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Resumo

O presente relatdrio encontra-se dividido em dois capitulos: Capitulo 1 que descreve o estagio no
Laboratdrio de Microbiologia da Silliker Portugal - Biomérieux Nutrisciences; Capitulo 2 que apresenta
como caso de estudo a validagao de um método de Contagem de Esporos Aerdhios Termdfilos a 55°Cno
Leite em P6.

No Capitulo 1 sao descritas as metodologias observadas e executadas durante o estdgio, permitindo a
consolidacao e aprendizagem de conhecimentos tedricos e praticos, relacionados com a preparacao de
meios de cultura, realizacao de andlises microbioldgicas de alimentos e dguas e todas as boas praticas
laboratoriais.

No Capitulo 2 ha o foco na validacao do método laboratorial Contagem de Esporos Aerébios Termdfilos
a 55°C no Leite em P4, que quando presentes representam um grande desafio para a qualidade e
seguranca dos produtos lateos. O método inclui tratamento térmico apropriado bem como meio de
cultura especifico. Os resultados demonstraram consisténcia com dados de referéncia, evidenciando
capacidade de detecao fidvel e reprodutivel, como boa sensibilidade ou eficiéncia, garantindo a
adequacao e eficacia do método.

Entende-se que este método contribui para reforcar o controlo microbioldgico na industria lactea e que

apoia em praticas laboratoriais mais seguras, cumprindo requisitos de qualidade e sequranca alimentar.

Palavras-chave: esporos aerdbios termdfilos; G. stearothermophilus; leite em pd; método; validagao



Abstract

This reportis divided into two chapters: Chapter 1describes the internship carried out at the Microbiology
Laboratory of Silliker Portugal — Biomérieux Nutrisciences; Chapter 2 presents, as a case study, the
validation of a method for the enumeration of Thermophilic Aerobic Spores at 55 °Cin powdered milk.
Chapter 1 details the methodologies observed and performed during the internship, enabling the
consolidation and acquisition of theoretical and practical knowledge related to the preparation of culture
media, the execution of microbiological analyses of food and water, and the application of laboratory best
practices.

Chapter 2 focuses on the validation of the enumeration method for thermophilic aerobic spores at 55 °C
in powdered milk, microorganisms that represent a major challenge to the quality and safety of dairy
products. The method included appropriate heat treatment as well as the use of a specific culture
medium. The results were consistent with reference data, demonstrating reliable and reproducible
detection capacity, with good sensitivity and efficiency, thereby confirming the adequacy and
effectiveness of the method.

Itis concluded that this method contributes to strengthening microbiological control in the dairy industry,

supporting safer laboratory practices and compliance with quality and food safety requirements.

Keywords: G.stearohermophilus; method; powdered milk; thermophilic aerobic spores; validation
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Organizacao do Relatdrio de Estdgio

O presente relatdrio foi elaborado no ambito da unidade curricular Estagio, para obtencao do grau de
Mestre em Andlises Clinicas e Sadde Publica, na drea de especializacao em Microbiologia e Saude

Publica, na Escola Superior de Satde do Politécnico do Porto (ESS|P.Porto).

Este relatdrio estd organizado em dois capitulos:
Capitulo | - Relatdrio de Estagio, no qual sao descritas as atividades desenvolvidas durante o estagio na

Silliker Portugal S.A. — Biomérieux Nutrisciences
Capitulo Il - Estudo de caso, denominado por “Contagem de Esporos Aerdbios Termdfilos a 55°C no Leite

em P¢”". Neste capitulo encontra-se descrito todo o processo de validacao do método e resultados

associados.

Xl



P.PORTO E‘:’E:ESS
Capitulo | - Estagio no laboratorio Silliker — Biomérieux Nutrisciences

1. Contextualizacao do estagio

No ambito da Unidade Curricular “Estagio” do Mestrado de Analises Clinicas e Saude
Publica - Ramo em Microbiologia e Satide Publica, foi realizado o estagio curricular na drea
da Microbiologia Alimentar e Saude Publica no Laboratério Silliker Portugal, S.A. —
Biomérieux Nutrisciences. O estagio decorreu no periodo de outubro de 2024 a maio de
2025, com a duracao de 615 horas, distribuidas em atividades laboratoriais praticas e
momentos de integracao institucional, culminando na elaboracao do presente relatério de

estdgio e respetivo projeto aplicado.
11.  Objetivos

O estagio curricular teve como principais objetivos consolidar conhecimentos em
Andlise Clinicas com especial foco em Microbiologia e Saude Publica, adquirir novos
conhecimentos e competéncias, compreender as rotinas laboratoriais, bem como as
diferentes metodologias utilizadas no dia-a-dia de um laboratdrio de microbiologia

alimentar.
1.2.  Caracterizacao da instituicao de Estagio

A Silliker Portugal, S.A. ¢ uma empresa sediada em Vila Nova de Gaia e foi fundada
em 1992 sob a designacao inicial EGI, de prestacao de servicos ligados ao setor
agroalimentar. Desde 2014 passou a integrar o grupo internacional Mérieux Nutrisciences,
um dos maiores grupos mundiais dedicados a prestacao de servicos na drea da seguranca
e qualidade alimentar, com mais de 50 anos de experiéncia cientifica e empresarial.

Atualmente, a empresa presta servicos especializados a diferentes setores,
incluindo industria alimentar, embalagens, dgua e ambiente, produtos de consumo,
dispositivos médicos, cosmética e cuidados pessoais, e produtos agroquimicos, garantindo
suporte cientifico aos seus clientes.(1)

O edificio da Silliker esta dividido em varios setores, sendo 0s principais o0
Laboratdrio de Microbiologia, onde realizei o estdgio, e o Laboratdrio de Quimica subdividido

em FQ e MIA. Para além destes laboratdrios, tive também a oportunidade de conhecer
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outros departamentos, sendo que alguns destes se localizam noutro edificio na mesma

localidade:

e Departamento Comercial

e Departamento de Ambiente ESG

e Departamento de Analise Sensorial, Inovacao e Tecnologia

e Departamento de Assessoria

e Departamento de Bens de Consumo, Cosméticos, Pharma e Departamento de Materiais
de Contacto Alimentar

e Departamento de Gestao de Amostras

o Departamento de Marketing

e Departamento de Operacoes

e Departamento de Preparacao de amostras e Subcontratos

e Departamento de Rotulagem e Legislacao

¢ Departamento de Tecnologias de Informacao e Protecao de Dados

e Departamento de Servico ao Cliente(2)

1.3. Laboratdrio de Microbiologia

O Laboratdrio de Microbiologia tem como principal funcao a analise microbioldgica

de alimentos, contudo, encontra-se também envolvido na analise microbioldgica de aguas

cosméticos e ensaios higiossanitdrios (zaragatoas). Estas analises sao fundamentais para
garantir a seguranca e a qualidade dos produtos e dos ambientes de producao, podendo ser
feitas através de métodos em cultura ou métodos rapidos, em funcao do tipo de produto e
da necessidade do cliente. Os microrganismos mais possiveis de causar contaminacoes e
por consequéncia os mais analisados sao as bactérias e as suas toxinas. Assim sendo, o
laboratdrio garante que os alimentos se encontram livres dos seguintes agentes
patogénicos através da analise dos mesmos:

e Listeriamonocytogenes

e Escherichia coli

e Enterotoxinas

e (Campylobacter

o Vibriospp.

e Staphylococcus coagulase positiva
e Bacillus cereus

e Legionella pneumophila

e Salmonella

e Cronobacterspp.(3)
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1.3.1. Organizacao do Laboratorio de Microbiologia

O Laboratdrio de Microbiologia encontra-se organizado em diversos espacos

conforme representado na Tabela 1. Esta orientacao permite garantir que as amostras

fazem um trajeto unidirecional ou também conhecido “marcha em frente”, nao havendo

cruzamentos e contacto entre material limpo e contaminado.(4)

Tabela 1- Organizacdo do laboratdrio de microbiologia (4)

Espacos do

Laboratorio

Funcoes principais

Observacoes

Batching (Sala dos
Lotes)

Sala de Preparacao
dos Meios

Sala Principal

Sala da Cosmética
Sala para Andlise
das aguas

Sala dos
Quantitativos
Sala dos
Patogénicos

Sala de
Descontaminacao e
Lavagem

1.3.2.

Rececao e organizacao de amostras
didrias

Preparacao e armazenamento de meios
de cultura

Processamento geral de amostras, de
todo o tipo de matrizes (cruas ou
processadas), onde se realizam diversas
tarefas como pesagem, suspensoes,
diluicoes, distribuicao de meios de
cultura, esterilidades e medicoes de pH

Andlise de produtos cosméticos
Filtracao e andlise de aguas e afins

Incubacao, leitura de resultados e
confirmacoes
Andlise e incubacao de patogénicos

Tratamento de material contaminado

Processamento inicial didrio

Equipamentos especificos como
autoclaves e placas de aquecimento

Possui diferentes bancadas, cada uma
delas especifica para cada tipo de
procedimento (por exemplo, bancada
dos pds, bancada de diluicdes dos
processados, bancada de distribuicao
de meios, entre outras)

Menor niimero de amostras
Inclui andlise de Legionella

Localizagao das estufas para
incubacao

Espaco mais isolado com
equipamentos especificos como
microscépio, densitémetro, estirpes
bacterianas, entre outros
Localizada na parte exterior ao
laboratério

Atividades desenvolvidas no Laboratdrio de Microbiologia

Durante o estdgio, participei em diversas tarefas da rotina laboratorial em

Microbiologia. Estas incluiram apoio na Sala dos Meios de Cultura, na Bancada das

contagens/diluicoes, na Bancada de distribuicao de meios de cultura e na Sala de andlise

das aguas, colaborando sempre de acordo com as necessidades de cada dia.
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1.3.2.1. Sala de Preparacao dos Meios

Foineste local que desempenhei a maioria das tarefas nos primeiros meses, na
medida que é aqui que sao produzidos diariamente inimeros meios de cultura ao longo do
dia, incluindo alguns utilizados nas minhas amostras e cuja preparacao apoiei. Participei
igualmente, com recurso a autoclaves, na esterilizacao de materiais de uso corrente em
laboratdrio (frascos, talheres, mangueiras de distribuicdo de meios, entre outros), cruciais
para diversas tarefas.

Aqui é também realizado o controlo de qualidade dos meios de cultura,
identificacdo e armazenamento dos mesmos, sejam preparados internamente ou j3d
prontos a uso e/ou por adicionar suplementos e diluentes. De referir ainda, a preparacao
dos volumes de diluentes necessarios para as analises microbioldgicas.

Os meios de cultura sao pesados e misturados com o respetivo diluente, conforme
as necessidades face as amostras previstas semanalmente. Alguns exemplos dos mais
frequentemente produzidos/preparados: PCA, VRB, VRBG, MRD, KF, BPW, TBX,
SLANETZ, TSA, MYP ou BGBB (Brilliant Green Bile Broth). Alguns meios, como o VRBG E
VRB, sao pesados e preparados diretamente com dgua estéril/peptonada tamponada e vao
diretamente para a placa a ferver prontos a serem usados, enquanto outros como o BPW e
o PCA, sao preparados com agua desionizada e submetidos a autoclavagem, a maioria
deles a121°C durante 15 minutos, s6 podendo ser usados posteriormente. Outros meios ja
se encontram prontos, sejam eles liquidos ou sdlidos, como o ALOA, Half-Fraser ou o
Rapid’'Salmonella que se encontram armazenados nos frigorificos.

Alguns meios sao preparados em frascos de diferentes volumes (2L, 1L ou 500 mL,
por exemplo) enquanto outros vao diretamente para autoclavagem em tubos como o MRD.
Os frascos sao numerados de forma sequencial e semanal, sempre que é preparado mais
de um frasco por dia de determinado meio. Esta numeracao nao é aplicavel no caso dos
diluentes. Os ingredientes/pd do meio desidratado sdo assim adicionados ao volume de
agua e deve ser evitada a formacao de “carocos”, sendo importante uma boa agitacao
manual e continua e depois, aquecer caso seja necessario, até dissolucao total antes da
esterilizacao.

Cada meio de cultura tem o seu proprio registo associado onde constam
informacaoes relativas a marca, referénciainterna e do fornecedor, bem como o pH, estirpes

utilizadas nos controlos positivo e negativo, massas e volumes mais utilizados, validade e o

4
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seu local de armazenamento apds preparacao. Estes registos, efetuados em documento
Excel designado 1Q.40 servem para fins de controlo de qualidade, por isso, para cada
pesagem é feito o seu registo. Os meios que nao sao usados de imediato, apds preparacao
e esterilizacao, sao armazenados a 5+3°C devidamente identificados e com data de
validade, com excecao da agua peptonadatamponada e a triptona sal (MRD) que devem ser
guardados no escuro e a temperatura ambiente.

Os meios refrigerados podem ser reaquecidos uma unica vez, por banho-maria ou
micro-ondas a determinadas temperaturas e tempos, até estarem homogeneamente
liquefeitos, de modo a poderem ser novamente utilizados.

Quando se associa 0s meios as amostras, € importante que sempre que possivel
se agrupe um lote de amostras aos lotes de meio utilizados e registar os mesmos, e que
para cada amostra, em cada ensaio, esteja inserida a data de validade ou o lote do meio
utilizado, o nimero do frasco, ciclo de autoclavagem e respetiva autoclave do meio a
usar.(5) Nas Figura 1 e 2 estd representada uma vista geral da Sala de Preparacao dos

Meios.

