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1. Objetivo

Esta Norma prescreve o método para determinacao de bactérias coliformes totais no leite
humano ordenhado pasteurizado, com o objetivo de garantir a qualidade, sob o ponto de vista
microbioldgico, do alimento distribuido pelos Bancos de Leite Humano.

2. Documentos Complementares
Na elaboragéo desta Norma foram consultados:

MB-3463:1991. Bactérias coliformes totais, coliformes fecais e Escherichia coli em alimentos —
Determinacdo do numero mais provavel



Novak, F. R. & Almeida, J. A. G., 2002. Teste alternativo para a deteccao de coliformes em leite
humano. Jornal de Pediatria, 78:587-591.

Portaria MS-322/88. Normas para Implantagao e Funcionamento de Bancos de Leite Humano.
DOU - 26/05/1988

Programa Nacional de Qualidade em Bancos de Leite Humano — Manual do Participante.
Fundagao Oswaldo Cruz — Instituto Fernandes Figueira — Rio de Janeiro. 2002

3. Fundamentos
3.1 Quadro Teérico

O referencial tedrico que confere sustentagao técnico-cientifica aos fundamentos que compdem
esta Norma foi extraido das seguintes fontes:

ALMEIDA, J. A. G., 1986. Qualidade do Leite Humano Coletado e Processado em Bancos de
Leite. Dissertagcado de Mestrado, Vigosa: Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade
Federal de Vicosa.

ALMEIDA, J. A. G., 1992. Fatores de Defesa do Leite Humano: Ecologia microbiana
(flmevideo). 1 cassete VHS, 34 minutos, color., sonoro. Rio de Janeiro: Nucleo de Video —
CICT/Fundagao Oswaldo Cruz.

ALMEIDA, J. A. G., 1992. O Leite Humano: aspectos relativos a composig¢éao (filme-video). 1
cassete VHS, 34 minutos, color., sonoro. Rio de Janeiro: Nucleo de Video — CICT/Fundagao
Oswaldo Cruz.

NOVAK, F. R. & ALMEIDA, J. A. G., 2002. Teste alternativo para a deteccao de coliformes em
leite humano. Jornal de Pediatria, 78:587-591.

3.2 Principio

O controle de qualidade microbiolégico do leite humano ordenhado praticado pela Rede
Nacional de Bancos de Leite Humano no Brasil segue a légica preconizada para alimentos, que
institui a utilizagdo de microrganismos indicadores de qualidade sanitaria. Neste contexto, o
grupo coliforme tem ocupado lugar de destaque, por ser de cultivo simples, economicamente
viavel e seguro, minimizando a possibilidade de resultados falso-positivos.

A partir do procedimento classico para detecgao de coliformes totais, foi desenvolvida uma
metodologia alternativa que consiste no inéculo de quatro aliquotas de 1ml cada, pipetadas de
forma independente, em tubos com 10ml de Caldo Verde Brilhante (BGBL) a 5% p/v, com tubos
de Durham em seu interior. Apds a inoculagéo e incubagdo a 36 + 10C, a presenga de gas no
interior do tubo de Durham caracteriza resultado positivo. O tubo positivo, por sua vez, deve ser
repicado, com auxilio de al¢a bacteriologica, para tubos contendo BGBL na concentragcéo de
40g/L. Apds a incubacado destes tubos por igual periodo, a presenca de gas confirma a
existéncia de microrganismos do grupo coliforme, tornando o produto impréprio para consumo.

A metodologia alternativa e a classica néo diferem entre si, quando comparadas pelo teste de
Qui-Quadrado, ao nivel de 5% de probabilidade.



4. Aparelhagem
A aparelhagem necessaria a execugéo do ensaio devera constar de:

a. pipetas sorologicas graduadas de 1ml de capacidade, com algodao nos bocais e
esterilizadas;

b. tubos de Durham;

c. tubos indicados para cultura microbiolégica com capacidade minima de 15ml;
d. autoclave que permita operar por 121°C por 15 minutos;

e. estufa bacteriolégica para cultura, regulada de 35 a 370C com exatidao de + 10C;
f. balanga semi-analitica com sensibilidade de 0,1g;

g. alca bacteriolégica de 0,05ml;

h. bico de Bunsen;

i. béquer para preparo de meio de cultura;

j. tubo de ensaio;

k. frasco de Erlenmeyer

|. estante para suporte, revestida em PVC

m. gelo ou gelo reciclavel

n. caixas isotérmicas revestidas em PVC

5. Execucgao do Ensaio

5.1 Materiais e reagentes

Caldo Verde Bile Brilhante 2% Lactose

Agua destilada ou deionizada

5.2 Procedimento

5.2.1 Preparo dos meios de cultura e reagentes

5.2.1.1 Preparo de Caldo Verde Bile Brilhante — Concentrado (5% p/v)

Pesar 50g do meio de cultura descrito em materiais e reagentes e adicionar a 1 litro de agua
destilada ou deionizada.



