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1. Introducéo

Alguns microrganismos funcionam como indicadppodendo ser usados para refletir
a qualidade microbioldgica dos alimentos em relagaddda de prateleira ou a seguranca
devido a presenca de patdgenos alimentares. Agesauso geral ser para avaliar a sanidade
dos alimentos, eles também podem ser usados palarasaspectos gerais de qualidade
(COSTA, 2004).

Nesse sentido, os alimentos preservados de forateguada podem contribuir para o
crescimento de microrganismos patégenos, ocasionam doencas transmitidas por
alimentos (DTA), de morbidade e mortalidade sigativas. Um alimento contaminado
proveniente de uma industria de processamentdrderdbs ou de um restaurante pode afetar
um grande nimero de individuos, assim, as doergasnitidas por alimentos correspondem
a doencas de fonte comum (MADIGAdNal., 2010).

O episédio em que duas ou mais pessoas apresestanesmos sintomas apos a
ingestdo de alimentos e/ou agua da mesma origaraéterizado um surto de DTA. Porém,
quando h& o surgimento de uma doenca rara, del dificrréncia, basta que apenas um
individuo apresente o0s sintomas para que seja dmyasio um surto (BRASIL, 2014).
Madiganet al (2010), relataram que a maioria dos surtos e @Gseingnsmitidas por alimentos
nao sao mencionadas, pois, ndo ha uma investigdgamssociacdo entre o alimento e a
doenca. Segundo dados atualizados da VigilancialeBpolégica das DTA no Brasil
divulgados em Agosto de 2014, o Brasil teve 80@osude DTA no ano de 2013, sendo a
regido Sudeste com o maior numero de notificacg@8%), seguido da regido Sul (38,9%)
e, dentre os agentes etiologicos associados atms sie¢ DTA, oStaphylococcus aureus, a
Salmonella spp e a Escherichia coli continuam sendo 0s principais microrganismos
causadores da doenca.

De acordo com Madiganal (2010), o patdogeno ou a toxina presentes e traidssi
pelos alimentos pode ndo ser o bastante para assscalimentos ou patégenos a um surto
especifico de doencga transmitida por alimentosa Bao, 0 agente causal deve ser isolado e
identificado para completar as investigagdes de DAg\amostras dos alimentos devem ser
inoculadas em meios enriquecidos e transferidateiposnente para meios diferenciais ou
seletivos para o isolamento e a identificacao.

Diante desse contexto, segundo Frariandgraf (2007), a avaliacdo microbiologica

dos alimentos fornece informacdes importantes geenipem avaliar as condi¢cdes de
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armazenamento, processamento e distribuicdo pewasumo, sua vida util e o risco a saude
da populacdo atestando a qualidade e a seguraaga ajimento oferece ao consumidor. As
analises microbioldgicas feitas no Brasil, sdo eodytos de origem animal, vegetal, na agua,
em suplementos minerais e vitaminicos e nos aditbioldgicos e coadjuvantes usados na
tecnologia de produgéo de alimentos (BRASIL, 2001).

O presente trabalho propde-se a desceeanalisar as atividades e 0s procedimentos
utilizados, durante estagio supervisionado, redtizao Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos da Universidade de Brasilia (LAMAL), entp periodo de Agosto a Novembro de
2014, os quais visam a deteccéo dos microrganismesafetam a qualidade dos alimentos,
bem como os agentes etioldgicos que prejudicamidesdos consumidores.
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2. Laboratorio de microbiologia de alimentos da Uiversidade de Brasilia

O Laboratério de Microbiologia de Alimentos da Usrisidade de Brasilia (LAMAL)
recebe diversos tipos de amostras de alimentosigienoanimal, vegetal e agua para analise
microbiolégica, além de swabs de bancadas, pisajnbdes, gaiolas, facas e propés de
funcionarios provenientes de industrias e estaimedgtos produtores de alimentos. Os
procedimentos de andlises dos alimentos, praticadosaboratério, seguem a Instrucao
Normativa N° 62, de 26 de Agosto de 2003 do Ministéla Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) que oficializa os métodos ditals oficiais de andlises
microbiolégicas para controle de produtos de origemmal e agua. Para determinacdo dos
microrganismos presentes em alimentos destinadosrasumo humano, o laboratério segue
a Resolucdo RDC n°12, de 02 de Janeiro de 200péacka Nacional de Vigilancia Sanitaria
( ANVISA) que aprova o regulamento técnico soladrpes microbiolégicos para alimentos.

O LAMAL realiza analises microbiolégic@m amostras oriundas de industrias de
alimentos, restaurantes, lanchonetes, padarigseersarcados do Distrito Federal e Entorno.
A amostra a ser analisada pode apresentar-se efalbv@aorma que é comercializada, ou na
forma que a industria ou estabelecimento a manifAdaanalises sao feitas em uma grande
variedade de alimentos como carnes, carcacasriposaleite e derivados, sanduiches, doces,
agua, paes, bolos, além de analises de ambientswab$” de bancadas e maos de
funcionarios.

Durante o periodo analisado, de Agastdovembro de 2014, as principais analises
realizadas foram: contagem de mesdfilos aerobiososse facultativos viaveis, contagem de
bolores e leveduras, nimero mais provavel de colds totais e coliformes termotolerantes
em agua e alimentos, pesquisaSdémonella, contagem delostridium sulfito redutores a
46°C eClostridium perfringens, contagem ddBacillus cereus, contagem dé&taphylococcus
aureus, pesquisa deisteria monocytogenes além de acompanhamento sobre o funcionamento
da camara de anaerobiose onde o processamento aiiraand feito sob condigbes de

anaerobiose estrita.
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3. Procedimentos para o preparo das amostras paemalise

O processo de andlise das amostras, inicia-se odilnigdo e homogeneiza¢cdo com
um diluente adequado, para permitir a inoculac@meios de cultura (SILVAt al., 2010).
A diluicédo caracteriza-se pela adicdo de uma snbist@ outra para reduzir a concentracéo de
uma das substancias, ou seja, indica que “ taatdsspde um material estdo sendo diluidas
em um numero total de partes do produto final”( EFRA 2003).