Figuras 1e 2 - Parte da bancada principal Sala de Preparacao dos Meios

1.3.2.2. Procedimentos relativos as analises microbioldgicas

Antes de iniciar qualquer procedimento nesta bancada, é fundamental garantir que
a preparacao das amostras que sao admitidas diariamente ao laboratdrio de Microbiologia,
segue rigorosos critérios de qualidade e seguranca:
¢ Integridade da amostra: cada amostra recebida deve estar intacta, protegida de
possiveis contaminacoes externas e em quantidade suficiente para a realizacao dos
ensaios;
e Condicoes do recipiente: verificar as condicoes do recipiente da amostra,

nomeadamente se apresenta algum dano ou fuga e verificar caracteristicas como o



cheiro, a cor, se ha sinais de producao de gds, entre outros aspetos que possam
representar degradacao da amostra.

e Prazo para andlise: no caso de produtos pereciveis (ex. zaragatoas ou marisco), a
preparacao das amostras deve ser iniciada até um mdximo de 24 horas apds a colheita
das mesmas enquanto para peixe ou leite cru hd o limite de 36 horas.

e Separacao entre matrizes: desde a rececao até a andlise, as amostras processadas e
cruas devem permanecer o mais afastadas possivel, prevenindo contaminagoes

cruzadas.(6)
1.3.2.2.1. Pesagem de amostras — Pés (Sala Principal do Laboratdrio)

Como o meu caso de estudo envolvia amostras de leite em pg, tive a oportunidade
de pesar varias amostras deste tipo, como farinhas, leites em pg, leveduras, entre outras.

A pesagem deste tipo de amostras exige precisao: tolerancia permitida de 5%, com
um minimo de 10 mL ou 1 g, acondicionados em sacos com filtro. Para produtos secos ou
em po, a preparacao deve ser feita em drea separada das demais amostras (camara de pds)
ou, se necessario, no fim da preparacdo das outras amostras. E fundamental utilizar, um
sistema de exaustdo/ventilacao préximo a camara da balanca analitica para criar um
ambiente controlado e que auxilie na estabilizacao da pesagem.(6)

Antes da recolha de qualquer amostra, alguns cuidados sao essenciais,
nomeadamente:

e Limpeza e desinfecao: antes de iniciar qualquer pesagem, € muito importante limpar e
desinfetar todas as superficies e balancas, bem como desinfetar a bancada de trabalho
antes e entre amostras diferentes e de clientes diferentes, de forma a garantir que todas
as fontes de contaminacao sao eliminadas ou pelo menos, reduzidas ao minimo.

e Preparacao das embalagens: as embalagens devem também ser limpas e desinfetadas
antes de abrir sempre que o exterior o permita. Limpar com o desinfetante em uso em
laboratdrio, secar com papel, desinfetar com alcool a 70% e de seguida abrir a
embalagem com material esterilizado e de forma que permita retirar a quantidade de
amostra suficiente.

e Utensilios estéreis: na preparacao das amostras, quer em pds quer noutras matrizes,
todos os utensilios devem ser estéreis e uma vez utilizados nao devem ser colocados na

bancada de trabalho ou bandeja, mas sim num recipiente apropriado.
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e Manuseamento dos pds: devem ser preparados de forma a minimizar a sua dispersao

pelo laboratdrio e ao misturar a amostra com o seu diluente (BPW de concentragao

dupla, por exemplo), seque para 1 minuto no stomacher. Quando em quantidades

maiores de amostra, a suspensao-mae pode ser feita em frascos e bem fechado deve

ser agitado e invertido.(6)
13.2.2.2. Bancada das dilui¢ées (Sala Principal do Laboratério)

Este setor, é onde se concentra o maior volume de trabalho e constitui o ponto
central das analises microbioldgicas, pois é aqui que se realizam as diluicoes das amostras
na suspensao-mae, ou seja, apos as mesmas terem sido previamente preparadas com o
seu diluente respetivo na zona de preparacdo de amostras. E necessdrio garantir que entre
a preparacao da suspensao inicial e 0 momento em que o indculo contacta com o meio de
cultura, o tempo nao ultrapasse os 45 minutos. (4)

Neste espaco, sao seguidos os procedimentos internos do laboratdrio para cada
parametro/microrganismo e respetivas diluicdes. Este setor exige grande
responsabilidade, pois daqui seguirdo as sementeiras em placa de cada amostra, que
posteriormente terdo incorporacao do meio de cultura, e no final de todas as etapas,
determinarao os resultados a disponibilizar aos clientes. Devido ao rigor exigido, apenas foi
possivel executar tarefas mais simples, como por exemplo, dilui¢cdes para zaragatoas e
bebidas e aidentificacao de placas por amostra e parametro.

De um lado da bancada sao feitas as analises microbioldgicas para os alimentos
crus, como carnes, enchidos ou mariscos, e zaragatoas,
sendo que do outro lado (Figura 3) sao feitas as analises
para alimentos processados, como por exemplo bolos,
comidas pré-confecionadas, doces, entre muitos outros e
também liquidos, como sumos ou iogurtes. A diversidade

de amostras alimentares é enorme e hd de tudo um pouco,

havendo variadas marcas, formatos e matrizes.

' A‘,
3

:Figura 3 - Parte da bancada da Sala
|Principal do Laboratdrio



T ilces

As metodologias sao definidas por parametros, mas sao muito similares,
consistindo na maioria a transferéncia de 1 mL da suspensao-mae para placa de Petri
(previamente identificada com o ndmero de amostra e meio de cultura correspondente).
Nos casos que requerem diluicdes sucessivas, é transferido 1 mL da suspensao-mae para
um tubo de 9 ml de diluente estéril a temperatura ambiente (por exemplo, MRD). Durante
estas diluicdes, o contacto da pipeta com indculo entre o diluente estéril deve ser evitado
para que nao haja contaminacao cruzada e deve ser usada uma placa por diluicao em pelo
menos duas diluicdes sucessivas. Entre diluicdes deve-se usar o vértex durante 5 a 10
segundos. Ao retirar o volume necessario do tubo, a ponta da pipeta deve ser encostada a
parede do tubo para remover o excesso de liquido que tenha aderido ao exterior e a placa
de Petri na qual se vai dispensar o contetido da pipeta, deve ser levantada apenas a altura

necessaria para tal. Faz-se assim, sementeira por incorporacao em placa, representada

pela Figura 4.(4,6)
TmL TmL TmL TmL

Suspensao

Placa de Placa de
Petri
42
diluicao diluicao

Placa de Placa de
Petri Petri
22 diluicao 32 diluicao

Figura 4 - Exemplo do método de incorporacao recorrendo a diluicoes decimais

1.3.2.2.3. Zaragatoas

Para além das amostras alimentares, existem também amostras de origem

ambiental, como é o caso das zaragatoas, que foram processadas variadas vezes.
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Quando chegam ao laboratdrio, as zaragatoas sao imediatamente identificadas e
etiquetadas. Cada tubo pode corresponder a zaragatoas e a utensilios, como tabuas de
cortes ou talheres, bem como a superficies, bancadas ou maos, entre outros.

Alguns tubos de determinadas amostras possuem mais do que uma etiqueta, com
a designacao dos meios Half-Fraser ou BPW. Nestes casos, o tubo apds as diluicdes nao
serd logo descartado, mas guardado no frigorifico para logo que possivel seguir para as
pesquisas (método qualitativo), que terdo o respetivo diluente conforme indicado na
etiqueta.

Apds a identificacao de cada tubo, as etiquetas remanescentes indicam os
parametros a analisar e as diluicdes necessarias, exemplificado na Figura 5. Com base
nestasinformacoes, preparam-se as placas de Petri, sendo umadiluicao por placa. Na placa
da primeira diluicao escreve-se o tipo de microrganismo ou 0 meio a usar, conforme o
indicado na etiqueta para que quando seguir para a bancada de distribuicao de meios seja

rdpido e facil de distinguir e fazer a respetiva incorporacao.

Figura 5 - Suporte de zaragatoas para andlise devidamente identificadas

Depois deste processo de identificacao e diferenciacao, cada tubo contendo a
zaragatoa, é agitado no vdrtex por cerca de 60 segundos. Apds desinfecdo, procede-se a
andlise pipetando do tubo 1ml para a placa de Petri correspondente, e caso seja necessario,
efetuam-se diluic6es decimais conforme indicado no procedimento da Figura 4, fazendo-
se assim sementeira em placa.(6)

Alguns microrganismos requerem metodologias especificas. Por exemplo, para
esporos: 1 mL da zaragatoa é diretamente incorporado num tubo do meio GC-Broth
previamente fundido, adicionado com 0,1 mL de suplemento e por fim 1 mL de agar,

seguindo depois para incubacao apds solidificacao.
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1.3.2.2.4. Bebidas

Entre as amostras analisadas, realizou-se andlises a vdrias bebidas, incluindo
sumos, leites, adocantes, cervejas, dguas com gas ou vinhos.

No caso de bebidas gaseificadas, é dispensada uma pequena quantidade para um
pequeno recipiente para que o gas seja libertado manualmente e possibilite uma pipetagem
adequada por evitar a espuma produzida por estas bebidas. Todos os cuidados de
desinfecao e manipulacdo da amostra devem ser mantidos.(6)

A andlise deste tipo de amostras é semelhante a utilizada para as zaragatoas,
conforme o tipo de parametro exigido. No entanto, dois parametros em particular exigem
procedimentos distintos:

e Bacillus cereus: pipeta-se 1 mL (para detetar contagens mais baixas) da suspensao-
mae, incorporando diretamente em meio sélido MYP, distribuido em 3 placas de Petri. O
espalhamento é realizado com um espalhador o mais rdpido possivel e sem tocar nas
paredes da placa, de modo a permitir que o indculo seja absorvido 15 minutos a
temperatura ambiente (sementeira em placa com meio ja distribuido). Caso seja
necessario, repetir este passo para diluicdes seguintes.

O meio MYP é produzido na Sala de Preparacao dos Meios, mas quando é destinado a

distribuicao em placa para posterior utilizacao, a cada frasco de 500 mL é acrescentado um

suplemento previamente hidratado com 1 mL de agua estéril e adicionado 50 mL de gema
de ovo hem homogeneizada.

e Esporos: pipeta-se cerca de 4 mL paraum tubo, sujeito a choque térmico a 80°C durante
13 minutos ou a 64°C durante 30 minutos. Apds serem arrefecidos em agua fria,
procede-se a pipetagem de 1 mL e respetivas diluicoes, para as placas de Petri
(sementeira em placa) para posteriormente seguirem para incorporacao com o meio de
cultura adequado.

Apds estes procedimentos, as sementeiras seguem para a bancada de
distribuicao de meios de cultura, em articulagcao com a Sala de Preparacao dos Meios,

garantindo o controlo e continuidade em todo o processo.

10



1. PORTO supemon ({1}
1.3.2.2.5. Bancada de distribuicio de meios de cultura (Sala Principal do

Laboratério)

No inicio de cada sessao de trabalho, o responsdvel por esta bancada assegura a
preparacdao dos meios de cultura previamente preparados, a fundir, conforme as
necessidades mais habituais de acordo com o tipo e volume de amostras que vao chegando,
e gerindo quais as quantidades ao longo do dia de meios que devem ser colocados a fundir
para se utilizarem. Apds isto, os meios de cultura sao mantidos a 44 - 47°C no banho até a
sua utilizacao e devem ser mantidos liquefeitos num prazo maximo de 4 horas.

Nesta area, as placas de cada diluicao sao organizadas seqgundo o parametro ou
meio de cultura, para que a incorporacao seja mais facil e rdpida e se evite retirar do banho
vdrios meios de cultura em simultaneo.

Ao retirar os meios de cultura do banho para se adicionar as placas com indculo, é
importante passar o frasco por um papel seco e limpo e desinfetar o mesmo, de modo que
adgua do banho ndo contamine as placas. E essencial evitar derrames, no exterior do frasco
ou ao redor da placa aquando da inoculagao.

Ao verter o meio na placa de Petri, a mistura com o indculo deve ser feita com
precaucao, evitando colocar o meio diretamente sobre o indculo, garantindo uma
distribuicao homogénea dos microrganismos em toda a superficie da placa (cerca de 15 a
20 mL de meio por placa). (4)

Assim que o meio solidifica na bancada apropriada (Figura 6), as placas, na maioria
dos casos, sao invertidas e vao a incubar nas estufas a temperatura adequada para cada
microrganismo. Cada placa ou recipiente é devidamente etiquetado com a temperatura e
tempo de incubagao, bem como as datas de inicio e de leitura/validacao de resultados. As
diluicoes entre amostra devem ser mantidas para permitir uma leitura de resultados mais

rdpida e fiavel.

Figura 6 - Bancada de distribuicdo dos meios de cultura (Sala
Principal do Laboratdrio)

N
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Apresenta-se abaixo um exemplo de fluxograma referente a um dos
microrganismos analisados no laboratdrio e no qual existiu a oportunidade de colaborar e
observar os resultados (Figura 7 e 8). A andlise de cada microrganismo é documentada
através deste tipo de fluxogramas podendo variar ligeiramente em alguns passos conforme
o0 agente etioldgico em estudo. Estes fluxogramas, que descrevem o procedimento interno
para cada microrganismo, encontram-se arquivados em formato digital, garantindo o

acesso imediato a todos os analistas sempre que necessario.

v
Ap6s incubacao, proceder a
leitura dos bolores e

Figura 7 - Exemplo de fluxograma do procedimento de andlise de Bolores e Leveduras

Figura 8 - Cultura em placa de coldnias tipicas de bolores e leveduras em meio Symphony agar

De forma a ser mais simples representar os vdrios microrganismos de analise ao
longo do estagio, a tabela sequinte (Tabela 2) mostra de forma sucinta os principais pontos

sobre cada um deles.

12



Tabela 2 - Microrganismo-alvo: suas definicées e caracteristicas de andlise (7) (Continuacdo pdgina sequinte)

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

P.PORTO

Microrganismos a 30°C

Enterobacteriaceae

Coliformes

Coliformes
Termotolerantes
Listeria spp.

