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1.0 APRESENTACAO
O presente relatdrio corresponde as atividades realizadas durante o periodo de estagio
supervisionado obrigatdrio, realizado na area de Microbiologia do Laboratério Federal de
Defesa Agropecuéria de Pernambuco. As atividades foram referentes ao acompanhamento
de andlises microbioldgicas de alimentos recebidos por inspecdo federal e anélise

microbioldgica de ragdes para cdes coletadas em bairros do Recife.

1.1 Funcionamentos do Laboratorio Federal de Defesa Agropecuaria

Os LFDA’s, (Laboratérios Federais de Defesa Agropecudria), anteriormente
chamados de LANAGROS (Laboratérios Nacionais Agropecuarios), sao laboratorios
vinculados ao Ministerario da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, que tem como
objetivo monitorar, controlar e fiscalizar insumos, bebidas e alimentos produzidos no Brasil.
As informacGes geradas pelos laboratorios sdo de grande importancia para manter a
qualidade dos servicos de fiscalizacdo, incorporando as analises, cooperagdes, estudos e
projetos (MAPA, 2016). Os deveres dos LFDA’s consistem em realizar anélises oficiais, ser
referéncia nacional em assuntos laboratoriais, realizar agdes de pesquisa para atuar no
desenvolvimento e inovacao de estudos analiticos e realizacdo de auditorias em laboratérios
credenciados (MAPA, 2016). Ha seis LFDA’s por todo pais, sendo um na regido Sul em
Porto Alegre/RS, um na regido Centro-Oeste em Goiania/GO, um na regido Norte em
Belém/PA e um na regido Nordeste em Recife/PE e outros em Sdo Paulo e Minas Gerais
(MAPA, 2016). O publico alvo desses laboratdrios envolve estabelecimentos de produtos de
origem animal e vegetal sob Inspecdo Federal, industrias de produtos de uso veterinario,
fabricas de fertilizantes, estabelecimentos produtores de bebidas e vinagres e importadores
e exportadores de produtos agropecuarios.

Em 2013 houve a instituicdo da Comisséo Cientifica Consultiva em Microbiologia de
Produtos de Origem Animal pela Portaria n® 17 da Secretaria de Defesa Agropecuéria (SDA)
IMAPA (Brasil, 2013), que possibilitou a elaboracdo de programas como o PACPOA
(Programa de Avaliacdo de Conformidade de Produtos de Origem Animal) e o PNCP
(Programa Nacional de Controle de Patégenos), atuando juntamente com universidades e
Orgdos especiais. Esta parceria entre Academia-MAPA, criou um ambiente onde foi possivel
planejar as acOes de controle de patdgenos, como controle de Salmonela spp. em carnes,
Listeria monocytogenes em produtos de origem animal prontos para consumo e Escherichia

coli produtora de Shiga toxina (STEC). O setor de microbiologia do LFDA/PE atende esses
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programas, onde o PNCP tem como objetivo a reduc¢do de microrganismos patogénicos nos
produtos de origem animal fiscalizados pelo SIF, reavaliacdo das agdes de controles
adotados pelos estabelecimentos e controlar os riscos, a fim de preservar a seguranca
alimentar. Por outro lado, o PACPOA tem o objetivo de obter dados para verificar o indice
de conformidade de produtos de origem animal, auxiliar a avaliacdo dos controles de
produtos e de processos realizados pelos estabelecimentos, bem como subsidiar o
gerenciamento de risco do DIPOA (Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem

Animal). As tabelas abaixo mostram resultados referentes a resultados do programa PNCP:

Tabela 1. Resultados referente ao programa PNCP em carne bovina

Patogenos Analisadas NuUmero de amostras positivas
Salmonella spp. 1310 21
E. coli STEC 1310 2
E. coli O157: 1310 0
H7
Fonte: MAPA.

A Tabela 1 mostra que das 1.310 amostras analisadas em 2017, nenhuma apresentou
resultado positivo para a E. coli O157:H7. No entanto, foi observada a presenga de STEC
em duas amostras coletadas. Referente ao programa de PACPOA sdo realizadas seguintes
analises microbioldgicas no LFDA/PE, podendo varias de acordo com a matriz a ser
analisada:

Tabela 2. Anélises realizadas pelo LFDA/PE

Cddigo das Analises Andlises
MO01 Contagem Presuntiva de Bacillus cereus
MO03 Contagem Total de Clostridium perfringens
MO06 Contagem de Coliformes Termotolerantes a 45°C
MO07 Contagem de Coliformes Totais
M12A Contagem de Staphylococcus Coagulase Positiva
M12 Contagem de Staphylococcus aureus
M15 NMP de Coliformes Termotolerantes a 45°C

13



M20 Deteccdo de Listeria monocytogenes

M26 Deteccdo de Salmonella spp
M29 Prera-incubagéo a 55°C £ 1° C por 5 a 7 dias enlatados -
Teste de

Esterilidade Comercial

M12 Contagem de Staphylococcus aureus
M30 Prera-incubacdo a 36°C £ 1° C por 10 dias enlatados - Teste
de

Esterilidade Comercial

Fonte: Adaptado MAPA.

