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Apresentação da 6ª edição


			Desde sua primeira edição, em 1997, este livro foi preparado para fornecer um manual de métodos de análise microbiológica de alimentos em português, com metodologia aceita pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). São métodos padronizados e publicados por organizações internacionais renomadas, como a American Public Health Association (APHA), a Food and Drug Administration (FDA), o United States Department of Agriculture (USDA), a AOAC International e a International Organization for Standardization (ISO).


			O principal objetivo do livro é oferecer um manual ilustrado de técnicas de laboratório, com uma visão geral dos métodos disponíveis. O texto foi preparado para atender tanto a profissionais com formação acadêmica quanto a técnicos de laboratório e estudantes sem formação de nível superior. A configuração didática e a visualização dos procedimentos em esquemas passo a passo permitem entender e executar rapidamente o procedimento pretendido. Cada capítulo fornece vários métodos para um determinado exame e também as alternativas simples ou rápidas (kits) disponíveis.


			Na introdução de cada capítulo é feita uma revisão extensiva da literatura, apresentando, a cada nova edição, o que há de mais recente sobre o assunto tratado no capítulo. Dessa forma, o manual oferece um material de conteúdo profundo, moderno e atualizado, que se constitui em base teórica sólida para a compreensão da metodologia e interpretação dos resultados.


			O manual contempla métodos para a enu­me­ração de microrganismos indicadores de con­ta­mina­ção geral (contagem total de aeróbios mesófilos, bactérias lácticas, bolores e leveduras, Pseudomonas spp, clostrídios sulfito redutores); indicadores de higiene e condições sanitárias (coliformes, E. coli, enterococos); esporos de bactérias (mesófilas e termófilas, aeróbias e anaeróbias, acidúricas e acidófilas); fungos deteriorantes (bolores termorresistentes, leveduras osmofílicas, leveduras resistentes aos conservantes) e bactérias patogênicas (Salmonella, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Campylobacter, Cronobacter, E. coli O157:H7, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Yersinia enterocolitica) e também o teste de esterilidade comercial ou causa da deterioração para alimentos enlatados.


			Na 4ª edição o escopo do livro foi ampliado, passando a abordar também a análise microbiológica de água de consumo humano. Foram incluídos vários métodos da American Public Health Association (APHA)/American Water Works Association (AWWA)/Water Environment Federation (WEF) e da ISO para bactérias heterotróficas totais, coliformes totais/termotolerantes/E. coli, enterococos, clostrídios sulfito redutores/Clostridium perfringens e Pseudomonas aeruginosa.


			Na 5ª edição vários métodos foram revisados de acordo com as novas edições das referências usadas, particularmente os da 5ª edição (2015) do Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods, da APHA. Nesta 6ª edição foram revisados particularmente os métodos da ISO, que publicou novas edições de diversas normas apresentadas no Manual (Salmonella, Listeria monocytogenes, Cronobacter, Campylobacter e Yersinia enterocolitica). Outra particularidade foi a introdução de novos métodos que contemplam as alterações promovidas no final de 2019 pela ANVISA nos padrões microbiológicos de alimentos e água engarrafada. Foram incluídos métodos mais simples e rápidos para a contagem direta de E. coli e para a detecção de toxinas estafilocócicas em alimentos.


			Uma terceira particularidade desta 6ª edição foi a introdução, em quase todos os capítulos, de quadros comparativos entre os diferentes métodos disponíveis para o(s) microrganismo(s) em questão. Estes quadros são extremamente úteis aos usuários do manual, na seleção dos procedimentos que mais se adequam à realidade dos seus laboratórios. Os novos itens incorporados e os  que sofreram alterações estão discriminados no índice. Os detalhes das revisões estão descritos no início de cada capítulo.


			Com relação à parte taxonômica, algumas es­pécies bacterianas citadas no Manual sofreram alteração de nomenclatura no período entre a publicação da 5ª e da 6ª edição. Essas alterações não foram inseridas no texto em função da maior familiaridade do leitor com a maioria dos nomes originais. No entanto, as alterações podem ser consultadas no novo Anexo 2 do livro, que apresenta a nomenclatura vigente em dezembro de 2020.
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			Coleta, transporte e estocagem de amostras para análise


			Revisões da 6ª edição


			Item 1.4.3. (corrigido) A temperatura de estocagem de amostras refrigeradas no Compendium é de 0 a 4,4 ºC.


			Item 1.4.3.1 (excluído) As exceções às regras gerais de transporte e estocagem de alimentos refrigerados foram excluídas do Capítulo 1 e mantidas apenas nos capítulos específicos em que se aplicam.


			Item 1.4.5 (revisado) A temperatura de estocagem de amostras de água sob refrigeração recomendada pela 23ª edição do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (Braun-Howland & Hunt, 2017) passou de 8 ºC para 10 ºC, enfatizando-se a recomendação de que essas amostras não devem ser congeladas. O intervalo entre a coleta e a análise de água não potável passou de seis para oito horas.


			1.1. Introdução


			As recomendações contidas nesse capítulo são da American Public Health Association (APHA), descritas na 5ª edição do Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods (Salfinger & Tortorello, 2015), na 23ª edição do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (Braun-Howland & Hunt, 2017) (específicas para a análise de água), na 17ª edição do Standard Methods for the Examination of Dairy Products (Wehr & Frank, 2004) (específicas para a análise de produtos lácteos) e em diversas normas da International Organization for Standardization (recomendadas para ensaios realizados com metodologia ISO).


			Alguns termos utilizados ao longo do texto são oriundos da terminologia relacionada com a amos­tragem de lotes e devem ter seu significado correta­mente compreendido:


			Lote


			Lote é definido como uma quantidade de alimento de mesma composição e características físicas, químicas e sensoriais, produzida e manuseada numa mesma batelada, sob as mesmas condições. Na prática, lote geralmente é a quantidade de alimento produzida dentro de um intervalo de tempo de funcionamento de uma linha de produção, sem interrupção.


			Amostra de lote e unidade de amostra


			Amostra de lote é uma fração do total produzido, retirada ao acaso, para avaliar as condições do lote. No caso de alimentos acondicionados em embalagens individuais, é composta de n embalagens individuais. No caso de grandes massas de alimentos, não acondicionados em embalagens individuais, é composta de n alíquotas do produto. As embalagens ou alíquotas individuais são chamadas de unidades de amostra e, para a avaliação do lote, são analisadas separadamente. A partir do conjunto de resultados da análise das n unidades de amostra, é possível inferir as características de todo o lote, mas o resultado da análise de uma única unidade de amostra não pode ser tomado como representativo do lote.


			Nas análises de Salmonella, cujo padrão em alimentos é ausência em qualquer das unidades de amostra, é comum a prática de compor (misturar) as unidades de amostra, para realizar um único ensaio. A presença na amostra composta é inaceitável, independente de quantas ou quais unidades de amostra estejam contaminadas. Maiores detalhes são apresentados no capítulo específico de Salmonella.


			Planos de amostragem de lotes


			Sempre que se tratar da avaliação de lotes ou partidas, a tomada das n unidades de amostra deverá seguir um plano de amostragem estatístico adequado. Os mais utilizados são os planos de duas ou três classes estabelecidos pela International Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF, 2018), adotados pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA).


			O plano de duas classes classifica os lotes em duas categorias, aceitável ou inaceitável, dependendo dos resultados da análise das n unidades de amostra. É o mais aplicado no caso de ensaios de presença/ausência, como Salmonella, por exemplo, em que a ausência é aceitável e a presença em qualquer das n unidades de amostra é inaceitável.


			O plano de três classes classifica os lotes em três categorias, aceitável, qualidade intermediária mas aceitável e inaceitável. São recomendados para ensaios quantitativos, para os quais o padrão não é ausência, mas sim, valores dentro de uma faixa entre m e M. Os parâmetros utilizados nesses planos, para a tomada de decisões a respeito dos lotes são:


			n: é o número de unidades de amostras a serem colhidas aleatoriamente de um mesmo lote, para serem analisadas individualmente. As n unidades de amostra constituem a amostra representativa do lote. Para ensaios de presença/ausência, não quantitativos (Salmonella ou Listeria monocytogenes, por exemplo) as unidades de amostra poderão ser compostas e realizada uma única análise, porém, na composição das amostras devem ser consultadas e obedecidas as orientações dos capítulos relacionados aos ensaios específicos em questão.


			m: é o padrão microbiológico estabelecido para um dado microrganismo, num dado alimento. Em um plano de três classes esse valor separa um lote aceitável de um lote com qualidade intermediária aceitável.


			M: é um limite tolerável, acima do padrão, que pode ser atingido por algumas (c) unidades de amostra, mas não pode ser ultrapassado por nenhuma. Em um plano de duas classes, M separa o lote aceitável do inaceitável. Em um plano de três classes, separa o lote com qualidade intermediária aceitável do lote inaceitável.


			c: dentre as n unidades de amostra que constituem a amostra representativa do lote, c é o número máximo de unidades que podem ser aceitas com contagens acima do padrão m, desde que não acima do limite M. Nos casos em que o padrão microbiológico é ausência, c é igual a zero e aplica-se o plano de duas classes. 


			Unidade analítica


			A unidade de amostra geralmente contém uma quantidade de produto maior do que a necessária para a análise, porque, ao se coletar uma unidade de amostra, há sempre o cuidado de se tomar quantidades suficientes para estocagem de contra-amostras e prevenção de perdas por acidente. Unidade analítica é a quantidade de alimento efetivamente utilizada na realização de um ou mais ensaios da unidade de amostra. O número de unidades analíticas necessárias para a análise depende do número e tipos de ensaios que serão realizados na mesma unidade de amostra, sendo uma para os ensaios gerais de quantificação (contagem total de aeróbios mesófilos, contagem de bolores e leveduras, contagem de coliformes totais/termotolerantes/E. coli, contagem de S. aureus, contagem de B. cereus, contagem de C. perfringens), uma para cada ensaio de presença/ausência (Salmonella, Listeria monocytogenes e todos os outros que requeiram enriquecimento em caldo específico) e uma para cada outro ensaio que requeira tratamento diferenciado da amostra (contagem de esporos de bactérias, contagem de bolores termorresistentes e outros).


			1.2. Material necessário


			Frascos e utensílios para coleta


			□ 	Frascos ou bolsas plásticas estéreis de capacidade variada


			□ 	Espátulas


			□ 	Facas


			□ 	Colheres


			□ 	Tesouras


			□ 	Pinças


			□ 	Caladores


			□ 	Amostradores verticais de tubo duplo


			□ 	Amostradores tipo “corer”


			□ 	Furadeira elétrica e brocas esterilizadas


			□ 	Caixas de isopor com gelo seco ou sachês de gelo reutilizável em gel


			Reagentes e diluentes


			□ 	Etanol 70%


			□ 	Solução de hipoclorito de sódio a 100 mg/l (100ppm)


			□ 	Solução de tiossulfato de sódio (Na2S2O3) 3% ou 10%


			Equipamentos


			□ 	Freezer com temperatura de 15 °C negativos (20 °C negativos no Compendium)


			□ 	Refrigerador com temperatura entre 1 e 5 °C (0 °C e 4,4 °C no Compendium)


			1.3. Coleta de amostras para análise


			O capítulo 2 do Compendium (Taylor et al., 2015) recomenda que amostras de alimentos acondicionados em embalagens individuais sejam coletadas e encaminhadas ao laboratório na sua embalagem comercial original, fechada e intacta. Cada embalagem unitária do produto constitui uma unidade de amostra e devem ser coletadas tantas unidades de amostra quantas forem requeridas pelo plano de amostragem. Se a embalagem unitária contiver uma quantidade de alimento insuficiente para as análises e guarda de contra amostras, deve-se coletar várias embalagens unitárias, como parte de uma mesma unidade de amostra. No momento da análise, deve-se juntar o conteúdo dessas diversas embalagens em um único frasco estéril, misturando-se bem e retirar a unidade analítica da mistura. Se o produto não permitir mistura, deve-se tomar, de cada uma das embalagens unitárias, porções de peso aproximadamente igual, para compor a unidade analítica daquela unidade de amostra.


			No caso de alimentos contidos em tanques ou grandes embalagens, impossíveis de serem transportadas ao laboratório, deve-se transferir porções representativas da massa total para frascos ou bolsas de coleta estéreis, sob condições assépticas.


			1.3.1. 	Seleção e preparação de frascos para coleta de alimentos acondicionados em embalagens não individuais


			Utilizar frascos ou bolsas com tampas à prova de vazamentos, de material não tóxico, aprovado para contato com alimentos e, de preferência, autoclaváveis ou pré-esterilizados. Não é recomendável o uso de frascos de vidro, devido ao risco de quebra, contaminação do ambiente de coleta com cacos de vidro e perda do conteúdo 


			Escolher frascos com tamanho adequado para a quantidade de alimento que será coletada. Para definir a quantidade de amostra a ser coletada, considerar que cada unidade de amostra deve conter, no mínimo, duas vezes o número de unidades analí­ticas que serão utilizadas nos ensaios, de preferência, três a quatro vezes esse valor, para a separação da contra-amostra e prevenção de possíveis perdas. Levar em conta, ainda, o fato de que os frascos de coleta não devem ser completamente preenchidos pelo alimento, sendo recomendável utilizar, no máximo, três quartos de sua capacidade, para facilitar a posterior homogeneização da amostra, antes da retirada da(s) unidade(s) analítica(s).


			Os frascos e utensílios não pré-esterilizados que serão utilizados na coleta (espátulas, colheres, tesouras, pinças, caladores etc.) devem, de preferência, ser esterilizados individualmente em autoclave (121±3 ºC pelo menos por 15 minutos) ou em estufa de esterilização (170±10 ºC pelo menos por uma hora) (ISO 7218:2007/Amd.1:2013). Alguns outros métodos que podem ser utilizados como alternativa são a flambagem em chama, a imersão em etanol e combustão do álcool (pode não eliminar esporos) e o tratamento com soluções desinfetantes. Nesse último caso devem ser usados desinfetantes aprovados para superfícies de contato com alimentos, aplicados conforme a orientação dos fabricantes e seguidos de 12 enxágues com água purificada estéril, para a remoção dos resíduos. Frascos ou bolsas não estéreis que apresentem, num teste de lavagem da superfície interna, contagem de microrganismos viáveis menor do que 1 UFC/ml de capacidade, podem ser utilizados sem esterilização prévia.