Conforme a IN 62 (2003), as diluicdes dé&ididas em:

A. Diluicbes decimais
Sé&o diluicbes em que a quantidade da substancier alilsida corresponde a
unidade, ou multiplos da unidade e o volume firgakdlucéo diluida é igual a 10 ou
multiplo de 10 (diluicbes de base 10).

B. Diluicbes decimais seriadas

Séo diluicdes decimais preparadas e sgue possuem um fator de diluicdo Unico
e igual a 10. Tem-se como exemplo, o preparo deicdgs decimais de uma cultura

bacteriana em fase estacionéria até310onforme as etapas descritas abaixo:

1. Preparar uma diluicdo 1:10 da culemafase estacionari&ifura 1) em solugéo
salina peptonada, isto é, misturar 1 mL da culumafase estacionaria com 9 mL de solugéo

salina peptonada (10).

2. A partir da diluicdo 1:10 preparada conformenit&, apds homogeneizacdo em
agitador de tubos, tomar 1 mL e misturar com 9 ralsolucéo salina peptonadéagura 1),
de forma a obter diluicdo 1:100 da cultura em &stacionaria (10).

3. A partir da diluicdo 1:100 prepaatbnforme item 2, ap6s homogeneizacdo em
agitador de tubos, tomar 1 mL e misturar com 9 ralsolucéo salina peptonaddagura 1),

de forma a obter a diluicdo 1: 1000 da cultura ase estacionaria (19).
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Figura 1 — Diluicdo em série de 3 tubos

Homo geneim gio Tl Lol
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Fonte adaptada: Marques, Leila Larisa. Contagem de coliformes $otai coliformes
termotolerantes. Disponivel enmttp://slideplayer.com.br/slide/44164/#Acesso em nov.
2014.

O processamento das amostras deve ser feitoteraor de capelas de fluxo laminar
especifico para tal atividade e, perto da chamiainde Bunsen, no caso de uso de bancada.
A pesagem das amostras para a obtencdo da dill@¢daleve ser feita de forma asséptica e
com o uso de materiais estéreis. Deve-se pesar@®8 gramas ou pipetar 25 + 0,2 mL da
amostra e transferir para um saco “stomacher” iegtédentificado. Em seguida, proceder
com a homogeinizacdo do conteudo do saco com 228endigua peptonada tamponada 1% e
homogeneizar por 30 segundos a 2 minutos, depeodeld tipo de amostra, em
homogeneizador automatico (Aparelho de “stomachd?gra as diluicbes subsequentes,
transfere-se 1 mL da diluicdo anterior para um tebatendo 9 mL de solucédo salina
peptonada 0,1% (diluente). A homogeneizacdo dedit@sdes deve ser realizada com o
auxilio de agitador de tubos tipo “vortex”, por ymriodo de tempo nao superior a 60
segundos (BRASIL, 2003).

3.1 Amostragem com “swabs”

De acordo com Sihehal (2010), o esfregaco feito com “swal§Figura 2) aplica-se
aos alimentos cuja contaminacdo € predominantensaterficial, tais como: carcacas de
aves, peixes, suinos e bovinos e, também é aplacaddlise de superficies de equipamentos,
mesas, utensilios e embalagens. O esfregaco &feiidswabs” estéreis e sdo colocados em

tubos ou frascos com 10 ml de um diluente adequshaio recomendados p&ompendium
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(Midura & Bryant, 2001), citados por Silgial (2010), os diluentes: Agua Peptonada 0,1%
(H20) ou o Tamp&o Fosfato pH 7,2 (PB) e pela ISO 6B8r999) a Agua Salina Peptonada
(H-Osp) ou a Agua Peptonada Tamponada (BPW).

Figura 2 - Esfregaco de superficie feito com “swat) em carcaca de frango

Fonte adapatada: Amostragem da unidade analileat@cnica do esfregaco de superficie
“swab”. Disponivel em: https://bacilosnasopa.wordpress.com/2012/07/12/aeayesn-da-

unidade-analitica-pela-tecnica-do-esfreqgaco-de+ficeswab/. Acesso em nov. 2014.
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4. Contagem padrdo de microrganismos mesofilos adnids estritos e

facultativos viaveis

A contagem padrdo de microrganismos mesofilos amsobstritos e facultativos
viaveis aplica-se a amostras de agua, alimentcstérias-primas, sendo o método mais usado
como indicador geral de populacdes bacterianas lanergos. Essa técnica, porém, ndo
diferencia os tipos de bactérias e nem € um indicatk seguranca, apenas fornece
informacdes gerais sobre as praticas de manufanatgrias-primas usadas, qualidade dos
produtos, condi¢des de processamento, manipulagd@la ele prateleira (SILVAt al., 2010).

As diluicbes da amostra ou a sua seuraaddo realizadas em agar padrdo para
contagem (PCA) e incubadas em temperatura de 38C+ptr 48 horas. O procedimento
consiste da homogeneizagcdo, em saco “stomache(@aeegundos, de 25 £ 0,2g ou 25 +
0,2mL da amostra com 225 mL de soluc¢éo salina pagtn0,1%. Sendo essa a dilui¢cad,10
onde é retirado 1 mL e semeado em placas de Rédress e posteriormente é adicionado
cerca de 15 a 20 mL de PCA fundido e mantido enhdamaria a 46 - 48°C. Feito isso, 0
agar com o inoculo € homogeneizado e deixado eerficip plana para solidificar. As placas
sao incubadas invertidas a temperatura de 36 pAaP@8 horas. A leitura é de acordo com o
tipo de amostra em analise e a contagem de ce|@®ado que, os produtos em geral, o ideal
€ que as placas contenham entre 25 e 250 coléniaaseamostras de agua, as placas
contenham entre 30 e 300 coldnias. O resultadotidoopela contagem das colbnias nas
placas, que apresentam-se com coloracdo brancaande e tamanho variavel, a olho nu
(Figura 3) ou com auxilio de uma lupa especkgira 4) e multiplicado o valor encontrado
de cada placa por 10 para restabelecer a dilui@gdm integral. O resultado é expresso em
UFC/g ou mL (BRASIL, 2003).
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Figura 3 - Placa de Agar Padrdo Para Contagem comolbnias de meséfilos aerdbios
presentes no leite