Desta forma, o presente relatério tem o objetivo de descrever as atividades realizadas no
LFDA/PE que seguem os programas do MAPA, o PNPCP e PACPOA e também anéalises

microbioldgicas referentes a racdes para cées vendidas em bairros do Recife.
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2.0 DESENVOLVIMENTO

2.1 Local

O estagio foi realizado no setor de Microbiologia do Laboratério Federal de Defesa
Agropecuaria de Pernambuco (Figura 1) localizada na cidade de Recife-PE, no Bairro de
Dois irméos, durante o periodo de 28 de Agosto a 14 de Novembro do ano de 2019,
perfazendo uma carga horéaria de 330 horas.

Figura 1 Vistalg'erarea do LFDA/PE

- -

Y

[FEbeiatoiio Federal de

[DefesafAgropecuaria:..

O laboratdrio de microbiologia do LFDA/PE (Figura 2) esta localizado no municipio
de Recife, que esta disposto nas seguintes coordenadas geograficas: latitude 8° 04°03°’S;
longitude 34°55°00°" O; e com altitude meradia em relagdo ao nivel do mar de 4 metros.
Segundo classificacdo de Képpen, o clima da regido era do tipo As’ — tropical quente e imido,
com verdo seco e chuvas de outono-inverno. Apresenta temperatura meradia anual de 25°C

e umidade relativa do ar meradia anual de 80%, com baixas amplitudes terarmicas.
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Figura 2. A) Fachada do LFDA/PE B) Fachada do laboratério de microbiologia

.....

Fonte: Acervo pessoal

2.2 Area Fisica
2.2.1 Sala de Recepcéo e Pesagem de amostras

Todo material que era postado dentro do laboratério passava pelo 6culo, a fim de evitar
contaminagOes externas. As amostras encaminhadas pelos fiscais federais, sdo recebidas na
sala de recepgdo e pesagem, atraveras do oculo, para que em seguida fossem realizada as
analises microbioldgicas (Figura 3A), toda amostra que chega no laboratorio deve vim
acompanhada pela SOA, contendo todas as informac6es previamente preenchida pelo fiscal,
contendo o registo do SIF do produto, quais ensaios seriam realizados e as condic¢des de
armazenamento do produto. O recebimento era registrado no livro de recebimentos com a
data, situacdo do recebimento (aprovado ou reprovado), se essa amostra seria armazenada
em temperatura ambiente, resfriada ou congelada.

Figura 3. A) Amostra recebida pelo 6culo B) amostra de carne bovina recebida em
embalagem com SIF

cUIDADO FRAG!

Fonte: Acervo pessoal
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Apos o registro de recebimento, as amostras sdo retiradas de onde foram armazenadas
para pesagem para seguirem para o processamento. A pesagem era feita dentro de um fluxo
laminar, higienizado posteriormente, onde ira reduzir o risco de contaminacao da amostra a
ser pesada. Em meradia era usado 25 gramas da amostra para analises requeridas, com
excecgdo de amostras destinadas a anélises de Escherichia coli, que sdo pesadas 325 gramas
(Figura 4).

Figura 4. A) 325 gramas de carne bovina para analise de E.coli. B) 25 gramas de amostras
para diluicdo ou deteccdo de Salmonella.

Fonte: Acervo pessoal.

Para a pesagem dos produtos eram usadas pingas, tesouras, espatulas e bisturis
esterilizados em autoclave. Para amostras de frango ou produtos carneos inteiros, sdo feitos
cortes especificos. Caso 0s microrganismos estivessem dentro de estruturas bastante internas,
as amostras podem ser cortadas em pequenos pedagos antes do processamento. Esses cortes
eram dispostos em sacos esterareis Stomacher® para homogeneiza¢do no processamento
(Figura 5).
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Figura5. A) Cortes coletados para analise microbiol6gica de frango B) Pesagem higienizada
em fluxo laminar C) Amostras ja pesadas divididas por analises.