			1.3.2. Procedimentos para a coleta de alimentos acondicionados em embalagens não individuais


			a)	Antes de iniciar a coleta da unidade de amostra, promover uma mistura de toda a massa de alimento, para garantir que a distribuição dos microrganismos seja homogênea. Retirar então, com utensílios ou instrumentos adequados, a quantidade de produto necessária para compor a unidade de amostra.


			b)	Se não for possível promover a mistura da massa de alimentos antes do início da amostragem, retirar porções de diferentes partes do conteúdo, até obter a quantidade de produto adequada para compor a unidade de amostra. Evitar a retirada de porções das regiões próximas à superfície ou abertura do tanque ou volume.


			b1) Para coletar amostras de pó, em diferentes partes de tanques ou grandes embalagens, podem ser utilizados caladores ou amostradores verticais de tubo duplo, com comprimento suficiente para atingir o centro da massa de alimento. Usar um amostrador estéril diferente para cada unidade de amostra coletada, ou desinfetar o instrumento entre uma amostragem e outra.


			b2) Para compor uma unidade de amostra com porções de diferentes pontos de alimentos em grandes peças sólidas, deve-se usar facas, pinças e fórceps estéreis para cortar pedaços menores do alimento.


			b3) No caso de grandes blocos de alimentos congelados, como blocos de pescados e frutos do mar, blocos de ovo líquido etc., o mais adequado é utilizar uma furadeira elétrica (com a broca previamente esterilizada) combinada com um funil estéril. A broca é inserida no funil (cujo diâmetro de abertura inferior deve ser apenas ligeiramente maior que o diâmetro da broca) e encostada no ponto do bloco que se deseja amostrar. Liga-se a furadeira e as raspas congeladas do alimento vão-se dirigindo para a superfície, sendo coletadas no funil, de onde podem ser transferidas para um frasco de coleta adequado.


			b4) Quando a coleta for feita através de torneiras ou tubulações, limpar a parte externa da saída com etanol 70%, flambar, se o material for resistente ao fogo, e deixar escoar uma certa quantidade do produto, antes de iniciar a coleta. Isso vai promover uma lavagem da tubulação e remover os resíduos acumulados.


			b5) Para a amostragem de margarina e produtos similares (“spreads”) a ISO 6887-4:2017  recomenda remover a camada externa (3 a 5mm) e retirar as unidades de amostra com um amostrador tipo “corer”, previamente esterilizado. Introduzir o instrumento na diagonal, sem atingir o fundo, rodar num círculo completo e retirar, trazendo uma porção cônica do produto.


			c)	Lembrar que a superfície externa dos frascos e bolsas de coleta não é estéril. Assim, não segurar os frascos ou bolsas diretamente acima da massa de alimento, pois podem cair ou introduzir contaminantes no produto. Da mesma forma, nunca introduzir um frasco de coleta diretamente no produto, mas sim, utilizar um utensílio adequado para retirar as unidades de amostra.


			d)	Ao retirar o instrumento de coleta cheio com o produto coletado, não manuseá-lo sobre os outros instrumentos pré-esterilizados, pois respingos do alimento podem contaminar os que serão utilizados posteriormente.


			e)	Abrir os frascos ou bolsas de coleta apenas o necessário para introduzir o produto e fechar imediatamente.


			f)	Não tocar a superfície interna dos frascos ou bolsas de coleta e suas tampas.


			g)	Alimentos contaminados podem conter microrganismos perigosos para a saúde. Essas amostras devem ser coletadas por pessoal bem treinado na manipulação de microrganismos, ciente dos cuidados necessários para sua própria proteção. Na dúvida, tratar cada amostra como se estivesse contaminada.


			1.3.3. Coleta de alimentos envolvidos em casos de doenças de origem alimentar (DTAs)


			O capítulo 2 do Compendium (Taylor et al., 2015) recomenda coletar e analisar amostras de todos os alimentos suspeitos, o mais cedo possível. Entretanto, não adianta coletar amostras de alimentos que tenham sofrido abuso de temperatura ou que já se encontrem em estado de parcial deterioração. Os resultados dessas análises serão de pouca ou nenhuma utilidade para as conclusões da investigação. Se não houver sobras das refeições suspeitas, pode-se tentar uma das seguintes alternativas: coletar amostras de refeições similares, preparadas posteriormente sob as mesmas condições, coletar amostras dos ingredientes e matéria-prima utilizados na preparação das refeições suspeitas e coletar os vasilhames onde as refeições suspeitas se encontravam acondicionadas 


			1.3.4. Coleta de amostras de água


			O capítulo 60 do Compendium (Robin & Feng, 2015) trata da coleta de água engarrafada, considerada pelo Codex Alimentarius como alimento. Essas amostras devem ser coletadas na embalagem original, lacrada. Em havendo interesse ou necessidade de coletar volumes menores, a partir de embalagens de maior capacidade, deve-se homogeneizar todo o conteúdo, invertendo a embalagem várias vezes, desinfetar o bocal com etanol 70% e, em condições assépticas, abrir o lacre com uma faca ou tesoura estéril ou flambada. Desprezar o volume inicial e coletar a amostra em um frasco estéril adequado.


			Para a coleta de outros tipos de água, a parte 9060A da 23a edição do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (Braun-Howland & Hunt, 2017) traz as seguintes orientações:


			a)	Para coletar amostras de torneiras e tubulações, limpar a área externa da saída com uma solução de hipoclorito de sódio a 100 mg/l ou com etanol 70%, flambando, se o material for resistente ao fogo. Abrir totalmente a torneira e deixar a água fluir por 2 a 3 minutos, para limpar a tubulação. Reduzir o fluxo para coletar a amostra sem respingos para fora do frasco de coleta.


			b)	Para coletar amostras de água de poço ou cisterna com bomba, bombear a água por cinco a 10min, para estabilizar a temperatura da água antes da coleta. Se não houver uma bomba, preparar os frascos de coleta com um peso na base e introduzir o frasco diretamente no poço. É necessário cuidado para não contaminar a amostra com material acumulado na superfície da água.


			c)	Para coletar amostras de água de rios, lagos ou reservatórios, segurar o frasco de coleta pela base e mergulhar abaixo da superfície da água, com a boca para baixo. Direcionar a boca do frasco para a corrente de água e elevar ligeiramente, para que a água fique retida. Se não houver corrente de água, empurrar o frasco para frente horizontalmente, no sentido contrário ao da mão.


			d)	Amostras de água clorada devem ter o cloro residual neutralizado imediatamente após a coleta, para impedir a continuação do seu efeito bactericida sobre a microbiota presente. Para tanto, adicionar aos frascos de coleta, antes da esterilização, 0,1  ml de uma solução 3% de tiossulfato de sódio (Na2S2O3), para cada 100  ml de amostra que se pretende coletar. Essa quantidade é suficiente para neutralizar 5 mg de cloro residual por litro de amostra. Nas situações em que a concentração de cloro residual seja superior a 5 mg/l, utilizar 0,1  ml de uma solução 10% de tiossulfato de sódio, para cada 100  ml de amostra que se pretende coletar. Essa quantidade é suficiente para neutralizar 15 mg de cloro residual por litro de amostra. Podem também ser utilizadas bolsas plásticas ou frascos estéreis, disponíveis comercialmente já contendo o tiossulfato de sódio. Se a amostra for coletada e enviada ao laboratório pelo próprio interessado, sem a prévia neutralização do cloro, adicionar a solução de tiossulfato de sódio estéril imediatamente após a chegada da amostra, sob condições assépticas.


			1.4. Transporte e estocagem de amostras até o momento da análise


			Como regra geral, deve-se transportar e estocar amostras de alimentos da mesma forma como o produto é normalmente transportado e estocado na sua comercialização. As orientações abaixo devem ser observadas para garantir a integridade do produto até o momento das análises:


			1.4.1. Transporte e estocagem de alimentos com baixa atividade de água


			Alimentos desidratados, secos ou concentrados são estáveis microbiologicamente, podendo ser transportados e estocados à temperatura ambiente. Devem, entretanto, ser protegidos contra a umidade.


			1.4.2. Transporte e estocagem de alimentos congelados


			Amostras de alimentos comercializados na forma congelada devem ser transportadas e mantidas congeladas até o momento da análise, não podendo sofrer descongelamento total ou parcial durante o transporte. O capítulo 2 do Compendium (Taylor et al., 2015) recomenda que a temperatura de estocagem dessas amostras não seja superior a 20  ºC negativos. A ISO 7218:2007/Amd.1:2013 recomenda temperatura de 15 ºC negativos, de preferência 18 ºC negativos.


			O transporte deve ser feito em caixas de isopor com gelo seco, porém, certos cuidados devem ser observados. O produto não deve entrar em contato com o gelo seco porque a absorção do CO2 pode alterar o pH. Se a tampa da embalagem não vedar a entrada de gases e/ou se embalagem for permeável aos gases e/ou se tornar quebradiça com o frio, deve-se usar uma embalagem secundária. Geralmente um embrulho em papel grosso é suficiente para prevenir esse problema.


			Rótulos e etiquetas usados na identificação das amostras devem ser à prova d’água, para prevenir a perda dos dados.


			1.4.3. Transporte e estocagem de alimentos refrigerados


			Amostras de alimentos comercializados na forma refrigerada devem ser transportadas e mantidas sob refrigeração desde a coleta até o momento da análise. Na impossibilidade de se proceder à análise no intervalo de 36 horas as amostras devem ser congeladas (há exceções apresentadas nos capítulos específicos do Manual). A ISO 7218:2007/Amd.1:2013 recomenda transporte entre 2 ºC e 8 ºC, estocagem a 3±2 ºC e intervalo máximo de 36h entre a coleta e a análise (24h no caso de amostras altamente perecíveis). Na impossibilidade de se proceder à análise no intervalo de tempo preconizado, as amostras devem ser congeladas e mantidas nas mesmas condições descritas para amostras congeladas (item 1.4.2), desde que o congelamento não interfira na recuperação do(s) microrganismo(s) alvo (as exceções são apresentadas nos capítulos específicos do Manual).


			O capítulo 2 do Compendium (Taylor et al., 2015) recomenda que o transporte seja feito em caixas de isopor com gelo, sendo recomendável o uso de sachês de gelo reutilizável em gel, para evitar o acúmulo de líquido nas caixas. Na indisponibilidade de gelo em gel, pode ser utilizado gelo comum, desde que acondicionado em bolsas plásticas. Caixas bem fechadas, com espaço amplo para gelo, suficiente para envolver todos os frascos de amostra, podem manter temperaturas de refrigeração adequadas por até 48 horas, na maioria das situações. Como regra geral, essas amostras não devem ser congeladas, por isso, não é recomendável o uso de gelo seco nas caixas de isopor. Se o tempo de trânsito for prolongado e houver necessidade de usar gelo seco, as embalagens de amostras não devem entrar em contato direto com as embalagens de gelo seco, para evitar o congelamento. Rótulos e etiquetas usados na identificação das amostras devem ser a prova d’água, para prevenir a perda dos dados.


			1.4.4. Transporte e estocagem de alimentos comercialmente estéreis em embalagens herméticas


			Alimentos comercialmente estéreis com embalagens em condições normais podem ser transpor­tados e estocados à temperatura ambiente, devendo ser protegidos contra exposição a temperaturas superiores a 40 ºC (ISO 7218:2007/Amd.1:2013). Refrigerantes engarrafados, comercializados à temperatura ambiente, também podem ser transportados e estocados nessas condições.


			Segundo o capítulo 62 do Compendium (Parkinson & Francis, 2015), embalagens estufadas devem ser acondicionadas em bolsas plásticas devido ao perigo de vazamento de material de alto risco microbiológico. O transporte e a estocagem podem ser feitos sob refrigeração, para prevenir explosão, mas se houver suspeita de deterioração por bactérias termófilas, lembrar que a refrigeração pode destruir as células vegetativas.


			1.4.5. Transporte e estocagem de amostras de água


			O Capítulo 60 do Compendium (Robin & Feng, 2015) recomenda:


			a)	Para água engarrafada na embalagem original, lacrada, transporte e estocagem à temperatura ambiente, sem necessidade de refrigeração. Não há exigências quanto ao intervalo de tempo entre a coleta e a análise.


			b)	Para embalagens abertas ou amostras transferidas para outros frascos, transporte e estocagem sob refrigeração e intervalo entre coleta e análise preferencialmente de 8h, não devendo ultrapassar 24h.


			Para outros tipos de água, a parte 9060B da 23a edição do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (Braun-Howland & Hunt, 2017) traz a seguinte orientação:


			c)	Como regra geral, transporte e estocagem sob refrigeração (menor que 10 ºC sem congelar) e intervalo entre coleta e análise não superior a 24h.


			d)	Para avaliação da conformidade de água potável, transporte e estocagem sob refrigeração (menor que 10 ºC sem congelar) e intervalo entre coleta e análise não superior a 30h, para quantificação de coliformes, ou 8h, para a quantificação de heterotróficos (contagem total de aeróbios mesófilos em placas).


			e)	Para a avaliação da conformidade de água não potável, transporte e estocagem sob refrigeração (menor que 10 ºC sem congelar) e intervalo entre coleta e análise não superior a 8h.


			1.5. Recepção de amostras para análise


			Na recepção de amostras para análise no laboratório, devem ser observadas as condições da embalagem e as condições em que foi feito o transporte, antes da aceitação do pedido de análise. Deve ser recusada qualquer amostra com embalagem rasgada, furada, violada, com corpos estranhos ou qualquer outro tipo de defeito, bem como amostras transportadas sob condições inadequadas. Se o interessado estiver encaminhando amostra com embalagem já aberta ou com selo violado (comum no caso de amostras encaminhadas para responder à reclamações de consumidores, por exemplo), pode-se proceder à análise, dependendo do tipo de embalagem, tipo de produto e microrganismos investigados, porém, as condições em que a amostra foi recebida devem constar da identificação da amostra e do laudo final de análise. 
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			Preparação de amostras para análise


			Revisões da 6ª edição


			Itens 2.3.1 e 2.5 (revisados) Na ISO 6887-1:2017 a incerteza aceitável na medição de volumes passou de 5% para 2%.


			Item 2.3.2 (revisado) Revisados os procedimentos para retirada da unidade analítica de amostras congeladas.


			Item 2.4.1 (revisado) Revisados os diluentes para preparo de amostras.


