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RESuMo
A participação de laboratórios analíticos em ensaio de proficiência permite a verificação 
da confiabilidade dos resultados gerados nas análises de controle da qualidade. O objetivo 
deste estudo foi produzir um lote de itens de ensaio (iE) a ser utilizado em ensaio de 
proficiência (EP) para pesquisa de Salmonella spp. em matriz queijo. Queijo Minas Frescal 
(QMF) Ultrafiltrado foi utilizado como matriz e fortificado com uma cepa de Salmonella 
Enteritidis. A trealose foi utilizada como crioprotetor e a liofilização como técnica de 
preservação. O lote foi avaliado quanto a verificação do vácuo, teste da homogeneidade, 
estudo da estabilidade em longo prazo nas temperaturas de -70oC (referência) e -20oC 
(armazenamento) e em curto prazo nas temperaturas de 4, 25 e 35ºC (transporte). o lote 
apresentou presença de vácuo em 95,6% dos frascos e foi considerado suficientemente 
homogêneo. Os IE apresentaram estabilidade a -70ºC superior a 360 dias e a -20ºC superior 
a 160 dias. Os IE demonstraram ser estáveis por até seis dias nas temperaturas de 4 e 25ºC, 
mas não a 35ºC. Conclui-se que a metodologia utilizada foi satisfatória para produção de 
IE para o ensaio de pesquisa de Salmonella spp. em matriz queijo.

PALAVRAS-CHAVE: Itens de ensaio; Ensaio de proficiência; Queijo; Salmonella spp.

ABSTRACT
The participation of analytical laboratories in proficiency testing allows the verification of 
the reliability of results in analysis of quality control. The aim of this study was to produce 
a batch of test items (TI) to be used in a proficiency assay for Salmonella spp. research 
in a cheese matrix. Ultrafiltered Minas cheese was used as the matrix and spiked with a 
strain of Salmonella Enteritidis. trehalose was used as cryoprotectant, and freeze-drying 
was used as the preservation technique. The batch was evaluated for vacuum verification, 
homogeneity study, and long-term stability testing at temperatures of -70ºC  (reference 
temperature) and -20ºC (storage temperature). the batch was also evaluated for short-
term stability at temperatures of 4ºC, 25ºC, and 35ºC (transport temperatures). the 
results showed vacuum in 95.6% of the bottles, and the batch was considered sufficiently 
homogeneous. ti remained stable at -70ºC for more than 360 days and at -20ºC for more 
than 160 days. ti was shown to be stable for up 6 days at 4ºC and 25ºC but not at 35ºC. 
it is concluded that the methodology used was satisfactory for this ti production for 
Salmonella spp. research in a cheese matrix.

KEyWoRDS: Test material; Proficiency assay; Cheese; Salmonella spp.
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INTRoDução

Salmonella é uma bactéria de ampla ocorrência em animais e no 

ambiente e possui o potencial de atingir toda a cadeia de produ-

ção de alimentos a partir dos produtos primários. Vários alimentos 

já foram implicados em surtos de salmonelose, como pescados, 

produtos de confeitaria recheados com cremes, gelatina desidra-

tada, cacau, chocolate, coco, molhos, coberturas para saladas 

não industrializadas e pratos preparados com ovos crus1. Existem 

atualmente 2.610 sorovares de Salmonella spp., sendo que 70 no-

vos sorovares foram reconhecidos entre 2003 e 20072.

A maioria dos sorovares tem um espectro de hospedeiros am-

plo e, tipicamente, provocam gastrenterites sem complicação 

e sem necessidade de tratamento. Em crianças, idosos e indi-

víduos com o sistema imunológico debilitado ou comprometido, 

ao contrário, essas infecções podem ser severas. Os sorovares 

mais importantes na transmissão de doenças transmitidas por 

Salmonella de animais para humanos são Salmonella Enteritidis 

e Salmonella typhimurium2.

No Brasil, segundo o Sistema Nacional de Vigilância Epidemioló-

gica das Doenças transmitidas por Alimentos (DtA), no período 

de 1999 a abril de 2013, foram notificados ao Ministério da Saúde 

8.871 surtos e dentre eles, 6,9% envolveram leite e derivados. 

