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Aula pratica: Analise microbioldgica de alimentos

1) Introducéo

As andlises microbiolégicas dos l. a eficiéncia do processo tecnoldgico aplicado;
alimentos permitem avaliar: Il. as condicdes de conservacao dos alimentos;
[l as possiveis contaminacdes no processo;
V. 0 prazo de validade e o tempo de vida util de
prateleira do produto;
V. a matéria prima para a fabricacao de derivados; e
VI. possiveis riscos a saude do consumidor.

2) Preparo da amostra (diluicées seriadas)

E necessario realizar diluicdes seriadas com o intuito de se obter placas que permitam a enumeracéo das unidades
formadoras de col6nias.

Material: o Tl_Jbos de ensaio contendq 9 ml de agua peptonada 0,1% estéril
' e Pipetas de 1 ou 2 ml esterilizadas
e Homogeneizar o produto na propria embalagem
e Fazer a assepsia na parte externa com solugdo de alcool 70%
e Transferir 1 ml da amostra para um tubo contendo 9 ml de solucdo de agua

Procedimento: peptonada 0,1% (diluigédo 10?)

(ex.: leite pasteurizado): e Homogeneizar por 3 a 5 vezes coletando 1 ml da diluigéo 10! transferindo para
outro tubo contendo 9 ml de solugéo de agua peptonada a 0,1% (diluigdo 10?),
procedendo assim, quantas vezes forem necessérias para obter dilui¢cbes
vidveis.

3) Contagem total de microrganismos aerobios e anaerdbios facultativos

A técnica de contagem em placa permite a visualizagdo da formacao de coldnias a partir de células viaveis, obtendo
assim a contagem total das unidades formadoras de coldnias (UFC) presentes na amostra. De forma geral, os
resultados da contagem total indicam o nivel geral de higiene durante a producéo, fabricacéo, condi¢fes de
armazenamento e transporte do alimento em questéo.

A contagem padrdo em placas nado indica a origem da contaminac¢do, nem as causas das possiveis falhas
higiénicas. Neste caso, deve-se realizar a contagem de grupos especificos de microrganismos com meios seletivos.

Principais microrganismos mesoéfilos do leite:

Bacilos Gram (+) Bacilos Gram (-)
Micrococcus, Staphylococcus, Microbacterium Pseudomonas, Acinotobacter,
Streptococcus Corynebacterium Flavobacterium, Enterobacter,
Enterococcus de origem fecal Arthrobacter Klebsiella, Aerobacter,
Streptococcus lacticos Kurthia Escherichia, Serratia
Bacillus Alcaligenes

e Placas de petri esterilizadas
Material: e Pipetas graduadas de 1 ml esterilizadas
e Meio de cultura: agar padréo para contagem (PCA)
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Procedimento:

e Selecionar o tempo de incubacdo de acordo com o tipo de micro-organismo desejado:
» Mesofilos: 35°C x 48 h / » Termdfilos: 55°C x 48 h / » Psicrotréficos: 7 a 10°C x 7 a 10 dias

Indculo i ‘ ‘

original 9 mL de caldo
‘ em cada tubo
| |
| i

e 1:10.000 1:100.000
l1 mL
Plaqueamento | | /

N~ ——
11110000 1:100.000

Célculo: numero de coldnias na placa x indice de diluicdo da amostra = niamero de bactérias/mL (p. ex., se 32
colénias estao na placa de diluicdo 1:10.000, a contagem pode ser estimada em 32 x 10.000 = 320.000
bactérias/mL na amostra).

Teste confirmativo:
Inoculacao em Petrifilm:

alg_2-
Limites de contagem bacteriana total do leite cru
Tipo de leite de consumo?® N° maximo de UFC/ml
A <1x10*
Cru refrigerado <3x10°

2 Fonte: INSTRUGCAO NORMATIVA N° 76, DE 26 DE NOVEMBRO DE 2018
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4) Determinacdo do NMP (numero mais provavel) de coliformes

4.1) NMP de Coliformes Totais:

O grupo dos coliformes totais inclui os bastonetes Gram (-), aerébios ou anaerébios facultativos, que fermentam

a lactose com produgédo de gas em 48 h a 35° C. O grupo dos coliformes inclui tanto bactérias de origem do trato
gastrointestinal quanto outros géneros de bactérias ndo entéricas (Serratia, Aeromonas). Desta forma, a sua
enumeracgao € menos representativa de contaminagéo fecal do que a enumeracao de coliformes fecais e E. coli. No
entanto, a presenca de coliformes totais € indicativa das condi¢des de higiene durante o processamento dos alimentos.