Fonte: Arquivo Pessoal / Karina Azevedo

Figura 4 - Lupa especial para contagem de mesofilaerobios em placa de Agar Padréo
Para Contagem com amostra de leite

Fonte: Arquivo Pessoal / Karina Azevedo

Foram realizadas, no periodo do estagpervisionado, um total de 84 andlises para
contagem padrao de mesofilos em amostras de abimenem amostras ambientais. Dessas
84 analises, 70 foram de alimentos como carndse, Bgua, queijos, entre outros. E 14 foram
de amostras ambientais, “swabs” de maos de funii@mdancadas e facas. A legislacédo

vigente ndo menciona valores de tolerdncia em atimsepara contagem de mesofilos,
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cabendo aos estabelecimentos comerciais padromzasevalores limites de acordo com o
tempo de prateleira de seus produtos.
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5. Contagem de bolores e leveduras

Os bolores e leveduras sdo, em sua maioria, origghdo solo ou do ar e constituem
um grande grupo de microrganismos, sendo, 0s [sdeemamente versateis e capazes de
assimilar qualquer fonte de carbono derivada deeslios, enquanto que, as leveduras, sao
mais exigentes que os bolores, sendo incapazessarilar nitrato e carboidratos. Algumas
espécies de leveduras exigem vitaminas e outrasp aygosaccharomyces bailii, ndo
conseguem utilizar a sacarose como Unica fonteadeowso. Esses fatores de exigéncias
acabam limitando o numero de alimentos susceptévelisterioracdo por leveduras (SILVA,
etal., 2010).

Esses microrganismos sdo bastantdeet@s ao pH acido e atividade de agua baixa.
Os bolores séo formados por filamentos denomin&ifas, que, em conjunto, formam o
micélio. O micélio é o responsavel pelo aspecto,seempacto, aveludado, gelatinoso e com
varias coloracdes que séo caracteristicas dasiaslfotmadas. Ja as leveduras sdo definidas
como fungos cuja forma predominante é uniceluldas Bpodem ser esféricas, ovoides,
cilindricas ou triangulares e algumas sdo bastdatgyadas formando filamentos semelhantes
as hifas dos bolores. As leveduras requerem memigade que a maioria das bactérias e
mais umidade que a maioria dos bolores para segigrento (FRANCO e LANDGRAF,
2007).

Segundo Brasil (2003), a contagem derbs e leveduras aplica-se a matérias-primas,
alimentos e racdes. A técnica tem como objetivoifigar a capacidade desses
microrganismos de se desenvolverem em meios der@watidificados com pH préximo a 3,5
e temperatura de incubacéo de 25 + 1° C. O uscetlesracidificados promove seletivamente
o crescimento de fungos e inibe a maioria das bastépresentes no alimento. O
procedimento é feito através da inoculagédo, emapiiecPetri estéril, de 0,1 mL da diluicdo
101 que é acidificada até o pH 3,5 por meio da adiigh0,3 mL de solucdo de acido tartarico
10% , isso inibe o crescimento das bactérias presero alimento e seleciona apenas 0s
fungos. E adicionado a placa, 20 mL de &gar bagiitmse 2%, onde o contetdo é
homogeneizado manualmente e posteriormente é adeemmdsuperficie plana para solidificar.
A placa é incubada invertida a 25 * 1°C por 5 aiaé.dO resultado é obtido através da
contagem das colbnias presentes na placa, queeseatam de forma, tamanho e coloracéo

variavel, e multiplica-se o resultado por 10 pastabelecer a diluicdo TOou integral e
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depois multiplica-se por 10 novamente para retcargurantidade padréao devido ao uso de 0,1
mL da amostra. O resultado € expresso em UFC/glou m

Foram realizadas, no periodo do estagio superadmm3 analises para contagem de
bolores e leveduras em diversos alimentos. Assimococorre na contagem de mesofilos, a
legislacdo ndo estabelece valores limites de tot@agara contagem de bolores e leveduras.
Cabe o estabelecimento avaliar o limite tolerawdcionando com o periodo de prateleira de

seus produtos.
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6. Numero mais provavel de coliformes totais e dgfiirmes termotolerantes

em agua e alimentos

Conforme Silvat al (2010), a técnica do numero mais provavel (NMRjs@ie no
método de analise quantitativo que permite deteaamanNMP dos microrganismos alvos na
amostra, pela inoculagdo de aliquotas dessa anmmstrama seérie de tubos, contendo um
meio de cultura liguido que fornece substrato aE@escimento desses microrganismos.
Com a inoculacédo feita em liquidos, a técnica doPNpbssibilita inocular quantidades
maiores da amostra, 0 que aumenta proporcionalnoevidume de meio de cultura. Isso faz
com que a sensibilidade da detec¢do dos micrormasiseja maior. Essa técnica € aplicavel

na contagem de coliformes totais e coliformes téolecantes em 4gua e alimentos.

6.1 Agua e gelo

Para a determinacdo do niumero maisapedy as amostras sado analisadas em dois
testes: prova presuntiva e prova confirmativa.

Na prova presuntiva, a inoculacdo dastm é feita em caldo lauril sulfato de sédio,
onde a presenca de coliformes € evidenciada petmaf@o de gas produzido pela
fermentacdo da lactose contido no meio, nos tubesrtidos (tubos de Durhan) que sdo
colocados dentro dos tubos de caldo lauril antesestarilizacdo. Antes de proceder a
inoculacdo, recomenda-se, no caso da agua, honipgeaeamostra, enquanto que o gelo
deve-se deixar descongelar no proprio reservatsoio refrigeracdo, e depois homogeneizar.
Para analisar a amostra nessa fase, deve-se inwoldanes de 10 mL da amostra em uma
série de trés tubos contendo caldo lauril sulfaosddio em concentracdo dupla, inocular
volumes de 1 mL da amostra na segunda série dba3 tontendo caldo lauril sulfato de
sédio em concentragcdo simples e volumes de 1 mdlildgdo 10 na terceira série de 3
tubos contendo o mesmo meio. Os tubos devem sdrados a 36 = 1°C por 24 a 48 horas. A
leitura € feita pela formacdo de gas nos tubos uledh ou efervescéncia, quando agitado
suavemente, evidenciando a suspeita de coliforat@istO niamero de tubos positivos devem
ser anotados (BRASIL, 2003).

