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The importance of microbiological analysis in food
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ABSTRACT

Objective: This article consists of an integrative review of basic, qualitative, exploratory and
bibliographical types, in which it aims to expand the knowledge of professionals in the area, as well as the
population about the importance of microbiological analyzes and their respective types and pathogens .
Methods: This is an integrative literature review, with basic, qualitative, exploratory and bibliographical
research being carried out. Results: The main purpose of the microbiological analysis of a food is to obtain
information about the hygiene conditions from its production to its distribution for consumption, about its
shelf life and the risk it represents to health. When a food is suspected of having caused a foodborne illness,
the etiological agent must be identified so that the correct measures can be adopted. Conclusion: In short,
it is possible to conclude that the microbiological analyzes of food are extremely important, since, if not
carried out, they can affect the population causing DTA's and, thus, may result, in some cases, in death.

Keywords: Food; Foodborne Diseases; Microbiological techniques.

RESUMO

Obijetivo: O presente artigo consiste em uma revisao integrativa dos tipos basica, qualitativa, exploratdria
e bibliografica, na qual tem por objetivo ampliar os conhecimentos de profissionais da area, bem como da
populacdo acerca da importancia das analises microbiol6gicas e dos seus respectivos tipos e patégenos.
Meétodos: Trata-se de uma revisdo de literatura do tipo integrativa, tendo sido realizada uma pesquisa dos
tipos bésica, qualitativa, exploratéria e bibliografica. Resultados: A principal finalidade da anélise
microbioldgica de um alimento é a obtencdo de informagdes sobre as condi¢des de higiene desde a sua
producdo até sua distribuicdo para consumo, acerca da sua vida de prateleira e do risco que representa a
saude. Quando um alimento € suspeito de ter causado uma enfermidade de origem alimentar, deve-se
identificar o agente etioldgico da mesma, para que as medidas corretas sejam adotadas. Conclusdo: Em
suma, é possivel concluir que as analises microbiolégicas dos alimentos sdo de extrema importancia, visto
que, se ndo forem realizadas, podem acometer a populagdo provocando as DTA’s e, assim, podendo
resultar, em alguns casos, em 6bito.

Palavras-chave: Alimentos; Doengas Transmitidas por Alimentos; Técnicas microbiolégicas.
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INTRODUCAO

Vaérios estudos realizados no Brasil demonstram a presenca de bactérias patogénicas nos
alimentos, causando as Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA’s) (NUNES, 2013). As
mesmas sdo provocadas pela ingestdo de alimentos e/ou agua contaminados, julgadas pela
Organizacdo Mundial de Saude como um dos principais problemas de salde publica global
(AMARAL et al., 2021).

De acordo com Amaral et al. apud Ministério da Salde, registros epidemiol6gicos de
2009-2019 mostraram a ocorréncia de 7.674 casos de surtos por DTA’s, tendo 109 obitos
(AMARAL et al., 2021). Os dados revelam que os restaurantes fazem parte desses casos, e
constituem o segundo local onde ocorrem mais surtos alimentares, antecedido apenas pelas
residéncias. Ainda que o numero de surtos registrados no Brasil seja desvalorizado, a relevancia
é notada (MENDES, 2011).

Entre os varios parametros que indicam a qualidade e a inocuidade de alimentos, os mais
importantes sdo aqueles que definem as suas caracteristicas microbioldgicas. E importante
lembrar que alimentos crus, como carne, leite, vegetais, pescado, dentre outros, possuem
microrganismos chamados “autdctones”, ou seja, microrganismos nativos, presentes no alimento,
gue fazem parte da microbiota natural destes produtos. No entanto, os alimentos podem obter
microrganismos contaminantes que podem causar alteragdes como a deterioracdo, reduzindo sua
vida util, e podendo ser patogénicos, comprometendo a salde do consumidor final (FOOD
SAFETY BRAZIL, 2014).

A partir do que foi supracitado, torna-se necessario a realizacdo das analises
microbiologicas dos alimentos a fim de evitar as DTA’s. E, para isso, ¢ importante que se
aprofunde o conhecimento sobre as mesmas, incluindo, saber identificar os patégenos que sdo
encontrados em cada analise, bem como diferenciar os tipos de plaqueamentos existentes.

