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Normas basicas no laboratério de microbiologia
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Normas bdsicas no laboratério de microbiologia

Aulas praticas ‘bjefivo de transmitir os principios e métodos

empregados na andlise microbioldgica de alimentos.

Diversos microrganismos (patdgenos) essq;cial seqguir as normas de

seguranga, para evitar acidentes e contaminagdo.




R — |

Normas basicas no laboratério de microbiologia

ACIDENTES em laboratérios ocorrem devido falta de atencdo, atitudes

incorretas e até mesmo pressa em terminar os experimentos.

Perigos: agentes bioldgicos, temperaturas extremas, reagentes quimicos, radiagdo

ultravioleta, utensilios perfurocortantes etc.
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Normas bdsicas no laboratério de microbiologia

Assumir postura cuidadosa e responsdvel durante os

experimentos

Veja o "roteiro com normas de seguranga no laboratério”



Normas bdsicas no laboratério de microbiologia

Trabalhar sempre perto da chama (bico de Bunsen)
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Normas bdsicas no laboratério de microbiologia

Trabalhar sempre perto da chama (bico de Bunsen)

Chama oxidante

A}
,‘_,-‘—Chama redutora

S

|O=—=Regulador de ar
Entrada de
/ gas

1 - regulador de ar fechado (chama menos aquecida, de cor amarelo-laranja);

2 - regulador de ar quase fechado;
3 - regulador de ar semiaberto (chama roxa tendendo para o azul);

4 - regulador de ar totalmente aberto (chama mais quente).



Normas bdsicas no laboratério de microbiologia

Utilizagao do bico de Bunsen

¢ Primeiramente, ligar a alimentagdo do gds;

v/ Verificar se as entradas de ar no cilindro do bico de Bunsen estdo fechadas, pois é mais

facil acender a chama com a entrada de ar fechada;

v/ Abrir a vdlvula do ajuste da chama e aproximar uma fonte de chama (fésforo ou isqueiro)

até a boca do bico de Bunsen;
v/ Apds a chama acesa (amarelo-laranja), ajustar a entrada do ar até que chama fique azul;

v Para desligar o bico de Bunsen, é importante desligar primeiro a alimentagdo do gds e,
depois que a chama se extinguir, desligar a vdlvula do bico. Esse procedimento garante

que ndo fique gds retido na tubulagdo.



Normas basicas no laboratério de microbiologia

Capela de fluxo laminar

Equipamento projetado para criar dreas de trabalho estéreis para a manipulagdo de

materiais bioldgicos e/ou estéreis, garantindo a seguranca da manipulagdo.

Fluxo de ar unidirecional horizontal Fluxo de ar unidirecional vertical
Protege apenas o produto Protege produto e usudrio

Usudrio exposto aos aerosséis provenientes do trabalho Usadas em trabalhos com patdgenos
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Normas bdsicas no laboratério de microbiologia

Esterilizagdo - métodos empregados no laboratorio de microbiologia

Calor seco x calor umido

Calor seco: transferéncia mais lenta de calor que
causa desidratacdo e desaceleracdo do metabolismo
das células (oxidagdo dos constituintes organicos). Ex.
estufa ou forno a 170 °C por 1-2 h.

Calor dmido: provoca desnaturagdo irreversivel de

proteinas através da alta temperatura e umidade. Ex.

autoclave a 121 °C por 15 min




T — |

Meios de cultura
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Meios de cultura
O que sao?
Formulagdo quimica que contém uma combinagdo qualitativa e quantitativa de

hutrientes, permitindo o cultivo de microrganismos fora do meio natural.

Composigado
Fonte de nitrogénio - proteinas, peptideos, aminodcidos
-Fonte de carbono - carboidratos, principal fonte de energia
*Minerais essenciais (g/L) - Mg, Fe, Naq, Cl, S, K, P
-Elementos trago (mg - pg/L) - vitaminas Zn, Mn, Br, Cu, Co
-Agentes tamponantes - fosfatos, acetatos, citratos
Indicadores de pH - vermelho de fenol etc.
Agente solidificante - dgar (carboidrato complexo obtido a partir de algas

marinhas, insollivel em dgua a temperatura ambiente)
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Classificagdo quanto a consisténcia

Liquido Semi-sélido Sélido
(caldo) (0,4 a 0,6% dgar) (1,3 a1,5% dgar)

turvagdo do turvagdo do meio formagdo de

meio motilidade (movimento) da bactéria coldnias
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Classificagdo quanto ao tipo

Meios ndo seletivos

Permitem o desenvolvimento de grande variedade de microrganismos.