Na prova confirmativa, sdo feitas inlacdes para coliformes totais e coliformes
termotolerantes. Para coliformes totais, € feittn@ulacdo dos tubos positivos para a
fermentacao de lactose, na prova presuntiva, emdabtendo caldo verde brilhante bile 2%
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lactose (VBBL) e incubado a 36 + 1°C por 24 a 4880A confirmagédo da presenca de
coliformes totais € pela formacdo de gas nos tuleoBurhan do caldo verde brilhante ou
efervescéncia quando agitado gentilmente, evidedoia fermentacédo da lactose presente no
meio. Deve-se anotar o numero de tubos positivosagta série de diluicdo (BRASIL, 2003).

J& para coliformes termotolerantespaculacédo € feita em caldo EC, dos tubos
positivos de caldo lauril sulfato de sodio obtidasprova presuntiva. Os tubos séo incubados
a 45 + 0,2 °C, por 24 a 48 horas. A presenca dimiooks termotolerantes € confirmada pela
formacdo de gas ou efervescéncia quando agitademeeate. Deve-se anotar o resultado
obtido para cada tubo e a diluigédo utilizada (BRAZD03).

6.2 Alimentos

Assim como na agua, os alimentos quessBmetidos a essa técnica, passam por duas
provas: a presuntiva e a confirmativa.

Na prova presunti{&igura 5), inocula-se 1mL da amostra em 3 séries com 3 tubos
em cada, contendo caldo lauril sulfato de sodiodeeue é inoculado 1 mL da diluicdo*10
na primeira série, 1 mL da diluicio4@a segunda série e 1 mL da diluicaA& ba terceira
série. Os tubos sao incubados a 36 + 1°C por Bleras e, a leitura é feita pela observacao
da formacao de gas, nos tubos de Duhran, e a &iovdw; caldo em cada trinca de tubos. Os
tubos positivos em cada trinca devem ser anot&RAS$IL, 2003).

Na prova confirmativ@igura 5), as inoculacdes sao feitas para coliformes t@&ais
coliformes termotolerantes. Para coliformes totas,confirmacdo da presenca desses
microrganismos ¢€ feita pela inoculacdo das colosispeitas em caldo verde brilhante bile
2% lactose (VBBL) e incubado a uma temperatura @et31°C por 24 a 48 horas. A
confirmacdo se da pela presenca de gas no tuboutlea e turvacdo do caldo. Para
coliformes termotolerantes, inocula-se as col6rsaspeitas em caldo EC e incuba em
temperatura de 45 £ 0,2 °C por 24 a 48 horas. tAr&eé semelhante a feita para coliformes
totais (BRASIL, 2003).
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Figura 5 — Representacdo esquematica dos procedintes para a contagem de

coliformes totais e coliformes termotolerantes

e

25 g de srsodya— 225 mi da
i pua pepitorsds (RO
Caldo Lawuril Sulfate LST:
1 Bkacs 1 g

TETE CORFIRMETR O T==1E
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TERMOTOL ERSMNTES COLFORMES

= TOTaIS

Calde BC
R 156 24480
Tubos — com gas NMFP Tubos = com gis NMP
coliftrmes temotolarartes coliforrmes totais

Fonte adaptada: Marques, Leila Larisa. Contagemcaldormes totais e coliformes
termotolerantes. Disponivel enmttp://slideplayer.com.br/slide/44164/#Acesso em nov.
2014.

A tabela abaixo, adaptada de Blodgett (2006)aglaipor Silvat al (2010), mostra a
verificagdo do NMP através da combinacdo de numempsvalentes aos tubos que
apresentaram resultado positivo em cada um dostestdirmativos para coliformes totais e

coliformes termotolerantes. O valor encontradogresso em NMP/g ou mL (Brasil, 2003).
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Tabela 1 - Tabela (3 tubos): Numero mais provaweiezvalo de confianca a nivel de 95% de
probabilidade, para combinacdo de tubos positerossérie de trés tubos com 0,1 -0,01 e

0,001g ou mL de amostra inoculada.

Combinagéo de tubos + Intervalo de Confiancga
NMP/g ou mL 95%

0,1 0,01 0,001 Minimo Méximo
0 0 0 <3 - 9,5
0 0 1 3,0 0,15 9,6
0 1 0 3,0 0,15 11
0 1 1 6,1 1,2 18
0 2 0 6,2 1,2 18
0 3 0 9,4 3,6 38
1 0 0 3,6 0,17 18
1 0 1 7,2 1,3 18
1 0 2 11 3,6 38
1 1 0 7,4 1,3 20
1 1 1 11 3,6 38
1 2 0 11 3,6 42
1 2 1 15 4,5 42
1 3 0 16 4,5 42
2 0 0 9,2 1,4 38
2 0 1 14 3,6 42
2 0 2 20 4,5 42
2 1 0 15 3,7 42
2 1 1 20 4,5 42
2 1 2 27 8,7 94
2 2 0 21 4,5 42
2 2 1 28 8,7 94
2 2 2 35 8,7 94
2 3 0 29 8,7 94
2 3 1 36 8,7 94
3 0 0 23 4,6 94
3 0 1 38 8,7 110
3 0 2 64 17 180
3 1 0 43 9 180
3 1 1 75 17 200
3 1 2 120 37 420
3 1 3 160 40 420
3 2 0 93 18 420
3 2 1 150 37 420
3 2 2 210 40 430
3 3 3 290 90 1.000
3 3 0 240 42 1.000
3 3 1 460 90 2.000
3 3 2 1.100 180 4.100
3 3 3 $£.100 420 -

Fonte adaptadd®acteriological Analytical Manual (Blodgett, 2006)
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Foram realizadas, no periodo do estagio supenadmnl65 analises para determinar
0 numero mais provavel de coliformes totais e ooliles termotolerantes em diversas
amostras de alimentos, tais como, sucos de fratasz, doce de leite com coco, tomate,
bebidas lacteas, paes, sanduiches, além de anustégsia de torneira, agua de caixa d’agua
e agua mineral. A legislacdo vigente ndo menci@hares limites para o NMP de coliformes
totais e coliformes termotolerantes, cabe a catibelecimento estipular seus valores de

limites aceitaveis sem que o produto perca suacdpo.
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7. Contagem deClostridium sulfito redutores e deClostridium perfringens