O presente artigo consiste em uma revisdo de literatura integrativa dos tipos bésica,
qualitativa, exploratdria e bibliogréafica, na qual tem por objetivo ampliar os conhecimentos de
profissionais da area, bem como da populacéo acerca da importancia das analises microbiolégicas

e dos seus respectivos tipos e patdgenos.

A IMPORTANCIA DAS ANALISES MICROBIOLOGICAS EM ALIMENTOS

A principal finalidade da analise microbiol6gica de um alimento é a obtencdo de
informac@es sobre as condicdes de higiene durante sua producdo, processamento, armazenamento
e distribuicdo para o consumo, sobre sua vida de prateleira e sobre o risco que representa a sadde.

Quando um alimento € suspeito de ter causado uma enfermidade de origem alimentar, a
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identificacdo do agente etioldgico deve ser de grande importancia, para que as medidas corretas
possam ser adotadas (FOOD SAFETY BRAZIL, 2014).

Um dos principais requisitos para a inocuidade dos alimentos é a sua preparagao correta.
Para isto, sdo utilizadas técnicas de manipulacdo adequadas que vao desde a coleta ou produgédo
do alimento até a sua distribuicdo. As pessoas que trabalham em todas as etapas da cadeia de
alimentos (producéo, coleta, transporte e distribuicdo) sdo chamadas de manipuladores de
alimentos. A contaminacdo dos alimentos pode acontecer em qualquer uma destas etapas, e por
esse motivo o treinamento inicial do manipulador de alimentos é indispensavel para uma
manipulacdo adequada e um alimento seguro (BRASIL, 2004).

Os microrganismos que contaminam os produtos de origem animal podem ser
responsaveis pelas infeccbes e/ou toxinfeccBes ocasionadas no homem. Dentre esses possiveis
agentes, podem ser elencados: Escherichia coli, Salmonella, Staphylococcus, Listeria,
Campylobacter e Yersinia. As micotoxinas produzidas por fungos também representam perigo
biologicos, motivo pelo qual sua presenca nos alimentos — geralmente relacionada ao
armazenamento inadequado - deve-se ser evitada.

Neste sentido, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, estabelece 0s
padrdes microbiolégicos para os alimentos, com limites para os diferentes microrganismos,
conforme o tipo de alimento (ANVISA, 2009). Ainda, pode-se afirmar que muitos agentes
infecciosos e parasitarios presentes nos animais podem ser transmitidos ao homem por diversas
fontes, dentre estas pelo consumo dos produtos de origem animal, com destaque para 0s
veiculadores da brucelose, tuberculose, toxoplasmose, teniase entre outras, de grande importancia

na saude publica.

Principais Microrganismos

Os microrganismos sdo encontrados praticamente em todos os lugares. A inddstria
alimenticia inclui os microrganismos na producéo de diversos produtos, entre eles: vinagre, picles,
bebidas alcodlicas, azeitonas, leites fermentados, pées, entre outros (CARVALHO, 2010). Os
microrganismos sdo divididos em dois tipos: os causadores de toxinfecgdes e infeccOes
alimentares e os indicadores.

Este altimo, sdo grupos ou espécies de microrganismos que, quando presentes em um
alimento, podem fornecer informag@es sobre a ocorréncia de contaminacao de origem fecal, sobre
a provavel presenca de patdgenos ou sobre a deterioracdo potencial do alimento, além de poderem
indicar condi¢des sanitarias inadequadas durante o processamento, producdo ou armazenamento
(CARVALHO, 2010). Os principais sao: coliformes totais, coliformes termotolerantes, E. coli,

bactérias mesofilas e psicrotroficas, bolores e leveduras e Staphylococcus aureus.
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Os coliformes totais compreendem todas as bactérias anaerobicas, facultativas, gram
negativas, ndo formadoras de esporos, com capacidade para fermentar a lactose com a producéo
de 4cido e gas a 32-35°C dentro de 48 horas. Numeros elevados de coliformes indicam falhas
higiénicas ao longo do processamento e armazenamento do produto ou deficiéncia do tratamento
térmico, como pasteurizacao, ja que ndo sdo organismos esporulados (HAJDENWURCEL, 2004).