Exemplo: Plate Count Agar (PCA)

Triptona 50g
Extrato de Levedura 258
Glicose 10g
Agar 15,0 g

Agua destilada 1000 ml
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Classificagdo quanto ao tipo

Meios seletivos
Compostos inibem microrganismos indesejdveis sem inibir os desejaveis (adigdo

de antibidticos e outras substancias com capacidade inibitdria).

Exemplo: Potato Dextrose Agar (PDA) + dcido tartdrico 10%
Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicol Agar (DRBC)
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Classificagdo quanto ao tipo

Meios seletivos diferenciais

Permitem a diferenciagdo de microrganismos com base em reagdes bioquimicas.
Exemplo: Agar MacConkey

Utilizado para isolamento de bactérias gram-negativas e indica a fermentagdo de lactose.

Lac+: capazes de fermentar a lactose - colonias rosas

Ex. Escherichia coli e Klebsiella

Lac-: incapazes de fermentar a lactose - coldnias incolores

Ex. Salmonella e Pseudomonas
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Classificagdo quanto ao tipo

Meios de enriquecimento
Permite o aumento da concentragdo dos microrganismos presentes na amostra

(preparagoes liquidas).

Exemplos: Brain Heart Infusion Broth (BHI) para o cultivo de micro-organismos

injuriados e ndo injuriados em amostras diversas.

Lactose Broth ou Buffered Peptone Water (BPW) para andlise de Salmonella spp.
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Classificagdo quanto ao tipo

Meios de enriquecimento seletivo
Inibe o desenvolvimento de alguns microrganismos, propiciando o desenvolvimento

de outros.
Exemplo: Rappaport-Vassiliadis Broth (RV) e Tetrathionate Broth (TT) para

andlise de Salmonella spp.
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Classificagdo quanto ao tipo

Meios indicadores
Possibilita a andlise das propriedades bioquimicas dos microrganismos,

facilitando sua identificacdo.

Exemplo: Triple Sugar Iron Agar (TSI) e Lysine Iron Agar (LIA) para
identificagcdo de Salmonella spp.
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Classificagdo quanto ao tipo

Meios de conservagdo e manutengdo

Ndo favorece a multiplicagdo e conserva os microrganismos.

Ex.: Nutrient Agar
Utilizado para a conservagdo e manutengdo de culturas em temperatura
ambiente e como método opcional para os laboratérios que ndo dispdem do

método da crioconservagdo (congelamento das cepas em freezer a - 70°C).

Constituent Amount
Peptone (partially digested protein) 509
Beef extract 309
Sodium chloride 80g
Agar 1509

Water 1 liter




|

Procedimentos para andlise microbioldgica
de alimentos
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Procedimentos para andlise microbioldgica
de alimentos

Preparo dos meios de cultura

*De acordo com instrucoes do fabricante.

Preparo do local de trabalho
Higienizar a bancada (alcool 70%)
Verificar se todo material esta disponivel: pissetas de dlcool,

recipiente para descarte, algcas, meios de cultura fundidos,

placas, tubos eftc.
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Preparacdo da amostra para andlise

v’ Registrar dados sobre a amostra (produto, local e data de

coleta/recebimento e andlise);
v Observar as condigoes da embalagem;
v Desinfetar embalagem com dlcool;
v Homogeneizar o produto;

v Abrir assepticamente a embalagem (fluxo laminar ou bico de Bunsen, além de

utensilios estéreis);
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Preparacdo da amostra para andlise

v Retirar a unidade analitica (10, 25 ou 50 g ou mL)

Amostras liquidas (viscosidade ¢ leite) - retirar a unidade analitica com uma

pipeta;

Amostras sdlidas ou liquidos concentrados - se for heterogénea (ex. bolos

recheados), compor a unidade analitica com por¢des das diferentes camadas;

Carcagas de animais, embalagens - técnica do esfregago de superficie (“swabs” ou

esponjas estéreis);