Agitar até dissolugdo completa.

Distribuir 10ml do meio de cultura ja preparado em tubos indicados para cultura microbiologica
com capacidade minima de 15ml e colocar os tubos de Durhan invertidos no interior,
juntamente com o meio de cultura.

Esterilizar a 1210C durante 15 minutos, em autoclave.

Apods resfriamento identificar os lotes de tubos com nome do meio, concentracéo e prazo de
validade.

Os tubos com meio de cultura poderao ser mantidos sob refrigeracado a 5°C, conforme capitulo
“Cadeia de Frio”, por até 15 dias.

Certificar-se imediatamente antes de cada utilizacdo que os tubos de Durhan estédo
completamente imersos no meio de cultura e livres de bolhas de ar em seu interior.

5.2.1.2 Preparo de Caldo Verde Bile Brilhante — Simples (4% p/v)

Pesar 40g do meio de cultura descrito em 4.1 e adicionar a 1 litro de agua destilada ou
deionizada.

Agitar até dissolugdo completa.

A seguir, distribuir 9ml do meio de cultura em tubos indicados para cultura microbiolégica com
capacidade minima de 15ml e adicionar os tubos de Durham invertidos.

Esterilizar a 1210C durante 15 minutos, em autoclave.

Apods resfriamento identificar os lotes de tubos com nome do meio, concentragdo e prazo de
validade.

Os tubos com meio de cultura poderédo ser mantidos sob refrigeracao a 5°C, conforme capitulo
“Cadeia de Frio”, por até 15 dias.

Certificar-se imediatamente antes de cada utilizacdo que os tubos de Durhan estédo
completamente imersos no meio de cultura e livres de bolhas de ar em seu interior.

5.2.2 Validagao da esterilizagdo do meio de cultura

ApOs a esterilizagdo, os tubos contendo meio de cultura deverao ser submetidos a testes de
validagdo. Para tanto, 10% de cada lote esterilizado deve ser incubado a temperatura de 37°C
por 24horas. A formagao de gas ou turvagcdo do meio em um unico tubo desqualifica o lote
produzido.

5.2.3 Coleta de material para analise

Apds o tratamento térmico (pasteurizagado), coletar 4 aliquotas de 1ml da amostra a ser
analisada . As aliquotas deverao ser coletadas em pontos diferentes do frasco.



Semear todas aliquotas de uma mesma amostra em um unico tubo de cultura contendo Caldo
Verde Bile Brilhante concentrado. O procedimento devera ser conduzido com rigor
microbiologico, utilizando ambiente estéril, ou campo de chama durante todo o procedimento.

Tampar os tubos contendo o leite com 0 meio de cultura e incuba-los a 36 + 10C durante 24 a
48 horas, em estufa.

5.2.4 Cuidados com a amostra

Cada tubo que receber a amostra deve conter o numero do frasco do qual o leite foi extraido. O
acondicionamento e o transporte das amostras com o produto para analise deverdo ser em
caixas isotérmicas mantendo-se as mesmas condicdes de Cadeia de Frio preconizadas para o
LHO.

5.2.5 Determinagao de coliformes totais

A determinagdo da presencga ou auséncia dos coliformes totais se da pela observancia da
formagao de gas no interior dos tubos de Durhan.

Sao considerados positivos para coliformes aqueles tubos que contenham em seu interior tubos
de Durhan com formagao de bolha (gas), no periodo de 24 a 48 horas de incubagao.

A presenga de gas indica um resultado presuntivo, que devera ser submetido a prova
confirmatoria, obrigatoriamente.

5.2.6 Prova confirmatdéria

A prova confirmatoria para presenga de coliformes se faz utilizando os tubos com resultados
considerados positivos.

Coletar, sob campo de chama, com auxilio da alga bacterioldgica, amostra daquele tubo com
presenca de gas e inocular em meio Caldo Verde Bile Brilhante na concentragcao de 4% pl/v.
Incubar o tubo com o meio Caldo Verde Bile Brilhante na concentracado de 4% p/v e a amostra
em estufa a 36 £ 10C, por 48 horas.

6. Resultados

6.1 Interpretacao

Considera-se para resultado positivo final, aqueles frascos em que houve a formagéo de gas no
teste confirmatario.

6.2 Valores aceitaveis
Uma vez que o objetivo da pasteurizagao é eliminar 100% das bactérias patogénicas, a
presenca de coliforme em amostra de leite pasteurizado caracteriza o produto como impréprio

para consumo.

Os resultados serao expressos como auséncia e presenca de coliformes totais.
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Amostras Presenca Auséncia
Data Analisadas N % N %

Total




Resumo Mensal

Meés: Ano:

Amostras
Analisadas

Presenca

Auséncia

Yo

N

%