			Item 2.5 (revisado) Revisadas as recomendações da ISO 6887-4:2017, com as seguintes alterações: para produtos duros e secos e para produtos com baixa umidade foi recomendado um período de repouso antes da preparação da segunda diluição (cerca de uma hora entre 18 °C e 27 °C).


			Anexo 2.1 (h) (corrigido) A segunda camada de carne, removidas carcaças ou cortes de carne após a cauterização, é 1 cm de profundidade (não 1 mm).


			Anexo 2.1 (i-j-m) (revisados) de acordo com a ISO 6887-3 (2017).


			Anexo 2.1 (n) (novo) Incluído de acordo com a ISO 6887-3 (2017).


			Anexo 2.2 (f) (revisado) de acordo com a ISO 6887-1 (2017).


			Anexo 2.2 (r-s) (revisados) de acordo com a ISO 6887-3 (2017)


			2.1. Introdução


			As orientações contidas nesse capítulo são da American Public Health Association (APHA), descritas na 5ª edição do Compendium of Methods for Microbiological Examination of Foods (Salfinger & Tortorello, 2015), na 23ª edição do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (Braun-Howland & Hunt, 2017) (específicas para a análise de água), na 17ª edição do Standard Methods for the Examination of Dairy Products (Wehr & Frank, 2004) (específicas para a análise de produtos lácteos) e de várias normas da International Organization for Standardization (ISO 6887-1:2017, ISO 6887-2:2017, ISO 6887-3:2017, ISO 6887-4:2017, ISO 6887-5:2010 e ISO 7218:2007/Amd.1:2013 (recomendadas para ensaios realizados com metodologia ISO).


			A preparação das amostras para a análise envolve três etapas, que são a homogeneização do conteúdo e retirada da unidade analítica, a preparação da primeira diluição da unidade analítica e a preparação de diluições decimais seriadas, para inoculação nos meios de cultura.


			Antes de iniciar os procedimentos, recomenda-se que sejam observados alguns cuidados, para garantir que as atividades sejam conduzidas sob condições assépticas:


			▪ Assegurar-se de que a área de trabalho esteja limpa e as portas e janelas fechadas, para evitar correntes de ar.


			▪ Desinfetar todas as superfícies de trabalho com um desinfetante adequado (etanol 70%, cloreto de benzalcônio a 500ppm, hipoclorito de sódio ou outro composto de cloro a 200ppm são adequados).


			▪ Assegurar-se de que todo o material necessário esteja disponível nas bancadas.


			▪ Lavar as mãos e desinfetar com um desinfetante adequado ao contato com a pele. Se requerido, colocar luvas, verificando a necessidade ou não de luvas nos capítulos específicos de ensaios com patógenos.


			▪ Trabalhar preferencialmente no interior de capelas de fluxo laminar vertical, para prevenir a contaminação da amostra pelo ambiente e do ambiente e do analista pela amostra. Na indisponibilidade de uma capela de fluxo laminar, trabalhar na região próxima à chama de um bico de Bunsen que, em bom funcionamento, deve ter a chama azulada. Na manipulação de amostras em pó não é recomendável trabalhar na chama de bico de Bunsen. A ISO 7218:2007/Amd 1:2013 estabelece o uso de uma área separada ou de uma capela de fluxo laminar.


			▪ Evitar a formação de aerossóis ao abrir tubos, frascos ou placas depois de agitar, ao liberar o conteúdo de pipetas ou ao flambar alças de inoculação.


			▪ Nunca pipetar com a boca, mas sim, usando pipetadores.


			▪ Depois de usados, acomodar as pipetas e outros utensílios em bandejas de descarte, não diretamente sobre as bancadas.


			▪ Todos os instrumentos e utensílios utilizados na abertura das embalagens e retirada das unidades analíticas (tesouras, pinças, facas, espátulas etc.) devem ser previamente esterilizados (em autoclave ou estufa de esterilização) ou mergulhados em etanol 70% e flambados no momento do uso.


			▪ Antes de abrir as embalagens, desinfetar a área externa com etanol 70%, mantendo o contato até a evaporação do álcool. No caso de embalagens flexíveis, cortar com uma tesoura estéril. No caso de embalagens rígidas com tampa rosqueável, desrosquear e remover a tampa assepticamente. No caso de latas com sistema de abertura tipo “easy open”, abrir assepticamente e remover a tampa. No caso de latas sem sistema “easy open”, usar um abridor de latas estéril. No caso de latas, vidros, caixinhas e outras embalagens destinados ao teste de esterilidade comercial, devem ser seguidos procedimentos diferenciados, descritos no Capítulo específico. Esses procedimentos objetivam garantir a integridade da selagem, para análises posteriores da embalagem, se necessárias. 


			▪ Observar e anotar qualquer anormalidade nas embalagens ou no conteúdo interno, como estufamento, vazamento, odor e/ou aparência estranha, presença de corpos estranhos etc.


			2.2. Material necessário


			Reagentes e diluentes


			□ 	Diluentes: variam em função do método e da amostra, devendo ser consultados o Quadro 2.1 e os Anexos 2.1 e 2.2.


			□ 	Etanol 70% (álcool 70)


			□ 	Álcool iodado 3:1


			Equipamentos


			□ 	Capela de fluxo laminar vertical


			□ 	Bico de Bunsen


			□ 	“Shaker”


			□ 	Refrigerador com temperatura abaixo de 4,4 oC


			□ 	Banho-maria com temperatura regulável na faixa de 44 a 47 ºC


			□ 	Balança calibrada


			□ 	Liquidificador


			□ 	Homogeneizador peristáltico (“stomacher”)


			□ 	Agitadores tipo “vortex”


			Instrumentos e utensílios


			□ 	Tesouras


			□ 	Pinças


			□ 	Facas


			□ 	Pipetas de capacidade variada


			□ 	Swabs e esponjas para amostragem de superfícies


			□ 	Moldes para amostragem de superfícies


			□ 	Bandejas de descarte


			2.3. Homogeneização da amostra e retirada da unidade analítica


			Unidade analítica é a quantidade de material retirado da amostra para ser utilizado na realização de um ou mais ensaios. O número de unidades analíticas que devem ser retiradas e a quantidade de material em cada unidade analítica dependem do número e tipos de ensaios que serão realizados na mesma amostra. De maneira geral são necessárias:


			a)	Uma unidade analítica para cada ensaio de presença/ausência com enriquecimento em caldo específico. Esses ensaios geralmente são Alicyclobacillus, Salmonella, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Campylobacter, Escherichia coli O157:H7, Cronobacter, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus e Vibrio vulnificus). A quantidade de material em cada uma dessas unidades analíticas é definida nos capítulos específicos para esses ensaios.


			b)	Uma unidade analítica para cada ensaio com tratamento diferenciado da amostra. Esses ensaios geralmente são esterilidade comercial, contagem de esporos de bactérias e contagem de bolores termorresistentes. A quantidade de material em cada uma dessas unidades analíticas também é definida nos capítulos específicos para esses ensaios.


			c)	Uma unidade analítica para os ensaios gerais de quantificação. Os ensaios gerais de quantificação compreendem a contagem total de aeróbios mesófilos ou psicrotróficos, a contagem de bolores e leveduras, a contagem de bactérias lácticas, a contagem de enterococos, a contagem de enterobactérias, a contagem de coliformes totais/termotolerantes/E. coli, a contagem de S. aureus, a contagem de B. cereus, a contagem de C. perfringens e a contagem de Pseudomonas. Esses ensaios são feitos com a mesma unidade analítica que, no Brasil, geralmente é de 25 gramas ou mililitros da amostra. De acordo com a ISO 6887-1 (2017), o mínimo de 10 g (ou 10 ml) é especificado para testes de enumeração em muitas normas específicas. Para testes qualitativos, a unidade analítica normalmente é de 25 g (ou 25 ml), embora quantidades alternativas possam ser usadas. O Capítulo 2 do Compendium (Taylor et al., 2015), recomenda que seja de 50g para alimentos sólidos e 10, 11 ou 50 ml para produtos líquidos. Entretanto, nos capítulos específicos, a quantidade recomendada na maioria dos casos é de 25g ou menor. Assim, unidades analíticas de 25g atendem às exigências da ISO 6887-1 (2017) e, também, às do Compendium, para a maioria dos ensaios. Há casos diferenciados em que a unidade analítica deve ser maior ou menor do que o especificado aqui, devendo ser consultado o Anexo 2.2, para verificar essas exceções.


			Antes da retirada da(s) unidade(s) analítica(s), o conteúdo da amostra deve ser bem homogeneizado, para garantir que a porção removida seja representativa de todo o material. Os procedimentos para se conseguir uma boa homogeneização são diferentes para produtos líquidos, produtos sólidos e produtos com contaminação predominantemente superficial, conforme apresentado abaixo.


			2.3.1. Procedimento para a homogeneização e retirada da unidade analítica de produtos líquidos


			No caso de amostras líquidas (viscosidade não maior que a do leite) acondicionadas em frascos com espaço suficiente para a agitação, inverter a embalagem 25 vezes. Se o frasco apresentar mais de 2/3 do espaço preenchido, inverter 25 vezes num arco de 30cm, em sete segundos. Se não houver espaço livre para agitação, utilizar um segundo frasco, estéril e transferir a amostra de um frasco para o outro, por três vezes. Se houver formação de espuma, aguardar que a espuma disperse. Se a amostra for gaseificada (refrigerantes produtos similares), transferir o conteúdo para um frasco estéril de boca larga e, com a tampa ligeiramente aberta, agitar em “shaker” até a completa expulsão dos gases (essa etapa pode ser dispensada se a unidade analítica for transferida diretamente para o frasco de filtração, nos ensaios pelo método da filtração em membrana).


			Retirar a unidade analítica com uma pipeta, inserida numa profundidade não maior do que 2,5cm abaixo da superfície do líquido. A medida deve ser volumétrica e o intervalo entre a homogeneização da amostra e a retirada da unidade analítica não deve ultrapassar 3min. O capítulo 2 do Compendium (Taylor et al., 2015) não estabelece limite para a incerteza da medição do volume que, segundo a ISO 6887-1 (2017), não deve ser maior que 2%.


			2.3.2. Procedimento para a homogeneização e retirada da unidade analítica de produtos sólidos ou líquidos concentrados


			No caso de amostras sólidas ou líquidos concentrados, seguir as orientações do Anexo 2.1, que define os procedimentos mais adequados de homogeneização e retirada da unidade analítica de diferentes tipos de alimentos. O capítulo 2 do Compendium (Taylor et al., 2015) recomenda que a incerteza da medição da massa não seja maior do que 0,1g. A ISO 6887-1 (2017) recomenda que não exceda 5%.


			Se a amostra estiver congelada, o capítulo 2 do Compendium (Taylor et al., 2015) recomenda descongelar sob refrigeração (≤4,4 oC) por não mais de 18 horas, na embalagem original. Alternativamente, podem ser usadas temperaturas mais altas, mas não superiores a 40 oC e por não mais do que 15 minutos. Nesse caso, é requerida a agitação frequente da amostra, para facilitar o descongelamento. O uso de um banho com temperatura controlada e agitação é recomendável. A ISO 6887-1 (2017) recomenda descongelar sob refrigeração (5±3 ºC) por não mais que 24 horas, na embalagem original. Alternativamente podem ser usadas temperaturas mais altas (18 a 27 ºC) por não mais de três horas, mas, ao contrário do Compendium, a ISO não recomenda descongelar em banho-maria ou sob água corrente, porque, segundo a norma, isso poderia resultar em contaminação da amostra se a embalagem não for à prova d’água. No caso de grandes blocos de alimentos congelados, que não podem ser descongelados nas condições preconizadas acima, pode ser seguido o procedimento recomendado pela ISO 6887-1 (2017). Utilizando uma furadeira elétrica (com a broca previamente esterilizada) faça furos em vários pontos da peça, mantendo a velocidade da broca em não mais de 900 rpm, para evitar a fusão ou dispersão das raspas do produto. Recolher as raspas congeladas em um recipiente estéril ou saco plástico, de onde o número necessário de unidades analíticas podem ser tomadas. Toda a operação de amostragem não deve causar um aumento significativo na temperatura da amostra. Para peixes, crustáceos, moluscos e similares congelados, a ISO 6887-3 (2017) recomenda usar a broca ou, alternativamente, descongelar à temperatura ambiente (18 a 27 ºC) por não mais do que três horas.


			Se a amostra for heterogênea, composta por diferentes camadas de composições distintas (bolos recheados, tortas, sobremesas e outros pratos prontos para consumo, por exemplo), a ISO 6887-4 (2017) recomenda compor a unidade analítica com porções das diferentes camadas, levando em conta a proporção presente no produto. Alternativamente, homogeneizar todo o conteúdo da amostra e retirar a unidade analítica do macerado.


			Se a quantidade de amostra encaminhada para a análise for menor do que a(s) unidade(s) analítica(s) requerida(s), o capítulo 2 do Compendium (Taylor et al., 2015) recomenda submeter metade à análise, reservando a outra metade como contra-amostra. Se a homogeneização da amostra for feita em liquidificador, a quantidade de amostra mais diluente (primeira diluição 10-1) no copo do liquidificador deve ser suficiente para cobrir as facas do aparelho. Para produtos cárneos, a ISO 6887-2 (2017) recomenda usar todo o material nos ensaios.


			2.3.3. Procedimento para a retirada da unidade analítica pela técnica do esfregaço de superfície


			A técnica do esfregaço de superfície aplica-se aos alimentos cuja contaminação é predominantemente superficial, como carcaças de bovinos, suínos, aves e peixes. Aplica-se também à análise de superfícies de equipamentos, mesas, utensílios e embalagens.


			O esfregaço pode ser feito com “swabs” estéreis ou, se a área amostrada for grande, com esponjas estéreis. Esse material pode ser adquirido em embalagens individuais, estéreis. As esponjas podem ser substituídas por tampões de algodão estéreis, preparados no laboratório. Os “swabs” também podem ser preparados no laboratório, com hastes de madeira de aproximadamente 15cm de comprimento por 3mm de diâmetro e a parte absorvente em algodão com aproximadamente 2cm de comprimento por 5mm de diâmetro.


