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Questionamentos

K3

% Por que realizar analise microbiolégica dos alimentos?

RS

% Quais microrganismos ou grupos microbianos devem ser

pesquisados?

“ Quais caracteristicas sdo importantes nos métodos de analise

microbiolégica?
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* Quais as tendéncias na analise microbiolégica de alimentos?

Questionamentos

Por que realizar analise microbioldgica dos alimentos?
« Assegurar a qualidade e seguranga microbiolégica das matérias
primas e/ou ingredientes utilizados, bem como dos alimentos

produzidos.

« Obter aprovagdo para realizagdo de testes de andlise sensorial de

produtos.

« Identificar patégenos envolvidos em surtos de origem alimentar.

Questionamentos

Quais micro-organismos ou grupos microbianos devem ser pesquisados?

Depende do contexto:

« Analises de rotina (micro-organismos indicadores).

« Validagao dos processos de esterilizagao.

« Ocorréncia de surtos (alimento envolvido, sintomatologia dos

individuos afetados etc.).

Questionamentos

Quais caracteristicas s&o importantes nos métodos de anadlise

microbiolégica?

« Devem ser validados, aprovados e reconhecidos

« Econémicos

« Seletivos

* Reprodutiveis

Questionamentos

Quais as tendéncias na andlise microbiolégica de alimentos?

« Métodos validados, aprovados e reconhecidos

« Redugao de insumos necessarios e residuos gerados

« Custo x beneficio

« Métodos sensiveis, rapidos e precisos




Métodos de analise microbiolégica

Métodos de analise microbiolégica

«» Métodos tradicionais ou convencionais.

“ Métodos rapidos ou alternativos.
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Métodos de analise microbiolégica Métodos de analise microbiolégica
Métodos tradicionais ou convencionais Métodos tradicionais ou convencionais
Vantagens Desvantagens
v' S&o métodos oficiais, validados e reconhecidos. v' Trabalhosos.
v Simplicidade e custo. v' Requerem muito material de laboratério.
v" Amplamente utilizados em laboratérios de pesquisa e de prestagdo de v Recursos humanos treinados.
Servigos.
v Resultados demorados.
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Métodos de analise microbiolégica

Métodos rapidos ou alternativos

Vantagens

v Simplificagdo do trabalho: prontos para uso, requerem menos
suprimentos de laboratério.

v' Requerem menos mao de obra.

v’ Resultados mais rapidos.

v Muitos ja s&o validados e reconhecidos.

Métodos de analise microbiolégica

Métodos rapidos ou alternativos

Desvantagens
v' Custo elevado?

v' Métodos para detecgdo de patégenos — triagem, todo resultado positivo
é apenas presuntivo, necessitando de confirmagdo pelos métodos

convencionais de cultivo.
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Procedimentos para enumeracao ou

deteccao de microrganismos

Preparo da amostra para andlise

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

coleta/analise);

v Observar as condigdes de embalagem e desinfeta-la com alcool 70%;

v" Homogeneizar o produto;

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

além de instrumentos e utensilios estéreis).
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Preparo da amostra para analise

v’ Retirar a unidade analitica (25 g ou mL)

Amostras liquidas (viscosidade < leite) — utilizar uma pipeta;

Amostras soélidas ou liquidos concentrados — se for heterogénea, compor

a unidade analitica com porgdes das diferentes camadas;

Carcagas de animais, embalagens — técnica do esfregago de superficie

(“swabs” ou esponjas estéreis);

Carcagas pequenas, gréos, sementes e similares — técnica da lavagem

superficial.

Preparo da amostra para analise

v" Homogeneizagdo da amostra

Em geral, 25 g ou mL da amostra em 225 mL diluente estéril (diluigdo 1:10)

« solugao peptona 0,1%
« solugdo salina 0,85%
« tampéo fosfato pH 7,2

« solugdo salina peptonada

Pode ser utilizado liquidificador (n&o é ideal) ou stomacher (30-60 segundos)
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Preparo da amostra para analise - enumeragao

Se o ensaio for de enumeracgdo: diluicdo seriada da amostra.

1mL 1mL

Y

9 mL de diluente

1:100 1:1000 1:10000
102 102 10+

1mL da diluicg010™ contém 0,1 grama (ou mL) da amostra
1 mL da diluigi0o10? contém 0,01 grama (ou mL) da amostra
s s
25 g amostra + 225 mL diluente 1 mL da diluici010° contém 0,001 grama (ou mL) da amostra
1:10 (10%) 1 mL da diluici010* contém 0,0001 grama (ou mL) da amostra

Técnicas basicas de enumeragao

Semeadura

Semeadura em profundidade

Semeadura em superficie

10 10? 10°

ﬂ 1mL
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Técnicas basicas de enumeragao

Contagem em placas

<+ Mede o niumero de células viaveis;

RS

« S&o0 necessarias ao menos 24 h para que colbnias visiveis sejam

formadas;

« As contagens em placas consideram que cada bactéria viva cresce e

se divide para produzir uma Unica colonia — UFC;

« Importante ter um numero limitado de colénias na placa (25 — 250

colonias).