e 9 Tubos de ensaio contendo 10 ml de caldo lauril sulfato de s6dio com tubo de fermentacao
Material: invertido (tubo de Durhan)

e Pipetas de 1 ml estéril

e Semear, assepticamente, cada diluicdo (1 ml, 0,1 ml e 0,01 ml) para cada série de 3 tubos
Procedimento: contendo o meio de cultura

e Incubar a 35°C por 48 horas

e Fazer aleitura verificando a formacéo de gas no tubo de fermentacao

Série  de  tubos  apés | N°detubos + _ ) )
inoculac&o Tabela para determninaqﬁo do NE.HP' de coliformes em aliquotas de
1,0 (107}, 0,1 (107) e 0,01 {(10™) ml de amostra em cada tubo.
N° de tubos positives N® de tubos positivos
iml 3 1,0ml [ 0,1ml [ 0,04ml |NMP/mi | [ 1,0ml [ 0,1mi [ 0,01ml | NMP/miI
0 0 0 0,0 2 0 0 0,91
] 0 1 0,3 2 0 1 1,4
0 ] 2 0,6 2 0 2 2,0
2 2 2 0 0 3 0,9 2 0 3 2,6
0,1mi , : : 2 0 1 0 0,3 2 1 0 1.5
0 1 1 0,61 2 1 1 2,0
0 1 2 0,92 2 1 2 2,7
0 1 3 1,2 2 1 3 3.4
0,01ml ; ; 0 0o | 2 o | o062 2 | 2 0 2,1
.J J 0 2 i 0,93 2 2 1 2,8
0 2 2 1,2 2 2 2 35
0 2 3 1,6 2 2 3 4,2
0 3 0 0,94 2 3 0 2,9
0 3 1 1,3 2 3 1 3,6
0 3 2 1,6 2 3 2 4,4
0 3 3 1,9 2 3 3 5,3
1 0 0 0,36 3 0 0 2,3
L. o 3 X ) 1 0 1 0,72 3 0 1 3,9
Série de diluicdes do método do numero mais 1 0 2 1,1 3 0 2 6,4
provavel (NMP). Neste exemplo, sdo apresentados 1 0 3 1,5 3 0 3 9,5
trés grupos de tubos, cada grupo contendo trés } } ﬁ' U"Is713 g 1 2 ;g
tubos. Existiam bactérias o suficiente na amostra 1 1 2 1’5 3 1 2 12.0
para que todos os trés tubos do primeiro grupo 1 1 3 1,9 3 1 3 16,0
apresentassem crescimento bacteriano, sendo 1 2 0 1,1 3 2 0 9,3
considerados positivos. No segundo grupo, que 1 % ; ;g g % ; ;f’-g
recebeu somente um décimo do inéculo inicial, 4 2 3 2.4 3 2 3 290
apenas dois tubos foram positivos. No terceiro 1 3 0 1,6 3 3 0 24,0
grupo, que recebeu um centésimo do inéculo inicial, 1 3 1 2,0 3 3 1 46,0
nenhum tubo foi positivo. } g % i*; g g ‘g :11106“‘1
A tabela do NMP permite calcular para uma : -
amostra o nimero de micro-organismo que
estatisticamente sdo os mais provaveis. O
ndmero de tubos positivos € anotado para cada
grupo: no exemplo, os tubos 3, 2 e 0. Se levarmos
essa combinacéo para a tabela do NMP,
concluiremos que o indice é 9,3 NMP/mL.
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4.2) NMP de Coliformes Fecais:

O termo coliforme fecal ndo tem valor taxiondmico, pois apenas indica a presenga de microrganismos de origem
fecal. A definicdo dos coliformes fecais € a mesma dos coliformes totais, com diferenca de que os coliformes fecais
sdo capazes de fermentar a lactose com producdo de gas, em 24 h a 45° C. Esta definicdo objetivou selecionar
principalmente os coliformes de origem do trato gastrointestinal. No entanto, dos trés principais géneros deste grupo
(Escherichia, Enterobacter, Klebsiella), pelo menos dois (Enterobacter, Klebsiella) podem ser de origem néo-fecal.
Neste caso, a indicagdo de contaminacgdo fecal ocorre pela enumeracao de E. coli, a qual € a mais conhecida e
facilmente diferenciada dos demais membros néo fecais.