Do total de surtos, 44,27% tiveram agente etiológico definido 

pelo critério laboratorial ou clínico-epidemiológico. Dentre es-

tes, a bactéria do gênero Salmonella foi relacionada a 39,39% 

dos surtos3.

A Agência Nacional de Vigilância Sanitária publicou a Resolução 

no 12, de 2 de janeiro de 2001, que aprova o “regulamento téc-

nico sobre padrões microbiológicos para alimentos” no Brasil4. 

Essa legislação descreve como critério a ausência de Salmonella 

spp. em 25 g para a maioria dos alimentos submetidos a controle 

microbiológico, e dentre eles está o Queijo Minas Frescal (QMF).

A elaboração de queijos constitui uma das mais importantes ati-

vidades das indústrias de laticínios, sobretudo no Brasil, onde um 

dos tipos de maior consumo é o QMF5,6. É um queijo semi-gordo, 

de muito alta umidade, a ser consumido fresco, de acordo com 

a classificação estabelecida no Regulamento Técnico de Identi-

dade e Qualidade de Queijos6,7. Por ser um alimento de pronto 

consumo e indicado para idosos, gestantes e convalescentes, a 

sua inocuidade é de suma importância para que estes não ve-

nham a causar riscos à saúde do consumidor8,9. A principal forma 

de se avaliar a inocuidade desses produtos é através do controle 

da qualidade microbiológica.

Atualmente, a implementação de programas de garantia da qua-

lidade nas práticas laboratoriais tem sido de grande importân-

cia. Entretanto, o emprego de métodos de análise oficiais e a 

utilização de controles internos, por si só não garantem resul-

tados fidedignos10. A NBr iSo/iEC 1702511 é a principal norma 

utilizada como sistema da qualidade em laboratórios de ensaios 

analíticos12,13. Dentre os requisitos apontados na Norma, para o 

controle de qualidade dos resultados das análises estão: o uso 

de métodos validados, a utilização de materiais de referência 

para o controle laboratorial interno e a participação periódica 
do laboratório em programas de ensaio de proficiência (EP) e/ou 
comparações interlaboratoriais13.

Ensaio de proficiência tem o objetivo de avaliar a habilidade de 
um laboratório em realizar um determinado ensaio ou medição 
de modo competente e demonstrar a confiabilidade dos resulta-
dos gerados nas análises laboratoriais de controle de qualidade13.

O número de provedores de EP na área de alimentos é reduzido. 
Além disso, os custos cobrados para a participação nestes en-
saios, principalmente de provedores internacionais são normal-
mente muito elevados, o que inviabiliza em muitos casos a par-
ticipação dos laboratórios brasileiros. Assim, o desenvolvimento 
de itens de ensaio nacionais destinados a ensaio de proficiência 
no Brasil, na área de microbiologia de alimentos irá facilitar a 
participação de laboratórios brasileiros nesses ensaios14.

Os itens de ensaio (IE) destinados a análises microbiológicas na 
área de alimentos disponibilizados por provedores de EP, em 
geral atendem aos escopos de ensaios qualitativos (presença/
ausência) e quantitativos14,15,16,17,18,19,20. Os IE qualitativos são uti-
lizados na verificação da presença da bactéria alvo no alimento, 
como é o caso de determinados patógenos como Salmonella spp. 
e Listeria monocytogenes9,21.

Quando preparados para serem utilizados em EP, os lotes de iE 
devem ser suficientemente homogêneos e estáveis, assegurando 
a distribuição de unidades com propriedades semelhantes, pró-
ximas a um valor padrão22.

Durante o preparo de iE microbiológicos, cuidados devem ser 
aplicados na homogeneização da matriz com o contaminante, de 
forma a se obter uma dispersão precisa de células no material21. 
Da mesma forma, aspectos referentes à estabilidade das célu-
las devem ser considerados e controlados nos procedimentos de 
congelamento, liofilização, estoque e transporte23.

Alguns autores citam a utilização de substâncias protetoras, tais 
como trealose, sacarose, manitol e sorbitol, a fim de aumentar 
a tolerância das células bacterianas ao congelamento e desse-
cação23,24. Segundo Morgan e colaboradores25, tanto a trealose 
como a sacarose preservam a estrutura e função das proteínas 
da membrana, prevenindo a desnaturação dessas moléculas du-
rante o congelamento e a dessecação.