Fonte: Acervo Pessoal

2.2.2 Sala de processamento

A sala de processamento era composta por fluxos laminares (Figura 6) para manusear
0s meios para plagueamento(Figura 7 A), para manipulacdo de amostras processadas, e de
homogeneizadores stomacher (Figura 7 B), que tem a fungdo de fazer com que a amostra
seja homogeneizada juntamente com o caldo ou &gua peptonada diluente para prosseguir
com analise.

o laminar

Figura 6. Flux

Fonte: Acervo pessoal
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Figura 7. A) Plagueamento de agar Sabouraud em fluxo laminar B) Stomacher com carne
bovina.

Fonte: Acervo pessoal

As amostras que eram pesadas, em seguidas sdo homogenizadas por diferentes
componentes, a salina peptonada (Figura 8) era usada para diluicdo, a agua peptonada
tamponada, (Figura 9) era utilizada para o prera-enriquecimento ndo seletivo de Salmonella
em alimentos e o caldo Demi-Fraser era utilizado para o enriquecimento seletivo de Listeria.

Figura 8. Frascos de salina peptonada

s B

Figura 9. A&ua peptonada tamponada
| - e

Fonte: Acervo Pessoal

Os meios de culturas chegavam ao laboratério em forma liquida ou sélida e
precisavam ser fundidos para ganhar sua forma gelatinosa. O agar era formado por extrato

19



de algas marinhas, funde-se em torno do ponto de ebulicdo da &gua, formando uma solugéo
transparente que permanece no estado liquido atera em torno de 40°C. Sendo fundido em

micro-ondas (Figura 10), podendo ser adicionado em tubos de ensaio ou placas de Petri.

Figura 10. Agar sendo fundido em micro-ondas.

Fonte: Acervo Pessoal

Dentre os meios de cultura usados no laboratdrio, se destacam os agar: Saboraud,
rainbown, sangue, TSA, Rambach, XLD e agar nutriente. Maioria desses meios sdo
armazenados na camara fria do laboratério. (Figura 11)
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Figura 11. A) Camara fria B) Armazenamento de &4gar na cdmara

"
i

Fonte: Acervo pessoal

2.2.3 Sala de leitura e continuidade |

Figura 12. Sala de leitura e continuidade I.

Fonte: Acervo pessoal

Nesta sala era realizada a triagem de ensaios automatizados. Encontravam-se 0s
equipamentos VIDAS e 0 BAX. O VIDAS (Figura 13) era um sistema de imunoensaios
automatizados baseado nos principios de teste fluorescente ligado a enzimas, para detec¢éo

de patdgenos alimentares.
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Figura 13. Equipamento VIDAS

Fonte: Acervo Pessoal

A identificacdo do patdgeno dependia do kit usado no equipamento como era mostrado
na tabela 3.

Tabela 3. Relacédo entre patdgeno, tempo para resultado e Kit, utilizando o equipamento
VIDAS,

Patogeno Tempo para Kit
resultado
Salmonella spp 48 horas VIDAS® Salmonella
(SLM)
Listeria spp & L.monocytogenes 48 horas VIDAS® Listeria DUO
(LDUO)
E. coli O157 (incl. H7) Mesmo dia VIDAS® UP E. coli 0157
Campylobacter spp 48 horas

VIDAS® Campylobacter
(CAM)

Staphylococus enterotoxinas A a E Mesmo dia

VIDAS® Staphylococcal
Enterotoxinas 2 (SET 2)

Fonte: Adapatacéo site Biomeriux

O outro equipamento era 0 BAX System® da Dupont/Qualicon, que se baseia na
automacdo das analises de alimentos por Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR). A PCR
apresenta um potencial para uma rapida e definitiva deteccdo de patdgenos e apesar de ser
uma tecnologia ja bastante difundida e utilizada em diversos laboratorios, e recentemente

vem se disponibilizado testes comerciais, assim tornando as andlises mais rapidas e
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https://www.biomerieux.com.br/recursos/solucoes-vidasr-para-salmonella
https://www.biomerieux.com.br/alimentos/solucoes-vidasr-para-listeria-spp
https://www.biomerieux.com.br/recursos/vidasr-ecpt
https://www.biomerieux.com.br/recursos/vidasr-ecpt
https://www.biomerieux.com.br/recursos/vidasr-campylobacter
https://www.biomerieux.com.br/recursos/vidasr-campylobacter
https://www.biomerieux.com.br/recursos/vidasr-set-2
https://www.biomerieux.com.br/recursos/vidasr-set-2
https://www.biomerieux.com.br/recursos/vidasr-set-2

eficientes. Este equipamento permite deteccdo rapida, descartando Vvéarias etapas de
subculturas, e como era fundamentado na analise de DNA pode ser considerado definitivo,
desconsiderado o meratodo tradicional para deteccdo (BAILEY, 1998). No laboratorio era

usado para a confirmacéo de E.coli e Salmonela.

