico ‘¢’ Resultado
2,109 0,25 0,0056 0,00086 0,016 Suficientemente homogéneo

o,- desvio-padrio alvo; MQ- Médias quadraticas dentro dos grupos (fornecida pela Anova); S2,, -Variancia entre as amostras.

interesse dos produtores em divulgar suas técnicas
de produgdo. VIEIRA et al. (2011) obtiveram MR
homogéneos contendo Salmonella em matriz carne
bovina crua, no entanto, ao utilizarem carne cozida e
enlatada, relataram insuficiéncia de homogeneidade.
Neste estudo, o processo desenvolvido obteve éxito
na producdo de um MR suficientemente homogéneo,
contendo L. monocytogenes na matriz queijo.

Os resultados do estudo de estabilidade
estdo descritos na tabela 2. A analise de regressdo
linear demonstrou que o MR foi considerado estavel
em todas as avaliag¢des, pois os limites dos intervalos
de confianga a 95% abrangem o valor ‘0’ (ISO,
2006). Os dados da literatura demonstram que os MR
produzidos em matriz leite liofilizado s@o estaveis por
periodos de até~237 dias estocados a <-70 °C (INCQS,
2012a,b). Resultados semelhantes foram obtidos neste
estudo, pois o lote MR-LMO1 apresentou-se estavel
durante 300 dias. No estudo da estabilidade de
transporte, o lote MR-LMO1 apresentou estabilidade
por quatro dias a temperatura de até 35°C. Esse
resultado também ¢ similar aos dos MR contendo
bactérias mesoéfilas e B. cereus em matriz leite,
que foram utilizados pelo INCQS em um EP e
apresentaram-se estaveis nestas mesmas condi¢des
(INCQS, 2012a,b). Logo, o MR-LMO1 poderia ser
transportado aos laboratorios participantes de um EP a
uma temperatura de até 35°C em um periodo maximo
de quatro dias, uma vez que a avaliacdo estatistica
indicou a manutencdo da concentracdo celular nessa
condigdo. Como o transporte de materiais bioldgicos
em temperatura de refrigeragdo ¢ dispendioso, a
obtengdo de MR estaveis a temperaturas elevadas ¢

importante para baratear o custo do envio dos itens de
ensaio, consequentemente, diminuindo o custo total
da participagdo do laboratdrio no EP.

Estudos demonstraram que os MR
produzidos pela técnica de spray dryer foram estaveis
por periodos de até dois anos a -20°C (IN’'T VELD
et al.,, 1995). Com uso da técnica de liofilizagdo,
MR produzidos na matriz leite foram estaveis por
periodos de até 38 dias (INCQS, 2012a,b). Contudo,
ROSAS et al. (2010) produziram dois lotes de MR
contendo Salmonella em leite, que foram estaveis
por trés meses, mas com tendéncia de decréscimo
na concentracgdo celular ao longo do tempo. Analises
posteriores demonstraram que, apds um ano, esses
MR nio se encontravam mais estaveis. O lote de MR-
LMO1 apresentou estabilidade a -20°C durante todo
o periodo de estudo (48 dias) com baixo valor do
coeficiente angular, indicando assim uma tendéncia a
estabilidade. Contudo, um estudo mais prolongado deve
ser realizado de forma a determinar o periodo maximo
de estabilidade do MR quando estocado a -20°C.

De acordo com as bases de dados
consultadas na literatura, o presente trabalho foi
o primeiro a descrever uma metodologia para a
produ¢do de MR contendo L. monocytogenes em
matriz queijo. O desenvolvimento de metodologias de
produgdo de MR em diferentes matrizes e contendo
as diversas classes de micro-organismos de interesse
em Saude Publica é importante para aumentar o
escopo dos provedores de EP e, consequentemente, o
aprimoramento da qualidade analitica dos laboratdrios
de microbiologia de alimentos.

Ciéncia Rural, v.43, n.10, out, 2013.
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Tabela 2 - Resultados das médias das contagens do estudo de estabilidade.

Logio Unidades Formadoras de Colonia de L. monocytogenes g --------------weeeeeeeev

Tempo (dias)
<-70°C -20°C 4°C 25°C 30°C 35°C
0 2,116 1,973 1,870 1,870 1,870 1,870
1 NR? NR 1,927 2,065 2,097 1,792
2 NR NR 1,983 2,090 2,013 2,094
3 NR NR 1,903 1,678 1,999 1,620
4 NR NR 1,737 1,779 1,872 1,669
7 NR 1,922 NR NR NR NR
14 NR 2,117 NR NR NR NR
21 NR 2,082 NR NR NR NR
28 NR 1,984 NR NR NR NR
30 1,481 NR NR NR NR NR
35 NR 2,112 NR NR NR NR
48 NR 2,184 NR NR NR NR
63 1,899 NR NR NR NR NR
86 1,838 NR NR NR NR NR
124 1,920 NR NR NR NR NR
140 1,950 NR NR NR NR NR
258 1,887 NR NR NR NR NR
300 1,977 NR NR NR NR NR
Regressao linear
Coeficiente angular 0,00035 0,0043 -0,029 -0,057 -0,0094 -0,057
Limite inferior -0,0013 -0,000018 -0,12 -0,24 -0,12 -0,25
Limite superior 0,0020 0,0085 0,063 0,12 0,10 0,13
Resultado Estavel Estavel Estavel Estavel Estavel Estavel
- Nio realizado.
CONCLUSAO BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria. Resolugdo RDC n°12, de 02 de janeiro de 2001.
Regulamento Técnico sobre Padrdes Microbiologicos para
O MR-LMOIL  apresentou todos  os Alimentos. Dirio Oficial da Uniéo, Brasilia, DF, 10 jan. 2001,

requisitos necessarios de um MR de qualidade, sendo
considerado homogéneo ¢ estavel. No futuro, esse
MR podera ser utilizado em um EP destinado ao
ensaio de pesquisa de L. monocytogenes em matriz
queijo.
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