Escherichia Coli

Bolores e Leveduras

Bacillus cereus

Contagem total de microrganismos aerébios mesdfilos presentes numa amostra. Inclui grande

diversidade de bactérias. Indicador de qualidade de higiene, processamento e armazenamento
de alimentos
Familia de bactérias Gram-negativas, fermentadoras de glicose. Inclui patogénicos e

indicadores de higiene.

Frequentemente utilizado pela industria de laticinios como indicador de higiene. Gram-

negativas, fermentadoras de lactose com producao de gas a 30°C.

Pertencem ao grupo dos coliformes, mas sao capazes de crescer a partir de 44 °C. Alguns sao
de origem fecal.

Gram-positiva, forma de bacilos curtos, nao formadores de esporos e anaerdbios facultativos;
torna-se imdvel a 37°C. Encontrado em ampla variedade de habitats.

Gram-negativa. Tem origem no trato intestinal de animais e humanos. Marcador de
contaminacao fecal por exemplo na producao de alimentos. Algumas estirpes sao patogénicas.
Desempenham importante papel na deterioracao de alimentos. Fungos filamentosos e

unicelulares com facilidade de crescimento em varios meios.

Uma das principais espécies envolvidas em intoxicacdes alimentares. O grupo Bacillus é

amplamente encontrado em poeiras e solos e inclui muitas espécies Gram-positivas

Sementeira por incorporacao em placa de meio

PCA; incubacao a 30+1°C durante 72+3 h

Sementeira por incorporacao em placa de meio
VRBG; Camada dupla; incubacdo a 37+1°C
durante 24+2h

Sementeira por incorporacao em placa de meio
VRB; Camada dupla; incubacao a 30+1°C por
24+2h

Sementeira por incorporacao em placa de meio
VRB ou TBX; incubacao a 44 +0,5°C por 24+2h
Sementeira por incorporacao em placa de meio
ALOA agar; incubacao a 37 +1°C por 24-48h
Sementeira por incorporacao em placa de meio
TBX agar; incubacao a 44+0,5°C durante 24+2h
Sementeira em placa por incorporacao em meio
Symphony agar; incubacao a 25+1°C de 54 a
72+2h; placas nao invertidas e seladas com saco.
Sementeira a superficie em meio sélido MYP;
incubacao a 30+1°C durante 48+1h em placas nao

invertidas.
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Microrganismo-alvo

Definicao

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

P.PORTO a5

Caracteristicas de inoculacao e incubacao

Staphilococcus aureus

Clostridium perfringes

Esporos

anaerodbios

mesofilos (BREWER)

Esporos aerdbios a 30°C

(PCA)
Campylobacter spp.
Bactérias Laticas
(Lactobacillus)

formadoras de esporos, que resistem a processos térmicos, mas sé em grande ndmero

provocam doenca.

Gram-positivos e anaerdbios facultativos. Causa comum de infe¢des cutaneas em humanos,
dai a facilidade em se introduzir em alimentos.

Muito presente em fezes de animais e humanas, hem como em vegetacao, solos, pés e insetos.
E Gram-positiva, anaerdhio, ndo possui mobilidade e forma esporos. Muito comum como
contaminante em carnes e aves e provoca diarreias e dores abdominais como consequéncia da
sua presenca em alimentos.

Esporos de bactérias mesdfilas anaerdbias, resistentes. Associadas a deterioragdes

alimentares.

Esporos de bactérias mesdfilas aerdbias presentes em alimentos e ambiente. Indicador de
resisténcia térmica.

Sao microaerdfilas, gram-negativas e de mobilidade rapida. Podem infetar humanos com
contacto direto em humanos ou indiretamente em agua, carne ou leite que estejam
contaminados. Muitas das amostras a examinar ja receberam algum tipo de aquecimento,
refrigeracao ou congelamento.

Grupo de bactérias Gram-positivo que produzem elevadas quantidades de dcido latico. Papel
importante de deterioracao de carne e alimentos embalados a vacuo. Algumas estirpes sao

usadas na fabricacao de alimentos fermentados como queijo e iogurtes.

Sementeira a superficie em placa em meio Baird-
Parker; incubacao a 37+1°C por 24-48 h
Sementeira por incorporacao, em meio TSC;
placas incubadas em jarra de anaerobiose a
37+1°Cdurante 24+1h

Tratamento térmico (80°C/10 min) seguido de
sementeira em meio Brewer; incubacao em jarra
de anaerobiose a 30+1°C durante 48h.

Tratamento térmico (80°C/10 min) seguido de
sementeiraem PCA; incubacao a 30 +1°C por 48h.
Sementeira a superficie em placa de meio sélido

CFA; incubacao a 41,5+2°C durante 44+4h

Sementeira por incorporacao em placa com meio

MRS; incubacao a 30+ 1°C durante 72+3h

14
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1.3.3. Anilise das Aguas

Um dos espacos laboratoriais que mais entusiasmou conhecer e apoiar foi a Sala
para Andlise das Aguas.

Quase diariamente existem amostras de dguas para andlise, embora o volume de
amostras varie consideravelmente. Nesta sala realizam-se contagens de microrganismos
a 22°C e 36°C, estafilococos, coliformes, E. coli, enterococos, esporos e enumeracao da
Legionella. Parte dos meios de cultura necessarios — como SLANETZ, LAURIL, CCAou TSC
— sao previamente preparados na Sala de Preparacao dos Meios e depois enviados para
esta sala.

As dguas para analise sao divididas segundo o tipo de matriz. Tipos de Matrizes de
Aguas:

Matriz 1 - Aquas minerais, de piscina e de consumo

Aguas minerais e de piscina sdo usadas para fins recreativos, formativos,
terapéuticos ou desportivos. Por sua vez, as dguas destinadas ao consumo, incluem todas
as que, tratadas ou naturais, servem para beber, cozinhar, fazer higiene pessoal ou outros
fins domésticos, independentemente se é fornecida por uma rede fixa ou mdvel ou se se
encontra em recipientes, incluindo assim dguas de nascente. Estas dguas sao essenciais no
setor alimentar para fabrico, conservacao e limpeza de superficies ou de objetos neste tipo
de setores. (7)

Procedimento: Filtracao em membrana seguida de lavagem e inoculagao direta.

Tratamento térmico e tratamento acido em meios GVPC e BCYE descrito na Tabela 3. (8)

Tabela 3 - Etapas tratamento térmico e dcido de aguas da matriz 1

Tratamento acido Tratamento térmico

Pipetar 1 mL da amostra em 9 mL de solucao Colocar o frasco que contém aamostra durante
acida. Homogeneizar e deixar 5 minutos para 30 minutos no banho a 50°C.
atuar.
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Matriz 2 - Aguas de torres de arrefecimento e dguas de processo (incluindo biofilmes e

zaragatoas)

Aguas de processo abrangem diversos tipos de dguas que ndo se destinam a

consumo humano, como as usadas em torres de refrigeracao, caldeiras e incluindo as dguas
usadas para fins industriais. Muito frequentemente analisadas para a presenca de
Legionella uma vez que esta bactéria coloniza facilmente em dguas superficiais e em
sistemas artificiais com condicoes favoraveis, como as tais torres de arrefecimento ou
chuveiros.(7,9)

Procedimento: a amostra é plaqueada diretamente em meio GVPC por inoculagao
direta, com tratamento térmico e acido.

Executar filtracao com membrana e fazer a sualavagem, inoculando-a diretamente

de sequida, com tratamento térmico e acido, em meio GVPC.(8)

Matriz 3 - Aquas residuais e superficiais

Inclui dguas que se encontram a superficie como lagos ou rios e dguas residuais
provenientes de atividades humanas (uso industrial ou doméstico), que requerem de
tratamento apropriado em ETAR para serem reutilizadas (por exemplo, esgotos).(7)

Procedimento: é plaqueado diretamente da amostra para meio GVPC, com
tratamento dcido e térmico combinados.

Nas diluicdes 1/10 e 1/100 da amostra, faz-se o plaqueamento para meio GVPC,

com tratamento acido e térmico combinados.(8)

1.3.3.1.  Preparagao e Processo de Filtracio de Aguas

Com as matrizes e respetivos tratamentos identificados, é essencial preparar
corretamente o processo de filtracdao. Sequem-se, por isso, as etapas prévias a filtracao.

Como a filtracao por membrana é a fase mais demorada, foi uma das atividades que
mais foi possivel colaborar.

Antes de iniciar a filtracao das amostras de agua, é fundamental cumprir varias

etapas preparatdrias que garantem a fiabilidade dos resultados e evitam contaminacaes.
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Para uma melhor visualizacao e compreensao do procedimento, estas etapas sao

apresentadas resumidamente na tabela sequinte (Tabela 4), indicando a sequéncia de

acoes, a sua descricao detalhada e os cuidados a ter em cada uma delas.

Tabela 4 - Etapas prévias e preparacao de filtracdo por membrana de dguas (4)

Etapa
1. Etiquetagem

2. Desinfecao da
bancada e rampa

3. Preparacao
das amostras

4. Disposicao
das placas e
membranas

5. Filtracao a
vacuo

6. Lavagem do
copo

7. Remocao do
copoe
membrana

8. Incubacao das
placas

Descricao Detalhada
Identificacao das placas de Petri com as
etiquetas emitidas no dia, de acordo com o meio
e tipo de amostra.

Aplicar alcool em cada torneira da rampa, abrir o
fluxo e esterilizar com chama, com abomba de
vdcuo ligada.

Agitar vigorosamente os frascos e posiciona-los
atras darampa, alinhando cada frasco com a
respetiva torneira.

Colocar as placas identificadas a frente de cada
torneira (Figura 9); inserir membranas estéreis e
copos de plastico esterilizados, escolhendo
capacidade adequada (ex.: 250 mL para
amostras de 1L).

Verter cuidadosamente o volume de dgua da
amostra (ex.: 100 mL) para cada copo; a dgua
passa pela membrana que retém os
microrganismos, com a homba de vacuo ligada.

Filtrar pequenas quantidades de dgua estéril
para lavar as paredes do copo, assegurando que
toda a amostra foi incorporada na membrana.

Remove-se o copo e de sequida, com recurso a
pinca esterilizada, retira-se cuidadosamente a
membrana; esta nao deve ficar com bolha junto
ao meio de cultura. (Figura 10)

Placas com membranafiltrada vao aincubar
conforme as condigoes do microrganismo-alvo.

Observacoes / Cuidados
Verificar correspondéncia
correta entre frasco e placa para
evitar confusoes.

Simula a filtracdo sem dgua,
prevenindo contaminacao
cruzada.

Cada frasco deve corresponder a
placa a frente da torneira;
atencao ao manuseamento para
evitar derrames.

Evitar tocar no interior de copos
ou membranas paranao
comprometer os resultados.

Evitar salpicos; garantir que todo
o volume passa pela membrana.

Garante mdxima recuperacao
dos microrganismos e evita
perda de amostra.

Para mais filtracdes da mesma
amostra mantém-se o copo; é
descartado quando se troca de
amostra.

Conclui-se todos os passos
associados a filtragao por
membrana.
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Figura 9 - Rampa de filtracao por membrana
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Figura 10 - Esquema representativo de filtracdo por membrana(10)

Excecdes ao Procedimento de Filtracdo por Membrana de Aguas
1. Inicio: rececao da amostra
2. Verificar tipo de andlise:
Contagem de Microrganismos a 22°C e 36°C(11)
Procedimento:
= Pipetar1mL da amostra ou diluicao em duas placas de Petri
= Adicionar 15 - 20 mL de Extrato de Levedura Agar a cada placa
= Inversao das placas
= Placal-incubara22+2°Cpor68+4h
= Placa2-incubara36+2°Cpor44+4h
= Contagem de coldnias, apds incubagao
Contagem de Esporos Clostridios Sulfito Redutores(12)
Procedimento:
= Aquecimento pré-filtracao a 75 + 5°C durante 15 minutos
= Filtracao por membrana

3. Leiturade resultados ohtidos
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A semelhanca das andlises microbioldgicas de alimentos, também nas aguas

existem fluxogramas que descrevem o procedimento interno de cada microrganismo e que

se encontram arquivados digitalmente (Figura 11).

Tranferiramembrana
com as coldnias tipicas, Nota: 250 mL
sem ainverter, comuma filtrados para guas
pinca esterilizada para
uma placa de BEA pré-
aquecidaa44°C

minerais naturais e
de nascente. Para
outras aguas, filtrar
100 mL

~

Contar coldnias tipicas:
vermelhas, castanha ou
rosa, tanto no centro
como por toda a colénia

Figura 11 - Exemplo de fluxograma para andlise de enterococos fecais

19



P.PORTO [

Capitulo Il - Contagem de Esporos Aerdbios Terméfilos a 55°C no Leite em P6
1. Introducao

Desde os primdrdios da humanidade, a alimentacao tem desempenhado um papel
fundamental na sobrevivéncia, promoc¢ao da satde e bem-estar. O setor alimentar tem
progredido de forma continua o que acarreta desafios cada vez mais complexos no controlo
daquilo que consumimos, como 0 consumimos e como o produzimos e armazenamos —
aspetos fundamentais para garantir a sequranca alimentar e confianca do consumidor.