O objetivo deste trabalho foi produzir IE em matriz queijo para 
pesquisa de Salmonella spp., utilizando a trealose como criopro-
tetor e a liofilização como técnica de preservação.

METoDoLogIA

Desenvolvimento das metodologias de produção dos IE

o desenvolvimento da metodologia para a produção do lote de iE 
teve como base as informações de In`t Veld et al.26, Morgan et al.25 
e de rosas et al.13, que utilizaram a técnica de liofilização e 
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obtiveram resultados satisfatórios na produção de iE contendo 
Salmonella spp. em matriz leite em pó.

Seleção e preparo da matriz para produção dos IE

o micro-organismo escolhido para a produção do lote de iE foi Sal-
monella Enteritidis fagotipo Pt-4 isolado de uma amostra de frango. 
Essa cepa recebeu a identificação P3440 da Coleção de Pesquisa de 
Micro-organismos em Vigilância Sanitária do INCQS/Fiocruz.

A cepa de Salmonella spp. foi cultivada em caldo infusão cére-
bro-coração (Merck, ALEMANHA) a 35 ± 2ºC por 24 h e em seguida 
em Caldo LB com NaCl (Difco, EUA) a 35 ± 2ºC por 28 h. Poste-
riormente foi preparada uma suspensão bacteriana em solução 
salina peptonada a 0,1% (SSP) (Merck, ALEMANHA) com 100 mM 
de trealose (Merck, ALEMANHA), ajustada em fotocolorímetro a 
uma concentração equivalente a 2 x 108 células/mL. Diluições 
foram realizadas em SSP a 0,1% para alcançar a concentração 
aproximada de 4 x 105 células/mL. Dois mililitros da suspensão 
foram adicionados a 198 mL de SSP 0.1% contendo 100 mM tre-
alose. A solução foi homogeneizada em uma placa agitadora sem 
aquecimento (Corning, EUA) para a obtenção da suspensão final 
a uma concentração aproximada de 4 x 103 células/mL. Com o 
auxílio de uma bomba peristáltica (Watson-Marlow, INGLATER-
rA), volumes de 0,5 mL da suspensão foram distribuídos em fras-
cos contendo dois gramas de QMF pré-liofilizado por 24 h (Liotop; 
BrASiL). os frascos foram submetidos ao congelamento a -70ºC 
em ultrafreezer (thermo; USA) e submetidos a um novo ciclo de 
liofilização por 24 h (Liotop; BRASIL).

O QMF utilizado como matriz foi previamente analisado quanto 
a presença de Salmonella spp. e o número total de viáveis aeró-
bios/g conforme descrito por Brandão et al9.

Inspeção Visual e Verificação de Vácuo

Após a retirada dos frascos fechados do liofilizador, foi feita uma 
inspeção visual com o objetivo de avaliar o aspecto dos liófi-
los, de forma a reprovar amostras que apresentassem umidade 
ou coloração alterada. As amostras que apresentaram perfeitas 
condições foram testadas quanto à presença de vácuo, utilizan-
do um aparelho emissor de centelha elétrica (Bobina de Tesla 
Coil, 2-12-8, BRASIL). Os frascos que apresentaram vácuo foram 
lacrados com tampas de metal, etiquetados e estocados á tem-
peratura de referência de -70ºC. A detecção de vácuo nos frascos 
liofilizados é um indicador da qualidade da liofilização e propor-
ciona uma maior estabilidade aos iE produzidos.