Técnicas basicas de enumeragao

Método do Numero Mais Provavel (NMP)

v Permite estimar a densidade de micro-organismos viaveis presentes em uma

amostra.

v’ Esta técnica ndo permite a contagem "fixa" de células viaveis ou de unidades

formadoras de colénias, como acontece com a técnica de contagem em placas.

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

tendo portanto condigdes de formar colénias em meios solidos seletivos.
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Técnicas basicas de enumeragao

Outros métodos para medida do crescimento microbiano

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

corrente de agua).

Contagem microscoépica direta
Consiste em fazer um esfregago com a amostra de alimento ou cultura microbiana
sob uma lamina de microscopio, corar com um corante apropriado, visualizar e

contar as células com auxilio do microscépio (= rapidez, simplicidade).

Técnicas basicas de detecgao

Pré-enriquecimento
Recuperagao das células estressadas

[

Enriquecimento
Inibigdo da multiplicagédo dos organismos néo alvos

[ Semeadura em agar seletivo ]

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

3

[ Semeadura em meio ndo seletivo]

(verificar a pureza do isolado)

[ Testes bioquimicos e sorolégicos quando apropriado ]
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Principais métodos rapidos

(alternativos) disponiveis no mercado

Métodos rapidos (alternativos)

Principais métodos rapidos (alternativos) disponiveis no mercado

« Meios de cultura modificados

« Sistemas prontos para uso

« Métodos bioquimicos miniaturizados

- Métodos imunoldgicos

- Métodos moleculares

« Outros
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Métodos rapidos (alternativos)

Meios de cultura modificados

Ex. substrato cromogénico e fluorogénico.

Detecgéo simultanea qualitativa ou quantitativa de coliformes totais e E. coli

Contém o indicador cromogénico ONPG (orto-nitrofenil-galactopiranosideo) e

também o indicador fluorogénico MUG (4-metil-umbeliferil-B-D-glucuronide);

Coliformes metabolizam o ONPG pela presenga da enzima ( -galactosidase,
desenvolvendo a cor amarela;
E. coli metaboliza o MUG pela presenga da enzima B -glucuronidase,

desenvolvendo fluorescéncia quando exposto a luz UV.

Métodos rapidos (alternativos)

Agua

Alimentos
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Métodos rapidos (alternativos)

Sistemas prontos para uso

Ex. 3M™ Petrifilm™.
Sistema de meio de cultura pronto.
Disponiveis para contagem de aerébios mesofilos, bolores e leveduras,

Enterobacteriaceae, coliformes totais e E. coli, estafilococos, bactérias laticas etc.

Ex. Detecgao simultanea de coliformes totais e E. coli (24-48 h).
Coliformes confirmados - colonias vermelhas com bolhas de gas associadas.

E. coli confirmada - col6nias azuis com bolhas de gas associadas.

Métodos rapidos (alternativos)
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Métodos rapidos (alternativos)

Métodos bioquimicos miniaturizados

Ex. sistema API® 20E (Biomérieux)

Versdo miniaturizada de provas bioquimicas convencionais para identificagdo das
Enterobacteriaceae e outros bacilos Gram negativo.
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Métodos rapidos (alternativos)

Métodos imunolégicos
S&o métodos analiticos baseados em reagdes entre antigenos e anticorpos

especificos para esses antigenos.

Ex. técnica imunoenzimaticas, imunofluorescéncia, imunoimobilizagdo,

imunocromatograficas.

Ex. 1-2 Test®BioControl
Utiliza uma combinagéo de enriquecimento seletivo, meio de motilidade e

anticorpos especificos para imunoimobilizagdo de Salmonella.
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Métodos rapidos (alternativos) Métodos rapidos (alternativos)

Métodos moleculares

anticorpos

| .- B ... E ../"""

Cimara
Motilidade
e

~— Motiidade
| das Salmonellas

Transferir a amostra_enriquecida Quando a Salmonela esté presente,
para a cimara de inoculagio com comeca a migrar da cimara de
uma gota do reagente iodo-iodeto®. inoculagio para a cimara de
Na cimara de motilidade, adicionar motilidade. Ao mesmo tempo os
uma gota da solugdo de anticorpos®. anticorpos comecam a difundir-se na

Incubar. camara de motilidade.

*Incluso no Kit
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