A técnica baseia-se na inoculacdo dastian ou de uma diluicdo da mesma em meios
de cultura seletivos. Para isso, é necessériovaulti mL da diluicdo 10 em placa de Petri
estéril e adicionar de 15 a 20 mL de agar TSC (@s# Sulfito Cicloserina), homogeneizar e
esperar solidificar em superficie plana. Esse mliotento é repetido mais duas vezes para
que seja estabelecido um meio anaerdbico paragfeson crescimento da bactéria. Apés a
solidificagdo do agar, a placa é incubada, senrteyeem jarra de anaerobiose a 46 + 1° C
por 18 a 24 horas. O resultado se da pela contdgseroolénias na placa, multiplicado por 10
para restabelecer a diluicdo padréao ou iniciale€dltado é expresso em UFC/g. As colbnias
de Clostridium sulfito redutores sédo negras e de tamanho varifevéla 3 mm no agar TSC (
BRASIL, 2003).

As bactérias pertencentes ao gé@bostridium sdo bacilos anaerobios, formadores
de enddsporos e, alguns de seus membros, tais coflmstridium perfringens e o
Clostridium botulinum, sdo causadores de graves intoxicacdes alimen@sgs.ocedimentos
de enlatamento e cocgdo matam 0S microrganismaos, rsecessariamente matar o0s
enddsporos que, em condi¢cdes anaerbbias adequgetasinam e produzem a toxina. O
Clostridium perfringens € um bacilo anaerébio Gram- positivo formador deosporos,
encontrado no solo e também no trato intestinal&di®s animais e humanos. A intoxicacéo
alimentar é resultado da ingestdo de uma grande de<lostridium perfringens (>10°
células), presente em alimentos cozidos ou cruggonados, principalmente alimentos com
alto teor de proteinas, como carnes, aves e p@&BIGAN, et al., 2010).

Os clostridios que reduzem o sulfitoudfeso de hidrogénio (b)) a 46°C, séo os
Clostridium sulfito redutores. Na andlise de alimentos, a piggseesses clostridios é oferecer
uma indicacdo simples e rapida da potencial preselecClostridium perfringens, que
também é um sulfito redutor que cresce bem a ummpemtura de 46 °C, sendo essa
temperatura utilizada para dar uma indicacdo meesiga deC.perfringens, reduzindo o
namero de espécies que podem crescer. (Sllieval,, 2010).

Foram analisadas, no periodo de estggiervisionado, 26 amostras para contagem
desses microrganismos em carne, farinha de visderss de frango, bauru, pdo de batata,
lasanha bolonhesa, salm&o e sanduiches naturalas B3 analises tiveram uma contagem
inferior a 1,0 UFC/qg.
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8. Contagem deStaphylococcus aureus

OsSaphylococcus spp. sdo caracterizados como pequenos cocos Grsitivas)
anaerobios facultativos e, sdo encontrados noremdéma microbiota local da pele e do trato
respiratorio superior de praticamente todos ossskmmnanos. As toxinas produzidas pela
bactéria Saphylococcus aureus, sdo frequentemente causadoras de intoxicacacerdhm
devido a capacidade dessa bactéria de crescer egas \@imentos, tais como, produtos
assados contendo creme ou recheados de cremeaj@wuésticas, carne e produtos carneos,
etc., e algumas linhagens produzirem varias ember@s termoestaveis. Nao é necesséria a
presenca d&aphylococcus aureus vivos nos alimentos para que a doenca ocorra,saae
decorre apenas da presenca da toxina pré-formadBI®AN et al, 2010).

Segundo Brasil (2003), o procedimentrapcontagem dé&aureus aplica-se a
matérias-primas e alimentos, sendo que, 0s produt®siverem como destino o comércio no
MERCOSUL, a contagem final ird se referir a apen@sphylococcus coagulase positiva.

Para realizar a contagem Siigphyl ococcus aureus presentes nas amostras, deve-se
inocular 0,1 mL da diluic&o inicial 20sobre a superficie seca do meio de cultura agad-B
Parker presente em placa de Petri estéril e espalidadosamente o indculo com o auxilio
de tubo estéril ou algca de Drigalski, até a suaptetra absorcdo. A placa de Petri contendo o
in6culo deve ser incubada invertida sob uma tenwerale 36 £ 1°C por 30 a 48 horas
(BRASIL, 2003).

O é&gar Baird-Parker, suplementado caiuc8o de gema de ovo, possibilita a
verificagdo das atividades proteolitica e lipoéitido Saphylococcus aureus por meio do
surgimento de um halo de transparéncia e um déppiesi@o ao redor da colbnia. Sendo que,
as colonias tipicad-{gura 6) séo caracterizadas por serem negras brilhantesanel opaco
e rodeadas por um halo claro, transparente e destasobre a opacidade do meio. Ja as
colbnias atipicasHigura 7) séo acizentadas ou negras brilhantes, sem halorowapenas um
dos halos (BRASIL, 2003).
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Figura 6 - Placa de Agar Baird-Parker com col6niasipicas deStaphylococcus aureus

Fonte: Arquivo Pessoal / Karina Azevedo

Figura 7 - Placa de Agar Baird-Parker com col6niastipicas deStaphylococcus aureus

Fonte: Arquivo Pessoal / Karina Azevedo
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A leitura é a partir da contagem deénias tipicas e atipicas. Se a placa apresentar
apenas coldnias tipicas, deve-se multiplicar oltasdw obtido por 10 para restabelecer a
diluicéo integral ou 18 e depois multiplicar por 10 de novo para voltguantidade padréo,
pois, foi usado apenas 0,1 mL da diluicdd.18s colbnias tipicas encontradas, devem ser
utilizadas no teste de coagulase. No caso da pfaesentar colbnias tipicas e atipicas, deve-
se multiplicar, separadamente, os resultados abtil> ambas as colénias por 10 para
restabelecer a diluicdo integral ou %® depois multiplicar por 10 novamente para retoanar
quantidade padrdo, pois, foi utilizado apenas Ol1da diluicdo 13. Assim, terdo dois
valores, um para coldnias tipicas e outro parécapO teste de coagulase deve ser feito com
as coldnias tipicas encontradas (BRASIL, 2003).