Estima-se que cerca de 90% das contaminacoes de origem alimentar, sao
causadas por microrganismos, fazendo com que a andlise microbioldgica dos alimentos
seja um dos pilares na manutencao da saude publica. Existem diversos microrganismos,
dos quais se destacam as bactérias pela sua elevada capacidade de multiplicacao, sendo
frequentemente encontradas em alimentos contaminados (cereais, dgua, carnes, peixes,
arroz, saladas, conservas, entre outros). (13)

Um alimento particularmente relevante é o leite em pd, principalmente na
alimentacao infantil, pois € um substituto parcial ou total do leite materno durante varios

meses de vida. (14)
11.  Leite em Po: Propriedades e Riscos

O leite em po é estabelecido como a forma desidratada do leite, frequentemente
produzido por spray drying (secagem por atomizagao), uma técnica de producao industrial
que permite transformar liquidos em po. Esta forma é mais fdcil de armazenar, transportar
e conservar por longos periodos, mas também proporciona condi¢des favoraveis ao
desenvolvimento de certos microrganismos resistentes ao calor.(15)

Quando a transicao do leite materno para o leite em pd ocorre, o risco de infecoes é
maior, uma vez que a imunidade de um bebé, ou de uma crian¢a desnutrida € menor que a
de um adulto, sendo necessdrio assim, garantir que estes alimentos enlatados sejam
produzidos e mantidos em boas condi¢des microbioldgicas.(16)

Neste tipo de alimentos enlatados, é necessario um controlo especial de esporos
bacterianos pois estes podem surgir em concentragdes bastante elevadas.(17) Os esporos
bacterianos sao resistentes ao processamento de alimentos e na conservacao dos

mesmos, a variacoes de temperatura, pH ou dgua. O seu maior habitat é o solo, com
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concentracoes significativas de algumas espécies formadoras de esporos como Bacillus
cereus ou Clostridium spp., acabando por contaminar diretamente por exemplo, vegetais e
animais de sangue quente que se encontram em quintas, sendo encontrados nas suas fezes
e no leite que produzem. Contudo, a contaminacao pelo solo raramente € a principal causa
de contaminacao.

Os locais de producao de alimentos, os equipamentos e materiais usados sao fortes
contaminantes de esporos resistentes as operacdes de limpeza e que sao capazes de
sobreviver e formar inclusive biofilmes, cuja presenca persistente se verifica muitas vezes
no leite e nos seus derivados. (18)

Para desencadear esporulacao, é necessario, por exemplo, uma elevada densidade
celular e alteracdes das condicdes do meio que favorecam o processo.(17)Assim sendo, as
bactérias esporuladas sao consideradas um dos principais riscos durante o processamento

térmico dos alimentos, semelhante ao que ocorre na producao do leite em pad.
1.2.  Fatores promotores da esporulacao bacteriana

As condi¢oes que desencadeiam a formacao de esporos sao diversas, mas estao
intimamente relacionadas com a capacidade de adaptacao aos stresses ambientais(19):
Limitacao de nutrientes - adversidade que nao permite a sobrevivéncia das células na
forma vegetativa e desencadeia a esporulacao.

Elevada densidade celular — as células vegetativas segregam feromonas que se acumulam
em ambientes de elevada densidade celular ou biofilmes. Formam-se preferencialmente no
topo das coldnias ou dos biofilmes para obter oxigénio e se disseminarem mais facilmente,
como em linhas de producao industrial. No entanto, hd estirpes que se podem desenvolver
em condicoes de anaerobiose.

Temperatura — perante temperaturas baixas, a esporulacao é menor, mas mais duradoura,
enquanto certas espécies, a temperaturas elevadas a concentracao de esporos € mais
elevada. Apesar de na producdo alimentar existirem cuidados como o armazenamento a
baixas temperaturas e manutencao frequente nas cadeias de frio ou calor, mesmo assim,
ainda ocorre a esporulacao em bactérias psicrdfilas ou termdfilas.

O pH, a presenca ou nao de agua, determinados minerais presentes, outras
microfloras envolvidas no meio ou efeitos daluz e do stress oxidativo, podem também fazer

variar a forma como a esporulagao ocorre e se ocorre. (19)
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Todas as condic6es supracitadas podem ocorrer de forma combinada, desde as

matérias-primas (animais ou vegetais), nos equipamentos que usam essas matérias-

primas para a producao alimentar e até ao armazenamento do alimento (Figura 12).
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Figura 12 - Representacao esquematica de processos favoraveis a formagao de esporos segundo fatores
ambientais. Antes dos processos de fabricacao, durante e apds (19)

As unidades de processamento de laticinios, sao um modelo relevante para o estudo
da esporulacao porque durante as diferentes etapas de transformacao do leite, em leite em
po, existem condicoes favoraveis para a esporulacao. Desde o aquecimento até aos
evaporadores, passando por varios niveis de temperatura (50°C, 45°C, 75°C) com a juncao
de longos ciclos de horas de tratamento, formam-se as condic6es ideais para que estas
bactérias crescam e formem esporos, como o caso de Geobacillus stearothermophilus.
Nestes locais de temperaturas favoraveis para este tipo de bactérias termdfilas bastante
resistentes, se as operacdes de higienizacao nao forem executadas de forma correta, pode
também ocorrer contaminagdes cruzadas durante processos de fabricacao através da
acumulacao de biofilmes nas superficies e estruturas das fabricas, propagando-se para os
leites.(19)

Assim sendo, embora se conhecam os fatores ambientais e as condigdes propicias
que favorecem a formacao de esporos, é muito dificil identificar com precisao os locais de
maior ocorréncia e 0 momento da iniciacao da esporulacao. A variacao de lote para lote,

depende do tipo de nutrientes do leite, dos minerais ou da concentracao de lactose, por
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exemplo. Além disso, as oscilacoes de temperaturas entre producdes podem conduzir a
niveis diferenciados de esporulacao. (18,19)

E possivel identificar alguns géneros especificos de bactérias presentes, como por
exemplo, no leite cru € mais comum encontrar espécies psicotréficas de Bacillus, espécies
mesofilas nos produtos lateos e bactérias termdfilas como o G.stearothermophilus sao
frequentes contaminantes do leite em p3.(19)

Mesmo em alimentos enlatados como o leite em p6, a acao do calor aplicado durante
o fabrico e das elevadas temperaturas nos processos de fabrico nao sao suficientes para
impedir o crescimento de microrganismos, sendo assim classificados como termdfilos, pois
resistem a elevadas temperaturas, conseguindo crescer entre 40°C a 75°C. Nestes
produtos enlatados ocorre frequentemente uma deterioracao termofilica denominada flat-
sour que se denomina desta forma pois as bactérias que provocam este fendmeno
produzem muito pouco gds ou mesmo nenhum, mantendo os enlatados com o seu aspeto
normal plano, sem deterioracao da embalagem como inchago a indicar uma possivel
deterioracdo do alimento, muitas vezes acompanhada de cheiro” azedo”. E causada por
bactérias formadoras de esporos, termdfilas e aerdhias facultativas, sendo as espécies
tipicas de provocarem esta deterioracao a G. stearothermophilus (anteriormente designada
de Bacillus stearothermophilus) e a Bacillus coagulans.

A presenca de esporos termdfilos, particularmente G. stearothermophilus,
representa um desafio critico para a qualidade e sequranca de produtos lacteos, devido as
suas caracteristicas de alta resisténcia térmica e de poderem originar deterioracao flat-
sour. Garantir métodos de detecao e quantificacao fidveis €, portanto, essencial para a

seguranca alimentar e o cumprimento de normas internacionais. (20)

23



P.PORTO [

1.3.  Geobacillus stearothermophilus: agente de referéncia

Geobacillus stearothermophilus é uma
bactéria Gram-positiva, em forma de cilindro,
termofilica, aerébia e formadora de esporos
(Figura 13). Distingue-se pela sua resisténcia

térmica excecional, com um intervalo maximo de

tolerancia 65 a 75°C, demonstrando grande

resisténcia ao calor. Nao cresce abaixo de 37°C,

tem crescimento 6timo de 55°C e tolerancia a

acidez limitada. E amplamente encontrada em

. . . Figura 13 — Esporos de G. stearothermophilus
solos, desertos, sedimentos marinhos, alimentos  (ATcc7953) sob microscopia de contraste de

e compostos. 21) fase(100x)(42)

Esta espécie assume grande relevancia na industria alimentar, particularmente na
producao do leite em pd e de alimentos enlatados, devido a sua capacidade de resistir a
temperaturas até 121°C por determinados periodos. A presenca de esporos de G.
stearothermophilus é considerada normal em muitos produtos enlatados, nao implicando
necessariamente deterioracao desde que sejam assegurados processos de arrefecimento,
armazenamento e distribuicao a temperaturas inferiores a 43 °C.(20)

E usado diversas vezes para tratamento térmico a121°C de determinados alimentos
e também como indicador bioldgico para validar a esterilizacao por calor himido em

autoclaves laboratoriais. Se forem detetados apds o ciclo de esterilizacao, significa que o

processo nao foi eficaz.(20)

1.4. Procedimentos de Verificacao e Critérios de Validacao de Métodos

Microbioldgicos

Diversos métodos encontram-se disponiveis para a detecao de esporos, contudo,
ainda nao foi estabelecido um procedimento padronizado. A maioria baseia-se em
estratégias de amostragem, na utilizacao de diferentes meios de cultura e técnicas de
plaqueamento, ou mais frequentemente, no tratamento térmico a temperaturas elevadas
para eliminacao de células vegetativas e selecionar esporos, que pode ser combinado com
diferentes tempos e temperaturas deste tratamento ou de incubacao.(22)
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Para aumentar a eficiéncia na detecao destes microrganismos em alimentos e a
prevencao de contaminagdes, em especial no leite em pé onde G. stearothermophilus é
frequente, os laboratdrios de microbiologia alimentar recorrem a metodologias adequadas
para o efeito. No entanto, novas abordagens sao continuamente formuladas para facilitar e
melhorar a andlise e detecao destes desafiantes microrganismos. Antes da adocao de
qualquer nova metodologia, é obrigatdrio proceder a sua verificacao para confirmar a
adequacao ao fim previsto e permitir respetiva validacao.(23)

Assim sendo, diz-se de validacao de um método o processo de definicao de um
requisito analitico, em que apds um estudo experimental sobre as amostras que queremos
validar, confirmamos que o mesmo tem capacidades crediveis para as aplicacoes a que é

necessario. (3)

1.5.  Objetivos

O presente estudo teve como principal objetivo validar o método externo ao
laboratdrio, denominado Contagem de Esporos Aerdbios Termdfilos a 55°Cno Leite em Pg,
avaliando a sua eficdcia e aplicabilidade a rotina de um laboratério de microbiologia

alimentar.

1.6.  Metodologia

Este caso de estudo baseou-se num tipo de estudo experimental de validacao do
método microbioldgico detetando esporos aerdbios termdfilos a 55°C em amostras de leite

em po de cliente, utilizadas em laboratdrio para este efeito.

1.6.1. Instrumentos e procedimentos

O método em estudo foi conduzido de acordo com protocolos e outra
documentacao de referéncia fornecidos pela entidade externa ao laboratdrio, assegurando
a conformidade com as orientacoes estabelecidas.

O laboratdrio deve garantir na verificacao de um método, que este apresenta

condices para gerar dados e resultados similares ao da primeira validacao externa. (23) O
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método €é fornecido por uma empresa, com uma matriz especifica (leite em pd), e a
implementacao do ensaio realizou-se no laboratdrio de microbiologia da Silliker Portugal
S.A..(3)Paramelhor organizacao, a metodologia encontra-se estruturada em cinco seccoes
principais: instrumentos e procedimentos, materiais e reagentes utilizados, preparacao do
meio de cultura, preparacao das amostras e procedimento experimental.

Para a validacao do método, é necessario constar as sequintes informacoes:
e Principio do método
e Experiéncia do método
¢ |dentificacao das matrizes de rotina
e Produtividade dos meios de cultura
o Critério de Precisao
e Caracteristicas de desempenho
e Exatidao
e Incerteza
¢ Qualificacao de pessoal

Os dados obtidos através do protocolo de verificacao do método variam conforme
a matriz e o tipo de ensaio, por exemplo, se o tipo de ensaio é pesquisa ou contagem, o
numero de amostras, amostras que sao necessarias ser positivas, hem como o nimero de
brancos, duplicados e paralelos necessarios.(23)

No caso do leite em pd, usado como matriz no método de quantificacao de esporos,

sao requeridos os seguintes parametros, descritos na Tabela 5.

Tabela 5 - Caracteristicas necessadrias para validacdo de métodos de género alimenticio (22)

Matriz Ensaio Minimo de Amostras Brancos Duplicados Paralelos
amostras positivas

Alimento

(leite em Contagens 30 10 2 15 10

po)

Para este tipo de verificacao de métodos é também necessario realizar um ensaio
de comparacao interlaboratorial (ECI). Caso nao existam ECl acreditados, o laboratdrio deve
inscrever-se nesses ECI'S nao acreditados.