Os coliformes termotolerantes sdo as bactérias com forma de bastonetes, anaerdbicas
facultativas, gram negativas, ndo formadoras de esporos, com capazes de fermentar a lactose com
a producdo de gas a 44,5-45,5°C dentro de 24 horas. A presenca de coliformes termotolerantes
em alimentos € menos representativa como indicador de contaminacéo fecal, do que a enumeracéo
de E. coli, porém mais significativa do que a presenca de coliformes totais, dada a alta incidéncia
de E. coli dentro do grupo de coliformes termotolerantes. A E. coli apesar de ser uma bactéria que
pode ser introduzida no alimento a partir de outras fontes ndo fecais, € o melhor indicador de
contaminagdo fecal conhecido até o presente (HAJDENWURCEL, 2004).

Os psicrotroficos sdo microrganismos com capacidade de crescerem a 7°C ou menos,
multiplicando-se em alimentos refrigerados, mas com crescimento melhor nas temperaturas da
faixa mesdfila (SILVA et al., 2017). Os mesofilos crescem na faixa de 20-37°C. As analises de
alimentos sdo Uteis para avaliar as condi¢Oes de processamento do alimento. Contagens elevadas
diminuem o periodo de vida util ou vida de prateleira dos produtos alimenticios, resumindo na
sua deterioragao.

Salmonella spp. séo bastonetes, Gram negativo, anaerébicos facultativos, pertencentes a
familia Enterobacteriaceae, sao mdveis devido a presenca de flagelos peritriquios ou imdveis,
ndo formam esporos, quimiorganotrdficas, possuindo metabolismo oxidativo e fermentativo.
Formam &cido e gas a partir da glicose e de outros carboidratos. Sdo catalase positivas (com raras
excecOes) e oxidase negativas. A temperatura 6tima de crescimento se encontra entre 35 e 37°C,
no entanto, as Salmonella podem multiplicar-se desde 5 até 45-47°C. A pasteurizagdo a 72°C por
15 segundos assegura sua destrui¢do. Suportam uma faixa de pH entre 4,5 e 9,0 com um 6timo de
6,5a7,5.

As células dos estafilococos sdo esféricas e caracteristicamente se segmentam em mais
de um plano, formando arranjos que lembram cachos de uvas. Gram positivos, imoveis, nao
esporogénicos.  Catalase usualmente positiva e oxidase usualmente negativa.
Quimioorganotroficos, apresentam metabolismo de carboidratos respiratorio e fermentativo. S&o
vulneraveis a lise por lisostafina e resistentes por lisozima. Predominantemente associados a pele,
glandulas e mucosas de animais de sangue quente.

A contagem de bolores e leveduras é empregada, principalmente, na analise de alimentos
acidos, com pH < 4,5, alimentos parcialmente desidratados, farinhas etc., nos quais a presenga
elevada é indicativa de erros durante o processamento, comprometendo a vida Util do produto.

Apesar de existirem muitas espécies toxigénicas, os resultados dessa contagem ndo visam
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obtencdo de informacdes relacionadas a satide publica, mas sim, uma avaliagdo geral da qualidade
do produto. Os bolores possuem aspecto cotonoso em fungdo da presenca do agrupamento de
hifas que formam um micélio. Podem apresentar coldnias com diversas coloragdes. As leveduras

apresentam coldnias mucoéides de coloracdes diferentes.

Tipos de Plaqueamentos

A contagem padrdo em placas é utilizada tanto para a quantificacdo de grandes grupos
microbianos, como aerdbios meséfilos e psicrotréficos, bolores e leveduras, clostridios sulfito
redutores, enterococos e bactérias lacticas, bem como para géneros e espécies em particular, como
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Clostridium perfringens. O mecanismo basico é a
inoculacdo da amostra homogeneizada (e suas dilui¢Ges) em um meio sélido (com &gar), contido
em placas de Petri, seguida da incubagdo das placas até crescimento visivel.

Para a inoculagéo no meio de cultura, denominada de plagueamento, podem ser utilizados
quatro procedimentos bésicos: a) o plagueamento em profundidade (pour plate), b) o
plagueamento em superficie (spread plate), ¢) o plagueamento em gotas (drop plate) ou d) a
filtragdo em membrana. Os dois primeiros sdo 0s métodos mais comuns.