De acordo com Brasil (2003), o testecdagulase baseia-se na comprovacdo da
capacidade de coagular o plasma de coelho peladec@mzima coagulase produzida pelo
Saphylococcus aureus. O teste consiste na selecdo e semeadura de 8lantas tipicas em
tubos de cultivo contendo 0,3 mL de caldo BHI et@asrmente transferido para tubos
estéreis contendo 0,3 mL de plasma de coelho quesrdser incubados a uma temperatura de
36 £ 1°C por 6 horas. A presenca de coagulos &add considerando 0s seguintes critérios:
Reacédo negativaN&ao formacao de coagulo;

Reacédo 1+:Coagulo pequeno e desorganizado;

Reacédo 2+:Coagulo pequeno e organizado;

Reacao 3+:Coagulo grande e organizado;

Reacao 4+:Coagulacédo de todo o contetudo do tubo que ndosggethele mesmo quando o
tubo é invertido.

O teste de coagulase é consideraddiyapgiara Saphylococcus aureus quando a
reacao de coagulacao for do tipo 3+ e 4+. Quarrdagio de coagulacéo for negativa, o teste
€ negativo par&aphylococcus aureus. Se a reacado for duvidosa, do tipo 1+ e 2+, deve-s
repicar do mesmo caldo de cultura para um tubo &gan estoque ou caldo BHI e incubar a
36 = 1°C por 24 horas para a realizacao de testaplementares (BRASIL, 2003).

Foram realizadas, no periodo de estagpervisionado, 61 analises para contagem de
Saphylococcus aureus em amostras de carnes, bebidas lacteas, paede gaeijo, queijos e
sanduiches. Apenas em uma amostra de pdo de duoeije@ contagem acima do limite
tolerado pela legislacéo vigente. O resultado emada foi de 1,1 x10 UFC/g e o limite

tolerado é de 103 UFC/g, o que siginifica que abteento ndo estava apto para 0 consumo.
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9. Contagem deBacillus cereus

O Bacillus cereus € uma bactéria patogénica alimentar que se desenverh
alimentos cozidos e mantidos em temperatura angart o resfriamento lento, tais como:
arroz, massas, carnes ou molhos (MADIGANaI, 2010). A International Commission on
Microbiological Specificacions for Foods (ICMS, )0 citada por Silvaet al (2010),
classifica as doencas transmitidas por alimentés Bacillus cereus no grupo de risco lll,
devido o carater das doencas ser de perigo modedadourta duracdo e sem ameaca de
morte ou sequelas.

De acordo com Siha al (2010), oBacillus cereus € uma bactéria Gram positiva,
esporogénica, anaerdbia facultativa e produz espfacimente na maioria dos meios de
cultura. Forsythe (2002) relata que, as intoxicacd@lenentares causadas pela bactéria, sdo
denominadas de sindrome diarreica e sindrome em&#ndo a sindrome diarreica causada
por uma enterotoxina diarreica que € inativada®& J®r 30 minutos e provoca episodios de
dores abdominais e diarreia, enquanto que a simdBmetica se caracteriza por nausea e
vOmito e é causada por uma toxina emética reséstant calor e que pode suportar o
cozimento. Alimentos como carnes, leites,vegetaisiees foram associados ao tipo diarreico
de intoxicacdo, enquanto que os produtos de arm#res alimentos ricos em amido, foram
associados a surtos do tipo emético.

Conforme Brasil (2003), a contagem 8ecillus cereus é feita pelo método de
plagueamento direto, a partir da inoculacdo derdllda diluicdo inicial 18 sobre a
superficie seca do agar polimixina gema de ovo gkronde fenol (MYP) ou agar cereus
(PEMBA). Deve-se espalhar o inéculo cuidadosampateoda a superficie do meio com o
auxilio da algca de Drigalski ou tubo estéril e immuas placas invertidas a 30 £ 1°C por 30 a
48 horas. A leitura é feita pela contagem da foéuade col6énias rodeadas por um halo de
precipitacdo opaco sobre um fundo réseo no agar NFigura 8) e azul turquesa com
aspecto recortado e rodeado por halo de precipitdgdecitina hidrolizada no agar PEMBA
(Figura 9).
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Figura 8 - Placa de Agar MYP com coldnias dBacillus cereus

Fonte: Bioreference.de Disponivel em:
http://www.kontrollstaemme.de/eshop/singleview/B&Iprodukt/bacillus-cereus.html

Acesso em out. 2014

Figura 9 - Placa de Agar PEMBA com col6nias dBacillus cereus

Fonte: Biochemical-series. Disponivel em: http:/mgodowell.net/Biochemical-
series/BACILLUS-CEREUS-SELECTIVE-AGAR-/
Acesso em out.2014.
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Foram realizadas, no periodo do estagpervisionado, 28 analises para contagem de
Bacillus cereus em arroz , feijdo com farinha de mandioca, arremdéo, pado de queijo
congelado, pao croissant, sanduiche, dentre oatim&ntos. Em todas as analises nao foi
comprovado contagem com valores significativos r@ximos aos valores maximos tolerados

pelaResolucdo RDC n°12, de 02 de Janeiro de 2001.
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10. Pesquisa d&almonella

Franco e Landgraf (2007), descrevetmaaterias do génef®almonella, como bacilos
Gram-negativos, ndo esporulados, anaerdbios fégoka sendo a maioria moével. Seu
principal reservatorio € o trato gastrintestinahdoem e de animais, principalmente suinos e
aves. A doenca gastrintestinal proveniente da @di@@orSalmonella presente em alimentos
é denominada salmonelose.

Os tratos intestinais de humanos e aisitle sangue quente, constituem as principais
fonte de Salmonella transmitida por alimentos. Pessoas que manipulame@tos e que
possuem péssimos habitos de higiene facilitam queiaorganismo tenha acesso ao
alimento. Animais que sao destinados a producaalideentos, como os frangos, porcos e
bois, também possuem os tipos $monella patogénicas ao homem e podem disseminar
essas bactérias a alimentos frescos, como ovose @rleite. As infecgbes alimentares
causadas poBalmonella estdo associadas a ingestdo de produtos preparduise de ovos
crus, carnes, produtos carneos, carnes curadas pouds e produtos lacteos (MADIGAd
al, 2010).