			2.3.3.1. Amostragem com “swabs”


			Preparar tubos ou frascos com 10 ml de um diluente adequado, sendo recomendados pelo capítulo 2 do Compendium (Taylor et al., 2015) a Água Peptonada 0,1% (H2Op) ou o Tampão Fosfato pH 7,2 (PB) e pela ISO 6887-1 (2017) a Água Salina Peptonada (H2Osp) ou a Água Peptonada Tamponada (BPW). Retirar o “swab” de sua embalagem estéril, segurando a haste na extremidade oposta à do algodão. Umedecer o algodão no diluente, comprimindo-o contra as paredes do frasco para remover o excesso de líquido.


			Usando um molde estéril de 50cm2, delimitar a área a ser amostrada, segurando o molde firmemente contra a superfície. Aplicar o “swab” com pressão, descrevendo movimentos da esquerda para a direita e depois de baixo para cima. Rodar o “swab” continuamente, para que toda a superfície do algodão entre em contato com a amostra. Após a aplicação, transferir o “swab” para o tubo ou frasco de diluente, quebrando a parte manuseada da haste na borda interna do tubo ou frasco, antes de mergulhar o restante do “swab” no diluente. Repetir esse procedimento mais uma vez, sobre a mesma área, usando um “swab” seco. Recolher o segundo “swab” no mesmo frasco ou tubo de diluente.


			O líquido de coleta dos “swabs” pode ser utilizado tanto nos ensaios gerais de quantificação como nos ensaios de presença/ausência, que requerem enriquecimento em caldo diferenciado (no segundo caso, seguir as orientações dos capítulos específicos). Considerar que esse procedimento amostra uma área de 50cm2 e cada mililitro de diluente, depois de recolhidos os “swabs”, corresponde a 5cm2 de superfície. Tanto a área amostrada quanto o volume de diluente podem variar, de acordo com a necessidade ou com as características da amostra.


			Para fazer o esfregaço de meias carcaças de bovinos e suínos usando o mesmo procedimento, a ISO 17604:2015 recomenda amostrar os pontos apresentados nas Figuras 2.1 e 2.2. Usar um “swab” para cada ponto e, entre um ponto e outro, mergulhar o molde em etanol 70% e flambar. Os “swabs” podem ser recolhidos em um mesmo frasco, com um volume total de diluente correspondente a 10 ml para cada par de “swabs”.


			2.3.3.2. Amostragem com esponjas


			Preparar tubos ou frascos com 25 ml de um dos diluente recomendados para os “swabs”. Abrir a bolsa plástica contendo a esponja (ou tampão de algodão) estéril e adicionar uma quantidade de diluente suficiente para molhar a esponja, sem excesso de fluído visível. Segurando a bolsa pelo lado de fora, massagear a esponja para umedecer uniformemente. Lavar bem as mãos, colocar um par de luvas estéreis e retirar a esponja da bolsa. 


			Usando um molde vazado estéril, de 10x10cm, delimitar a área a ser amostrada, segurando o molde firmemente contra a superfície. Aplicar a esponja com pressão, descrevendo 10 movimentos da esquerda para a direita e 10 movimentos de baixo para cima. Após a aplicação, colocar a esponja de volta na bolsa e adicionar o restante do diluente, completando os 25 ml.


			O líquido de coleta das esponjas pode ser utilizado tanto nos ensaios gerais de quantificação como nos ensaios de presença/ausência que requerem enriquecimento em caldo diferenciado (no segundo caso, seguir as orientações dos capítulos específicos). Considerar que esse procedimento amostra uma área de 100cm2 e cada mililitro de diluente, depois de recolhida a esponja, corresponde a 4cm2 de superfície. Tanto a área amostrada quanto o volume de diluente podem variar, de acordo com a necessidade ou com as características da amostra.


			Para fazer o esfregaço de meias carcaças de bovinos e suínos, usar o mesmo procedimento para cada um dos pontos recomendados pela ISO 17604:2015, apresentados nas Figuras 2.1 e 2.2. Usar uma esponja para cada ponto e, entre um ponto e outro, mergulhar o molde em etanol 70% e flambar. As esponjas podem ser recolhidas em uma mesma bolsa, adicionando à essa bolsa todas as porções restantes do volume de 25 ml correspondente a cada esponja.


			2.3.4. Procedimento para a retirada da unidade analítica pela técnica da lavagem superficial


			A técnica da lavagem superficial aplica-se a alimentos de contaminação predominantemente superficial, como carcaças de aves inteiras, cortes de aves, peixes, cascas de ovos, grãos, sementes, castanhas, amendoins, que podem ser mergulhados em um diluente adequado, contido em uma bolsa estéril. Aplica-se também à análise de embalagens que possam ser fechadas e agitadas com um diluente em seu interior, para lavagem e coleta da contaminação.


			2.3.4.1. Procedimento para a lavagem de carcaças de aves


			Procedimento recomendado pelo MLG/FSIS/USDA (2019) e pela ISO 17604:2015, que pode ser utilizado para a análise simultânea de Salmonella e outros microrganismos.


			Drenar o excesso de líquido das embalagens, transferir a carcaça para uma bolsa estéril e pesar. Adicionar à bolsa e na cavidade da carcaça, 400 ml de um dos diluentes recomendados para “swabs”. Segurando a carcaça com uma mão e fechando a abertura da bolsa com a outra, agitar rodando o líquido na bolsa, de forma a lavar toda a superfície interna e externa da carcaça.


			O líquido obtido na lavagem pode ser utilizado tanto nos ensaios gerais de quantificação como nos ensaios de presença/ausência que requerem enriquecimento em caldo diferenciado (no segundo caso, seguir as orientações dos capítulos específicos). Considerar que, nesse procedimento, cada mililitro do lavado corresponde ao peso da carcaça dividido por 400. Por exemplo, se o peso da carcaça for de 1600g, cada mililitro do lavado corresponde a 4g da amostra. Para os ensaios de presença/ausência em 25g podem ser adicionados 6,25 ml do lavado a 56,25 ml de cada caldo de enriquecimento que inicia o respectivo ensaio (diluição 1:10, vide item 2.4).


			2.3.4.2. Procedimento para a lavagem de outros alimentos


			Transferir a amostra para uma bolsa estéril e pesar. Usando os mesmos diluentes recomendados para “swabs”, adicionar à bolsa o volume de diluente requerido para diluição inicial 1:1 (1 ml de diluente por grama de amostra). Fechando a abertura da bolsa com uma mão, agitar a amostra e massagear as peças com a outra mão, por fora das bolsas, com os devidos cuidados para que pontas ou outras protuberâncias não venham a furar a embalagem. No caso de grãos, sementes, castanhas e produtos similares, a amostra pode ser colocada em um frasco com o diluente e agitada por 10min em “shaker”.


			O líquido obtido na lavagem pode ser utilizado tanto nos ensaios gerais de quantificação como nos ensaios de presença/ausência que requerem enriquecimento em caldo diferenciado (no segundo caso, seguir as orientações dos capítulos específicos). Considerar que, nesse procedimento, cada mililitro do lavado corresponde a 1g de amostra.


			O volume de diluente pode variar, de acordo com a necessidade ou com as características da amostra.


			2.3.4.3. Procedimento para a lavagem de embalagens


			Esse procedimento é recomendado para embalagens com tampa à prova de vazamento. No caso de embalagens sem a tampa ou com tampas que não sejam à prova de vazamento, recorrer ao método do “swab”.


			Usando os mesmos diluentes recomendados para “swabs”, adicionar à embalagem uma quantidade de diluente suficiente para lavar toda a superfície interna, por agitação (1/5 da capacidade da embalagem, por exemplo). Fechar e, com as mãos, agitar vigorosamente a embalagem, para remover os microrganismos aderidos às paredes internas. Procurar atingir todos os pontos da superfície interna, de forma a garantir uma completa remoção dos contaminantes presentes.


			O líquido obtido na lavagem pode ser utilizado tanto nos ensaios gerais de quantificação como nos ensaios de presença/ausência que requerem enriquecimento em caldo diferenciado (no segundo caso, seguir as orientações dos capítulos específicos). Considerar que, nesse procedimento, cada mililitro do lavado corresponde à capacidade da embalagem dividida pelo volume de diluente. Por exemplo, se a capacidade da embalagem for de 500 ml e o volume de diluente igual a 100 ml, cada mililitro do lavado corresponde a 5cm3.


			2.3.5. Guarda de contra-amostras


			A ISO 7218:2007/Amd.1:2013 recomenda que, depois da retirada da(s) unidade(s) analítica(s), o material remanescente seja estocado nas mesmas condições utilizadas antes da análise. As amostras perecíveis precisam ser congeladas, porém é destacado o fato de que o descongelamento da contra-amostra para repetição do(s) ensaio(s) não é uma prática aceitável, devido à possível morte de parte da população presente. No caso de produtos congelados, esse problema pode ser solucionado descongelando-se para a análise apenas a porção requerida no(s) ensaio(s). A quantidade remanescente, que não sofreu descongelamento, pode ser mantida congelada como conta-amostra, para uma posterior repetição do(s) ensaio(s), se necessária. No caso de produtos refrigerados, não há forma aceitável de manter contra-amostras sem congelamento. No caso de repetição do(s) ensaio(s), a interpretação do(s) resultado(s) deve levar em consideração o fato de que a população do(s) microrganismo(s) alvo pode ter diminuído em razão do congelamento.


			No caso de amostras cuja coleta da unidade analítica tenha sido feita pela técnica do esfregaço de superfície ou da lavagem superficial, congelar como contra-amostra a parte não utilizada do diluente em que foram recolhidos os contaminantes. Também nesse caso, levar em consideração o fato de que a população do(s) microrganismo(s) alvo pode diminuir em razão do congelamento.


			O tempo mínimo de guarda das contra-amostras é o requerido para a obtenção dos resultados dos ensaios, devendo, entretanto, ser definido a critério do laboratório. O descarte final das amostras pode ser feito no lixo, porém, aquelas deterioradas ou suspeitas de conter microrganismos nocivos à saúde devem ser descontaminadas em autoclave (121 ºC/30min) antes do descarte (ISO 7218:2007/Amd.1:2013).


			2.4. Preparo da 1a diluição da unidade analítica


			No prosseguimento da análise, a unidade analítica deve ser diluída e homogeneizada com um diluente adequado, para permitir a inoculação nos meios de cultura. Os diluentes e a diluição inicial recomendados variam em função do tipo de amostra e do tipo de ensaio que será realizado, conforme descrito abaixo:


			2.4.1. Diluentes para ensaios microbiológicos


			Há vários diluentes que podem ser usados para a preparação e diluição de amostras de alimentos para a análise microbiológica. Para uso geral os diferentes órgãos reguladores trazem as recomendações apresentadas no Quadro 2.1.


			Há casos especiais em que o diluente recomendado é diferente, devendo ser consultado o Anexo 2.2 para verificar essas exceções.


			2.4.2. Como obter uma diluição inicial de 1:10 (10-1)


			A diluição inicial recomendada para a maioria das amostras é de 1:10 (10-1), adicionando-se m gramas ou mililitros da amostra para 9 x m mililitros do diluente. Por exemplo, para 25g de amostra, adicionar 9x25 ml de diluente (225 ml). Há situa­ções em que o diluente e a diluição inicial são diferentes, devendo ser consultado o Anexo 2.2 para verificar essas exceções.


			2.4.3. Como obter uma diluição inicial diferente de 1:10


			Há casos especiais em que a primeira diluição é diferente de 1:10. Para definir o volume de diluente necessário para obter uma determinada diluição 1:k da amostra, usar a relação v = [(k.m)–m]. Por exemplo, para obter a diluição 1:50 de uma unidade analítica de 10g, adicionar [(50x10)-10] mililitros do diluente (490 ml). Para obter a mesma diluição com uma unidade analítica de 20g, adicionar [(50x20)-20] mililitros do diluente (980 ml).


			2.4.4. Procedimento para o preparo da primeira diluição de amostras líquidas


			No caso de alimentos líquidos, transferir a unidade analítica diretamente para os tubos ou frascos contendo a quantidade de diluente necessária para a diluição 1:10. Há casos especiais em que a diluição inicial é diferente, devendo ser consultado o Anexo 2.2 para verificar essas exceções.


			Homogeneizar amostra com o diluente por agitação, invertendo a embalagem 25 vezes. Para permitir a homogeneização, utilizar tubos ou frascos com tampa de rosca. O tamanho deve ser suficiente para que não mais do que 2/3 da capacidade seja preenchida pela unidade analítica + diluente.


			2.4.5. Procedimento para o preparo da primeira diluição de amostras sólidas ou líquidos concentrados


			No caso de alimentos sólidos ou líquidos concentrados, transferir a unidade analítica para frascos ou bolsas de homogeneização estéreis, previamente tarados. Adicionar à amostra a quantidade de diluente necessária para a diluição 1:10. Há casos especiais em que a diluição inicial é diferente, devendo ser consultado o Anexo 2.2 para verificar essas exceções.


			Homogeneizar a unidade analítica com o diluente, o que pode ser feito por agitação com as mãos, invertendo o frasco em arco de 30cm em 7s (líquidos concentrados, pós solúveis), em homogeneizador peristáltico (“stomacher”) por 1 a 2min (alimentos moles, pastosos, moídos, pós pouco solúveis) ou em liquidificador (alimentos duros). Na homogeneização em liquidificador o capítulo 2 do Compendium (Taylor et al., 2015) recomenda usar alta rotação nos primeiros segundos e baixa (8000rpm) no tempo restante, que não deve ultrapassar 2min. Se for necessária uma homogeneização mais prolongada, é importante prevenir o excessivo aquecimento do material. Para isso, o capítulo 2 do Compendium (Taylor et al., 2015) recomenda resfriar o diluente em banho de gelo, antes de usar, enquanto a ISO 6887-4:2017 recomenda não homogeneizar por mais do 2,5min de cada vez.


			2.4.6. Procedimento para o preparo da primeira diluição de amostras obtidas por esfregaço de superfície ou por lavagem superficial


			O diluente no qual foi recolhida a contaminação coletada com “swabs”, esponjas ou lavagem superficial já é a primeira diluição da amostra. O tratamento subsequente de diluição decimal seriada é feito a partir dessa suspensão. Como a diluição inicial não é padrão de 1:10, considerar essa diferença no cálculo final dos resultados, conforme descrito nos Capítulos 3 e 4.


			2.5. Diluição decimal seriada da amostra


			A preparação e inoculação de diluições seriadas da amostra é requerida nos ensaios quantitativos, para reduzir o número de microrganismos por unidade de volume, permitindo a contagem. Essa série de diluições geralmente é decimal, para facilitar o posterior cálculo dos resultados.