As principais caracteristicas a avaliar em laboratdrio incluem:
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e Eficiéncia — Nimero de colénias/ensaios totais corretamente atribuidas na contagem
presumivel.

e Especificidade — Numero total de negativos, corretamente atribuidas na contagem
presumivel. Normalmente é >80%.

o Seletividade — Razao entre o nimero de colénias/ensaios-alvo com o niimero total de
coldnias. Se for <10% os resultados nao sao validos.

e Sensibilidade — Capacidade de o método detetar o organismo-alvo. Nimero total de
positivos corretamente atribuidos na contagem presumivel.

e Taxa de falsos negativos — Niimero de negativos (colénias atipicas) que parecem ser
colonias-alvo.

e Taxa de falsos positivos — Nimero de positivos (coldnias tipicas) que correspondem a

organismos nao-alvo.(23)

Parao calculo daincerteza, sao tidos em conta os valores de ensaios experimentais
da precisao e da exatidao (nao aplicdvel neste método, pois nao foi executada), alinhada
com outras fontes de erro. Os valores calculados sao obtidos em paralelo entre pessoal
técnico diferente e com recurso a impressos de reprodutibilidade entre analistas. Além
disto, fontes como reagentes, equipamentos, ou condi¢c6es ambientais podem gerar

diferentes incertezas.(23)

1.6.2. Materiais e reagentes
Diluentes

e BPW - Buffered Peptone Water (Agua peptonada tamponada)
¢ MRD - Maximum recovery diluente

e 40% NaOH - Hidroxido de sédio
Equipamentos e materiais

e Estufareguladaa55x1°C.
e Micropipeta capaz de dispensar 1 mL.

e Micropipeta capaz de dispensar 10 mL
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e Densitometro.

e Banhode dguaregulado a100+1°C.

e Banhode dguaregulado a 80+1°C.

e Frigorifico requlado a 5+3°C.

e Autoclave regulado a121°C durante 15 minutos
e Dilumat

e Balancade prato

e Stomacher

1.6.3. Preparacao do Meio de Cultura Dextrose Triptona Agar

Na execucao deste método, o meio de cultura usado foi DTA - Dextrose Triptona
Agar, recomendado para a detecao e enumeracao de microrganismos termdfilos e
mesofilos associados a deterioracao flat-sourem alimentos enlatados, incluindo o leite em
po. (24)

Para facilitar o armazenamento e a utilizacao do DTA, o mesmo foi preparado em
frascos de 500 mL, contendo 13,5 g do meio em pd de cor ligeiramente verde. Apds a adi¢ao
de 500 mL de dgua destilada, o meio adquiria cor arroxeada/avermelhada. A suspensao foi
homogeneizada, aquecida até fervura para completa dissolucao e posteriormente
autoclavada a 121°C durante 15 minutos. (25)

Todos os registos de preparacao do DTA, datas de utilizacao, quantidades
produzidas e todos os detalhes associados ao controlo de qualidade do mesmo, foram
documentados no formuldrio interno 1Q.40B - Controlo da qualidade dos meios de cultura —
carta de controlo: Produtividade, que garantem a produtividade dos meios de cultura.

Adicionalmente, utilizou-se TSA em placa parafazer sementeira por estriamento da
estirpe de referéncia (G. stearothermophilus), garantindo a obtencao de coldnias isoladas

para os controlos positivos e contaminacao experimental das amostras.

1.6.4. Preparacao das amostras de leite em p6 para analise

O objetivo da preparacao foi garantir uma suspensao inicial homogénea e

representativa — distribuicao o mais uniforme possivel de microrganismos nas por¢oes de
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teste. Para produtos desidratados como o leite em po6, procedeu-se a reidratacao das
amostras para favorecer a revitalizacao de microrganismos submetidos a condicoes de
stress.

Para métodos de teste de termdfilos, como o caso deste, é necessdria uma
suspensao a 20%, ou seja, 2041 g de amostra de leite em pd em 80+0,5 g de diluente, no
caso de uma amostra homogénea como o caso do leite em pd. Apds a pesagem da amostra
num saco esterilizado é adicionado BPW (diluente) e a amostra é deixada a 20+2°C
(temperatura ambiente) durante 30+5 minutos antes da homogeneizacdo. Esta
homogeneizacdo nao necessita de ser feita no stomacher, pode ser feita manualmente.

Todo este processo de formar uma suspensao inicial, é feito com todos os cuidados
enunciados na primeira parte deste relatdrio.

Para a contagem de esporos termdfilos, é necessario testar pelo menos 2 g do
material original. Para o alcancar, o numero de aliquotas de 10 mL deve ser calculado, ou
seja, nimero de aliquotas = 20/ percentagem de concentracao da suspensao (20%) =1.

Assim, para uma diluicao com suspensao a 20%, deve ser testada uma aliquota de

10 mL por teste, num tnico frasco de DTA. (26)

1.6.5. Procedimento Experimental

Antes de iniciar o procedimento, é necessario estabelecer os controlos negativos,
positivos. Brancos tambhém foram executados (Figura 14).

Controlos positivos: microrganismos-alvo € o Geobacillus stearothermophilus,
capaz de produzir coldnias tipicas no meio de cultura pretendido (Figura 15), adquirido
externamente em formato de lenticula. E importante para demonstrar que o ensaio é
realizado corretamente. (5)

Preparou-se uma suspensao dessa estirpe em diluente MRD e inoculou-se em
placas de meio sélido TSA por estriamento com ansa, incubando a 55°C, de forma a criar
coldnias isoladas. As coldnias isoladas foram armazenadas em frigorifico e repicadas
sempre que necessario, garantindo viabilidade para os ensaios. (27)

Preparou-se uma suspensao bacteriana com turbidez ajustada para 0,5 McFarland

(~1,5x10~8 ufc/mL), medida com densitémetro.
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Figura 14- Ensaio em branco, sem estirpe Figura 15 - Controlo positivo — inoculacdo do meic
DTA com a estirpe de G. stearothermophilus que
desenvolveu as coldnias tipicas expectadveis

Contaminacao de amostras: amostras contaminadas com 1 mL da suspensao
bacteriana previamente preparada (concentracao cerca de 10’UFC/mL).

Realizaram-se duas dilui¢des sucessivas em tubos de 9 mL de MRD a partir da
suspensao-mae contaminada, de forma a obter niveis de carga bacteriana adequada para

a contagem e que nao sejam influenciados pela matriz (Figura 16 e 17).

Figura 16 - Tentativas de diluicdo correta para permitir contagem das
colénias tipicas
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Figura 17 - Exemplo de coldnias em excessa
impossibilitando  contagem, mesmo usandc
contador automatico

Controlos negativos: para este controlo foi usado E. cofi sequindo o mesmo

procedimento descrito para o controlo positivo. Assegurou que as coldnias observadas no

meio de ensaio correspondem ao microrganismo-alvo, evitando falsos positivos.(7)

Apds a preparacao das amostras de leite em pé como referido anteriormente,

segue-se 0s seguintes passos, que estao representados de forma simplificada e pratica no

fluxograma do Anexo 1: (28)

Identificacao dos frascos com o respetivo nimero de amostra de leite em pd e
respetivas diluicoes;

Preparacao e fusao dos frascos de DTA;

Diluicdes sucessivas pipetando 1mL em 9 mL de MRD (diluente) a partir da suspensao-
mae. Foram feitas duas diluicoes por amostra uma vez que na testagem dos controlos
positivos o numero de contagem de coldnias foi possivel na primeira e sequnda diluicao,
sem contar com a diluicao feita na suspensao-mae. Como seriam necessarios 10 mL de
suspensao para distribuir em cada frasco de DTA, em cada diluicao por amostra, o
primeiro tubo de MRD continha10 mL para perfazer11mL apds a diluicao, e depois deste
serem retirados 1 mL para a diluicao seguinte, ficando o segundo tubo de MRD +
suspensao com 10 mL totais. Por cada diluicao, ocorre agitacao no vdrtex e sao

seguidos os cuidados como referidos no Capitulo 1;
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Distribuicao de 70 mL de DTA fundido em cada frasco de aproximadamente 100 mL.
Esta distribuicao em frascos de menor volume serve para uma maior gestao de espaco
e de nimero de amostras de acordo com a capacidade do banho a usar;
Inoculagao: 10+0,2 mL de amostra de cada diluicao, distribuidos por um frasco de DTA
fundido. Enquanto este processo ocorre, 0 meio nao se deve encontrar a menos de
80+1°C. Ha a possibilidade de neste processo, ocorrer a mudanca de cor do meio para
amarelo devido a mudanca significativa de pH. O rearranjo devera ser feito com a adicao
de NaOH a 40% de forma cuidadosa, com recurso a pipeta de 1mL, até o meio retornar
asuacor;
Tratamento térmico: Os frascos de DTA inoculados sao colocados no banho a 100+1°C
durante 120+1min;
Distribuicao do contetido: sao identificadas 4 placas de Petri com respetivo nimero e
diluicdo de cada frasco e o contetdo dos mesmos, que contém cerca de 80 mL (70 mL
de DTA + 10 mL de amostra) e € distribuido pelas 4 placas, cerca de 20 mL para cada.
Sao deixadas solidificar, o que deve acontecer em menos de meia hora.
Incubacao das placas a 55+1°C durante 48+4h. Colocar numa bandeja cobertas comum
saco para evitar a evaporacao durante a incubacdo. E aceitavel incubar as placas por
mais 48h.
Observacao das placas incubadas para verificar as coldnias tipicas: coldnias flat-sour
(p.ex. Bacillus stearothermophilus) tipicamente redondas, com 2 a 5 mm de diametro e
centro opaco rodeado por uma zona amarela que contrasta com a cor roxa do meio. As
placas devem ainda ser lidas quentes, umavez que o halo acido acaba por desaparecer
rapidamente a medida que o meio arrefece. Todas as coldnias devem ser contadas, nao
apenas aquelas com halo. Nao é aplicavel confirmacao das coldnias.
A contagem de esporos termdfilos aerébios deve ser registada em funcao do fator de
diluicao, com cada uma das quatro placas a ser registada individualmente e como
contagem combinada. Os resultados devem ser representados da seguinte forma:

- A contagem combinada das quatro placas representa o nimero de esporos em 2 g

de material testado. Caso nao existam coldnias tipicas detetadas, os resultados

devem ser reportados como <1/2 g de material testado.
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- A contagem combinada é multiplicada por 5 para expressar resultados do nimero

de esporos para 10 g de material testado. Caso nao existam coldnias tipicas os

resultados devem ser representados como <5/10 g de material testado.(28)
2. Tratamento e andlise de dados

O método foi executado em apenas uma matriz, o leite em p6. Todos os dados foram
registados e compilados na tabela constante no Anexo 2, contemplando, o nimero de
amostras e data de andlise, identificacao do analista, os fatores de diluicao, o tipo de andlise
que foi feita e 0 nimero total de coldnias. Estes dados permitiram a elaboracao de dois
documentos internos do Laboratdrio de Microbiologia Alimentar da Silliker que comprovam
a execucao dos procedimentos de validacao do método, o VM — Validacao de Métodos e o
PAM - Procedimentos relativos a analise microbioldgica.

A avaliacao de desempenho do método foi baseada no cdlculo dos parametros
especificados na Tabela 6, com recurso a férmulas ISO (7218:2007, 16140-2:2016, 5725-
2:1994) inseridas de forma automdtica em folhas Excel, garantindo consisténcia e

minimizando erros manuais.

Tabela 6 — Pardmetros usados na avaliacdo do desempenho e concordancia entre metodologias (Continuac&o
pagina seguinte)

‘ Parametro Descrigao Formula
S Representa a capacidade do método em detetar corretamente o organismo alvo,
Sensibilidade P . P . 3 g VP
ou seja, quantos resultados realmente positivos o método deteta, representando | S = VP FFN
o ndmero total de coldnias positivas corretamente atribuidas (29), com
expectativa que seja >90%.
Especificidade | O método é especifico quando garante que o que estd a ser analisado provém VN
apenas do microrganismo-alvo, discriminando-o relativamente a outras VN + FP
organismos presentes na amostra, ou seja, a capacidade de o método
reconhecer o que é negativo e exclui-los. (30)E dada assim pelo nimero total de
negativos, corretamente atribuidos na contagem presumivel. Normalmente é
>80%. (23,31)
Valor Preditivo = Mede a probabilidade de um resultado negativo estar correto. VPN
Negativo W
" VN+FN

Valor Preditivo | Mede a probabilidade de um resultado positivo estar incorreto. VPP
Positivo __VF _
VP + FP

Taxa defalsos = Ndmero de negativos (coldnias atipicas) que parecem ser coldnias-alvo, ou seja, | FNR

negativos das coldnias atipicas, quais realmente nao o sao.(31) B FN

FN + VP
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‘ Parametro

Taxa de falsos

positivos

Eficiéncia

Seletividade

Precisao

Incerteza

P.PORTO

Descricao

Niimero de positivos (coldnias tipicas) que o parecem ser através de outros
organismos nao-alvo, ou seja, das coldnias realmente positivas quantas sao
incorretas. (23, 31)

Nimero de coldnias/ensaios totais corretamente atribuidas na contagem
presumivel, ou seja, representa a proporcao entre os resultados corretos, sejam
eles positivos e negativos, com o total. (23, 31)

E a capacidade de o método identificar e distinguir um microrganismo em
particular numa mistura com outros sem interferéncia dos outros componentes,
detetando apenas aquilo que é necessario.(32, 30)E a razdo entre o nimero de
coldnias/ensaios-alvo com o nimero total de coldnias, representado assim os
verdadeiros positivos no total da amostra. Se for <10% os resultados ndo sao
vdlidos.(31)

Grau de concordancia entre resultados de ensaios individuais e em tempos
diferentes, sejam eles repetidos sobre uma mesma amostra ou em amostras
semelhantes, com condicdes definidas pelo laboratdrio como os equipamentos
ou os funcionarios.(23,29,31) Valores de duplicados <10 ou nao quantificaveis,
sdo descartados. Associada a repetibilidade (seu desvio), reprodutibilidade e
critério de precisao.(30)

Requisito fundamental para garantir a confiabilidade e a rastreabilidade dos
resultados analiticos em microbiologia. Incerteza associada a contagem de
esporos terméfilos de G. stearothermophilus em condigdes de aerobiose a 55 °C
em leite em pd, seguiu os principios estabelecidos pela norma ISO 7218. (31)As
contagens foram convertidas em médias ponderadas e posteriormente
transformadas em escala logaritmica (log, ), de modo areduzir a dispersdo tipica
de dados microbioldgicos. A partir da diferenca entre os resultados obtidos pelos
dois analistas, foi calculada a variancia, que serviu de base para a estimativa do
desvio-padrdo (o) e da incerteza expandida (U = k-o, com k=2 para nivel de
confianca de 95%)

ESCOLA ey
SUPERIOR (1
DE SAUDE

Formula

FPR
_FP
" FP+VN

ER

_ VP+VN
" TOTAL(n)

VP
SE = —
n

5= ’Z(xi—x')z
n-—1

U=k-o

Legenda: VP — verdadeiros positivos; VN — verdadeiros negativos; FN — Falsos negativos; FP — falsos positivos; n —
numero total de pares de resultados; S, -desvio-padrao de repetibilidade; xi — resultados individuais; x~= - média, n
— numero total de ensaios ; U — variancia; o — desvio-padrao;

2.l

Questoes éticas

0 estudo foi autorizado pela direcao do laboratdrio, devido ao interesse na melhoria

dos procedimentos laboratoriais e da qualidade dos processos analiticos. A execucao do

método respeitou todas as normas em vigor.
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3. Resultados

Para a verificacao do método foram analisadas 38 amostras, entre as quais estao
incluidas amostras de clientes (ndo contaminadas, naturalmente contaminadas e

contaminadas artificialmente).
31.  Caracteristicas de desempenho

Das 38 amostras analisadas resultaram 82 ensaios no total. Desses, 63
corresponderam a amostras contaminadas artificialmente; 15 referem-se a amostras nao
contaminadas, analisadas em duplicado ou em paralelo para confirmar a auséncia do
microrganismo-alvo; 4 resultados provieram de amostras com contaminacao natural, nao
consideradas no calculo do desempenho do método, mas cujo registo é de importancia.