Teste da Homogeneidade

Para a avaliação da homogeneidade foi realizada a quantificação 
de 24 unidades do lote de iE preparado. os frascos foram se-
lecionados aleatoriamente, usando a ferramenta “amostragem” 
do programa Microsoft Office Excel® 2010. os frascos foram reti-
rados do ultrafreezer a -70ºC e mantidos a temperatura ambien-
te durante 30 min antes da análise. A matriz foi reconstituída 
com 2 mL de SSP a 0,1%. Após 15 min, a matriz foi transferida 
para um saco plástico estéril Whirl-Pak® Filter Bag (Nasco, EUA), 

homogeneizada com um volume adicional de 16 mL de SSP a 
0,1% em aparelho Stomacher (Seward Fisher Scientific, CANA-
DÁ), em nível de velocidade “normal” durante 60 s, sendo este 
homogenato considerado como diluição 10-1. A partir da diluição 
10-1 foram preparadas diluições decimais seriadas. A quantifica-
ção foi realizada segundo Kornachi e Johnson27. A partir de cada 
diluição, foram adicionadas alíquotas de 1 mL em duas placas 
de Petri estéreis seguido da adição de 10 mL de ágar vermelho 
neutro cristal violeta bile glicose (VrBg) (Difco, EUA). As placas 
foram homogeneizadas e após a solidificação foi adicionada uma 
segunda camada do meio. As placas foram incubadas a 35 ± 2ºC 
por 24 h. Foi realizada a contagem das colônias em contador de 
colônias (Phoenix Luferco, BrASiL), levando em conta o limite de 
precisão da técnica de 15 a 150 colônias. A avaliação estatística 
da homogeneidade foi realizada de acordo com o Protocolo in-
ternacional Harmonizado22.

Estudo da Estabilidade

Foram realizados estudos de estabilidade em curta duração 
(transporte) e em longa duração (armazenamento e referência). 
Para os estudos de longa duração foi feito o controle a -70oC 
(temperatura de referência) após 14, 29, 50, 56, 66, 94, 112, 
140, 168, 282 e 362 dias; e a -20oC (temperatura de armaze-
namento) após 7, 14, 21, 29, 35, 50, 56, 66, 94, 113,140 e 168 
dias. Para cada uma das temperaturas foi realizada a análise de 
controle do dia zero (material liofilizado e estocado a -70oC). Em 
cada dia de estudo descrito, dois frascos do lote, selecionados 
aleatoriamente, foram analisados.

Para a condução do teste de estabilidade em curto prazo, que 
simula as temperaturas de transporte que os IE poderão ser ex-
postos durante o envio aos laboratórios participantes do EP, foi 
utilizado o modelo isócrono28. o emprego deste modelo teve 
como objetivo submeter os IE a avaliações sob condições de re-
petitividade analítica.

Para avaliar a exposição dos iE nas diferentes temperaturas es-
tudadas, em intervalos distintos de exposição, foram utilizadas 
três caixas para transporte de material biológico (Concepta, Bra-
sil). Cada uma delas foi incubada em uma das temperaturas de 
4ºC, 25ºC e 35ºC durante seis dias. o procedimento de incubação 
foi iniciado com dois frascos incubados no primeiro dia em cada 
uma das três caixas, sendo estes mantidos durante seis dias. Mais 
dois frascos foram acrescentados a cada caixa no terceiro, quar-
to e no quinto dia, contados do início da incubação. No sexto dia 
de incubação os IE foram submetidos à análise. A avaliação de 
controle do dia zero (material mantido à temperatura de refe-
rência) foi também realizada.

A metodologia utilizada para enumeração dos micro-organismos 
nos estudos da estabilidade em longa e curta duração foi a mes-
ma descrita no teste da homogeneidade.

Para a avaliação estatística da estabilidade do lote, foram se-
guidas as orientações da ABNT ISO GUIA 3529, que determina 
a análise de resíduos da regressão linear em conjunto com a 
análise de variância (ANOVA). Esta avaliação permite verificar 
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se a regressão linear dos valores de concentração dos analitos 

apresenta tendência ao longo do tempo. Se a inclinação da reta 

não for significativa, ou seja, se a concentração bacteriana não 

variar em função do tempo, o material é considerado estável20.

RESuLTADoS E DISCuSSão

Seleção e Preparo da Matriz

A amostra de QMF Ultrafiltrado selecionada como matriz para a 

produção do lote de IE apresentou ausência de Salmonella spp. 

em 25 g e número total de aeróbios viáveis de 1,2 x 10³ UFC/g. 