Figura 14. Equipamento BAX.

Fonte: Acervo Pessoal

2.2.4 Sala de leitura e continuidade 11
Nesta sala era feita a leitura de ensaios analiticos, confirmacdes e isolamentos. Leituras
de placas de enterobacterarias, coliformes totais e termotolerantes (Figura 15), contagem de

micro-organismo em geral (Figura 16).
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Figura 15. Placas para contagem de coliformes e enterobacterarias.

i F

Fonte:Acervo Pessoal
ura 16. Leitura de placas

——

Fig

—_—

Fonte: Acervo Pessoal
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2.2.5 Sala de analises especiais |

Nesta sala era realizada analise para confirmacdo automatizada, e producéo,
manutencdo e armazenamento de cepas referéncia. O equipamento encontrado na sala, era
0 VITEK 2, (Figura 17) que fazia as identificagdes microbiolédgicas proporcionadas pelo
sistema fundamentadas em reacdes bioquimicas das cepas microbioldgicas, frente atera 64
substratos, 0 que propicia um maior poder discriminacdo para identificar diferentes micro-
organismos.

Figura 17. Equipamento e Sistema VITEK 2

Fonte: Acervo pessoal

Apos o isolamento do organismo principal a ser analisado, era colocado o inoculo no
cassete VITEK®2, no qual o cartdo VITEK®2 e a amostra eram vinculados virtualmente.
Apo6s o carregamento do cassete, a incubacado e a leitura de cada cartdo eram gerenciados

pelo sistema sem intervencédo (Figura 18).
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Figura 18. Carregamento de cartdes e amostras para analises.
R

Fonte: Acervo pessoal

A sala era equipada com um Riboprinter (Figura 19), adotado pela rede dos
laboratorios do MAPA desde 2006, ele tinha como funcdo, produzir uma fotografia
generatica e fazer a comparagdes com mais de 6.000 padrdes de seu banco de dados para
identificar possiveis micro-organismos patogénicos. No momento do estagio o Riboprinter

estava fora de uso no laboratério de Microbiologia.

Figura 19. Riboprinter.

Fonte: Acervo Pessoal
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Era usado um ultracongelador (Figura 20) para armazenar cepas referéncias para criar
amostras controles. O ultracongelador permitia o armazenamento de artigos profundamente
congelados. A temperatura deveria ser abaixo de -70°C.

Figura 20. Ultracongelador

Fonte: Acervo pessoal

A producdo de culturas de referéncia era feita a partir micro-organismos definidos pelo
menos para 0 género e esperacie, catalogados e descritos de acordo com suas caracteristicas
e, de preferéncia que ateste a origem. Normalmente eram obtidas a partir de uma cole¢édo
reconhecida nacional ou internacionalmente.

Figura 21. Producéo de culturas para controle de bacterarias, fungos e leveduras.

.
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Fonte: Acervo pessoal

Na sala de analises especiais I, também havia uma estufa de 45°C (Figura 22), para secagem

de placas. Placas que sdo armazenas em geladeiras, obtém umidade, podendo fazer com que
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0 meio seja destruido no momento de estriamento de micro-organismo. Em meradia a
secagem pode durar de 10-15 minutos, dependendo do tamanho e quantidade de placas na
estufa.

Figura 22. Estufa para secagem de placas.

Fonte: Acervo pessoal

2.2.6 Sala de analises especiais 11

Nesta sala ocorre a preparacdo de amostrar para analises automatizadas. Era realizada
a leitura de placas para identificacdo de coldnias caracteristicas de Salmonela em &agar XLD
(Agar de desoxicolato-lisina-xilose) e 4&gar Ramback, em seguida eram repassadas para agar

nutriente e em seguida para anélise automatizada para confirmacéo.

Fonte: Acervo pessoal

A preparacdo de amostras que foram incubadas (Figura 24), e que seriam passadas

para caldos ou placas também era realizada nesta sala.
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Figura 24. Amostras de E.coli previamente incubadas.