O método padrdo de plaqueamento em profundidade tem limite de deteccdo de 10 UFC/g
para produtos sélidos ou 1 UFC/ml para produtos liquidos. Esse processo pode ser moldado, se
necessario, para limite de deteccdo de 1 UFC/g para produtos sélidos. Seus principais usos sao
em ensaios de contagem total de aerébios mesofilos, contagem de clostridios sulfito redutores,
contagem de enterobactérias, contagem de enterococos e contagem de bactérias lacticas.
Apresenta algumas limitac6es, sendo a principal delas a necessidade de fusdo do meio de cultura
antes do uso. Alguns meios, suplementados com componentes sensiveis ao calor depois da
esterilizacdo, ndo podem ser reaquecidos para fusdo do agar antes do uso.

A principal diferenca entre os plagueamentos em superficie e os em profundidade, é que
a amostra e/ou suas diluicbes sdo inoculadas diretamente na superficie do meio solido, ja
distribuido em placas.

A inoculagdo superficial é considerada vantajosa sob alguns aspectos, visto que ndo expde
0s microrganismos ao calor do meio fundido, permite a visualizagdo de caracteristicas
morfoldgicas e diferenciais de coldnias, facilita a transferéncia de col6nias, permite a manipulacéo
de meios que ndo podem ser fundidos depois de prontos e ndo exige que 0S meios sejam
transldcidos. Sua desvantagem predominante é que o volume inoculado é limitado a capacidade
de absorc¢do de liquido pelo meio de cultura, que ndo permite a inoculacdo de mais do que 0,5 ml
por placa. A técnica padrdo € a inoculacdo de 0,1 ml/placa de cada dilui¢cdo, com limite de
deteccdo de 100 UFC/g para produtos solidos ou 10 UFC/ ml para produtos liquidos. Esse

mecanismo pode ser adaptado, se necessario, para limite de deteccdo de 10 UFC/g para produtos
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solidos ou 1 UFC/ ml para produtos liquidos. Suas aplicagBes fundamentais sdo o0s ensaios de
contagem total de aerébios psicrotroficos, contagem de bolores e leveduras, contagem de S.
aureus e contagem de B. cereus.

O plagueamento em gotas € um método de inoculagdo em superficie, com as mesmas
vantagens do plagueamento em superficie. A diferenca mais significativa é que o in6culo néo é
espalhado, mas sim, depositado no meio de cultura, em gotas de 0,01 ml. Como as gotas ocupam
um espago minimo, é possivel inocular, numa mesma placa, trés dilui¢des em triplicata, trés gotas
por diluicdo, tornando, assim, 0 método extremamente econémico, com limite de detec¢do de
1.000 UFC/g de produtos sélidos ou 100 UFC/ ml de produtos liquidos. Ndo é uma técnica
rotineiramente utilizada na analise de alimentos, mas pode ser muito Util em situagdes que exijam
a inoculagdo de um numero grande de diluicGes.

A técnica de filtragdo em membrana é limitada a analise de amostras liquidas limpidas,
sem solidos em suspensdo, que possam ser filtradas através de uma membrana de poro 0,45um.
Tem como vantagem permitir a inoculacdo de maiores volumes da amostra, concentrando na
membrana os microrganismos presentes na quantidade inoculada. O limite de detecgdo é de 1
UFC por volume inoculado, sendo adequado para amostras com contagens abaixo do limite de
detec¢do das outras técnicas. Seus principais usos sdo em ensaios de contagem total de aerdbios
mesofilos, contagem de bolores e leveduras, contagem de bactérias lacticas, contagem de
enterococos e contagem de coliformes totais/fecais/E. coli em agua, refrigerantes, outros produtos
liquidos e produtos sélidos que possam ser transformados numa solucao limpida, como sal e

acucar, por exemplo.

Principais Técnicas Laboratoriais

A analise microbioldgica de alimentos é predominantemente cultural, visando a detec¢édo
ou a enumeracao de microrganismos vivos. Em funcdo da multiplicidade de grupos, géneros e
espécies que podem estar presentes, muitos ensaios sdo utilizados, que podem ser de dois tipos:
ensaios qualitativos, que verificam a presenca ou auséncia dos microrganismos alvo em uma dada
guantidade de amostra, sem quantificar, e ensaios quantitativos, que determinam a quantidade dos
microrganismos alvo na amostra, geralmente por unidade de massa ou volume. Cada um desses
ensaios segue procedimentos diferenciados que dependem dos microrganismos alvo, mas a
maioria deles utiliza as mesmas técnicas culturais basicas de microbiologia. Essas técnicas sdo a
detec¢do da presenca/auséncia, a contagem do NMP e a contagem padrdo em placas.