Alguns autores reconhecem que a presença de microbiota natu-

ral da amostra é importante para demonstrar a real capacidade 

do laboratório em enumerar e/ou pesquisar o(s) micro-organis-

mo(s) alvo(s)9,30. Desta forma, a amostra foi considerada adequa-

da para ser utilizada como matriz na produção do lote de iE pro-

posto, por não apresentar o micro-organismo alvo (Salmonella 

spp.) e por apresentar uma microbiota natural, simulando uma 

amostra próxima a realidade.

Verificação do Vácuo

A porcentagem de frascos que apresentaram vácuo no lote pro-

duzido foi de 96,5%. Outros autores que utilizaram a liofilização 

como técnica de preservação obtiveram um percentual de vácuo 

variando de 99,2 a 100% em IE na matriz leite13; de 94,2% em 

matriz cárnea31; e variando de 98,2 a 100% em matriz QMF9,32,33.

O percentual de IE que apresentaram vácuo neste estudo foi con-

siderado satisfatório para o uso pretendido, uma vez que seriam 

suficientes para realização dos ensaios de homogeneidade, de 

estabilidade e para realização do EP com um número máximo de 

60 laboratórios.

Aparência das Amostras Liofilizadas

A inspeção do aspecto visual após o procedimento de liofilização 

demonstrou que os IE apresentavam coloração branca com au-

sência de brilho. Nenhum liófilo do lote apresentou colapso ou 

mudança de coloração. Desta forma, verificou-se que a liofiliza-

ção não causou alterações não esperadas neste tipo de matriz, 

como caramelização ou algum outro tipo de escurecimento.

Avaliação da Homogeneidade

No teste da homogeneidade para cada um dos 24 iE foram re-

alizadas contagens em duplicata (A e B) e os resultados estão 

descritos na tabela 1.

A homogeneidade foi avaliada segundo o Protocolo interna-

cional Harmonizado²² atribuindo-se o valor do desvio-padrão 

alvo (σp) para a concentração celular, conforme adotado por 

outros provedores de EP16,17,18,19,34, de 0,25 log10. A partir dos 

resultados obtidos, foi comparado o valor da variância entre 

as amostras (S²am) com o valor crítico da homogeneidade (c), 

estes indicaram S²am < c. Desta forma, o lote foi considerado 

homogêneo (Tabela 2).

Outros estudos que utilizaram a matriz QMF Ultrafiltrado tam-

bém demonstraram resultados homogêneos utilizando o mesmo 

valor de σp
9,32,33. Utilizando o leite como matriz, rosas et al.13 

produziram dois lotes de IE para pesquisa de Salmonella spp., 

que foram considerados homogêneos de acordo com o Protocolo 

Internacional Harmonizado22. Schulten et al.35 também empre-

garam o leite como matriz na produção de um lote de iE con-

tendo Salmonella Typhimurium em cápsulas de leite em pó. O IE 

foi considerado homogêneo, no entanto, esse estudo utilizou a 

técnica de spray-dryer para a produção do lote e a homogenei-

dade foi avaliada pela distribuição de “Poisson”. Vieira et al.31 

produziram nove lotes de iE contendo Salmonella spp. utilizando 

diversos tipos de tratamento para a carne bovina utilizada como 

matriz. Somente o lote produzido em carne crua autoclavada 

apresentou-se homogêneo.

Tabela 1. resultados das contagens do teste da homogeneidade do lote 
produzido.

Frasco Contagem (uFCa/g) Log10
b

A B A B

1 740 560 2,87 2,75

2 865 905 2,94 2,96

3 670 625 2,83 2,80

4 805 740 2,91 2,87

5 620 530 2,79 2,72

6 720 605 2,86 2,78

7 720 730 2,86 2,86

8 765 560 2,88 2,75

9 640 645 2,81 2,81

10 405 480 2,61 2,68

11 750 690 2,88 2,84

12 550 535 2,74 2,73

13 610 740 2,79 2,87

14 740 750 2,87 2,88

15 690 660 2,84 2,82

16 770 710 2,89 2,85

17 730 500 2,86 2,70

18 725 815 2,86 2,91

19 725 765 2,86 2,88

20 460 540 2,66 2,73

21 605 745 2,78 2,87

22 680 590 2,83 2,77

23 505 515 2,70 2,71

24 610 770 2,79 2,89
a Unidades Formadoras de Colônia; b Valor referente ao log10 das contagens.