			O número de diluições necessárias depende do nível de contaminação esperado e deve ser tal que permita, na contagem em placas, a obtenção de placas com número de colônias adequado (vide Capítulo 3). Na contagem pelo método do Número Mais Provável (NMP) deve ser tal que permita a obtenção de tubos positivos nas menores diluições e negativos nas maiores (vide Capítulo 4). 


			No procedimento geral descrito pelo capítulo 6 do Compendium (Petran et al., 2015), a segunda diluição é iniciada logo após o término da primeira e a duração do procedimento completo, desde a preparação da primeira diluição até que todos os meios de cultura estejam inoculados, não deve exceder 20 minutos (exceto quando especificado nos capítulos específicos).


			No procedimento geral descrito pela ISO 6887-1 (2017), a duração do procedimento completo não deve exceder 45 minutos e o intervalo entre o fim do preparo da primeira diluição e o início da segunda e subsequentes não deve exceder 30 minutos (exceto quando especificado em procedimentos específicos).


			Para produtos duros e secos e para produtos com baixa umidade, a ISO 6887-4 (2017) recomenda uma etapa de ressuscitação antes de preparar a segunda diluição. Para tanto, a amostra é mantida em repouso à temperatura ambiente (18 °C a 27 °C) por cerca de uma hora ou, no caso de farinhas, cereais e subprodutos e ração animal, por 20 a 30 minutos.


			Em todas as transferências de volumes, a incerteza da medição não deve exceder 2% (ISO 6887-1, 2017). Utilizar pipetas com capacidade no máximo 10 vezes superior ao volume que vai ser coletado, uma pipeta diferente para cada diluição. Caso a ponta venha a tocar qualquer superfície não estéril, descartar e substituir por outra. Não flambar as pipetas. Encher completamente a pipeta e descarregar o volume a partir da marca superior, com a ponta encostada na parede interna do tubo ou frasco, de forma que o líquido escorra pela parede. 


			► Como obter a segunda diluição (10-2)


			Transferir assepticamente 1 ml da primeira diluição (10-1) para 9 ml de diluente. Os diluentes são os mesmos recomendados no item 2.4 para a primeira diluição. Na segunda diluição não há casos especiais em que o diluente recomendado seja diferente.


			Não mergulhar a pipeta numa profundidade superior a 1cm ao pipetar o volume da primeira para a segunda diluição (ISO 6887-1, 2017). Se a primeira diluição não contiver partículas em suspensão, o material pode ser agitado antes de transferir o volume da primeira para a segunda diluição. Se houver partículas em suspensão a ISO 6887-1 (2017) recomenda não agitar e aguardar que sedimentem no fundo do frasco, antes de transferir o volume. No caso de amostras viscosas, que aderem à parede interna da pipeta, a ISO 6887-5:2010 recomenda descarregar o volume e depois lavar a pipeta com o diluente, aspirando e liberando o líquido várias vezes, para garantir que todo o material seja transferido para a segunda diluição.


			► Como obter as diluições subsequentes


			Proceder de maneira similar, transferindo-se 1 ml da diluição anterior para 9 ml de diluente. Antes de retirar o volume a ser transferido, agitar vigorosamente o tubo, invertendo 25 vezes em arco de 30cm (em 7s) ou com o auxílio de um agitador tipo “vortex” (15s).
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			Anexo 2.1.

Procedimentos para homogeneização do conteúdo e retirada da unidade analítica de amostra de diferentes tipos de alimentos


			a) Produtos em pó


			Homogeneizar a amostra agitando e invertendo a embalagem com as mãos, até misturar bem, ou revolver o conteúdo com uma espátula ou bagueta estéril. Se a embalagem não tiver espaço livre para homogeneização, transferir todo o conteúdo para um frasco maior e proceder da mesma forma (ISO 6887-5, 2010). Retirar a unidade analítica com uma espátula estéril.


			b) Produtos pastosos ou moídos


			O capítulo 2 do Compendium (Taylor et al., 2015) recomenda revolver o conteúdo com uma espátula ou bagueta estéril, para homogeneizar. Retirar a unidade analítica com uma espátula estéril.


			c) Iogurtes com pedaços de frutas


			Para iogurte com pedaços de frutas, o capítulo 9 do Standard Methods for the Examination of Dairy Products (Duncan et al., 2004) recomenda homogeneizar todo o conteúdo da unidade de amostra em liquidificador, por 1min, antes de retirar a unidade analítica.


			d) Queijos


			O capítulo 9 do Standard Methods for the Examination of Dairy Products (Duncan et al., 2004) recomenda macerar todo o conteúdo da unidade de amostra (com uma espátula estéril) e retirar a unidade analítica da mistura.


			e) Produtos muito duros


			A ISO 6887-1 (2017) e a ISO 6887-4 (2017) recomendam moer ou triturar a amostra até obter uma mistura homogênea. Para evitar calor excessivo neste processo, não homogeneizar por mais de um minuto de cada vez. Também pode-se colocar a amostra em duas bolsas plásticas estéreis e fragmentar em pequenas partes com um martelo estéril. Após a adição do diluente, manter a amostra homogeneizada em repouso por uma hora entre 18 e 27 ºC, para a recuperação de células estressadas (ISO 6887-4, 2017).


			f) Peças de alimentos sólidos


			O capítulo 2 do Compendium (Taylor et al., 2015) recomenda usar um instrumento adequado (faca, tesoura estéril) para quebrar ou cortar pedaços menores (de diversos pontos da peça), até obter a quantidade requerida para a análise.


			g) Ovos em casca


			Para a análise do conteúdo interno o capítulo 46 do Compendium (Ricke et al., 2015) recomenda remover o material aderido à casca com uma escova, mergulhar em etanol 70% por 10 segundos e flambar ou mergulhar em álcool iodado 3:1 por 10 segundos e deixar secar. Com luvas estéreis, abrir os ovos assepticamente e colocar o conteúdo interno num frasco ou bolsa estéril, separando a clara da gema, se a análise assim o exigir. Misturar bem e retirar a unidade analítica da mistura.


			A ISO 6887-4:2017 recomenda três procedimentos, dependendo da finalidade do ensaio: 


			▪ 	Para analisar apenas a contaminação externa, pode ser usado o procedimento da lavagem superficial. Alternativamente, quebrar os ovos, desprezar o conteúdo interno, colocar as cascas em uma bolsa estéril, quebrar as cascas, misturar bem e retirar a unidade analítica da mistura.


			▪ 	Para analisar a contaminação externa e interna, quebrar os ovos, colocar as cascas e o conteúdo interno em um frasco ou bolsa estéril, misturar bem e retirar a unidade analítica da mistura.


			▪ 	Para analisar apenas o conteúdo interno, limpar a casca com gaze molhada, secar com papel absorvente, mergulhar em solução de etanol 70% e, com luvas estéreis, remover assepticamente os ovos da solução, deixando secar. Com luvas, abrir os ovos assepticamente e colocar o conteúdo interno num frasco ou bolsa estéril, separando a clara da gema, se a análise assim o exigir. Misturar bem e retirar a unidade analítica da mistura.


			h) Cortes de carne para análise de contaminação não superficial


			Para a análise de contaminação profunda de carcaças ou cortes de carne, a ISO 6887-2 (2017) recomenda expor uma área de aproximadamente 5x5 cm, usando uma faca ou tesoura estéril para remover a pele (se presente) e uma camada superficial de aproximadamente 2 mm. Cauterizar a superfície exposta com fogo e, com outra faca ou tesoura estéril, remover uma segunda camada de aproximadamente 1 cm de profundidade e 4x4 cm de área. A partir dessa região exposta, retirar a(s) unidade(s) analítica(s) requerida(s) para os ensaios.


			i) Moluscos bivalves (ostra, mexilhão, lingueirão, berbigão, conquilha, ameijoa)


			A ISO 6887-3 (2017) recomenda esfregar as conchas com uma escova abrasiva estéril sob água corrente (potável). Drenar o excesso de água, colocar sobre uma superfície estéril. O músculo bisso (se presente) não deve ser arrancado, mas cortado ao abrir assepticamente as conchas. Recolher os organismos e o líquido intravalvular (que escorre do interior das conchas) em um frasco ou bolsa plástica estéril. Lavar e desinfetar bem as mãos antes de iniciar o procedimento.


			j) Moluscos gastrópodes (caracol, caramujo, búzio, lapa, apa, lesma)


			A ISO 6887-3 (2017) recomenda unidade analítica de 10 organismos inteiros (pelo menos 50 g de carne + líquido intravalvular) ou, no caso de animais muito pequenos, como Donax spp., 25 g).


			k) Moluscos cefalópodes (polvo, lula)


			A ISO 6887-3 (2017) recomenda remover a pele e retirar a unidade analítica dos músculos dorsais e dos tentáculos.


			l) Crustáceos inteiros, como caranguejos e lagostas


			A ISO 6887-3 (2017) recomenda quebrar a casca com um martelo estéril e remover o máximo da carne na retirada da unidade analítica.


			m) Ouriços do mar


			A ISO 6887-3 (2017) recomenda lavar pelo menos 10 organismos em água corrente (potável), abrir o lado ventral e retirar toda a carne e fluído internos com uma espátula.


			n) Peixes frescos inteiros


			Para peixes com mais de 15 cm de comprimento, a ISO 6887-3 (2017) recomenda cobrir as brânquias e o ânus com algodão estéril embebido em álcool 70%, desinfetar a superfície da região dorsal com álcool 70%, retirar uma parte da pele e tomar uma amostra do músculo dorsal. Para peixes eviscerados, cobrir as brânquias com algodão estéril embebido em álcool 70% e retirar a amostra do músculo dorsal de dentro da cavidade. Para peixes com menos de 15 cm de comprimento, remover uma porção anterior à inserção da cauda, fazendo o primeiro corte para remover a cauda e a inserção da cauda e o segundo corte para retirar a amostra. Deve-se tomar cuidado para não remover vísceras ou conteúdo do intestino.


			Anexo 2.2.Casos especiais em que há variações na unidade analítica e/ou diluição e/ou diluentes recomendados para a preparação da primeira diluição de amostras de diferentes tipos de alimentos


			a) Líquidos com baixa contaminação


			Nos ensaios quantitativos de amostras líquidas com baixa contagem microbiana, é comum inocular uma alíquota da amostra diretamente nos meios de cultura, sem diluição. Nesse caso, a primeira diluição pode ser feita inoculando-se 1 ml da amostra em 9 ml do diluente. Também são comuns os ensaios usando a técnica de filtração em membrana, inoculando-se um volume maior da amostra, sem qualquer diluição.


			b) Alimentos gordurosos


			Para esses alimentos o capítulo 2 do Compendium (Taylor et al., 2015) recomenda suplementar o diluente com 1% (P/V) de Tergitol-7 Aniônico ou equivalentes (Tween 80, por exemplo) e homogeneizar em liquidificador por 2min, em baixa rotação (8000rpm).


			A ISO 6887-4:2017 e a ISO 6887-5:2010 recomendam suplementar o diluente com 1 a 10g/l de Tween 80, dependendo do teor de gordura. Para produtos com 40% de gordura, por exemplo, suplementar com 4g/l de Tween 80. Esse procedimento não se aplica a margarina e “spreads”.


			Para margarina e “spreads” a ISO 6887-4:2017 recomenda unidade analítica de 50g e o seguinte procedimento: adicionar à unidade analítica um volume de diluente (sem suplementos) proporcional ao teor de gordura da margarina. Por exemplo, para margarinas com 84% de gordura e unidade analítica de 50g, adicionar 50 x 0,84 = 42 ml de diluente. Colocar o frasco em banho maria com temperatura controlada entre 44 e 47 ºC, até a fusão do material. Esse período não deve exceder 20min. Homogeneizar em stomacher até formar uma emulsão homogênea. Deixar descansar à temperatura ambiente até a completa separação das fases aquosa (inferior) e gordurosa (superior). Continuar a análise com a fase aquosa, na qual 1 ml corresponde a 1g de margarina. Preparar então a diluição 10-1 adicionando, para cada m mililitros de fase aquosa, 9m mililitros de diluente. Observação: No caso de ensaios de presença ausência pode-se usar uma unidade analítica de toda a amostra e não apenas a fase aquosa. 


			O capítulo 6 do Standard Methods for the Examination of Dairy Products (Laird et al., 2004) recomenda, para margarina e “spreads”, o mesmo procedimento descrito para manteiga.


			c) Pós de baixa solubilidade com tendência à formação de grumos


			Para esses alimentos o capítulo 2 do Compendium (Taylor et al., 2015) recomenda suplementar o diluente com 1% (P/V) de Tergitol-7 Aniônico ou equivalentes (Tween 80, por exemplo) e homogeneizar em liquidificador por 2min, em baixa rotação (8000rpm).


			d) Espessantes ou produtos com antimicrobianos naturais


			Para espessantes e outros produtos que aumentam de viscosidade em água (gomas, pectina, celulose, condimento desidratados em folhas, como orégano) o capítulo 52 do Compendium (Hayman et al., 2015) e a ISO 6887-1 (2017) recomendam trabalhar com diluição inicial maior do que 1:10, podendo ser 1/20, 1/50, 1/100 ou outra adequada à viscosidade do material. A unidade analítica pode ser de 10g e a diluição inicial utilizada deve ser levada em conta no cálculo dos resultados. Se as contagens esperadas são baixas, deve-se manter, se possível, a inoculação de 0,1g nos meios de cultura (usando-se várias placas para distribuir o volume necessário da primeira diluição).


			Para evitar diluição muito alta dessas amostras, a ISO 6887-4:2017 sugere aumentar sua solubilidade, adicionando enzimas à Água Peptonada Tamponada (BPW) usada como diluente. Para amido e cereais pode-se adicionar 1% de alfa amilase à BPW. Para carboximetil celulose, alfarroba ou goma de alfarroba, goma guar e goma acácia, pode-se adicionar 1% de celulase. Para gelatina, 2% de papaína. 


			Para produtos que contém compostos antimicrobianos naturais, como condimentos (alho, cebola, cravo, canela, orégano, pimenta) e certos chás e café também recomenda-se que a primeira diluição seja maior do que 1:10. A ISO 6887-4:2017 sugere 1:100 para canela e orégano e 1:1000 para cravo ou, alternativamente, a adição de 0,5% de sulfito de potássio (K2SO3) ao diluente e trabalhar com a diluição inicial normal.