Fonte: Acervo pessoal

2.2.7 Sala de incubacéo

A sala de incubacdo (Figura 25) era composta por 8 estufas bacteriolégicas destinadas
para auxiliar a crescimento de microrganismos. O equipamento proporciona o aguecimento
e também o controle da temperatura. A sala era composta por trés estufas de 35°C, duas de
37°C, uma de 25°C, uma de 42°C e uma de 30°C. Essa variacao de temperatura das estufas
esta ligado com a exigéncia de temperatura pelos micro-organismos para se desenvolverem.
Para cada micro-organismo, existe parametro de temperatura minima, maxima e étima. E
baseado na temperatura 6tima, que se pode classificar os microrganismos, como termofilos,
cujo temperatura 6tima se localiza em torno de 60°C; psicrofilos, 6timo em 10°C; meséfilos,
Otimo esta entre 20 e 40°C; e psicrotroficos, com temperatura 6tima entre 25 e 30°C
(FRANCO, 2003).
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Figura 25. Sala de incubacéo

Fonte: Acervo pessoal

2.2.8 Lavagem e descarte

O correto descarte de materiais contaminados ndo afeta diretamente a qualidade das
analises, mas era tido como aspecto de boas praticas do laboratério. Em cada sala era
encontrado cesto de lixos, seja para lixo comum e para infectante, diariamente esse lixo era
recolhido, sendo o infectante, primeiramente autoclavado para poder ser descartado.

Os descartes eram divididos em:

-Descarte ndo contaminado e que podiam ser descartados em lixo comum;

- Bisturis, agulhas, facas e vidros quebrados;

- Material contaminado para autoclavagéo e reutilizagéo;

- Material contaminado para autoclavacdo e descarte, ou apenas para descarte caso o
material fosse incinerado.

A incineracdo de materiais contaminados e seus recipientes eram realizadas na
autoclave em latdes(Figura 26 A e B). Os materiais contaminantes que iam para
autoclavagem eram inseridos em sacos identificados como contaminantes (Figura 26C),
como manda a legislagcdo ambiental.
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Figura 26. A) Interior da autoclave B) Latdes para autoclave C) Sacos identificados como
contaminantes para descarte

———

Fonte: Acervo pessoal

Dentro da sala de analises especiais I, havia uma area para lavagem (Figura 27) de
materiais reutilizaveis, que s6 eram lavados apds a descontaminacdo em autoclave. Apos a
lavagem os materiais reutilizaveis deveriam estar livres de residuos que pudessem ocasionar
em crescimento microbiano, era utilizada solugéo de acido peraceratico ou hipoclorito de
sodio.

Figura 27. Area de lavagem de materiais reutilizaveis

Ll
Fonte: Acervo pessoal
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2.3 Atividades desenvolvidas durante o estagio
2.3.1 Controle ambiental

Todos 0s ambientes estdo propensos a micro-organismos. Cada vez mais resisténcia
desses micro-organismo era ampliada, devido a uma selecdo que acontece progressivamente
de clones resistentes, podendo ser transmitidos aos seus descendentes e a outros que sejam
da mesma esperacie e esperacies distintas (CARNEIRO et al., 2008). Desde do momento
que se mostrou atividades referentes para 0 ambito da salde, os seres humanos se encontram
com o fator de infeccdo. Com o passar do tempo as necessidades de limpeza, bom estado
ambiental e alimentar e higiene, evoluiram para desinfeccao e esterilizacdo de materiais,
sendo estes fatores importantes para a nao ocorréncia de crescimento microbiano (KALIL;
COSTA, 1994).

Para se ter um controle e monitoramento ambiental era necessario um banco de dados
que esteja completo e detalhado incluindo medigdes que possam servir de suporte. A higiene
pode ser uma forma de contencdo de contaminagdes e para isso estudos sdo realizados
avaliando as condigdes microbioldgicas antes e depois dos processos de limpeza
(ANDRADE et al., 2000).