Tabela 2. Resultados das análises estatísticas do teste da homogeneidade 
do lote produzido.

Análises Estatísticas Resultado

Variância entre as amostras (S² am) 0,00343

Valor crítico ‘c’ 0,00983

resultado Suficientemente homogêneo
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Avaliação da Estabilidade

Foram avaliadas as flutuações temporais na concentração de Sal-
monella spp. nas temperaturas de referência (-70ºC) (Tabela 3 e 
Figura 1) e na temperatura de armazenamento (-20ºC) (tabela 3 
e Figura 2). A influência da temperatura nas condições de trans-
porte foi estudada por seis dias (tabela 4 e Figura 3).

Ao realizar a análise crítica do gráfico nas respectivas linhas de 
tendência, foi possível observar que a linha correspondente aos 
dados da estabilidade de transporte a 35ºC demonstrou queda 
significativa (Figura 3). Os resultados obtidos no tratamento 
estatístico nos estudos de estabilidade em longo e curto prazo 
evidenciaram que o valor do intervalo de confiança para o coe-
ficiente angular, de acordo com a abordagem da ISO Guia 3529, 
abrangeu o valor zero (tabela 5). Desta forma, pôde-se obter a 
indicação que os IE se mantém suficientemente estáveis nas con-
dições de tempo e temperatura de armazenamento e transporte 
estudadas, exceto a 35ºC.

Baseado nestes resultados, o provedor poderia enviar o iE para 
um laboratório solicitante a temperatura limite de 25ºC em até 
seis dias, o que baratearia o custo do transporte em comparação 
com o transporte sob refrigeração.

os bons resultados referentes à estabilidade, obtidos no pre-
sente estudo, podem ser decorrentes do uso da trealose como 
crioprotetor. No estudo realizado por rosas et al13, ao avaliarem 
a estabilidade de um lote de iE contendo Salmonella em ma-
triz leite, verificaram que os mesmos se mantiveram estáveis a 
-20ºC durante três meses. No entanto, o mesmo não foi obser-
vado quando o estoque foi prolongado pelo período de um ano. 
Com relação à estabilidade de transporte, os autores verifica-
ram estabilidade somente a 4ºC e relataram perda expressiva na 

concentração bacteriana já no segundo dia de estoque a 35ºC, 

com subsequentes reduções ao longo dos dias.

Em relação a outros estudos nos quais foram produzidos IE em 

QMF como matriz, Brandão et al9 desenvolveram iE destinados 

ao ensaio de pesquisa de L. monocytogenes pela técnica de lio-

filização e obtiveram estabilidade nas temperaturas de -70ºC e 

-20ºC durante o período de estudo de 300 e 48 dias, respectiva-

mente. Nas temperaturas de transporte, os autores verificaram 

estabilidade a 4ºC, 25ºC, 30ºC e 35ºC nos quatro dias avaliados. 

Em outro estudo, realizado por Brandão et al32 foi produzido 

Tabela 3. resultados do estudo da estabilidade em longo prazo na 
temperatura de referência (-70ºC) e de armazenamento (-20ºC).

Médias (Log10
a UFCb/g)

Dias Referência (-70ºC) Armazenamento (-20ºC)

0 2,876 2,876

7 Nrc 2,749

14 2,911 2,883

21 Nr 2,798

29 2,949 2,918

35 Nr 2,130

50 2,960 2,870

56 2,826 2,757

66 2,528 2,638

94 3,050 2,814

112 2,828 Nr

113 Nr 2,852

140 2,889 2,814

168 2,786 2,844

282 3,040 Nr

362 2,318 Nr
a Valor referente em log10 da media das contagens; b Unidades 
Formadoras de Colônia; c Não realizado.

Tabela 4. Resultados das médias das contagens, em Log10, do estudo de 
estabilidade nas temperaturas de transporte (4ºC, 25ºC e 35ºC).