Antes de iniciar qualquer umas destas técnicas laboratoriais € necessario realizar a
preparacdo das amostras e diluices seriadas. Esta é realizada perto do bico de Bunsen faz-se o
pré-enriquecimento da amostra a partir da proporcdo de 1:9 (uma parte de amostra para 9 partes

de PW), ou seja, 25g ou 25ml da amostra adicionadas em 225ml de PW, formando assim a diluicéo
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10'1; em seguida, retira-se 1ml e transfere-se para um tubo de falcon contendo 9ml de PW para
formar a diluigdo 107, e a partir desta, retira-se 1ml transferindo para outro tubo de PW para
formar a diluigéo 107,

O NMP é um teste presuntivo de coliformes e é realizado partir das diluicdes 10, 102 e
103, ja mencionadas anteriormente, pipeta-se 1ml da amostra em cada um dos trés tubos
(triplicata) com 10ml de Caldo LST. Depois os tubos sdo colocados na estufa a 35°C no periodo
de 24 a 48 horas. Havendo a turbidez do meio e presenca de bolhas de gas no tubo de Durham,
sdo feitos os testes para coliformes totais e coliformes termotolerantes (E. coli).

Para a realizacdo da contagem de coliformes totais, tomam-se todos os tubos de LST com
producdo de gés e transfere-se uma alcada para tubos de Caldo VB. Feito isso, estes sdo incubados
a 35°C por 24 a 48 horas. Em seguida, € observado se ha crescimento com producédo de gas. A
partir da quantidade de tubos positivos utiliza-se a tabela do NMP apropriada as dilui¢bes
inoculadas para verificar a quantidade de microrganismos mais provavel na amostra analisada. O
namero sera expresso em NMP/g ou ml.

O teste confirmatorio de coliformes termotolerantes (E. coli) é realizado a partir dos tubos
de LST que deram resultado presuntivo de coliformes, é passada uma al¢ada dos tubos positivos
para tubos de Caldo EC. Estes serdo colocados em banho-maria a 45°C por 24 até 48 horas. Os
tubos que apds o periodo apresentarem turbidez e formacao de bolhas de gés no tubo de Durham
serdo considerados positivos. A partir da quantidade de tubos positivos utiliza-se a tabela do NMP
apropriada as dilui¢cdes inoculadas para verificar a quantidade de microrganismos mais provavel
na amostra analisada. O nimero sera expresso em NMP/g ou ml.

Apos isso, € realizado a contagem de E. coli através do método tradicional: de cada tubo
de EC positivo estria-se uma al¢ada da cultura em placas de Agar EMB. As placas serdo incubadas
a 35°C por 24 horas e observadas se ha desenvolvimento de coldnias tipicas de E. coli (nucleadas
com centro preto, metalico ou ndo). Havendo col6nias sugestivas, transferem-se duas col6nias
bem isoladas de cada placa, para tubos, estéreis e previamente preparados, de PCA inclinados e
estes serdo incubados a 35°C por 24 horas.

A partir das culturas puras em PCA, fazer coloracdo de Gram e inocula-se 0s meios testes,
para a realizagéo de provas bioquimicas. A partir da quantidade de tubos de caldo EC, estriados
em EMB, positivos utiliza-se a tabela do NMP apropriada as dilui¢ces inoculadas para verificar a
quantidade de microrganismos mais provavel na amostra analisada. O nimero serd expresso em
NMP/g ou ml.

Na presenca/auséncia de Salmonella spp. primeiramente, faz-se o pré-enriquecimento e
homogeneizagdo da amostra. Transfere-se 25g ou 25ml da amostra para um frasco de
homogeneizagdo, previamente esterilizado e tarado, e adiciona-se 225ml de PW. Em seguida,

incuba-se o frasco a 35°C por 18 a 24 horas com as tampas ligeiramente afrouxadas. Apds isso,
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faz-se o enriquecimento seletivo que tem por objetivo inibir a multiplicacdo da microbiota
acompanhante e promover a elevacdo preferencial do nimero de células de Salmonella.