Ainda de acordo com Madigast al (2010), a enterocolite € a manifestacdo mais
comum de salmonelose. A ingestdo de alimentos comé@os comSalmonella viaveis
culmina na colonizacdo do intestino delgado e gro€s individuos afetados pela doenca,
mesmo depois de recuperados, permanecem assirtosmételiminam as cepas da bactéria
nas fezes por meses ou anos.

A identificacdo da presencaSémonella em produtos alimenticios se da pela cultura
do microrganismo em meios de cultura seletivosseesebioquimicos (MADIGANet al,
2010). Segundo Brasil (2003), a metodologia acalitiara a detec¢do &almonella spp se
aplica a amostras de alimentos de origem animgdesae ingredientes.

O processo de deteccdo da presencaictorganismo ocorre em trés fases: pré-
enriguecimento, enriquecimento seletivo e isolam@RASIL, 2003).

Pré-enriquecimento: é feita a incubacédo de 25 + 0,2 g ou 25 + 0,2 maLadhostra,

adicionada de 225 mL do diluente especifico, a tengeratura de 36 + 1°C por 16 a 20
horas. Esse procedimento tem como objetivo diminsiiefeitos do processamento industrial
sem inativar biologicamente as célulasSdemonella. O uso de diluente especifico, como a
solucéo salina peptonada tamponada, favorece atemg@o do pH e evita que as bactérias

acompanhantes acidifiquem o meio, prejudicande@peracédo das células da bactéria;
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Enriguecimento seletivo:se faz em meios liquidos seletivos com substagciasmpedem o
crescimento da maioria de microrganismos interteserSao utilizados como meios liquidos
seletivos, o caldo Rappaport Vassiliadis e o cé@etenito-Cistina. A presenca de verde
malaquita e de cloreto de magnésio, no caldo Rapp#jassiliadis, sob uma temperatura de
41 £ 0,5 °C por 24 a 30 horas, atua como agentetives da microbiota acompanhante,
enquanto que a presenca de peptona de farinhgadessionula o crescimento &lmonella.
No caldo Selenito-Cistina, o selenito de soédio ahiindo os coliformes e enterococos.
Nessa fase, inocula-se 0,1 mL de amostra pré-euida em um tubo contendo 10 mL de
caldo Rappaport Vassiliadis e 1 mL de amostra prigqgecida em outro tubo contendo 10
mL de Selenito-Cistina. Ambos os tubos séo incubadoma temperatura de 41 + 0,5°C por
24 a 30 horas.
Isolamento: se faz a partir da repicagem da solucéo, contidatubos com caldos seletivos
de enriguecimento, em superficie previamente seqaatas de Petri contendo o Agar Verde
Brilhante Vermelho de Fenol Lactose Sacarose (BRL,Sjom auxilio da alga, estria-se a
solucéo de forma a se obter colénias isoladasmAssipartir da placa de agar BPLS, seréo
obtidas duas placas, uma originaria do caldo Rappafassiliadis e outra do caldo Selenito-
Cistina. As placas sao incubadas invertidas a emg@ératura de 36 £ 1°C por 18 a 24 horas.
A leitura é feita pela identificacdo das coléniassdmonella que se apresentam incolores ou
de cor rosada, entre translucidas a ligeiramenaeaspno agar BPLS. Quando rodeadas por
microorganismos fermentadores de lactose, podeesapiar-se de cor verde-amarelada.
Foram realizadas, no periodo do estagio superadmnl02 analises para pesquisa de
Salmonella em vérios alimentos destinados ao consumo huntaisogomo, sucos de frutas,
arroz, doces, carnes, embutidos peixes, etc. Emstad andlises ndo foram confirmadas

presenca d&lmonella.
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11. Pesquisa déisteria monocytogenes

Segundo Hobbs e Roberts (1999),Lesteria monocytogenes € encontrada nas
condi¢cbes de umidade nas fabricas de alimentosreispo, a manutencdo de um ambiente
seco se faz necesséria para que a sobrevivéncisssemihacdo dessa bactéria seja
desfavorecida. Madigaet al (2010), relataram que a infeccdo alimentar gadssimal
causada pelhisteria monocytogens e que pode levar a bacteremia e meningite € deagiain
listeriose.

AListeria monocytogenes é um cocobacilo curto, Gram-positivo, ndo formpoess,
tolerante ao acido, sal e frio e € aerdbio faduttaEla € um patogeno intracelular e invade o
corpo atraves do trato gastrointestinal apds astAgede alimento contaminado (MADIGAN
et al, 2010). Os organismos do grupo dateria sdo capazes de crescer lentamente sob
condicbes de baixas temperaturas e isso |hes eonfema vantagem adicional na
sobrevivéncia em alimentos resfriados estocadosceadicdes de temperaturas reduzidas
(HOBBS e ROBERTS, 1999).

Conforme Brasil (2003), a metodologinalética para a deteccdo dasteria
monocytogenes, aplica-se a todos alimentos cérneos e lacteosinAlses sdo divididas em
quatro etapas descritas abaixo:

Enriguecimento seletivo: é realizado em duas etapas, sendo a primeirarfeitealdo da
Universidade de Vermont Modificado (UVM) adicionadias suplementos acido nalidixico e
acriflavina, que tem a finalidade de inibir o ciesnto da flora acompanhante, e a segunda
etapa é feita no caldo Fraser (FB) adicionado dgdementos cloreto de litio, acido
nalidixico e acriflavina que também possuem efsdletivo. Na primeira fase, as amostras
sdo homogeneizadas e incubadas a 30 £ 1°C porrad. iNa segunda fase, apos a incubacéo,
transfere-se 0,1 mL da cultura pra outro tubo caitel0 mL de caldo Fraser e incuba
novamente a 30 = 1°C por 24 horas.