No laboratério de Microbiologia do LFDA, era feito controle bioldgico diariamente,
onde todo o laboratério era limpado com solucdo acido peraceratico a 3%. Semanalmente
erarealizado o controle de fluxos e estufas, e quinzenalmente o controle das salas. O controle
consiste na exposicao de placas abertas com os meios especificos. Sabouraud e TSA (Agar
Triptona de Soja). O meio Sabouraud possibilita o crescimento de fungos, enquanto o TSA
possibilita o crescimento de bacterarias. As placas sdo identificadas de acordo com o local
ou equipamento, e sdo expostas sem tampa, por 15 minutos, apds a exposicao, essas placas
eram encubadas. As placas para bacterarias eram encubadas em estufa a 30°C por 72 horas
e as placas para fungos eram encubadas a 20°C por pelo menos 5 dias. Ap6s o tempo de
incubacdo, era realizada a contagem de col6nias que devem ser registradas no livro de
controle ambiental, sendo permitida em meradia 20 col6nias para ambiente e 10 para estufas
e 1 para fluxos laminares. Quando os numeros ultrapassam esses valores, medidas corretivas

eram tomadas, que pode ser a limpeza com aumento do teor do desinfetante.
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Figura 28. Placas de TSA e Sabouraud que serdo expostas e placas que serdo encubadas
apos exposicao.

Figura 29. Placa exposta em

Fonte:Acervo pessoal

2.3.2 Recebimento de amostras

Seguindo o conceito de que analise se inicia com a colheita da amostra, as acles de
inspecdo e investigacdes devem estar bem ajustadas com os laboratérios, devendo haver
sincronismo entre a remessa e a capacidade do laboratorio em executar as analises (MAPA,
2017). As amostras para analises (Figura 30) chegam acompanhadas da SOA (Anexo 1),
acondicionadas em embalagens limpas e integras, sem perfuragdes ou rachaduras, muitas
das vezes em sua embalagem original, e quando ndo era possivel manté-las em sua
embalagem de origem, eram mantidas em embalagens adequadas, vedadas, sem sinais de
violagéo, lacradas e sem sinais de vazamento ou rupturas. Sendo todas as amostras recebidas,
avaliadas na recepgédo que devem cumprir os respectivos criterarios de aceitacao:

= Adequadamente lacradas e sem sinais de violag&o;

= Em embalagens e recipientes adequados;
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= Em estado de conservacao aceitavel;
= Dentro do prazo de validade;
= Em quantidade suficiente;
= Com documentacdo adequada e devidamente preenchida.
As amostras que forem vistas como ndo conformes em relacdo aos criterarios de
recebimento eram descartadas, onde se gera um Termo de Rejeicdo de Amostras (TRA)
(Anexo 2) que sera encaminhado ao servico responsavel pela coleta, por via eletronica

Figura 30. Amostras recepcionas em diferentes embalagens

™.

Fonte: Acervo pessoal

Foi realizado um levantamento sobre os principais tipos de amostras que chegaram no
laboratério no periodo entre 15 de Marco e 4 de Novemnbro e os resultados foram os

seguintes:
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Figura 31. Frequéncia de matrizes recebidas no laboratorio, no periodo de 15 de margo a 4
de novembro de 2019.
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Fonte: Laborat6rio de Microbiologia- LFDA/PE

ERA possivel observar que alimento de origem bovina compreendem quase a metade das
amostras que chegaram nesse periodo, isto esta relacionado com a demanda de analises para
E.coli, onde muitas vezes era utilizada carne de cabeca de bovinos. Ficando em segundo
como produtos que mais chegam no laboratério, os lacteos devido as demandas de Listeria,
em terceiro frango e seus derivados em terceiro, devido a alta taxa de solicitacdo de analise
de Salmonella. O item outros representa produtos de origem vegetal, bebidas ndo lacteas e

agua.
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2.3.3Anélise microbioldgica de racéo a granel para cées

A consolidacdo da ligagdo entre humanos e animais tem alavancado a preocupagéo
com o bem-estar de animais de companhia, tal como a seguranca e qualidade de alimentos
direcionados a estes animais. (GAZZOTTI et al., 2015). Tem se visto um aumento na
qualidade das racdes, portanto, ndo adianta um alimento palatavel, balanceado, digestivel,
de boa aceitabilidade, ter uma embalagem atrativa, se ele estiver com contaminagoes (GOES,
2011). A materaria prima das racdes esta propensa a contaminacdes, desde a colheita ao
processamento e comercio como produto finalizado. De forma geral grdos apresentam
grande predisposi¢do a serem acometidos por micro-organismos, pois quando encontram
ambiente favordvel para seu desenvolvimento, pode comprometer toda materaria prima,
podendo desencadear diversos problemas na satide do animal (LAZARRI, 1993).