Carcagas pequenas, grdos, sementes e similares - técnica da lavagem superficial.
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Preparacdo da amostra para andlise

v/ Preparo da diluigdo (1:10) - ex. 25 g para 225 mL diluente

solugdo peptona 0,1%

solucdo salina 0,85%

tampdo fosfato pH 7,2

solugdo salina peptonada

v Homogeneizagdo

Liquidificador ou "stomacher” (30-60 segundos)
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Preparagdo da amostra para andlise

v Dilui¢cdo decimal seriada da amostra
1mL 1 mL

1mL £ £ =

- - v

e 1 H F
~s J U U

1:100 1:1000 1:10000
102 103 10*

9 mL de diluente

1 mL da diluicd010™ contém 0,1 grama (ou mL) da amostra
1 mL da diluic30107? contém 0,01 grama (ou mL) da amostra
1 mL da diluic30107® contém 0,001 grama (ou mL) da amostra

25 g amostra + 225 mL diluente
1:10 (10?) 1 mL da diluic3010* contém 0,0001 grama (ou mL) da amostra
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Semeadura x enumeragao

Contagem em placas

v’ Mede o nimero de células vidveis:;

v/ Sdo necessdrias ao menos 24 h para que col6nias visiveis sejam formadas;

v/ As contagens em placas consideram que cada bactéria viva cresce e se divide
para produzir uma Unica colonia - denominadas unidades formadoras de colonias
(UFC):

v’ Importante ter um nimero limitado de colonias na placa (25 - 250 colonias).
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Semeadura em placas

25 g/25 mL da amostra

v

225 mL de diluente
10

9 mL de diluente 9 mL de diluente

v 1mL 1mL
Homogeneizagio P P
102 1073
1mL 0,1 mL ‘ 1mL 0,1 mL 1mL 1mL 0,1 mL 1mL
PCA PCA PCA v PCA PCA PCA
(Pour Plate) (Pour Plate) (Pour Plate) (Pour Plate) (Pour Plate) (Pour Plate)
PCA PCA PCA
(Superf|C|e) (Superficie) (Superficie)
Termofilos Mesofilos Termofilos Meséfilos Terméfilos Mesofi
esofilos
55 °C/48h 35-37 °C/48h 55 °C/48h 35-37 °C/48h 55 °C/48h 35-37 °C/48h

PS|crotrof|cos
5-7 °C/7-10dias

Psicrotroéficos
5-7 °C/7-10dias

Psicrotréficos
5-7 °C/7-10dias
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Resultados

Contagem das colonias e cdlculo dos resultados

[Selecionar as placas com 25 a 250 colonias para contagem;

0O ndmero de Unidades Formadores de Colonias (UFC) por grama ou
mililitro da amostra serd o nimero de colonias contadas multiplicado
pelo inverso da diluigdo inoculada;

e O inverso da diluigdo 10! € 10!, o inverso da 102 é 10% e assim por
diante...
e Duas placas por diluigdo (duplicata) 0 média aritmética da
contagem obtida em cada uma das placas da duplicata;
Resultado final
e Usar notagdo exponencial

e Usar uma casa decimal depois da virgula
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Resultados

Contagem das colonias e calculo dos resultados
Ex: Contagem total de aerdbios mesdfilos

Semeadura em profundidade (1 mL)

Dilui¢do 1073

’ 85 colonias

65 col6nias (duplicata)

3 - 4
Resultado: 75x10° = 7,5 x 10* UFC/q

85 x 102 + 65 x 103
2
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Resultados

Contagem das colonias e calculo dos resultados
Ex: Contagem total de aerdbios mesdfilos

Semeadura em superficie (0,1 mL)

Dilui¢do 1073

’ 85 colonias

65 col6nias (duplicata)

3 5
Resultado: 75 x10x10° 7,5 x 10° UFC/g

85 x103 + 65x103 =~
2
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Semeadura x enumeragao
Método do Nimero Mais Provavel (NMP) - tubos multiplos

v’ Método que permite estimar a densidade de micro-organismos vidveis presentes

em uma amostra.

v Esta técnica ndo permite a contagem "fixa" de células vidveis ou de unidades
formadoras de colonias (UFC), como acontece com a técnica de contagem em

placas.

Recomendada quando: é esperado um baixo ndmero do micro-organismo alvo
(<100/g ou mL) ou quando, devido ao processo tecnoldgico sofrido pelo alimento,
as células presentes estejam lesadas fisiologicamente (células estressadas), ndo

tendo portanto condiges de formar colonias em meios sdlidos seletivos.
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Semeadura em tubos

- Expressdo de resultados: consultar tabelas de NMP

® 9gmLde

9 mL de
1mL Ql diluente

25 g amostra - 1mL i diluente
=

+ 225 mL diluente | i |
10 /l\1 e 102 /1\ 1mL 10° /l\1mL

=

5]

>

- e - e e -
= = =  CaldoLMX UL L = e =
v

35-37°C/24 h

Coliformes totais: mudanga da cor do caldo de amarelo para azul-verde
Escherichia coli: fluorescéncia azul sob luz UV.