e Tubos de ensaio contendo 10 ml de caldo verde bile brilhante (VBBL) e lactose a 2%, com
Material: tubo de fermentacé&o invertido (tubo de Durhan)

Alca de platina

Com auxilio da alga de platina, inocular uma aliquota de cada tubo positivo da analise de
NMP de coliformes totais em um tubo contendo caldo verde bile brilhante lactose 2% estéril
Procedimento: e Incubar a 45°C por 24 a 48 h

Verificar os tubos positivos (com formacéo de gas e com turvagédo do meio)

Estimar o NMP de coliformes fecais de forma similar ao descrito no item 4.1

Teste confirmativo:
e Alga de platina
e Placas de petri contendo 15 ml de agar eosina azul de metileno (EAM) solidificado estéril
o A partir dos tubos positivos obtidos no caldo VBBL, semeie com a al¢a de platina,
estriando nas placas contendo agar Eosina Azul de Metileno (EAM) solidificado
o Incube as placas em estufa a 35°C por 24 h

Material:

Procedimento:

Método de inoculacao: profundidade e superficie Inoculacéo (procedimento):
=3
1.00u0,1 mL 0amL 5 Método de
© inoculagioem © Inocutagio em esgotamaneto
placa vazia i ! placa contendo -_ .
{ & ") meio sélido utilizado para isolar
'\\__/ \_/ culturas puras de
. bactérias.
s O Bt As setas indicam a
nto . ~
lnoculoEbdao direcdo da
/ a sup=!
© rigioio | " : semeadura por
B u < esgotamento.
fundido
m , . ~
Apbs a incubacao,
© Agtagioem | verifique a presenca
S pees v de colonias tipicas
3 proprias para o grupo
O s coiseins - collforme (E.coIJ) em
crescemna |+ " meio EAM (colbnias
superficie e i
dentro do meiol, -+ . / bem isoladas, de 2-3
sohdnﬁcado ""‘" A
/§ mm de diametro,
centro escuro e brilho
metalico esverdeado).

Limites de Enterobacteriaceae (UFC/mL) por tipo2de leite

Leite pasteurizado

Leite pasteurizado tipo A (pasteurizado)

n=5c¢c=2,m<1;M=5

n=n° amostras analisadas, ¢ = n° amostras com valores entre m e M, m = padréo da amostra, e M = limite de tolerancia.

2 Fonte: INSTRUCAO NORMATIVA Ne° 76, DE 26 DE NOVEMBRO DE 2018
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5) Cultura na fazenda (placas tripartidas contendo meios cromogénicos):

Os meios de cultura cromogénicos fornecem um método rapido e preciso para isolar e enumerar 0S
microrganismos alvo com base na deteccdo de atividades enzimaticas especificas. O uso destes meios permite uma
deteccédo mais rapida de microrganismos especificos em comparagao com os meios de cultura classicos, mas também
melhora a sensibilidade e pode reduzir a necessidade de testes de subcultura ou confirmacgéo.

O diagndstico microbiologico de mastite nas fazendas leiteiras tem como objetivo ser um método de resultado
rapido e preciso, auxiliando na tomada de decisdes principalmente do uso de antibidtico terapia ou ndo no tratamento
de mastite clinica. O principal objetivo da culturana fazenda é arapidatomada de deciséo, tanto para tratamento
guanto para casos especificos de mastite subclinica.

6) Deteccao de residuos no leite:

Os antimicrobianos séo utilizados em quantidades terapéuticas para prevencdo e tratamento de doencas dos
animais. S&o substancias quimicas (naturais ou sintéticas) que matam ou inibem o crescimento de microrganismos. As
principais vias de aplicacdo dos antimicrobianos incluem: intramamaria, intravenosa, intramuscular, oral e tépica (local).
Apés o uso do antimicrobiano, ele é metabolizado e excretado no leite por tempo variavel, em todos os quartos
mamarios e ndo somente no tratado. Cada antimicrobiano tem um periodo de caréncia descrito na bula, que
deve ser seguido rigorosamente para envio do leite para o tanque.