Isolamento: para isolar em amostras de produtos carneogaitié alca de platina de 5mm
de diametro e repica do caldo Fraser para placd®etite contendo agar triptose com acido
nalidixico (ATN) e placas com &gar palcam (AP).Aacas de ATN s&o incubadas a 30 +
1°C por 24 horas e as placas de AP a 30 = 1°C4ar4B horas. O isolamento em produtos
lacteos € feito através da repicagem com alca ain@lda amostra do caldo Fraser para

placas contendo agar oxford (AO) suplementado@plaontendo AP suplementado.
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Selecado:seleciona-se, com o auxilio de lupa ou estereosc8pa 5 colbnias de cor azulada
ou azul acizentada em ATN e com o auxilio de conténias ou estereoscopio, seleciona-se
colonias pretas rodeadas por halo escuro em AO.APmseleciona-se coldnias verde-
amareladas rodeadas por zona escura ou colbniake-aeizentadas com auxilio de
estereoscopio e conta-colbnias.

Confirmacéo: nessa etapa, sédo realizados primeiros os testsgnpivos dd.isteria
sp. O mesmo inoculo € repicado para tubos com adgagqus e placas contendo ATN e
incubados a 30 + 1°C por 24 horas. Posteriormeétefeitas trés provas: da catalase, onde o
desprendimento de borbulhas de oxigénio traduzeaepga de catalase, e a partir dessa
cultura de catalase positiva faz o esfregaco pal@agdo de Gram ondelasteria sp se
apresenta com bastonete curto ou na forma de cctmbA outra prova € da motilidade
tipica onde inocula-se uma aliquota da cultura gar &otilidade e incuba em estufa de
demanda bioldgica de oxigénio (B.O.D) a 22 — 258€ D a 5 dias. O crescimento mével
caracteristico dessa bactéria € em forma de guéndzs. E a terceira prova é de reducédo de
nitrato que é feita apos a leitura de motilidageaslicionado a cada tubo, 2 a 3 gotas de alfa-
naftilamina 0,5 % e 2 a 3 gotas de acido sulfamiéid,8%. O surgimento de coloracao rosa
indica positividade. Apés esses testes, as culggragenham confirmado as caracteristicas do
génerolListeria, séo testadas para a diferenciacabideria monocytogenes através de provas
bioquimicas. Sao elas: producdo de a-hemolise qomfrmada pelo aparecimento de zona
clara transparente ao redor das colonias que sefam em cultivos feitos em agar sangue
desfibrinado de cobaia ou carneiro (ACNS). A optiava é chamada de CAMP teste e é feito
em agar Columbia com suplementos, onde traca-selinima previamente semeada com
Saphylococcus aureus que apoés incubado a 36 + 1°C por 72 horas, emsétnaode 2 a 5%
de dioxido carbono, apresenta uma zona clara délisentotal acentuada proxima a linha de
crescimento d&aureus, evidenciando a presenca ldeteria monocytogenes.

O resultado deve ser expresso comayusss delisteria monocytogenes. Presenca
/259 ou mL e Pesquisa desteria monocytogenes. Auséncia /25g ou mL. Considera como
Listeria monocytogenes as culturas que apresentarem as reacdes tipicaspmwas
bioquimicas (BRASIL, 2003).

Foram analisadas, no periodo do estagio superaidipriiO0 amostras para pesquisa
de Listeria monocytogenes em, carnes e “swabs” de ambiente de industriaseatiicias. Nao

foi confirmada a presenca Hesteria monocytogenes em nenhuma das amostras analisadas.
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12. Camara de anaerobiose

Rodrigues (2006), descreve a camara de anaerofimgea 10), como uma camara
de fluxo laminar que funciona segundo um sistemav@euacdo / substituicdo, onde existe
uma porta por onde se introduz os meios de cubkure qual existe a prépria estufa de
incubacgédo, ou seja, todo o processamento da amo&ito sob condi¢cbes de anaerobiose e
permite o uso das técnicas de cultura convencionais

Apesar das bactérias anaerébias n@msespazes de fixar o oxigénio devido ao fato
deste ser um franco inibidor do seu crescimenss &0 nutricionalmente muito exigentes e
requerem meios de cultura suplementados com vigmnircoenzimas e fatores de
crescimento, que simulam o habitat natural dasébast como o sangue, soro animal e
glicose. Os meios de cultura ideais para o cultiesses microrganismos, sob condi¢cbes de
anaerobiose, devem ser frescos, preparados soleraoma superior a 60 °C ou terem sido
pré-reduzidos, ou seja, mantidos em anaerobioss aet ser semeado. Os meios de cultura
mais utilizados para isolamento de anaerdbios sfontbia, Agar, Beryner- Agar ou caldo
(RODRIGUES, 2006).

De acordo com Rodrigues (2006),a incébaem anaerobios€&igura 11), deve ser
sob uma temperatura habitual de 37° C, pois, ptetea que a incubacdo seja em atmosfera
sem Qlivre, mas, que seja composta por 5% 5% CQ 80% N

Figura 10: Camara de anaerobiose do laboratério denicrobiologia de alimentos - UnB

Fonte: Arquivo Pessoal / Karina Azevedo
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Figura 11: Amostras sendo incubadas na camara deaerobiose

Fonte : Arquivo Pessoal / Karina Azevedo
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13. ConsideracOes Finais

Devido a estreita relagdo entre qualidade de atimsem saude humana, a area de
Tecnologia e Inspecdo de Alimentos exige que odisgionais atuantes sejam bem
qualificados e treinados, especialmente o MédicenNferio, que deve ter notorio saber das
patologias que podem acometer os animais de proched como a forma de preveni-las,
promovendo o bem-estar dos animais e agregandaadalao produto final que chega aos
consumidores. A metodologia adotada nas analise®ibwldgicas de alimentos deve seguir
0os parametros de tempo de andlise, custo, métdimaisy precisdo, disponibilidade de
reagente, meios de cultura e disponibilidade dagespo laboratério. Para que seja garantida
a aplicacdo das boas praticas laboratoriais é tenper que cada laboratorio desenvolva
programas de controle de qualidade impedindo, aspie ocorram contaminacdes cruzadas
entre amostras, ambiente e analistas.

O periodo de estagio curricular supervisionadd_aboratério de Microbiologia de
Alimentos da Universidade de Brasilia possibilitam maior conhecimento acerca da
importancia das analises microbiolégicas como otate fiscalizacdo de qualidade dos
alimentos que sdo consumidos pela populacéo, atéaperfeicoar as técnicas laboratoriais e

ter conhecimento da aplicabilidade pratica daslagbes que regem esses procedimentos.
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