Um agente importante que pode prejudicar a qualidade da racao, era sua exposi¢do ao
ambiente, que pode acarretar o contato da racdo com portadores de micro-organismos, Como
insetos e roedores. Klowden & Greenberg (1976) verificaram a multiplicacéo de Salmonella
em baratas. KOPANIC et al. (1994) viram que baratas infectadas por Salmonella spp.
podiam contaminar outras baratas e alimentos nos quais tiveram contato, mostrando o
potencial desses insetos na transmisséo de micro-organismos patogénicos.

Tendo em vista a preocupacdo com o estado microbioldgico de ragcdes comercializadas
em Recife, foram coletadas 10 amostras de ragdes, sendo de marcas diferentes e coletadas
em bairros diferentes. De acordo com o escopo da Area de Microbiologia em Alimentos e
Agua, racdes e ingrediente para racoes, eram requeridos apenas analises microbioldgicas de
Salmonella spp., e contagem de enterobacterarias e coliformes termotolerantes.

As ragOes foram pesadas, 25 gramas de cada (Figura 32), sendo uma pesagem para
encubacdo (possivel crescimento de Salmonela) e outra para a diluicdo, sendo assim
armazenadas em saco de stomacher, totalizando em 20 amostras pesadas, € em seguidas

amostras foram para o processamento.
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Figura 32. 25 gramas de racdo pesada para analise.

P— e |

No processamento foram utilizadas dgua peptonada tamponada para amostras que iam
verificar a presenca de Salmonella, e salina peptonada para diluicdo para quantificar

enterobacterarias e coliformes termotolerantes (Imagem 33).

Figura 33. Racéo com agua peptonada tamponada
11

Fonte: Acervo pessoal

A anélise de Salmonella foi baseado na ISO 6579-1 de 2007, que consiste em deteccdo
e isolamento e confirmacao bioquimica e soroldgica. A ragdo foi homogeneizada com a agua
tamponada e em seguida incubada a 37°C, por 16 a 20 horas (Imagem 34). A partir da cultura

de prera-enriquecimento foi transferida 0,1 mL para um tubo contendo 10 mL de caldo
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Rappaport- Vassiliadis Soya (RVS) e incubada a 42°C por 24 horas. Outra por¢édo de 1 mL
foi transferida para um tubo contendo 10mL Tetrationato-Muller Kaufmann novobiocina e
incubada a 36°C por 24 horas (Figura 35).

Figura 34. Incubacdo da ragé@o para crescimento microbiano.
— — ﬁ

—

Apos a incubacdo um inoculo de cada caldo foi transferido para placas agar XLD e
agar Rambach, 10 de cada meio, sendo incubadas a 36°C por 24 horas, tendo como finalidade
o crescimento de coldnias, a fim de identificar coldnias caracteristicas de Salmonella para
isolamento e confirmacdo. Ndo houve o aparecimento de col6nias caracteristicas de

Salmonella (Figura 36) para nenhuma das ragcfes, sendo assim considerada ausente para
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todas, sendo assim dispensado o teste bioquimico e soroldgico para confirmacéo. Mas houve
crescimento de outras coldnias em com excecdo das ragoes 2, 3 e 5 (Figura 37).

Figura 36. Coldnias tipicas de Salmonella.

onte: BBL

Mondial

Figura 37.Col6nias de bactérias que cresceram no meio XLD e Rambach
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Fonte: Acervo pessoal

Para a contagem de coliformes, se utilizou 0 meio Agar Vermelho Violeta Bile Lactose
(VRBA) que era um meio seletivo para detectar e enumerar coliformes, onde foi inoculada
por profundidade a racdo homogeneizada na agua peptonada. Os microrganismos que

fermentam a lactose degradam a lactose do meio, produzindo coldnias purpuras. Nao houve
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nenhuma caracterizacdo significativa da presenca de coliformes. Para a identificacdo de
enterobacterarias se usa 0 mesmo meratodo, mudando apenas o0 meio, usando o agar Violeta
Vermelho Bile Glicose (VRBG), onde também ndo foi quantificado nenhum volume

consideravel de enterobacterarias (Figura 38).
Figura 38. Presenca e auséncia de coliformes

Negativo

/

As col6nias ndo caracteristicas de Salmonella que apareceram nas placas de XLD e
Rambach foram selecionadas a partir de coldnias de diferentes morfologias, transferidas para
agar nutriente, e em seguida levadas para identificacdo no equipamento Vitek (Figura 39),
foram no total 20 coldnias selecionadas, para que houvesse a identificagdo de quais

bacterarias estdo presentes nas ragoes, o resultado esta expresso na tabela 4.
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Figura 39. Utilizacdo do Vitek 2 para identificacdo de bacterarias presente