Resultados

.

> b

ol Py REIPES
jidls

4 1™

OO.GQ-R.’
> -




. |

Resultados

Exemplo: Determinar o NMP de coliformes totais (CT) e Escherichia coli (EC)
em amostra de suco natural.
e Série de trés diluigdes, com trés tubos por diluigdo

e Quantidade de amostra nas aliquotas = 1 mL

Meio de cultura Diluicoes
(Caldo LMX) -1 -2 -3
CT 3+ 2+ 1+
EC 2+ 1+ 0
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Resultados

Tabelaside NMP

Tabela NMP-1. Numero Mais Provive]

(NMP) e intervalo de confianca a nivel de 95% de probabili-

‘ de tubos positivos em série de trés tubos. Quantidade inoculada da
qmostra: 0.1-001¢ ”.()(Hg ou m]_

dade, para diversas combina¢des

Intervalo de confianca (95%)

e |

e inaciio de| g = =

Combinag NMP/g ou Combinaciio de Intervalo de confianca (95%)
- ¢

ml
£ | Yo IMP/
“'lim, = _ Minimo Miximo tubos + l 2l S d | Minimo Maximg
[ : S I — | —
0-0-0 <30 95 J 9 { = {2
oo | 5 - 19 2-2-0 21 4,5 42 .
0-0-1 3,0 0,15 96 7 2-2-1 ) " - I )4
[ ﬁj—_”f_l 3,0 0,15 ]? ‘ 2:9-9 | 2z R 7 04
L F T ———— Sl | e = | i —
0-1-1 | 6.1 1,2 18 2-3.0 29 @7 34
020 2 1,2 18 231 36 8.7
B 0-3-0 V4 3.6 38 3-0-0 73 | 46 94
[ 1-0-0 3,6 0.17 E 18 3-0-1 1 :’\f ‘ 27 P .
o ‘ : s | % Coliformes totais
1-0-1 ‘ 2 1,3 18 3-0-2 64 [ 17 50

| = |

1-0-2 | 11 _‘\(\77 38 3-1-0 43 | L,/A 7: 0

R 14 1,3 20 3-1-1 75 |_~17 ;
1| I 3.6 38 3-1-2 120~ 37 420
L 1-2-0 11 3.6 42 3.1-3 T60 | 40 42
E. coli | 123 15 45 42 320 93 18 42(
1-3-0 16 45 42 3-2-1 | 150 | 37 420
2-0-0 9,2 1.4 38 3222 210 40 ‘ 430
2-0-1 14 3.6 ‘ 42 32-3 290 90 [ 1.000

T 202 0 1,5 42 3-3-0 240 42 | 1000 |

L 2140 | 15 | 3,7 ' 4 331 460 %0 ' 000 |
2-1-1 0 4,5 42 3-3-2 1.100 180 4.100

212 | 27 87 | 9% 33 1100 | 420 5

tical Manual (Blodgett, 2020)
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Outras técnicas

Outros métodos para medida direta do crescimento microbiano

Filtragdo
Método empregado quando a quantidade de bactérias é muito pequena (ex.

corrente de dgua).

Contagem microscopica direta

Consiste em fazer um esfregago com a amostra de alimento ou cultura
microbiana sob uma lamina de microscépio, corar com um corante apropriado,
visualizar e contar as células com auxilio do microscépio (= rapidez,

simplicidade).
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Outras técnicas

Outros métodos para medida indireta do crescimento microbiano

Turbidimetria
A medida em que as bactérias se multiplicam em um meio liquido, o meio se torna

turvo ou opaco com as células - espectrofotémetro.

Atividade metabdlica
Assume que a quantidade de um produto metabdlico determinado, como um

dcido, é diretamente proporcional ao nimero de bactérias presentes.
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Técnicas basicas de detecg¢do
(presenga/auséncia)

Pré-enriquecimento (diluicao 1:10)

Recuperacao das células estressadas

3

Enriquecimento
Inibicdo da multiplicagdo dos organismos nao alvos

$

[ Subcultura em agar seletivo ]

Meios diferenciais para distinguir isolados-alvo dos n&o alvo

$

[ Subcultura em melo nao seletivoJ

(verificar a pureza do isolado)

4

[ Testes bioquimicos e sorologicos quando apropriado ]