Pelo fato do leite e derivados lacteos serem essenciais para criangas, atengdo tem que ser dada sobre os riscos
da presenca de residuos destas drogas nestes alimentos. Os residuos de antimicrobianos apresentam resisténcia
térmica (pasteurizacao e tratamento ultra alta temperatura). Por esta razao, recomenda-se a monitorizagéo frequente
de residuos de antimicrobianos no leite, adotando-se, como referéncia, os limites estabelecidos pelas agéncias
internacionais. Por isso, os residuos de antimicrobianos no leite devem ser levados em consideracdo pelas
seguintes razdes: a) possivel impacto na emergéncia de resisténcia antimicrobiana frente aos medicamentos
utilizados na terapia humana; b) distarbios da microbiota intestinal; c) possivel ocorréncia de sintomas
alérgicos e d) inibem bactérias lacticas, comprometendo o processamento tecnoldgico de leites fermentados
e de queijos.

O monitoramento deresiduos de antimicrobianos no leite € feito por meio de testes de triagem (qualitativos)
e de confirmacéo (quantitativos). No Brasil, a partir de cada compartimento do caminhao ou carreta, € coletada uma
amostra e submetida aos testes, chamados de triagem. No caso de resultado negativo, é feito o descarregamento do
leite para processamento na industria de laticinios. Quando € detectado residuo por estes testes de triagem, o leite
€ descartado e ¢é feito o rastreamento para identificar a origem da contaminagdo (leite do tanque
refrigerador/propriedade). O monitoramento do leite pode ser feito em amostras de leite individual de vacas tratadas ou
do tanque refrigerador.

6.1 Delvotest®

Principio do teste: O método do Delvotest baseia-se no principio da multiplicagdo do microrganismo, resultando em
diminuicao do pH do leite e na modificagdo de cor do indicador. Este método € composto por ampolas contendo esporos
do Bacillus stearothermophilus var. calidolactis, nutrientes e indicador de pH (purpura de bromocresol). A interpretacéo
é feita a partir da observacédo da coloracdo, sendo considerado positivo, quando ndo for observado o desenvolvimento
do microrganismo, permanecendo, portanto, a cor violacea-purpura. Ou seja, se 0 leite apresenta residuos de
antibioticos, ndo ocorrera multiplicacdo microbiana na ampola, o que néo ira alterar o pH e a colora¢éo do fluido. J&
este teste é caracterizado como negativo quando a solucdo adquirir coloragdo amarela, indicando, portanto, a
ocorréncia de desenvolvimento de microrganismos, ja que a modificagdo de cor do indicador decorre da reducéo do
valor de pH.

e Pipeta descartavel de volume Gnico ~0,1 mL (acompanha o kit de analise)
Material: ¢ Ampolas do Delvotest contendo Bacillus stearotermophilus
e Incubadora (12 v 20 watts) 64° C ou banho maria
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Procedimento

a) Coletar uma amostra de leite homogénea e representativa do tanque de resfriamento (da
fazenda, do caminhdo ou do tanque de resfriamento da indUstria).

b) Preencha com leite a pipeta descartavel de volume Unico (item 1 da se¢do Material utilizado
no kit Delvotest).

c) Adicionar nas ampolas do Delvotest (item 2 da secdo Material utilizado no kit Delvotest)
todo o leite contido na pipeta do kit.

d) Coloque as ampolas ja com o leite em um incubador (item 3 da secdo Material utilizado
no kit Delvotest) com temperatura entre 63,5° C e 64,5° C por 3:00 horas.

e) Faca a leitura e expresse o resultado em negativo ou positivo para presenca de residuos de
antibiéticos no leite.

Interpretacéo

Apbs 3:00 horas de incubacdo, retire as ampolas da incubadora e avalie a coloracdo da amostra.
A auséncia de mudancga de cor do indicador (cor roxa) mostra que o Bacillus stearotermophilus
ndo se multiplicou devido a presenca de inibidores e o resultado é considerado positivo. A
mudanca parcial da coloracao indica um resultado suspeito e a viragem total de roxo para amarelo

indica a negatividade da prova (Figura 1), isto é, a amostra estava livre de inibidores.

A A A A A

- /- /- +/- +

Figura 1 — Interpretacdo do resultado de analise do Delvotest® para determinacéo da presenca
de residuos de antibiéticos no leite.