= Pl -

nas ragoes

Fonte: Acervo pessoal

Tabela 4. Bacterarias encontradas nas ragoes.
Racéo Bacterarias

1 Klebsiella pneumoniae pneumoniae
N&o houve crescimento de bacterarias
N&o houve crescimento de bacterarias
Enterobacter aerogenes
N&o houve crescimento de bacterarias
Klebsiella pneumoniae pneumoniae

Klebsiella pneumoniae pneumoniae

o N o o A WD

Klebsiella pneumoniae pneumoniae;
Enterobacter aerogenes

9 Klebsiella pneumoniae pneumoniae

10 Klebsiella pneumoniae pneumoniae

Raoultella ornithinolytica,

Foi evidente a presenca da Klebsiella pneumoniae pneumoniae, em quase todas as ragdes. A
Klebsiella pertence a familia das enterobacterarias, mesmo ndo aparecendo em grandes
quantidades para contagem a presenca dessa bacteraria, indica uma provavel contaminacgéo
fecal ou ambiental, uma vez que K. pneumoniae pode ser isolada tanto de fezes como da
agua. A presenca dessas bacterarias pode indicar falhas higiénicas ao longo da obtencéo, do
processamento ou da conservacao da racdo. Assim destacando a importancia de manter um

rigoroso cuidado sobre 0 manuseio das materarias primas recebidas por industrias de racdo
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para cdes, visando sempre o controle sanitario-higiénico no processo de fabricagdo e,
especialmente, o armazenamento dessas racOes, tendo em vista que esta pode ter sua

qualidade comprometida quando comercializada a granel, exposta ao ambiente.
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3.0 CONSIDERACOES FINAIS

Com a realizacdo do estagio supervisionado obrigatorio no laboratério de Microbiologia do
LFDA-PE foi possivel vivenciar novas experiéncias, meses onde pude aprimorar
conhecimentos adquiridos na graduacéo, que vao servir para minha formacéo pessoal e como
Zootecnista.

Integrar uma equipe com profissionais altamente qualificados, em um 6rgdo publico me fez
ter uma visdo de futuro ampla. Conviver com as pessoas que integram a equipe do
laboratério de Microbiologia do LFDA-PE, me permitiu ndo sé adquirir conhecimentos
sobre ensaios microbioldgicos, mas entender sobre normas, leis, que acercam a inspe¢do

agropecuaria e seguranca alimentar.
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5.0 ANEXQOS

Anexo 1. Solicitacdo oficial de amostra
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Anexo 2. Termo de rejeicdo de amostras

MRETERID DA ACMCULTURA, PECUARIA E ABASTECMENTD
EECRETAMA DE CEFESA AGROPECL ARIA
GOORDENACGAD DE &AFON0 LASORA T ORLAL

WUMERD DE REGISTRO DA AMOETRA
HO LABORATORIO:

DWMSAD DE ENSANI0S GLANICOS

LABOHRUATORKE
EMOEREGD:

FELEFONMETAX:

E-MaIL-

TERMO DE REJEICAD DE AMOSTRAS

TERMO N*:

VIA W% =<\TA_B>>

DATA: ==DATA_EMISSAO>>

IDENTIFICAGAD DA AMOSTRA: <IDENTIFICACAD ==

MOTVO DA REJEICAD PARA DESCARTE

ESTADD DE COMSERVACAD NAD ACEITAVEL

QUANTIDADE INSUFICIENTE

504 SEM ASSIMATURACARIMBEO DO RESPONSAVEL

PELA COLMEITA

MATRIZ AUSENTE

CINTADE IDENTIFICACAD AUSENTE

MATRIZ INADEQUADA

CINT A DE IDENTIFICACAD DANIFICADA OU ILEGIVEL

EM CONTATO COM O GELOJ/ DEGELD

AMOETRA SEM LACRE

LACRE ViOLADD

504 HAD CORRESPOMDE A AMOSTRA

S04 AUSENTE

LACRE INADEQUADD

EMBALAGEM INADEQLUADA ! DANIFICADA

AMOSTRA COM PRAZOD DE VALIDADE VENCIDD

ERRO NO PREENCHIMENTO DA S04

OUTROS (ESPECIFICAR):

Informacao Complementar:

Responsivel pela Rejeicio da Amosta
Assinaiurs ¢ Carimba

Verificwdo por (Responsivel pela unidmde):
Aszinaturn ¢ Carimbo

Fonte: MAPA
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