			O sal (NaCl) também pode inibir o crescimento dos microrganismos e amostras com mais de 10% em sua composição devem ser submetidas a uma diluição inicial maior, de forma que a concentração de sal na diluição 10-1 não ultrapasse 1% (ISO 6887-4:2017).


			e) Gelatina


			A ISO 6887-4:2017 recomenda unidade analítica de 20g em 180 ml de Tampão Fosfato. Misturar e deixar em repouso por 60min à temperatura ambiente (18 a 27 ºC), para absorção do diluente. Transferir para um banho entre 44 e 47 ºC por no máximo 30min, para fundir a gelatina.


			f) Produtos ácidos


			Para produtos com pH 4,5 ou maior, a ISO 6887-1 (2017) recomenda usar a Água Peptonada Tamponada (BPW) como diluente no preparo da primeira diluição. Para os produtos com pH entre 3,5 e 4,5, recomenda-se usar a Água Peptonada Tamponada em concentração dupla, mas deve-se verificar o pH da primeira diluição sempre que um novo tipo de amostra estiver sendo analisado.


			Para o preparo de produtos lácteos a ISO 6887-5:2010 recomendam que o pH da primeira diluição seja neutralizado com NaOH estéril. Para facilitar essa etapa, pode-se adicionar 0,1 ml/l de uma solução de púrpura de bromocresol 0,04% alcoólica ao diluente. Na adição do NaOH, a elevação do pH pode ser acompanhada pela alteração de cor do meio que, muda de amarelo para roxo em pH 6,8 (neutro). A concentração do NaOH (0,1M ou 1M, por exemplo) a ser usada depende da acidez da amostra e deve ser tal que a quantidade adicionada não altere significativamente a proporção 1 + 9 entre amostra e diluente. Uma segunda opção é usar diluentes tamponados mas, mesmo assim, a adição de NaOH frequentemente é necessária, para aumentar a capacidade tamponante do meio.


			Para o preparo de outros alimentos a ISO 6887-4:2017 recomenda, quando necessária a neutralização da amostra, usar como diluente a Água Peptonada Tamponada (BPW) em concentração dupla.


			g) Farinhas, cereais, ração animal


			A ISO 6887-4:2017 recomenda Água Salina Peptonada como diluente (para evitar choque osmótico) e repouso por 20-30min à temperatura ambiente (18-27 ºC), antes de homogeneizar. Se a viscosidade da suspensão aumentar muito, dificultando a homogeneização e a transferência de volumes, adicionar uma quantidade adicional de diluente, até diluição 1:20. Considerar essa alteração da diluição inicial no cálculo dos resultados. Para amostras de cereais, usar uma unidade analítica de 50g.


			h) Cacau e chocolate


			A ISO 6887-4:2017 recomenda preaquecer o diluente a 37-40 ºC, adicionar à unidade analítica e misturar por agitação manual. Manter em repouso por 20-30min à temperatura ambiente (18-27 ºC), até a fusão do material, homogeneizando então em “stomacher”. Se for necessário fundir a amostra para retirar a unidade analítica (antes da adição do diluente), manter entre 42 e 47 ºC pelo tempo necessário.


			i) Clara de ovo líquida


			A ISO 6887-4:2017 recomenda que a primeira diluição seja 1:40, em Água Peptonada Tamponada (BPW), para reduzir a inibição causada pela lisozima natural sobre os microrganismos. A diluição inicial utilizada deve ser levada em conta no cálculo dos resultados.


			j) Produtos fermentados contendo microrganismos vivos destinados à quantificação da microbiota contaminante (exceto probióticos)


			A ISO 6887-4:2017, para a determinação de outros microrganismos que não os responsáveis pela fermentação (os contaminantes), recomenda usar como diluente a Água Peptonada Tamponada (BPW) suplementada com  agentes inibidores adequados para evitar a multiplicação do fermento. Se os microrganismos responsáveis pela fermentação forem leveduras, adicionar ao meio de cultura onde será feita a contagem um agente antifúngico como a cicloeximida (50 mg/Kg), a nistatina (50 mg/Kg) ou a anfotericina (10 mg/Kg). Para outros microrganismos responsáveis pela fermentação, adicionar um outro antibiótico, que seja adequado para inibir essa microbiota.


			k) Produtos lácteos em pó (leite, soro de leite, creme de leite, lactose)


			Para pós com baixa solubilidade o capítulo 6 do Standard Methods for the Examination of Dairy Products (Laird et al., 2004) recomenda solução de citrato de sódio 2% com pH ajustado abaixo de 8,0.


			A ISO 6887-5 (2010) recomenda unidade analítica de 10g e que o pó seja adicionado ao diluente, não o diluente ao pó (para facilitar a hidratação).


			Para soro de leite ácido em pó usar 90 ml de solução de fosfato de potássio (K2HPO4) 2% com pH ajustado em 8,4±0,2.


			Para leite em pó (secagem em rolo) – 90 ml de solução de fosfato de potássio (K2HPO4) 2% com pH ajustado em 7,5±0,2 ou solução de citrato de sódio (Na3C6H5O7.2H2O) 2%.


			l) Manteiga


			A ISO 6887-5:2010 recomenda pesar uma unidade analítica de 10g em um frasco estéril, transferir para um banho-maria regulado a 45 ºC, aguardar a fusão da amostra, adicionar 90 ml de Água Peptonada Tamponada (BPW) ou Água Salina Peptonada 0,1% (H2Osp) e homogeneizar em “stomacher”.


			O capítulo 6 do Standard Methods for the Exami­na­tion of Dairy Products (Laird et al., 2004) recomenda fundir a amostra em banho a 40±1 ºC, por não mais de 15min. Preaquecer o diluente a 40-45 ºC e pipetar o diluente várias vezes, retornando ao frasco, para aquecer a pipeta. Pipetar então 11 ml da amostra fundida (evitar a separação das fases aquosa e gordurosa), transferir para 99 ml do diluente aquecido e agitar, invertendo o frasco em arco de 30cm, 25 vezes em sete segundos. Preparar e inocular as diluições seriadas imediatamente, com os tubos de diluente também aquecidos.


			m) Produtos lácteos congelados


			A ISO 6887-5:2010 recomenda unidade analítica de 10g em 90 ml de Água Peptonada Tamponada (BPW) ou Água Salina Peptonada 0,1% (H2Osp) e homogeneização em “stomacher”.


			O capítulo 9 do Standard Methods for the Examination of Dairy Products (Duncan et al., 2004) recomenda, para sorvetes e outras sobremesas lácteas congeladas, pesar uma unidade analítica de 11g em um frasco estéril, adicionar 99 ml de Tampão Fosfato pH 7,2 (PB), transferir para um banho-maria regulado a 40 ºC, aguardar a fusão da amostra (não mais do que 15min) e homogeneizar por agitação ou em “stomacher.


			n) Queijos


			A ISO 6887-5:2010 recomenda unidade analítica de 10g e, como diluente, 90 ml de solução de fosfato de potássio (K2HPO4) 2% com pH ajustado em 7,5±0,2 ou de solução de citrato de sódio (Na3C6H5O7.2H2O) 2%, preaquecidos 45 ºC.


			O capítulo 6 do Standard Methods for the Examination of Dairy Products (Laird et al., 2004) recomenda unidade analítica de 11g e, como diluente, 99 ml de solução de citrato de sódio 2%, preaquecida a 40-45 ºC.


			o) Produtos lácteos fermentados


			A ISO 6887-5:2010 recomenda unidade analítica de 10g e, como diluente, 90 ml de água peptonada tamponada (BPW) ou solução de fosfato de potássio (K2HPO4) 2% com pH ajustado em 7,5±0,2. Homogeneizar em “stomacher”.


			Para produtos destinados à contagem de bactérias lácticas, o capítulo 19 do Compendium (Njongmeta et al., 2015) e o capítulo 8 do Standard Methods for the Examination of Dairy Products (Frank & Yousef, 2004) destacam que não deve ser utilizado Tampão Fosfato na preparação das amostras, porque pode causar injúrias às células. O diluente recomendado, de maneira geral, é a Água Peptonada 0,1%.


			Para leites e creme fermentados, em particular, o Capítulo 9 do Standard Methods for the Examination of Dairy Products (Duncan et al., 2004) recomenda unidade analítica de 11g e, como diluente, 99 ml de água destilada estéril ou solução de citrato de sódio (Na3C6H5O7.2H2O) 2%, preaquecidas a 40-45 ºC. Para iogurte e outros produtos fermentados ou acidificados (exceto leite e creme), recomenda unidade analítica de 10g e, como diluente, 90 ml de leite em pó desnatado dissolvido em Tampão Fosfato (0,1g/100 ml).


			p) Caseína e caseinatos


			A ISO 6887-5:2010 recomenda unidade analítica de 10g e 90 ml dos seguintes diluentes:


			▪ 	Caseinatos – solução 2% de fosfato de potássio (K2HPO4) com pH ajustado em 7,5±0,2 ou solução 2% citrato de sódio ou água salina peptonada (H2Osp).


			▪ 	Caseína láctica ou ácida – solução de fosfato de potássio (K2HPO4) 2% com pH ajustado em 8,4±0,2 e suplementado com anti espumante.


			▪ 	Paracaseína (obtida por coagulação com renina) – solução de fosfato de potássio (K2HPO4) 2% com pH ajustado em 7,5±0,2 e suplementado com anti espumante. Adicionar o diluente à amostra, misturar bem, deixar descansar por 15min à temperatura ambiente e homogeneizar em “stomacher” por 2min. Deixar descansar por mais 5min antes de preparar as diluições subsequentes.


			q) Paracaseína com problemas de solubilidade


			A ISO 6887-5:2010 recomenda moer aproximadamente 20g da amostra, retirar uma unidade analítica de 5g, transferir para um frasco com pérolas de vidro e adicionar 95 ml de solução de tripolifosfato (Na3O10P3) 2% preaquecida a 37 ºC. Agitar em “shaker” por 15min, transferir para um banho-maria regulado a 37 ºC e manter no banho por mais 15min, agitando periodicamente para facilitar a homogeneização.


			r) Moluscos (bivalves e gastrópodes) e ouriços do mar


			Para moluscos bivalves (ostra, mexilhão, lingueirão, berbigão, conquilha, ameijoa) e moluscos gastrópodes (caracol, caramujo, búzio, lapa, apa, lesma) e ouriços do mar (Echinoidae), a ISO 6887-3 (2017) recomenda unidade analítica de 10 organismos inteiros (pelo menos 50 g de amostra ou, no caso de animais muito pequenos, 25 g) e diluição inicial de 1:2, adicionado uma parte da amostra para 2 partes de diluente. Homogeneizar em liquidificador por 30 segundos a 2 minutos ou em stomacher e, em seguida adicionar o restante do diluente necessário para atingir a diluição 10-1.


			s) Pepinos do mar (Holothuroidea) e tunicados


			A ISO 6887-3 (2017) recomenda cortar os organismos (pelo menos 10 indivíduos) em pequenos pedaços, preparar uma diluição inicial de 1:3. Homogeneizar em liquidificador (por 30 segundos a 2 minutos) ou em stomacher e, em seguida adicionar o restante do diluente necessário para atingir a diluição 10-1.
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			Figura 2.1. Pontos recomendados pela ISO 17604:2015 para a amostragem de carcaças de bovinos com “swabs”.
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			Figura 2.2. Pontos recomendados pela ISO 17604:2015 para a amostragem de carcaças de suínos com “swabs”.


		


		

			Quadro 2.1. Diluentes de uso geral recomendados por diferentes agências reguladoras para a análise microbiológica de alimentos e água.


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							Órgão


						

							

							Aplicação


						

							

							Diluente(s) recomendado(s)


						

					


					

							

							APHA – Compendium of Methods for Microbiological Examination of Foods (Taylor et al., 2015)


						

							

							Alimentos em geral


						

							

							Água Peptonada 0,1% (H2Op) ou


							Tampão Fosfato pH 7,2 (PB)


						

					


					

							

							APHA – Standard Methods for the Examination of Water & Wastewater (Braun-Howland & Hunt, 2017)


						

							

							Água


						

							

							Água Peptonada 0,1% (H2Op) ou 


							Tampão Fosfato Cloreto de Magnésio (chamado de Água de Diluição)


						

					


					

							

							APHA – Standard Methods for the Examination of Dairy Products APHA (Davis & Hickey, 2004)


						

							

							Leite e produtos lácteos


						

							

							Tampão Fosfato pH 7,2 (PB) (chamado de Água de Diluição Fosfato) ou


							Tampão Fosfato Cloreto de Magnésio (chamado de Água de Diluição Fosfato Magnésio)


						

					


					

							

							FDA – Bacteriological Analytical Manual (Andrews & Hammack, 2003)


						

							

							Alimentos em geral


						

							

							Tampão Fosfato pH 7,2 (PB)


						

					


					

							

							ISO 6887-1 (2017)


						

							

							Alimentos em geral


						

							

							Água Salina Peptonada (H2Osp) ou


							Água Peptonada Tamponada (BPW)


						

					


					

							

							Alimentos com pH menor que 4,5


						

							

							Água Peptonada Tamponada em concentração dupla [BPW]2


						

					


					

							

							ISO 6887-2 (2017)


						

							

							Carne e produtos cárneos


						

							

							Água Salina Peptonada (H2Osp) ou


							Água Peptonada Tamponada (BPW)


						

					


					

							

							ISO 6887-3 (2017)


						

							

							Pescados e produtos de pesca


						

							

							Água Salina Peptonada (H2Osp) ou


							Água Peptonada Tamponada (BPW)


						

					


					

							

							ISO 6887-4 (2017)


						

							

							Produtos diversos


						

							

							Água Salina Peptonada (H2Osp) ou


							Água Peptonada Tamponada (BPW)


						

					


					

							

							Alimentos com pH menor que 4,5


						

							

							Água Peptonada Tamponada em concentração dupla [BPW]2


						

					


					

							

							ISO 6887-5 (2010)


						

							

							Leite e produtos lácteos


						

							

							Água Peptonada 0,1% (H2Op) ou


							Água Peptonada Tamponada (BPW) ou


							Água Salina Peptonada 0,1% (H2Osp) ou


							Solução de Ringer ¼ de concentração ou


							Tampão Fosfato segundo ISO 6887-5 (PB-ISO 6887-5)


						

					


					

							

							ISO 6887-6 (2013)


						

							

							Amostras da fase de produção primária (do campo ao matadouro)


						

							

							Água Salina Peptonada (H2Osp) ou


							Água Peptonada Tamponada (BPW)


						

					


					

							

							ISO 8199:2018


						

							

							Água


						

							

							Solução Salina (NaCl 0,85%) ou


							Água Peptonada 0,1% (H2Op) ou


							Água Salina Peptonada (H2Osp) ou


							Solução de Ringer ¼ de concentração ou


							Tampão Fosfato


							Outros podem ser usados
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			Técnicas básicas de contagem de microrganismos em placas


			Revisões da 6ª edição


			Item 3.2.2.b (revisado) A incerteza da medição dos volumes segundo a ISO 6887-1:2017 não deve exceder 2%.