Qua

" & Laboratério de Pesquisa em Qualidade do Leite - FMVZ - USP
I I Ie Ite Departamento de Nutricdo e Producao Animal - VNP
FMVZ - USP Rua Duque de Caxias Norte, 225 - Pirassununga - SP - 13635-900
(19) 3565 4260 — qualileite@usp.br




LS

Universidade de Sao Paulo

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia VETERINARIA
Departamento de Nutricdo e Producdo Animal ISP

Sensibilidade do Delvotest® T (Fonte: DELVOTEST®. Manual de Operagdes. DSM Food Specialties B. V.

2017

https://bemconsultoria.com.br/wp-content/uploads/2021/04/sensitivity-list-master-record-delvotest-t-mrl-eu-

portuguese-b-865759.pdf

CCB* (ppb) CCB* (ppb)
»
E a £ a
Penicilinas Amoxicillin 4 4 4 Aminoglycosidas | Neomycin 1500 60 110
Ampicillin 4 4 Gentamycin 100 65 80
Penicillin G 4 1-2 12 Kanamycin 150 | 1010 | 1310
Cloxacillin 30 6 5 DHStreptomycin 200 | 500 800
Oxacillin 30 3 3 Spectinomycin 200 | 2010 | 1850
Tetracyclinas Oxytetracycline 100 100 80 Cefalosporinas Cephapirin 60 3 5
Chlortetracycline 100 150 152 Ceftiofur (pur)* 100 20 20
Tetracycline 100 70 75 Cefoperazone 50 40 40
Doxycycline © 50 40 Cefalexin 100 30 20
Sulfonamidas Sulfamethazine 100 135 150 Cefquinome 20 40 40
Sulfathiazole 100 40 30 Outros Chloramphenicol ) 4100 | 3080
Sulfadimethoxine 100 40 40 Trimethoprim 50 110 130
Sulfadiazine 100 40 50 Dapsone 0 30 35
Macroélidos Tilmicosin 50 60 60 *0 Ceftiofur com metabolitos tem um limite de deteccao cerca de 4 vezes
Tylosin 50 35 35 maior.
eomyen | 0| T | 10| [Oh apmidde et g et e
Lincomycin 150 220 180
Rifaximin 60 40 30

REFERENCIAS:

No

Cerqueira, M.M.O.P. Manual: Uso responséavel de antimicrobianos na producgéo de leite. MSD Salde Animal
MINISTERIO DA AGRICULTURA. INSTRUCAO NORMATIVA N° 76, DE 26 DE NOVEMBRO DE 2018.
Publicado em: 30/11/2018 | Edicéo: 230 | Secao: 1 | Pagina: 9.

MINISTERIO DA AGRICULTURA. Métodos de anélise microbioldgica para alimentos.22 Revis&o. Brasilia, MA,
135 p., 1991/1992.

Santos, M. V.; Fonseca, L. F L. Controle de mastite e qualidade do leite — Desafios e solu¢des. Pirassununga:
2019, v.1. p.301.

Silva, N., Junqueira, V.C.A., Silveira, N.F.A. Manual de métodos de analises microbioldgicas de alimentos. Sao
Paulo. Livraria Varela. 1997.

Tortora, G.J., Funke, B.R., Case, C.L. Microbiologia. 10° ed, 2012.

United States Department of Health, Education and Welfare. Food and Drug Administration. Bacteriological
Analytical Manual for Foods. 5th ed, 1978.
https://bemconsultoria.com.br/wp-content/uploads/2021/04/Instrucoes-de-Uso-Delvotest. pdf

Laboratério de Pesquisa em Qualidade do Leite - FMVZ - USP

Q u a I i Ie ite Departamento de Nutricdo e Producao Animal - VNP

EMVZ - USP Rua Duque de Caxias Norte, 225 - Pirassununga - SP - 13635-900
(19) 3565 4260 — qualileite@usp.br


https://bemconsultoria.com.br/wp-content/uploads/2021/04/sensitivity-list-master-record-delvotest-t-mrl-eu-portuguese-b-865759.pdf
https://bemconsultoria.com.br/wp-content/uploads/2021/04/sensitivity-list-master-record-delvotest-t-mrl-eu-portuguese-b-865759.pdf