Para a realizacdo do enriquecimento deve-se agitar delicadamente o frasco com o caldo
de pré-enriquecimento e inocular 1ml da amostra em tubo contendo 10ml de Caldo SC e 0,1ml
em tubo contendo 10ml de Caldo RP. Ambos os tubos sdo incubados a 35°C por 24 horas. Em
seguida, é realizado o plagueamento diferencial nos tubos positivos (turbidez ou mudanca de cor):
transfere-se uma algada dos tubos com os caldos SC e RP para as Placas de Petri estéreis e
previamente preparadas com Agar HE e outras, com Agar SS. Feito isso, as placas sero invertidas
e incubadas a 35°C por 24 horas e é verificado se ha desenvolvimento de colénias tipicas de
Salmonella.

No Agar HE, as col6nias tipicas sdo transparentes, verde-azuladas, com ou sem centro
preto; ja no Agar SS, sdo de cor bege com cetro preto. Caso haja crescimento de col6nias
sugestivas nos meios, sera feito a confirmagao preliminar das colonias tipicas de Salmonella.

Com o auxilio de uma agulha de inoculagdo, é removido uma por¢édo da massa de células,
do centro da col6nia tipica e inoculados em tubos inclinados e estéreis, previamente preparados,
com Agares LIA e TSI. A inoculacio deve ser feita por picada e estrias na rampa, fazendo uso da
mesma alcada para inocular ambos os tubos. Recomenda-se submeter a confirmagéo preliminar
pelo menos duas colbnias tipicas de cada placa, nos tubos de LIA e TSI. Estes devem ser
incubados a 35°C por 24 horas e observar-se-4, em caso positivo, a ocorréncia de reacdes tipicas
de Salmonella.

As reacdes tipicas do TSI sdo: rampa alcalina (vermelha) e fundo acido (amarelo), com
ou sem producdo de H,S (escurecimento do agar); ja as do LIA, sdo fundo e rampa alcalinos
(parpura, sem modificacdo da cor do meio), com ou sem producdo de H.S (escurecimento do
agar). Apos o resultado sugestivo da confirmacdo preliminar é necesséaria a realizacdo dos testes
soroldgicos e bioquimicos para a confirmacao definitiva.

A Contagem Padrdo em Placas é a contagem de aerdbios mesofilos em placas. Nesse
método é realizado o plaqueamento por profundidade, no qual a partir das diluicdes 107, 102 e
103, ja mencionadas anteriormente, sdo retirados 1mL e colocado em cada Placa de Petri estéreis
e vazias (em duplicata), abrindo as placas apenas o suficiente para inserir a pipeta, proximo ao
bico de Bunsen. Logo ap6s, adicionam-se de 15 a 20 ml de PCA, previamente fundido e resfriado
a 45°C. Mistura o in6culo com o meio de cultura movimentando suavemente as placas, numa
superficie plana, em movimentos na forma de oito ou circulares. Apos isso, aguarda-se a completa
solidificagdo do meio de cultura, inverte-se as placas e incuba na estufa a 35°C, onde ficam por
48 horas.

Apos esse periodo, faz-se a contagem das col6nias e os calculos dos resultados: seleciona-
se as placas com 25 a 250 col6nias e estas sdo contadas com o auxilio de uma lupa, em um

contador de col6nias. O nimero de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) por g ou ml da
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amostra é calculado multiplicando o nimero de col6nias pelo inverso da dilui¢do inoculada. O
numero seré expresso em UFC/g ou ml.

J& na Contagem Padrdo em Placas para aerébios psicrotréficos é realizado o
plaqueamento em superficie com o0 objetivo de evitar a exposicao das células ao calor do agar
fundido, j& que sdo mais sensiveis as altas temperaturas. Primeiramente, as Placas de Petri estéreis
sdo preparadas com 15 a 20 ml de PCA. A partir das diluicdes 102, 102 e 1073, ja mencionadas
anteriormente, sdo retirados 0,1 ml e colocados em cada placa previamente preparada. Em
seguida, o indculo é espalhado com uma al¢a de Drigalski por toda a placa, iniciando pelas placas
de maior para as de menor diluicdo. Apds a secagem completa das placas, estas devem ser
invertidas e incubadas na estufa a 7°C por 10 dias ou 17°C por 16 horas seguidas de 7°C por 3
dias.