			Item 3.2.2.c. Nota c.1 (revisada) Na recomendação da ISO 6887-1 (2017), o intervalo entre a preparação da primeira diluição e o início da preparação da segunda não deve exceder 30 minutos.


			3.1. Introdução


			As orientações contidas nesse capítulo são da American Public Health Association (APHA), descritas na 5ª edição do Compendium of Methods for Microbiological Examination of Foods (Petran et al., 2015) e das normas ISO 6887-1 (2017) e ISO 7218:2007/Amendment 1:2013, recomendadas para ensaios realizados com metodologia da International Organization for Standardization.


			A análise microbiológica de alimentos é predominantemente cultural, objetivando a detecção ou a enumeração de microrganismos vivos. Em função da multiplicidade de grupos, gêneros e espécies que podem estar presentes, um grande número de ensaios são utilizados, que podem ser de dois tipos: ensaios qualitativos, que verificam a presença ou ausência do(s) microrganismo(s) alvo em uma dada quantidade da amostra, sem quantificar, e ensaios quantitativos, que determinam a quantidade do(s) microrganismo(s) alvo na amostra, geralmente por unidade de massa ou volume. Cada um desses ensaios segue procedimentos diferenciados, que dependem do(s) microrganismo(s) alvo, mas a maioria deles utiliza as mesmas técnicas culturais básicas de microbiologia. Essas técnicas são a detecção da presença/ausência (Capítulo 5), a contagem do Número Mais Provável (NMP) (Capítulo 4) e a contagem padrão em placas, descrita nesse capítulo.


			A contagem padrão em placas é utilizada tanto para a quantificação de grandes grupos microbianos, como os aeróbios mesófilos, os aeróbios psicrotróficos, os bolores e leveduras, os clostrídios sulfito redutores, os enterococos e as bactérias lácticas, como também para gêneros e espécies em particular, como Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Clostridium perfringens. O procedimento básico é a inoculação da amostra homogeneizada (e suas diluições) em um meio sólido (com ágar), contido em placas de Petri, seguida da incubação das placas até crescimento visível. A versatilidade da técnica é decorrente do princípio envolvido na contagem, baseado na premissa de que, quando fixada em um meio de cultura sólido adequado, cada célula microbiana presente na amostra irá formar uma colônia isolada. Variando-se o tipo de meio de cultura (meio de enriquecimento, meio seletivo, meio seletivo-diferencial) e as condições de incubação (temperatura e atmosfera), é possível selecionar o grupo, gênero ou espécie que se deseja contar. Como as células microbianas muitas vezes ocorrem em agrupamentos (pares, tétrades, cachos, cadeias etc.), não é possível estabelecer uma relação direta entre o número de colônias e o número de células. Essa correlação é feita entre o número de colônias e o número de “Unidades Formadoras de Colônias” (UFC), que podem ser tanto células individuais como agrupamentos característicos de certos microrganismos.


			Para a homogeneização da amostra e preparo das diluições são utilizados os procedimentos descritos no Capítulo 2. Para a inoculação no meio de cultura, chamada de plaqueamento, podem ser utilizados quatro procedimentos básicos: a) o plaqueamento em profundidade (pour plate), b) o plaqueamento em superfície (spread plate), c) o plaqueamento em gotas (drop plate) ou d) a filtração em membrana.


			3.2. Plaqueamento em profundidade (pour plate)


			O procedimento padrão de plaqueamento em profundidade, descrito abaixo, tem limite de detecção de 10 UFC/g para produtos sólidos ou 1 UFC/ ml para produtos líquidos. Esse procedimento pode ser adaptado, se necessário, para limite de detecção de 1 UFC/g para produtos sólidos. Suas principais aplicações são os ensaios de contagem total de aeróbios mesófilos, contagem de clostrídios sulfito redutores, contagem de enterobactérias, contagem de enterococos e contagem de bactérias lácticas. Apresenta algumas limitações, a principal delas sendo a necessidade de fusão do meio de cultura antes do uso. Alguns meios, suplementados com componentes sensíveis ao calor depois da esterilização, não podem ser reaquecidos para fusão do ágar antes do uso.


			3.2.1. Material requerido nas análises


			□ 	Material para preparação da amostra e diluições seriadas, descritos no Capítulo 2


			□ 	Meio de cultura recomendado para o ensaio a ser realizado, descrito nos capítulos específicos


			□ 	Placas de Petri de 20 x 100mm estéreis vazias


			□ 	Estufa incubadora regulada na temperatura especificada pelo ensaio a ser realizado, descrito nos capítulos específicos


			3.2.2. Procedimento


			Antes de iniciar o procedimento, observar os cuidados descritos no Capítulo 2, para garantir que as atividades sejam conduzidas sob condições assépticas. Identificar todos os tubos e placas que serão inoculados, com o código da amostra, a diluição e a sigla do meio de cultura contido. Fundir os meios de cultura em banho com água fervente, mantendo a fervura apenas o tempo necessário para a fusão do ágar. Resfriar imediatamente em água fria e manter à temperatura de 44 a 46 ºC até o momento do uso (em banho ou estufa com temperatura controlada).


			a) Preparação das amostras e diluições seriadas. Seguir os procedimentos descritos no Capítulo 2.


			b) Inoculação. Geralmente a inoculação é feita para vários ensaios simultaneamente. Para cada ensaio que estiver sendo conduzido, selecionar três diluições adequadas da amostra (vide notas abaixo) e inocular 1 ml de cada diluição em placas de Petri separadas, estéreis e vazias, abrindo as placas apenas o suficiente para inserir a pipeta. Trabalhar em uma capela de fluxo laminar ou próximo à chama de um bico de Bunsen. Depositar o inóculo fora do centro da placa, pois isto facilitará a posterior mistura com o meio de cultura. Posicionar a pipeta em ângulo de aproximadamente 45º e tocando o fundo da placa. Utilizar uma pipeta diferente para cada diluição. A incerteza da medição dos volumes não deve exceder 2% (ISO 6887-1, 2017). Observar criteriosamente se a placa utilizada corresponde à amostra e à diluição que estão sendo inoculadas. Mudar as placas de posição, à medida que sejam inoculadas, para não inocular a mesma placa mais de uma vez ou deixar alguma placa sem inocular.


			Nota b.1) Selecionar as diluições em função do nível de contaminação estimado da amostra, de forma a obter placas com 25 a 250 colônias (10 a 300 no caso dos métodos da ISO). Se o nível de inóculo esperado estiver na faixa de 2.500 a 25.000 UFC/g ou  ml, por exemplo, as diluições recomendadas são a 10-1, 10-2 e 10-3, que correspondem a 0,1 - 0,01 e 0,001g ou  ml da amostra. Se a contaminação esperada estiver acima dessa faixa, deve-se inocular diluições mais altas. Se estiver abaixo, no caso de produtos líquidos é possível inocular 1 ml da amostra sem diluição e 1 ml das duas diluições subsequentes. No caso de produtos sólidos não é possível inocular a amostra sem diluição, mas pode-se inocular até 2 ml da diluição inicial em uma mesma placa, ou um volume maior, distribuído em várias placas (2 ml/placa). Caso não seja possível estimar previamente o nível de contaminação da amostra, recomenda-se inocular mais do que três diluições, partindo-se da diluição inicial.


			Nota b.2) Na análise de alguns alimentos, a diluição inicial recomendada é maior do que 1:10 (vide Capítulo 2). Se as contagens esperadas nesses produtos são baixas, deve-se aumentar o volume inoculado da diluição inicial, da mesma forma descrita na Nota b.1. Utilizando essa técnica, deve-se manter, se possível, a inoculação de 0,1g de produtos sólidos ou 1 ml de produtos líquidos.


			Nota b.3) Para aumentar a precisão das contagens recomenda-se não utilizar pipetas com capacidade maior do que 2 ml para liberar os volumes de 1 ml. Pode-se também inocular duas placas por diluição (duplicata).


			Nota b.4) A ISO 7218:2007/Amd.1:2013 não exige a inoculação de três diluições da amostra, nem duas placas por diluição. Estabelece duas diluições sucessivas, sem duplicata, ou duplicata se for usada apenas uma diluição. Entretanto, a forma de cálculo dos resultados é um pouco diferente (vide item 3.7).


			c) Adição do meio de cultura. Para cada ensaio que estiver sendo conduzido, retirar o meio de cultura do banho ou estufa a 44-46 ºC e, se o frasco estiver molhado, secar com papel toalha, para evitar respingos nas placas, no momento do plaqueamento. Evitar agitação e movimentos bruscos do frasco, para não formar bolhas. Verter 12 a 15 ml do meio nas placas inoculadas, observando criteriosamente se a identificação das placas corresponde ao meio de cultura utilizado. Misturar o meio com o inóculo, movimentando suavemente as placas, numa superfície plana, em movimentos na forma de oito ou em movimentos circulares, oito a dez vezes no sentido horário e oito a dez vezes no sentido anti-horário. A movimentação das placas deve ser feita cuidadosamente, para evitar respingos de meio nas bordas ou nas tampas. Para facilitar esta etapa do trabalho, utilizar preferencialmente placas altas (20x100mm). As placas podem ser empilhadas durante a adição do meio e a homogeneização com o inóculo, mas, em seguida, devem ser distribuídas numa bancada fria, para acelerar o resfriamento e a solidificação do meio.


			Nota c.1) Quando vários ensaios estiverem sendo conduzidos simultaneamente, as atividades e o trabalho em equipe devem ser programados de forma a obedecer as seguintes condições, estabelecidas pelo Compendium (Petran et al., 2015): o tempo decorrido entre o depósito do inóculo em uma placa e a adição do meio de cultura não deve ultrapassar 10 minutos, para evitar o ressecamento e aderência do inóculo às placas. A mistura do meio de cultura com o inóculo deve ser feita imediatamente após a adição do meio, para não haver risco de solidificação do ágar. Além disso, na recomendação do Compendium a duração do procedimento completo, desde a preparação da primeira diluição até que todos os meios de cultura estejam inoculados, não deve exceder 20 minutos. Na recomendação da ISO 6887-1 (2017), o intervalo entre a preparação da primeira diluição e o início da preparação da segunda não deve exceder 30 minutos, e a duração do procedimento completo não deve exceder 45 minutos.


			Nota c.2) Alguns alimentos contendo partículas (farinhas, por exemplo) podem dificultar a visualização das colônias na primeira diluição, confundidas com as partículas. Para evitar esse problema, pode-se adicionar TTC (2,3,5 cloreto de trifeniltetrazólio) ao meio de cultura, pois a maioria das bactérias forma colônias vermelhas na presença do TTC. Para cada 100 ml de meio, adicionar 1 ml da solução aquosa 0,5% de TTC, previamente esterilizada por filtração.


			d) Incubação. Aguardar a completa solidificação do meio de cultura, inverter as placas (exceto quando houver recomendação em contrário nos capítulos específicos) e incubar nas condições de temperatura, tempo e atmosfera especificadas para cada ensaio. O meio de cultura deve atingir a temperatura de incubação no intervalo máximo de duas horas. Evitar o empilhamento excessivo das placas e não encher demasiadamente as estufas incubadoras, para garantir a distribuição homogênea da temperatura. Num intervalo de 48h de incubação, as placas não podem perder mais do que 15% do seu peso por ressecamento. Umidade excessiva também é indesejável, porque aumenta o risco de espalhamento. Dependendo da temperatura, o controle da umidade nas estufas pode ser necessário.


			e) Contagem das colônias e cálculo dos resultados. Seguir as orientações dos itens 3.6 ou 3.7.


			3.3. Plaqueamento em superfície (spread plate)


			A principal diferença do plaqueamento em superfície, em relação ao plaqueamento em profundidade, é que a amostra e/ou suas diluições são inoculadas diretamente na superfície do meio sólido, já distribuído em placas. A inoculação superficial é considerada vantajosa sob alguns aspectos, pois não expõe os microrganismos ao calor do meio fundido, permite a visualização de características morfológicas e diferenciais de colônias, facilita a transferência de colônias, permite a utilização de meios que não podem ser fundidos depois de prontos e não exige que os meios sejam translúcidos. Sua principal desvantagem é que o volume inoculado é limitado à capacidade de absorção de líquido pelo meio de cultura, que não permite a inoculação de mais do que 0,5 ml por placa. O procedimento padrão é a inoculação de 0,1 ml/placa de cada diluição, com limite de detecção de 100 UFC/g para produtos sólidos ou 10 UFC/ ml para produtos líquidos. Esse procedimento pode ser adaptado, se necessário, para limite de detecção de 10 UFC/g para produtos sólidos ou 1 UFC/ ml para produtos líquidos. Suas principais aplicações são os ensaios de contagem total de aeróbios psicrotróficos, contagem de bolores e leveduras, contagem de S. aureus e contagem de B. cereus.