A contagem total do nimero de coldnias foi sempre considerada como o somatério
das 4 placas por ensaio, com resultados calculados para 2 g e 10 g de material conforme

pedido no procedimento externo, e cujo exemplo se apresentana Tabela 7.

Tabela 7 - Exemplo de uma amostra e respetivos registos necessarios para a compilacao de contagens de
esporos aerdbios termdfilos a 55°C em amostras de leite em po

Data N2 Ana | Produ | Observag N2 Fator Ne Fator Resu | Resul
amos | lista to oes coldnia diluicdo | colénias | diluicao | ltado | tado
tra s (c1) (d1) (c2) (d2) (UFC | (UFC

/29) | /10g)
18/03 8423 BR Leite  Contamin 92 2 30 3 122 610
/2025 | 100 —pp| empé adob_com 122 2 24 3 146 730
stearother
mophilus

Na Tabela 8 esta representado de forma sintetizada os resultados constantes no

Anexo 2.
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Tabela 8 - Resumo das amostras analisadas para a contagem de esporos aerdbios termdfilos a 55°C no leite em pd (continuacdo pagina sequinte)

8099087
8170170

8423256
8423100
8353282
8353280
8353359

8364036
8353239

8478460

8478721

8423244

8560349

8577898
8594741

8594730

8595201

8594743

8621121

Sem contaminacao
Sem contaminagao
Sem contaminacdo
Contaminado com G.
stearothermophilus
Contaminado com G.
stearothermophilus
Contaminado com G.
stearothermophilus
Contaminado com G.
stearothermophilus
Sem contaminacao
Contaminacao natural

Contaminacao natural

Contaminado com G.
stearothermophilus
Contaminado com G.
stearothermophilus
Contaminado com G.
stearothermophilus
Sem contaminacao
Contaminacao natural

Contaminado com G.
stearothermophilus
Contaminado com G.
stearothermophilus
Contaminado com G.
stearothermophilus
Contaminado com G.
stearothermophilus

—_

122146
19
27

18

18

59;36;37
108;180
56;100;106;99

0,00
4.3

330,392
241,437,337,223
328;327,263;328

69,69;67

610,730
95

135

90

0,0

’

30

90

295;180,185
540,900
280;500;530;495

0,0,0
20;15

1650;1960
1205,2185,1685;1115
1640;1635;1315;1640

38;49;43

Sem crescimento

Sem crescimento

Sem crescimento

Com crescimento - colénias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo tamhém devem ser contadas

Com crescimento - colénias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo também devem ser contadas

Com crescimento - colénias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo tambhém devem ser contadas

Com crescimento - colénias tipicas 2-5mm com halo amarelo.Sem
halo também devem ser contadas

Sem crescimento

Com crescimento - colénias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo tambhém devem ser contadas

Com crescimento - colénias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo também devem ser contadas

Com crescimento - colénias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo tambhém devem ser contadas

Com crescimento - colénias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo também devem ser contadas

Com crescimento - colénias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo também devem ser contadas

Sem crescimento

Com crescimento - colénias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo também devem ser contadas

Com crescimento - colénias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo também devem ser contadas

Com crescimento - coldnias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo também devem ser contadas

Contagem total para 4 placas - coldnias tipicas 2-5mm com halo
amarelo. Sem halo tamhém devem ser contadas.

Com crescimento - colénias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo tambhém devem ser contadas
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Lote de Leite
em Pé
8621106

8627475

8542311

8627460

8668298

8542380

8627468

8627464

8716016

8715983

8716145

8716235

8716237

8731088

8731095

8731100

8731104

8731110
8730903

Condicao

Contaminado com G.
stearothermophilus
Contaminado com G.
stearothermophilus
Contaminado com G.
stearothermophilus
Contaminado com G.
stearothermophilus
Contaminado com G.
stearothermophilus

Contaminado com E. coli

(controlo negativo)

Contaminado com G.
stearothermophilus
Contaminado com G.
stearothermophilus
Contaminado com G.
stearothermophilus
Contaminado com G.
stearothermophilus
Contaminado com G.
stearothermophilus
Contaminado com G.
stearothermophilus
Contaminado com G.
stearothermophilus
Sem contaminacgao

Sem contaminacao
Sem contaminacgao
Sem contaminacao
Sem contaminacgao
Contaminado com G.
stearothermophilus

Nimero de
Repeticoess

JEE N N U N QPSS N Y

Resultado
(UFC/29)
38;49,43
107;70,74,;45
115,69;37
72;93
292;328;195;152
0,0
15;194;142,115
202;207;201
314

371,210
291:253
205;213;215
290,279

0

o ooo

Resultado
(UFC/10g)
190;245;215
535;350;370;225
575,345,185
360;465
1460;1640,975;760
0,0
575,970,710;575
1010;1035;1005
1570

1855;1050
1455:1265
1025;1065;1075

1450;1395

0

O O oo

JEEY
jucy
i
v
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Observacoes

Com crescimento - colénias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo também devem ser contadas

Com crescimento - coldnias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo também devem ser contadas

Com crescimento - colénias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo tamhém devem ser contadas

Com crescimento - colénias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo tambhém devem ser contadas

Com crescimento - colénias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo também devem ser contadas

Sem crescimento

Com crescimento - colénias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo tambhém devem ser contadas

Com crescimento - colénias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo também devem ser contadas

Com crescimento - colénias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo tambhém devem ser contadas

Com crescimento - coldnias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo também devem ser contadas

Com crescimento - colénias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo tamhém devem ser contadas

Com crescimento - colénias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo tambhém devem ser contadas

Com crescimento - colénias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo também devem ser contadas

Com crescimento - colénias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo também devem ser contadas

Sem crescimento

Sem crescimento

Sem crescimento

Sem crescimento

Com crescimento - colénias tipicas 2-5mm com halo amarelo. Sem
halo também devem ser contadas
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A formulacao deste método baseou-se no Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods — 2015, nomeadamente no que toca a interpretacao
da contagem das coldnias.

As coldnias tipicas desejaveis apresentam 2-5mm de diametro, de forma
arredondada e centro opaco, com halo amarelo a contrastar com o meio (Figura 18). O
método assume que todas as coldnias devem ser contadas, mesmo as que nao sao
consideradas tipicas flat-sour - coldnias compactas e hiconvexas, podendo ter forma de

pontos. (20,28)

Figura 18 - Exemplo de coldnias tipicas desejaveis para contagem em placa

Quando o indicador de pH do meio DTA (bromo cresol roxo) torna o meio mais &cido
devido a acao de algumas bactérias presentes no leite em pg6, a cor do meio muda de roxo

para amarelo, dificultando a interpretacao (Figura 19 e 20).

Além disto, houve sempre
algum depdsito de leite em pd nas
placas de DTA, o que tornou a
contagem de coldnias um pouco mais
desafiante — meio torna-se mais claro
e halo amarelo das coldnias tipicas
menos notdrio (Figura 19 e 20). Este

método nao requer confirmagao das

coldnias. Figura 19 - Resultados de uma mesma amostra de leite em pd
contaminada por G. stearothermophilus, a quadruplicar,
evidenciando as coldnias expectdveis
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Figura 20- Coldnias de G. stéarothermophi/us em meio DTA resultantes de amostra de leite em po
contaminada. Evidente a alteracao de tonalidade do meio e maior dificuldade de contagem tanto a olho nu
como no contador automatico de coldnias tipicas

3.1.1. Estudo daPrecisao

A precisao do método foi avaliada através da analise em duplicado de 17 amostras
independentes de leite em pd contaminado com G. stearothermophilus, analisadas em dias
diferentes e envolvendo todo o equipamento e técnicos que efetuam os ensaios de rotina.

Os resultados encontram-se resumidos na Tabela 9, que apresenta os valores
brutos (duplicatas D1e D2), os logaritmos correspondentes, o cdlculo do desvio-padrao e as

amplitudes R (|Log1-Log2|). Os resultados alargados constam do Anexo 3.

Tabela 9 - Valores de duplicados e logaritmos correspondentes. Desvio-padrao e suas
amplitudes. Cdlculo do critério de precisdo

N2amostra Duplicado Duplicado Logo Amplitudes
(D) (D2) R(Log)= (Logo1— Logoz)

18/03/2025 8423100 122 146 209 216 0,078
25/03/2025 | 8478721 59 36 1,77 156 0,215
26/03/2025 | 8423244 108 180 203 226 | 0222
28/03/2025 | 8560349 56 100 1,75 2,00 | 0252
04/04/2025 8594730 330 392 252 259 | 0,075
08/04/2025 @ 8595201 337 223 253 | 235 | 0179
08/04/2025 8594743 327 263 2,51 242 | 0,095
08/04/2025 | 8594743 328 328 252 | 252 | 0,000
15/04/2025 | 8627460 72 93 186 | 197 0Mm
24/04/2025 | 8668298 292 398 247 | 260 | 0135
30/04/2025 8627468 115 194 206 229 0227
30/04/2025 @ 8627464 202 207 2,31 232 | 00N
02/05/2025 8715983 371 210 257 232 | 0247
06/05/2025 | 8716145 291 253 246 | 240 | 0,061
06/05/2025 8716235 213 215 233 233 | 0,004
06/05/2025 @ 8716237 290 279 246 | 245 | 0017
08/04/2025 8594743 328 328 252 252 | 0,000
Média das amplitudes (R)=0,113
Critério de Precisdo (CP)=3,27°R =0,37
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A partir da Carta de duplicados (Figura 21), a andlise dos resultados expressos em
logso (UFC/g) permitiu estabelecer o Critério de Precisao de 0,37 log. Este critério representa
o limite de aceitacao definido para este método, ou seja, qualquer desvio-padrao calculado
abaixo deste valor indica que o método é considerado preciso segundo o critério do
laboratdrio. (27)

O desvio-padrao de repetibilidade foi calculado segundo a norma ISO 5725-2,
obtendo-se: s, =0,091, representando a variacdao real observada quando o método é
repetido. O limite de repetibilidade foi definido como 2,8*s, = 0,255, valor de intervalo
mdximo ente dois resultados repetidos.

Na Figura 21 representa-se graficamente a carta de duplicados, onde estao

evidenciadas as amplitudes R ao longo do periodo de ensaio.

0,300

0,250 - [ ] ®
°® ¢

0,200
b4 °
=]
% 0,150 °
E 0,100 °® ®

® ®
0,050 *
@
0,000 . . . L T
o & o 5 ) <5 L)

Amostras

Figura 21 — Representacdo grdfica da Carta de duplicados de amostras analisadas de leite em po para
contagem de esporos aerébios termdfilos a 55°C. Eixo X encontram-se as amostras e no eixo Y estdo as
amplitudes

Verificou-se que a maioria das amplitudes se concentram préximo de zero,
indicando boa repetibilidade, salvo raras excecoes de resultados com maior dispersao. De
acordo com o método, os resultados foram calculados considerando 2 g e 10 g de amostra,

mas encontram-se expressos em log UFC/g, ja normalizados.
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3.1.2. Estudo da Sensibilidade e Especificidade

As amostras com contaminacao natural nao foram integradas no estudo da
sensibilidade e especificidade. Assim, foram analisados 78 ensaios, dos quais 63
corresponderam a amostras contaminadas artificialmente e 15 a amostras nao

contaminadas. A matriz 2x2 obtida é apresentada na Tabela 10 com os resultados.

Tabela 10 - Resultados presuntivos e confirmatdrios para avaliacao da sensibilidade e especificidade do
método (31)

‘ Ensaios presuntivos

+ =

Confirmados (+) 63 (VP) O (FN) 63 (VP +FN)
Confirmados (-) 0(FP) 15(VN) 15 (FP + VN)
63 (VP +FP) 15 (FN + VN) 78 (n)

Recorrendo as férmulas de cdlculo apresentadas na metodologia deste método,

obteve-se um valor de sensibilidade de 100 % e especificidade de 100 %.

3.1.3. Taxade Falsos Positivos e Negativos

Pela aplicacao das formulas de calculo quer dos falsos positivos quer dos falsos

negativos, observou-se 0% de casos.

3.1.4. Seletividade e Eficiéncia

Através das férmulas de calculo, o protocolo demonstrou ter uma boa seletividade
(81%) para esporos aerdbios termdfilos, garantindo que as coldnias observadas
correspondiam ao microrganismo-alvo (G. stearothermophilus).