Em seguida, efetua-se a contagem das colbnias e o calculo dos resultados, seguindo as
mesmas orientagbes descritas para o plaqueamento em profundidade, porém, multiplica-se o
resultado por 10, para levar em conta o volume 10 vezes menor inoculado no plagueamento em
superficie. O nimero sera expresso em UFC/g ou ml.

A contagem de bolores e leveduras é um método no qual é realizado o plagueamento em
superficie com o objetivo de permitir uma maxima exposi¢do ao ar. Primeiramente, as Placas de
Petri estéreis sdo preparadas com 15 a 20 ml de ABD. A partir das diluicdes 102, 102 e 103, ja
mencionadas anteriormente, sdo retirados 0,1 ml e colocados em cada placa previamente
preparada. Em seguida, o in6culo é espalhado com uma alca de Drigalski por toda a placa,
iniciando pelas placas de maior para as de menor diluicdo. Apos a secagem completa das placas,
elas séo incubadas, ndo invertidas, a 25°C por 5 dias.

E realizado a contagem das col6nias e o calculo dos resultados seguindo as mesmas
orientagdes descritas para o plaqueamento em profundidade, porém, recomenda-se contar placas
com 10 a 150 coldnias ao invés de 25 a 250 coldnias. Apos, multiplica-se o resultado por 10, para
levar em conta o volume 10 vezes menor inoculado no plagueamento em superficie. O nimero
sera expresso em UFC/g ou ml.

A Contagem direta em placas é utilizada para a contagem de Staphylococcus coagulase
positivo. Nesse método é utilizado o plaqueamento em superficie. Primeiramente, as Placas de
Petri estéreis sdo preparadas com 15 a 20 ml de Agar BP. A partir das diluigdes 10, 102 e 10°,
ja mencionadas anteriormente, sdo retirados 0,1 ml e colocados em cada placa previamente
preparada. Em seguida, o in6culo é espalhado com uma alca de Drigalski por toda a placa,
iniciando pelas placas de maior para as de menor dilui¢cdo. Apés a secagem completa das placas,
as mesmas devem ser incubadas na estufa a 35°C por 48 horas.

Passado esse tempo, sera realizado a contagem das col6nias presuntivas: seleciona-se
placas com 20 a 200 colbnias para a contagem das colbnias tipicas de S. aureus (coldnias

circulares, pretas, pequenas, lisas, convexas, com bordas perfeitas, massa de células
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esbranquicadas nas bordas, rodeados por uma zona opaca e/ou um halo transparente se estendendo
para além da zona opaca).

Apos a contagem serd realizado a confirmag&o das col6nias tipicas: sdo selecionadas no
minimo 5 coldnias tipicas, para teste de coagulase, e havendo menos do que 5 deve selecionar
todas. Em seguida, transfere-se cada coldnia para um tubo de Caldo Infusdo Cérebro Coracao
(BHI) e ap6s tranfere-se uma algada para um tubo com Agar Tripticase de Soja (TSA) inclinado
e incubam-se, ambos os tubos, a 35°C por 24 horas.

Ap0s a confirmacao das col6nias tipicas é realizado o calculo dos resultados: considerase
com S. aureus todas as culturas com reacdo de coagulase de niveis 3 e 4 ou 1 e 2, porém, com
termonuclease e catalase positivas, colora¢do de Gram positiva e formacdo de cocos em cachos.
Em seguida, o nimero de UFC por g ou ml é calculado em fung&o do numero de colénias tipicas
contadas, dilui¢do inoculada e percentagem de coldnias confirmadas. O nuUmero serd expresso em
UFC/g ou ml.

CONSIDERACOES FINAIS

Em suma, é possivel concluir que as analises microbioldgicas dos alimentos sdo de
extrema importancia, visto que, se nao forem realizadas, podem acometer a populacdo
provocando as DTA’s e, assim, podendo resultar, em alguns casos, em 06bito.

E fundamental ter conhecimento acerca dos alimentos e agua que estdo sendo
consumidos, levando-se em conta o local em que foram adquiridos, e em caso de contrair uma
DTA, deve ser feita a analise do alimento que a provocou. Para 0s comerciantes, esta analise deve
ser realizada sempre antes de expor os produtos a venda, a fim de evitar que essas enfermidades

alimentares ocorram.
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