Resultados

Dias Médias (Log10
a UFCb/g)

4ºC 25ºC 35ºC

0 2,841 2,841 2,841

1 2,901 2,824 2,650

2 2,838 2,885 2,715

3 2,918 2,773 2,539

6 2,876 2,818 2,617
a Valor referente em log10 da média das contagens; b Unidades Formadoras 
de Colônia.
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y= concentração de células (Log10 UFC/g), x= tempo decorrido (dias), 
__linha de tendência (Regressão linear) do lote produzido.

Figura 1. Gráfico da variação da concentração de células dos IE 
estocados à temperatura de -70ºC.
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Figura 2. Gráfico da variação da concentração de células dos IE 
estocados à temperatura de -20ºC.
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um lote de IE destinado ao ensaio de enumeração de estafilo-

cocos coagulase positiva em matriz queijo. A análise estatís-

tica demonstrou estabilidade dos iE na temperatura de -70ºC 

durante os dez meses de avaliação, a -20ºC por 48 dias e nas 

temperaturas de transporte de 4ºC, 25ºC, 30ºC e 35ºC durante 

quatro dias. Contudo, na temperatura de 35ºC, foi observada 

tendência de decréscimo na concentração celular indicando e, 

caso este IE fosse mantido nesta temperatura por mais de qua-

tro dias, a concentração celular poderia ser comprometida. No 

Tabela 5. Resultados da análise de regressão linear para os diferentes estudos de estabilidade do lote produzido, em Log10 UFC/g.dias-1.

Temperaturas Coeficiente Angular Erro padrão Intervalo de confiança Resultado

Inferior Superior

-70ºC -0,00085 0,00054 -0,00206 0,00035 Estável

-20ºC 0,00046 0,00115 -0,00207 0,002995 Estável

 4ºC 0,00432 0,00855 -0,02288 0,03152 Estável

25ºC -0,00545 0,00997 -0,03623 0,02532 Estável

35ºC Nr Nr Nr Nr Não estável

Nr: Não realizado

estudo realizado por Brandão et al33, no qual foi desenvolvido 

IE quantitativo de coliformes em matriz QMF, o lote foi consi-

derado estável por 348 dias a -70ºC e durante 161 dias a -20ºC 

já no estudo de transporte foi estável apenas a 4ºC por seis 

dias. Ao comparar os resultados obtidos no presente trabalho, 

com os citados acima, foi possível observar que apenas o lote 

de iE produzido com L. monocytogenes apresentou estabilidade 

a 35ºC, os demais lotes produzidos na mesma matriz avaliada 

foram considerados não estáveis ou apresentaram tendência de 

queda na concentração celular nesta temperatura, como obser-

vado nesse estudo.

CoNCLuSõES

Diante dos resultados obtidos foi possível concluir que a matriz QMF 

Ultrafiltrado, a metodologia de produção e o crioprotetor utilizado 

nesse estudo propiciaram a produção de um lote de IE homogêneo 

e estável nas temperaturas de estoque estudadas e capaz de ser 

transportado aos laboratórios participantes de um EP a uma tempe-

ratura máxima de 25ºC em um período de até seis dias.

o lote de iE produzido nesse estudo foi utilizado em uma rodada 

de EP com a participação de 28 laboratórios de diferentes esta-

dos brasileiros incluindo os Laboratórios Centrais de Saúde Públi-

ca. Vinte e sete dos 28 laboratórios participantes, obtiveram re-

sultados satisfatórios (96,4%). Os resultados desse EP podem ser 

observados no relatório do Ensaio de Proficiência em Microbiolo-

gia de “Alimentos - 6ª Rodada” - Pesquisa de Salmonella spp. em 

Matriz Queijo, disponível na página do INCQS14. o desempenho 

dos laboratórios foi considerado excelente, visto que apenas um 

laboratório apresentou resultado Falso Negativo.

A oferta periódica de programas de EP no Brasil é de grande 

importância para a verificação da qualidade dos ensaios, tanto 

para os Laboratórios Centrais de Saúde Pública, como para labo-

ratórios de pesquisa e privados.
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Figura 3. Gráfico da variação da concentração de células dos IE 
estocados à temperatura de 4, 25 e 35ºC. 

y= concentração de células (Log10 UFC/g), x= tempo decorrido (dias), 
__linha de tendência (Regressão linear) do lote produzido.
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