A eficiéncia global — proporcao de esporos recuperados em relacao ao indculo
conhecido — manteve-se dentro dos valores recomendados para métodos de enumeracao

de esporos em leite em po, com resultado de 100%.
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Decorrente dos resultados da Tabela 10, constata-se que o método identificou
corretamente todas as amostras positivas e negativas, sem ocorréncia de falsos positivos
ou falsos negativos.

Assim sendo, a sensibilidade foi de 100%, especificidade de 100%, o valor preditivo
positivo de 100% e o valor preditivo negativo de 100%. Contudo, quando a estimativa
pontual é 100%, é essencial apresentar o intervalo de confianca (IC 95 %) para a proporcao,
que reflete a incerteza amostral (particularmente importante quando o nimero de
negativos/positivos verdadeiros é pequeno). Desta forma, a andlise de incerteza amostral
através de intervalos de confianca (método de Wilson, 95 %) revela limites inferiores
distintos de 100%.

A Tabela 11 apresenta de forma resumida o resultado de todos os parametros

estabelecidos anteriormente e respetiva estimativa pontual e intervalo de confianca.

Tabela 11 - Resultado dos parametros que caracterizam o desempenho do método, estimativa pontual e
intervalo de confianca de cada um deles

Parametros de desempenho Resultado Estimativa pontual (%) 1C 95 % (Wilson)

Sensibilidade 63 100,0 94,3-100,0
(63+0)
Especificidade 15 100,0 79,6 -100,0
(0+15)
Valor Preditivo Positivo 63 100,0 94,3 -100,0
(63+0)
Valor Preditivo Negativo 15 100,0 79,6 -100,0
(15+0)
Taxa de falsos negativos 0 0,0 0.0% -5.7%
(0 +15)
Taxa de falsos positivos 0 0,0 0.0% -20.4%
(63 +0)
Seletividade @ 81,0 94.3% -100.0%
78
Eficiéncia (63 +15) | 100,0 95,3-100,0
78
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3.1.5. EstudodaIncerteza

Para a estimativa da incerteza foram selecionadas mudltiplas amostras
representativas, submetidas a andlise independente por dois analistas (Analista A e B), de
forma avaliar a reprodutibilidade intra-laboratorial.

Os valores calculados sao obtidos em paralelo entre pessoal técnico diferente e com
recurso a impressos de reprodutibilidade entre analistas. Para a contagem de esporos
termdfilos de G. stearothermophilus em condicdes de aerobiose a 55°C em leite em pé, foi
estimada a incerteza usando 23 resultados (Tabela 12). A tabela de resultados mais
expandida baseada no impresso 10.334.0 Calculo da incerteza da medicao - Microbiologia
— Alimentar, documento interno, encontra-se no Anexo 4.

Do conjunto de amostras analisadas, observa-se que a maioria apresenta uma boa
concordancia entre analistas, traduzida em diferencas logaritmicas reduzidas e variancias
préximas de zero. No entanto, algumas amostras evidenciam discrepancias mais
acentuadas, influenciando o valor médio da variancia.

De acordo com os cdlculos apresentados na tabela da Figura 24 no Anexo 4 e ap6s
tratamento estatistico das diferencas entre analistas, obteve-se um desvio-padrao global
de Sr=0,24 log, representando a magnitude da dispersao entre as contagens obtidas pelos
dois analistas em condicoes equivalentes de ensaio. Este valor representa a variabilidade
intra-laboratorial associada a contagem de esporos termdfilos de G. stearothermophilus

em condicOes de aerobiose a 55°C em leite em pa.

43



P.PORTO [

Tabela 12 - Resultados das amostras executadas em paralelo, usadas para o calculo da incerteza de medicao

N2 Amostra  Analista A - Médiaponderada  Analista B - Média ponderada  Log AnalistaA  Log AnalistaB  Diferenca(LogA - LogB)  (Diferenca)2  Variancia

25/03/2025 @ 8478721 16 17 1214 1,2258 -0,0119 0,0001 0,0000708
28/03/2025 | 8506349 48 45 1,683 1,6532 0,0297 0,0009 0,00044
28/03/2025 8506349 289 25 2,461 1,4058 1,0553 11136 0,557
28/03/2025 | 8506349 45 45 1,653 1,6576 -0,004 0,000 0,00000835
08/04/2025 & 8559201 110 199 2,040 2,2981 -0,2585 0,0668 0,0334
08/04/2025 | 8559201 153 199 2,185 2,2981 -0,1129 0,0127 0,00637
08/04/2025 | 8559201 101 110 2,006 2,0396 -0,0337 0,00M 0,000568
08/04/2025 | 8594743 149 149 2173 2173 -0,0013 0,0000 0,000508
11/04/2025 8621121 31 31 1,496 1,4964 0,000 0,0000 8,79E-07
11/04/2025 8621121 31 30 1,496 14837 0,0128 0,0002 0,0000
11/04/2025 8621106 17 22 1,237 1,3478 -0,1104 0,0122 0,0000816
11/04/2025 8621106 20 22 1,291 1,3478 -0,0567 0,0032 0,00610
11/04/2025 8621106 20 17 1,291 12374 0,0537 0,0029 0,00161
15/04/2025 | 8627475 32 49 1,503 1,6870 -0,1843 0,0340 0,00144
15/04/2025 @ 8627475 20 32 1,31 1,5027 -0,1919 0,0368 0,0170
15/04/2025 | 8627475 49 20 1,687 1,3108 03762 01415 0,0184
15/04/2025 @ 8627475 20 34 131 1,5268 -0,2160 0,0467 0,0708
15/04/2025 | 8542311 31 52 1,496 1,71183 -0,2218 0,0492 0,0233
15/04/2025 | 8542311 31 17 1,496 1,2258 0,2706 0,0732 0,0246
24/04/2025 | 8668298 133 89 2123 1,9476 01753 0,0307 0,0366
24/04/2025 8668298 149 69 2173 1,8394 0,3340 0,1116 0,0154
24/04/2025 | 8668298 89 69 1,948 1,8394 0,1082 0,017 0,0558
30/04/2025 8627464 92 91 1,963 1,9608 0,0022 0,000 2,32E-06
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4. Discussao

De acordo com os resultados da sensibilidade, especificidade, VPN, VPP,
seletividade, eficiéncia e precisao, verificou-se que os dois primeiros apresentam valores
6timos (100%), significando que este método é capaz de detetar todas as coldnias
verdadeiramente positivas e que ndo houve nenhum falso negativo (FN=0) além de
identificar todos os casos verdadeiramente negativos de forma correta (VN=0).

Os resultados da Taxa de Falsos positivos e da Taxa de Falsos negativos, ambas a
0% estao de acordo com os 100% da sensibilidade e especificidade, onde nenhuma
situacao de coldnias negativas marcadas como positivas e nenhumas coldnias positivas
excluidas, respetivamente.(33, 34)

81% das amostras ou coldnias analisadas foram corretamente identificadas como
sendo do microrganismo-alvo. Apesar de nao existirem falsos positivos e falsos negativos,
este resultado de seletividade provavelmente resulta de colénias-alvo que nao cresceram
ou nao foram corretamente identificadas, devido por exemplo, a interferéncia da matriz ou
do meio. Além disto, como os resultados nao englobaram ensaios de amostras com
contaminacao natural, em condicées reais a seletividade do método pode variar,
nomeadamente se existir a presenca de outros microrganismos.

Apesar dos resultados apresentarem hoa seletividade (81%) e eficiéncia (100%)
paraouso deste método face a G. stearothermophilus em leite em pd, arobustez estatistica
de tais conclusdes seria beneficiada se o tamanho amostral fosse maior.

A precisao da reprodutibilidade, expressa como desvio-padrao 0,37 log. Um desvio
de 0,37 log indica que os resultados poderao variar dentro deste valor, ou seja cercade 2 a
3 vezes (10*0,37 ~2,34) acima ou abaixo da média. Segundo a literatura, precisdes <0,50
log sao aceitaveis para contagens de microrganismos, podendo assumir-se que o método
€ aceitdvel e tem baixa carga de esporos por grama de leite em pd, como é esperado neste
tipo de amostras termicamente tratadas. (35)

O valor da incerteza obtido foi 0,24 log, implicando que o valor verdadeiro de
UFC/2g pode variar +0,24 log. Esta incerteza é considerada baixa e aceitavel, uma vez que
segundo determinadas normas como a ISO 16140, pode ser aceite se <0,5 log,

representando assim reduzida margem de erro. (36)
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No conjunto dos parametros avaliados, podemos assumir que o0 método executado
se demonstrou sensivel, especifico, eficiente, preciso e com baixa incerteza, enquadrando-
se nas normas internacionais. Sustenta a sua aplicacao em laboratério como uma
alternativa fiavel para a contagem de esporos aerdhios termdfilos no leite em pé.

Apesar dos resultados favoraveis, espécies altamente resistentes a temperaturas
elevadas como o G. stearothermophilus tornam toda a garantia de seguranca alimentar
mais exigente. Como existem diversas ocasioes em que esta temperatura € ultrapassada,
sao varias as tentativas que vao sendo feitas para encontrar o método ideal para a
contagem de esporos aerdhios termdfilos a55°C no leite em p6, variando-se alguns fatores
que podem melhorar a detecao destes organismos tanto neste método, como em outros
que possam ser futuramente estudados.

Por exemplo, no método realizado apenas se procedeu a contagem dos esporos em
placa, o que pode subestimar o ndmero real de esporos vidveis, uma vez que alguns nao
germinam ou sao danificados durante o processamento. Estudos demonstram que
métodos moleculares como PCR quantitativo ou técnicas de microscopia sao capazes de
detetar em maior ndmero células do leite em pé do que em placa, pois muitas destas nao
sobrevivem ao processamento. Adicionalmente, a utilizacao de DNase | demonstrou nao
afetar a viabilidade das células e degradar DNA de células mortas sem prejudicar a
viabilidade das vivas, possibilitando desta forma diferenciar células vegetativas viaveis e
esporos vivos no leite em pd, focando apenas no que estd realmente vidvel. (37)

Outro fator relevante para métodos de analise de esporos termdfilos é o choque
térmico prévio. Algumas espécies de esporos para serem detetdveis, podem necessitar de
mais tempo de choque térmico ou mais temperatura, como o caso do método deste estudo
que se focou nos esporos de G. stearothermophilus. (18,38) Tal acontece também em
métodos que usam 80°C por 12 minutos (mais indicado para esporos mesdfilos de Bacillus
spp.) ou 100°C por 30 minutos para esporos mais resistentes como Anoxybacillus
flavithermus e Geobacillus spp. Assim, a selecao adequada de tempo e temperatura de
choque térmico influenciara quais esporos serao recuperados.(18, 38, 39)

Conforme se aumentam os niveis de temperatura nos choques térmicos, das tnicas
espécies que prevalecem sao G. stearothermophilus, apresentando uma resisténcia de
125°C por 30 min e mostrando ser um dos esporos aerdbios do grupo Bacillus com maior

resisténcia ao calor. (40)
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Esporos geralmente nao sao patogénicos, mas os deste género produzem uma
enorme atividade lipolitica, sendo capazes de deteriorar os produtos lateos através das
suas enzimas, conferindo diferentes sabores e texturas ao leite em pd. Contudo, esporos
mesofilos acabam por ter maiorimportancia no que toca a contaminagdes, uma vez que sao
em maior nimero os alimentos que nao requerem elevadas temperaturas de producao e
também atuam através das suas lipases e/ou proteases. (40)

Estes estudos confirmam assim, a concordancia entre a estirpe de referéncia usada
para validar este método ser G. stearothermophilus, tendo em conta as condicoes de
elevado choque térmico a que seria exposto (100°C por 120 minutos) e estando de acordo
com o tipo de matriz usada pelas suas condicoes de producao.

Contagens de esporos mais elevadas indicam que o tratamento térmico possa ter
sido mais reduzido, enquanto contagens mais baixas possam significar um tratamento
mais agressivo. No entanto, outro tipo de comhinagoes como o meio de cultura usado ou a
temperatura de incubacao também podem influenciar nesta contagem. Por exemplo, no
método em questao, foi usado o meio DTA por ser um meio de cultura com os componentes
ideais para a detecao de esporos bacterianos em especial para bactérias do tipo flat-sour,
apesar de outros métodos ja existentes usarem o meio de cultura TSC. (18)

E igualmente importante considerar outras varidveis passiveis de alterar os
resultados dos parametros representados na Tabela 11, como a diferenca no tipo de
amostras de leite em pg, se sao processadas todas da mesma forma (cada processo que
ocorre na producao de leite em pd influencia no tipo e quantidade de esporos que possam
estar presentes), diferentes operadores a executar o método ou diferentes equipamentos
e/ou utensilios que possam ser usados.

Ndo existe nenhum método standard para a contagem de esporos aerdbios
termdfilos a 55°C no leite em pd, nem estd propriamente definido um limite para os esporos
deste tipo. No entanto, estudos apontam para valores <500 e <1000 ufc/g, onde o rigor para
estes valores € mais notdrio em casos de férmulas infantis. (18)

De forma a minimizar erros, é também importante na execucao do método a validar,
que todas as informacdes especificas relativas ao procedimento sejam fornecidas e bem
detalhadas.

Devido a matriz ser o leite em pd, e ser considerada uma matriz homogénea, foi

realizada uma suspensao-mae de 20 g de leite em p6 80 g de diluente. Contudo, durante a
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T ilces
contaminacao das amostras, chegou-se a conclusao que era impossivel a contagem de
coldnias de esporos em placa sem existir diluicoes na analise, pois a juncao das coldnias
com o leite em pd que se depositava na placa, nao permitiam contagens nem diferenciacao.
Foiconsiderada a utilizacao de 40 g de amostraem 160 g de diluente, adequadas a matrizes
nao heterogéneas, mas mesmo assim era evidente depdsito de leite em pd nas placas como
é possivel notar nas Figuras 19 e 20 inseridas na metodologia. Além disso, nem sempre as
quantidades de amostra fornecidas pelo cliente permitiriam tal ajuste.

Outro fator limitante consistiu no facto de a metodologia sugerir que todas as
coldnias presentes em placa - além das tipicas de 2-5 mm com halo a contrastar com meio
purpura — deveriam ser contadas. Em muitos testes de enumeracao de esporos no leite em
po, ha um nimero significativo de placas em que as coldnias se dispersam e expandem de
tal maneira que a sua contagem se torna muito dificil ou mesmo impossivel.(22)

A comparacao de resultados em
placadeste método com outro executado em
laboratério nas mesmas condicoes de
incubacao, estao representadas pela Figura
22.

Apesar de algumas recomendacoes
de métodos laboratoriais, € muito dificil obter
uma contagem exata de esporos, devido a
variabilidade natural inerente aos esporos e

metodologia. (22)

Para melhorar o método, seria Figura 22 - Coldnias de esporos aerdbios termdfilos
. . isolados de material de cama de vacas leiteiras,
importante aumentar a amplitude de dados, cuitivadas em DTA apds incubagao a 55°C por 48h (47)

e repetir o método variando etapas do processo. Garantir as condi¢des de execucao ideais
como um banho para choque térmico maior e isolamento adequado, poderiam aumentar a
confiabilidade e rapidez do método.

0 método de contagem de esporos aercbios termofilos a 55°C demonstrou elevado
nivel de desempenho analitico, comprovando-se apropriado para monitorizacao
microbioldgica de leite em p6 e alinhado com os requisitos de acreditacao IS0 17025/11133.
Esses achados sustentam a implementacdo do protocolo como ferramenta de rotina em

laboratdrios de controlo de qualidade da industria de laticinios.
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5. Conclusao

0 estdgio realizado no Laboratdrio de Microbiologia da Silliker permitiu contactar
com arealidade quotidiana de um laboratdrio de microbiologia de grande dimensao que faz
predominantemente andlises de alimentos e aguas. Permitiu adquirir e aprofundar
conhecimentos e competéncias, contribuindo para o enriquecimento profissional e pessoal.

O estudo desenvolvido, contribui para consolidar praticas laboratoriais e em
contexto industrial. Este tipo de estudos sao muito importantes por diversos motivos,
nomeadamente na garantia da sequranca alimentar, garantia da qualidade do leite em pé e
todos os processos a ele associados.

Paratornar o método ainda mais preciso e fidvel, aperfeicoamentos devem ser tidos
em conta na execucao do mesmo, bem como comparacao através de ensaios
interlaboratoriais para perceber a sua exatidao ou confirmacao das suas coldnias tipicas
recorrendo, por exemplo, a técnicas moleculares.

Participar numa validacao de métodos como esta, permite o aumento de
competéncias técnicas, experiéncia pratica, conhecimento de normas e documentacao
cientifica bem como a capacidade de tomada de decisao.

Navalidacao do método proposto, conclui-se assim que o mesmo é valido e possivel
de executar, pois oferece vantagens na detecao de esporos com maior resisténcia de
temperatura, como o caso do G. stearothermophilus, muito propicio de se encontrar em

amostras de leite em pad.
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Anexo1

Preparacaoda suspensao-mae pesando 20g
de amostraem 80 mL de BPW. Deixara
temperatura ambiente (20+2°C) por
30+5min antes da homogeneizacao manual

|

Usar nas diluicées sucessivas 9 mL de MRD,
pipetando 1 mL de amostracom arigemna
suspensao-mae.

|

Das respetivas diluicdes sucessivas, retirar
10mL e colocar em frascos com 70 mL de
DTA fundido

|

Colocarcada frascocom amostra+DTAa
choque de 100+£1°C durante 120+1min

|

Deixarrepousar por 20+1min a temperatura
ambiente e distribuir cada frasco por 4 placas
de Petri

P.PORTO [

Nota: A temperatura do meio DTA
nao pode ser inferior a 80°C

Nota: Caso a adicao da amostra

torne o meio amarelo, adicionar

NaOH a 40% até a cor voltar ao
roxo

|

Deixar solidificar e incubar as placas cobertas
comum saco a 55+1°C durante 48+4h

Nota: é aceitavel incubar as placas
por mais 48h

Nota: Placas devem ser contadas
ainda quentes para o halo nao
desaparecer.

Apésincubacao, proceder a contagemde colénias "Flat-sour” de 2-5mm
de diametro com centro opaco e rodeadas por halo amareloque

contrastacom meio roxo. Tadas as colénias devem ser contadas mesmag
as que nao apresentam este halo(compactas biconcavas ou pontiforme)

Figura 23 - Fluxograma Contagem de Esporos Aerdbios Termdfilos a 55°C no Leite em P6
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P.PORTO

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

Tabela 13 - Compilacao dos resultados da andlise de amostras de leite em pé para o método de contagem de esporos aerébios termdfilos a 55°C (continuacdo pdginas seguintes)

N2 amostra

Analista

Produto

Observacoes

Ne colénias (c1)

Fator diluicao (d1)  N@ coldnias (c2)

Fator diluicao (d2)

(UFC/2g)

Resultado

Resultado
(UFC/109)

29/11/2025 8099087 ™ Leite em p6 Sem contaminagao 0 2 0 3 0 0
18/12/2025 8170170 M Leite em p6 Sem contaminagao 0 2 0 3 0 0
EP 0 2 0 3 0 0
05/03/2025 8423256 DS Leite em p6 Sem contaminagao 0 2 0 3 0 0
SM 0 2 0 3 0 0
18/03/2025 8423100 BR Leite em p6 Contaminado com 92 2 30 3 122 610
Geobacillus
BR stearothermophilus 122 2 24 3 146 730
25/03/2025 8353282 1\ Leite em p6 Contaminado com 15 2 4 3 19 95
Geobacillus
stearothermophilus
25/03/2025 8353280 M Leite em p6 Contaminado com 24 2 3 3 27 135
Geobacillus
stearothermophilus
25/03/2025 8353359 EM Leite em p6 Contaminado com 15 2 3 3 18 90
Geobacillus
stearothermophilus
25/03/2025 8364036 EP Leite em p6 Sem contaminagao 0 2 0 3 0 0
™ 0 2 0 3 0 0
25/03/2025 8353239 PS Leiteempé = Contaminagdo natural 4 2 2 3 6 30
25/03/2025 8478460 SP Leiteempdé | Contaminagao natural 9 2 9 3 18 90
25/03/2025 8478721 ™ Leite em p6 Contaminado com 43 2 16 3 59 295
Geobacillus
™ stearothermophilus 23 2 13 3 36 180
EP 19 2 18 3 37 185
26/03/2025 8423244 DS Leite em p6 Contaminado com 78 2 30 3 108 540
Geobacillus
DS stearothermophilus 143 2 37 3 180 900
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N2 amostra

Analista

Produto

Observacoes

Ne colénias (c1)

Fator diluicao (d1)  N@ colénias (c2)

P.PORTO

Fator diluicao (d2) Resultado Resultado
(UFC/Zg) (UFC/109)

28/03/2025 8560349 EP Leite em p6 Contaminado com 29 2 27 3 56 280
Geobacillus
EP stearothermophilus 56 2 44 3 100 500
W 54 2 52 3 106 530
BR 50 2 49 3 99 495
02/04/2025 8577898 MC Leite em p6 Sem contaminagao 0 2 0 3 0 0
SS 0 2 0 3 0 0
SP 0 2 0 3 0 0
04/04/2025 8594741 IF Leiteempé | Contaminagdo natural 4 2 0 3 4 20
FS 3 2 0 3 3 15
04/04/2025 8594730 EM Leite em p6 Contaminado com 288 2 42 3 330 1650
Geobacillus
EM stearothermophilus 298 2 94 3 392 1960
08/04/2025 8595201 FS Leite em p6é Contaminado com 177 2 64 3 241 1205
Geobacillus
M stearothermophilus 301 2 136 3 437 2185
MC 204 2 133 3 337 1685
MC 173 2 50 3 223 ms
08/04/2025 8594743 SS Leite em p6 Contaminado com 298 2 30 3 328 1640
Geobacillus
PS stearothermophilus 287 2 40 3 327 1635
PS 238 2 25 B 263 1315
SS 291 2 37 3 328 1640
11/04/2025 8621121 M Leite em p6 Contaminado com 63 2 6 3 69 345
Geobacillus
DS stearothermophilus 64 2 5 3 69 345
™M 57 2 10 3 67 335
11/04/2025 8621106 SM Leite em p6 Contaminado com 33 2 5 3 38 190
Geobacillus
FS stearothermophilus 43 2 6 3 49 245
PC 35 2 8 3 43 215

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE
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N2 amostra

Analista

Produto

Observacoes

Ne colénias (c1)

Fator diluicao (d1)  N@ colénias (c2)

P.PORTO

Fator diluicao (d2) Resultado Resultado
(UFC/Zg) (UFC/109)

15/04/2025 8627475 DS Leite em p6 Contaminado com 99 2 8 3 107 535
Geobacillus
FS stearothermophilus 64 2 6 3 70 350
PC 67 2 7 3 74 370
EP 36 2 9 3 45 225
15/04/2025 854231 DS Leite em p6 Contaminado com 105 2 10 3 15 575
Geobacillus
BR stearothermophilus 61 2 8 3 69 345
™ 32 2 5 3 37 185
15/04/2025 8627460 FS Leite em p6 Contaminado com 62 2 10 3 72 360
Geobacillus
FS stearothermophilus 81 2 12 3 93 465
24/04/2025 8668298 SM Leite em p6 Contaminado com 263 2 29 3 292 1460
Geobacillus
SM stearothermophilus 297 2 3 3 328 1640
PP 173 2 22 3 195 975
IF 133 2 19 3 152 760
29/04/2025 8542380 M Leite em p6 Contaminado com 0 2 0 3 0 0
Escherichia Coli
SS 0 2 0 3 0 0
30/04/2025 8627468 PP Leite em p6 Contaminado com 98 2 7 3 15 575
Geobacillus
PP stearothermophilus 175 2 19 3 194 970
SM 132 2 10 3 142 710
IF 103 2 12 3 15 575
30/04/2025 8627464 SP Leite em p6 Contaminado com 177 2 25 3 202 1010
Geobacillus
SP stearothermophilus 181 2 26 3 207 1035
SS 184 2 17 3 201 1005
02/05/2025 8716016 MC Leite em p6 Contaminado com 290 2 24 3 314 1570
Geobacillus
stearothermophilus
02/05/2025 8715983 IF Leite em p6 295 2 76 3 37 1855

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

53



N2 amostra

Analista

Produto

Observacoes

Ne colénias (c1)

Fator diluicao (d1)

Ne colénias (c2)

Fator diluicao (d2)

P.PORTO [

Resultado  Resultado

(UFC/2g)  (UFC/10g)

IF Contaminado com 180 30 210 1050
Geobacillus
stearothermophilus
06/05/2025 8716145 1\ Leite em p6 Contaminado com 244 47 291 1455
Geobacillus
1\ stearothermophilus 212 4 253 1265
06/05/2025 8716235 MC Leite em p6 Contaminado com 184 21 205 1025
Geobacillus
PC stearothermophilus 190 23 213 1065
PC 191 24 215 1075
06/05/2025 8716237 M Leite em p6 Contaminado com 244 46 290 1450
Geobacillus
M stearothermophilus 248 3 279 1395
09/05/2025 8731088 BR Leite em p6 Sem contaminagao 0 0 0 0
09/05/2025 8731095 SM Leite em p6 Sem contaminagao 0 0 0 0
09/05/2025 8731100 1\ Leite em p6 Sem contaminagao 0 0 0 0
09/05/2025 8731104 EM Leite em p6 Sem contaminagao 0 0 0 0
09/05/2025 8731110 EP Leite em p6 Sem contaminagao 0 0 0 0
09/05/2025 8730903 M Leite em p6 Contaminado com 208 21 229 1145
Geobacillus
stearothermophilus
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Anexo 3
18/03/2025 8423100 BR 122 146 208 216 0,078
2510312025 8478721 CM 59 36 177 1,566 0,215
26/03/2025 8423244 Ds 108 180 203 226 0,222
2810312025 85603449 EP 56 100 1,75 2,00 0,252
04/04/2025 8584730 EM 330 392 2,52 2,59 0,075
08/04/2025 8585201 MC 337 223 2583 235 0,179
08/04/2025 8594743 P3 327 263 251 242 0,095
08/04/2025 8594743 35 328 328 252 252 0,000
15/04/2025 8627460 F3 72 93 1,86 1,97 0,111
2410412025 8668298 3 282 398 247 2,60 0,135
30/04/2025 8627468 PP 115 194 2,06 2,29 0,227
3000412025 8627464 SP 202 207 231 232 0,011
02/05/2025 8715983 JF 3 210 257 23z 0,247
06/05/2025 8716145 Jv 291 253 2,46 2,40 0,061
06/05/2025 8716235 PC 213 215 233 233 0,004
06/05/2025 8716237 J 290 279 246 245 0,017
08/04/2025 8594743 35 328 328 252 252 0,000

Figura 23 - Tabela de resultados de andlises em duplicado de amostras de leite em pd, para gerar carta de
duplicados permitindo o cdlculo do desvio-padrao, ou seja, gerar o calculo de precisdolQ.178.52 — Cartas de
duplicados - Amplitudes
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Anexo 4
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Figura 24- Tabela com compilagdo de amostras realizadas em paralelo, permitindo o cdlculo da incerteza do método. 10.334.0 — Calculo da incerteza da medicao — Microbiologia -
Alimentar
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