			3.3.1. Material requerido nas análises


			□ 	Material para preparação da amostra e diluições seriadas, descritos no Capítulo 2


			□ 	Placas de Petri contendo o meio recomendado para o ensaio, descrito nos capítulos específicos


			□ 	Alça de espalhamento (alça de Drigalski) mergulhada em etanol 70%


			□ 	Estufa incubadora regulada na temperatura especificada pelo ensaio a ser realizado, descrito nos capítulos específicos


			3.3.2. Procedimento


			Assim como recomendado no plaqueamento em profundidade, observar os cuidados descritos no Capítulo 2, antes de iniciar o procedimento, para garantir que as atividades sejam conduzidas sob condições assépticas. Identificar todos os tubos e placas que serão inoculados, com o código da amostra, a diluição e a sigla do meio de cultura contido.


			a) Preparação das amostras e diluições seriadas. Seguir os procedimentos descritos no Capítulo 2.


			b) Inoculação. Preparar previamente as placas e secar em capela de fluxo laminar (30-60min, com as tampas parcialmente abertas) ou em estufa (50 ºC/1,5-2h ou 25-35 ºC/18-24h). Geralmente a inoculação é feita para vários ensaios simultaneamente. Para cada ensaio que estiver sendo conduzido, selecionar três diluições adequadas da amostra para a inoculação (vide nota b.1 abaixo). Com uma pipeta de no máximo 1 ml (divisões de 0,1 em 0,1 ml), inocular 0,1 ml de cada diluição na superfície das placas previamente preparadas. Observar criteriosamente se a placa utilizada corresponde à amostra e à diluição que estão sendo inoculadas e se contém o meio de cultura correto. Mudar as placas de posição, à medida que sejam inoculadas, para não inocular a mesma placa mais de uma vez ou deixar alguma sem inocular. Trabalhar em uma capela de fluxo laminar ou próximo à chama de um bico de Bunsen. O mais rápido possível, espalhar o inóculo por toda a superfície do meio, com uma alça de Drigalski, até que o excesso de líquido seja absorvido. Usar uma alça para cada placa ou fazer o espalhamento da placa de maior para a placa de menor diluição, flambando a alça com etanol 70%, entre uma placa e outra. Resfriar a alça na parte interna da tampa da placa antes de colocá-la em contato com o inóculo.


			Nota b.1) Assim como no plaqueamento em profundidade, selecionar as diluições em função do nível de contaminação estimado da amostra, de forma a obter placas com 25 a 250 colônias (10 a 300 no caso dos métodos da ISO). Considerar, entretanto, que o volume inoculado é dez vezes menor. Para amostras com nível baixo de contaminação pode-se inocular um volume maior da primeira diluição, distribuindo esse volume por várias placas. A distribuição mais comumente utilizada é três placas com 0,3 ml e uma placa com 0,1 ml. No espalhamento das placas com 0,3 ml, o tempo requerido para a absorção do líquido é maior, exigindo cuidados para que não permaneçam filmes de umidade na superfície, com a consequente formação de zonas de espalhamento.


			Nota b.2) Na análise de alguns alimentos, a diluição inicial recomendada é maior do que 1:10 (vide Capítulo 2). Se as contagens esperadas nesses produtos são baixas, deve-se aumentar o volume inoculado da diluição inicial, da mesma forma descrita na Nota b.1. Utilizando essa técnica, deve-se manter, se possível, a inoculação de 0,01g de produtos sólidos ou 0,1 ml de produtos líquidos.


			Nota b.3) Quando vários ensaios estiverem sendo conduzidos simultaneamente, as atividades e o trabalho em equipe devem ser programados de forma a obedecer as seguintes condições, estabelecidas pelo Compendium (Petran et al., 2015): a duração do procedimento completo, desde a preparação da primeira diluição até que todos os meios de cultura estejam inoculados, não deve exceder 20 minutos e o espalhamento do inóculo na superfície do meio deve ser iniciado imediatamente após a inoculação das três diluições da amostra. Na recomendação da ISO 6887-1 (2017), o intervalo entre a preparação da primeira diluição e o início da preparação da segunda não deve exceder 30 minutos, e a duração do procedimento completo não deve exceder 45 minutos.


			Nota b.4) Para aumentar a precisão das contagens recomenda-se não utilizar pipetas com capacidade maior do que 1 ml para liberar os volumes de 0,1 ml.


			Nota b.5) A ISO 7218:2007/Amd.1:2013 não exige a inoculação de três diluições da amostra, estabelece duas diluições sucessivas, sem duplicata, ou duplicata se for usada apenas uma diluição. Entretanto, a forma de cálculo dos resultados é um pouco diferente (vide item 3.7)


			c) Incubação. Seguir as mesmas orientações descritas para o plaqueamento em profundidade.


			d) Contagem das colônias e cálculo dos resultados. Seguir as orientações dos itens 3.6 ou 3.7.


			3.4. Plaqueamento em gotas (drop plate)


			O plaqueamento em gotas é uma técnica de inoculação em superfície, com as mesmas vantagens do plaqueamento em superfície. A principal diferença é que o inóculo não é espalhado, mas sim, depositado no meio de cultura, em gotas de 0,01 ml. Como as gotas ocupam um espaço mínimo, é possível inocular, numa mesma placa, três diluições em triplicata, três gotas por diluição. Isso torna a técnica extremamente econômica, com limite de detecção de 1.000 UFC/g de produtos sólidos ou 100 UFC/ ml de produtos líquido. Não é uma técnica rotineiramente utilizada na análise de alimentos, mas pode ser muito útil em situações que exijam a inoculação de um número grande de diluições.


			3.4.1. Material requerido nas análises


			□ 	Material para preparação da amostra e diluições seriadas, descritos no Capítulo 2


			□ 	Pipetas graduadas de 0,1 ml estéreis ou pipetadores de ponteiras descartáveis, para liberação das gotas


			□ 	Placas de Petri contendo o meio recomendado para o ensaio, descrito nos capítulos específicos


			□ 	Estufa incubadora regulada na temperatura especificada pelo ensaio a ser realizado, descrito nos capítulos específicos


			3.4.2. Procedimento


			Assim como recomendado no plaqueamento em profundidade, observar os cuidados descritos no Capítulo 2, antes de iniciar o procedimento, para garantir que as atividades sejam conduzidas sob condições assépticas. Identificar todos os tubos e placas que serão inoculados, com o código da amostra, a diluição e a sigla do meio de cultura contido. Preparar previamente as placas com os meios de cultura e secar em estufa por 24 horas a 25-30 ºC.


			a) Preparação das amostras e diluições seriadas. Seguir os procedimentos descritos no Capítulo 2, porém, preparar o diluente suplementado com 0,1% de ágar, para facilitar a posterior fixação das gotas na superfície do meio de cultura.


			b) Inoculação. Dividir a placa em 9 setores, marcando o fundo com caneta vidrográfica (três linhas horizontais e três linhas verticais). Para cada ensaio que estiver sendo conduzido, selecionar três diluições adequadas da amostra para a inoculação (vide nota b.1 abaixo). Antes de coletar o volume de cada diluição, para a inoculação nas placas, não esquecer de agitar vigorosamente os tubos de diluição, invertendo 25 vezes em arco de 30cm, ou com o auxílio de um agitador tipo “vortex”. Utilizando pipetas graduadas de 0,1 ml (divisões de 0,01 em 0,01 ml) ou pipetadores de ponteiras descartáveis, depositar três gotas de 0,01 ml de cada diluição em três quadrados adjacentes da placa (triplicata). Esse procedimento deve ser feito com cuidado, para que as gotas não escorram para fora dos respectivos quadrados. Não espalhar as gotas. Mantendo as placas numa superfície plana, aguardar que o líquido seja absorvido pelo meio de cultura, o que requer aproximadamente 30 minutos.


			Nota b.1) Selecionar as diluições em função do nível de contaminação estimado da amostra, de forma a obter gotas com 30 colônias, no máximo. Considerar, entretanto, que o plaqueamento em gotas não se aplica a amostras com nível de contaminação abaixo de 1.000 UFC/g ou 100 UFC/ ml. A primeira razão desta limitação é o pequeno volume inoculado e a segunda é a capacidade da pipeta, que não permite a transferência de líquidos viscosos ou com sólidos em suspensão, comum nas duas primeiras diluições de alimentos sólidos. Pode, entretanto, ser utilizado para amostras com nível mais baixo de contaminação, se a finalidade do ensaio não for quantificar, mas sim, comprovar que a contagem encontra-se abaixo desse limite.


			c) Incubação. Aguardar a completa absorção do líquido das gotas pelo meio de cultura e incubar nas mesmas condições recomendadas para o plaqueamento em profundidade.


			d) Contagem das colônias e cálculo dos resultados. Seguir as orientações do item 3.6.3. 


			3.5. Filtração em membrana


			O procedimento de filtração em membrana é limitado à analise de amostras líquidas límpidas, sem sólidos em suspensão, que possam ser filtradas através de uma membrana de poro 0,45μm. Sua principal vantagem é que permite a inoculação de maiores volumes da amostra, concentrando na membrana os microrganismos presentes na quantidade inoculada. O limite de detecção é de 1 UFC por volume inoculado, sendo indicado para amostras com contagens abaixo do limite de detecção dos outros procedimentos. Suas principais aplicações são os ensaios de contagem total de aeróbios mesófilos, contagem de bolores e leveduras, contagem de bactérias lácticas, contagem de enterococos e contagem de coliformes totais/fecais/E. coli em água, refrigerantes, outros produtos líquidos e produtos sólidos que possam ser transformados numa solução límpida, como sal e açúcar, por exemplo.


			3.5.1. Material requerido nas análises


			□ 	Material para preparação da amostra e diluições seriadas, descritos no Capítulo 2


			□ 	Proveta de 100 ou 200 ml estéril, para medição de volumes de amostra


			□ 	Conjunto de filtração previamente esterilizado


			□ 	Bomba de vácuo


			□ 	Membranas de 47mm de diâmetro, porosidade de 0,45mm, brancas e quadriculadas


			□ 	Pinças para transferência das membranas, mergulhadas em etanol


			□ 	Placas de Petri contendo o meio recomendado para o ensaio, descrito nos capítulos específicos


			□ 	Placas estéreis vazias e almofadas estéreis (“pads”) opcionais para uso dos meios na forma de caldo


			□ 	Estufa incubadora regulada na temperatura especificada pelo ensaio a ser realizado, descrito nos capítulos específicos


			3.5.2. Procedimento


			Assim como recomendado no plaqueamento em profundidade, observar os cuidados descritos no Capítulo 2, antes de iniciar o procedimento, para garantir que as atividades sejam conduzidas sob condições assépticas. Identificar todos os tubos e placas que serão inoculados, com o código da amostra, a diluição e a sigla do meio de cultura contido.


			a) Preparação do conjunto de filtração. O conjunto de filtração é composto de um porta filtro, um kitasato e um copo de filtração. O porta filtro é um tipo de funil cuja parte superior é plana, para acomodar o filtro membrana e, sobre essa, o copo de filtração, preso por uma presilha. A parte inferior do porta filtro é acoplada ao kitasato que, conectado à uma bomba de vácuo, recolhe o líquido filtrado. Antes do início das análises o porta filtro deve ser acoplado ao kitasato, embrulhado em papel kraft e esterilizado em autoclave (121 ºC/30min). Os copos de filtração devem ser embrulhados separadamente em papel kraft e também esterilizados em autoclave (121 ºC/30min). Alternativamente podem ser utilizados copos descartáveis estéreis, muito úteis quando o número de amostras para filtrar é alto. No momento do uso as duas partes devem ser desembrulhadas em uma câmara de fluxo laminar ou, na indisponibilidade desta, próximo à chama de um bico de Bunsen. O conjunto é preparado ajustando-se a membrana estéril no porta filtro (com a face quadriculada para cima) e o copo de filtração sobre a membrana. Conecta-se então o kitasato à bomba de vácuo, para proceder à filtração. Podem também ser utilizados “manifolds”, que têm vários porta filtros e permitem filtrar várias amostras simultaneamente.


			Nota a1) Entre uma amostra e outra, antes de posicionar uma nova membrana, o porta filtro deve ser flambado com álcool e o copo de filtração deve ser substituído. A cada 10 amostras recomenda-se filtrar no conjunto 100 ml de um dos diluentes recomendados no Capítulo 2, estéril, incubando essa membrana para verificar possível contaminação cruzada entre as amostras. Após a filtração de 30 amostras o conjunto deve ser novamente esterilizado em autoclave, reiniciando uma nova série de filtrações. Se o intervalo entre uma filtração e outra for maior do que 30min e o conjunto estiver sendo utilizado fora da capela de fluxo laminar, então recomenda-se autoclavar todo o conjunto novamente, mesmo que não tenha sido atingido o limite de 30 amostras.


			b) Preparação das placas. Na contagem pelo método de filtração em membrana, as placas mais comumente utilizadas são as de 50mm de diâmetro e 9mm de altura. Se for utilizado meio sólido, devem ser preparadas previamente, da mesma forma recomendada para o plaqueamento em superfície, distribuindo-se porções de 5 ml do meio de cultura. Também é comum a prática de se utilizar o meio na forma de caldo, situação em que não é necessária a preparação prévia das placas. No momento da análise, deve-se colocar uma almofada absorvente (“pad”) estéril no interior das placas também estéreis e embeber a almofada com porções de 2 ml do mesmo meio, na forma líquida.


			c) Homogeneização da amostra e retirada da unidade analítica. Homogeneizar a amostra seguindo os procedimentos descritos no Capítulo 2. Medir o volume a ser filtrado numa proveta estéril e verter cuidadosamente no copo do conjunto de filtração, evitando respingos. Se o copo do conjunto de filtração for graduado e a escala contiver a marcação de volume requerida, o volume da amostra pode ser medido diretamente, sem a utilização da proveta.


			Nota c.1) O volume a ser filtrado depende do tipo de amostra e do ensaio a ser realizado, sendo discutido nos capítulos específicos em que a filtração é utilizada.


			Nota c.2) Como o método de filtração é uma técnica de concentração dos microrganismos em amostras com baixas contagens, geralmente não são feitas diluições seriadas. A seleção do volume a ser filtrado, entretanto, depende da contaminação estimada na amostra, de forma a resultar em placas com contagens na faixa de 20 a 200 colônias. Em amostras mais contaminadas, o volume pode ser fracionado em mais de uma filtração; por exemplo, um volume total de 100 ml pode ser fracionado em duas porções de 50 ml, quatro porções de 25 ml ou três porções de 70 ml, 25 ml e 5 ml.


			d) Filtração. Ligar a bomba de vácuo e proceder à filtração. Após a passagem da amostra, ainda com a bomba ligada, enxaguar as paredes do copo com 20 a 30 ml de um dos diluentes recomendados no Capítulo 2, para recolher eventuais contaminantes aderidos. Repetir esse procedimento mais uma vez. Desligar a bomba de vácuo antes que a membrana seque excessivamente. Quando o volume a ser filtrado for menor do que 20 ml, adicionar ao copo do conjunto de filtração cerca de 20-30 ml de diluente, antes da adição da amostra. Não é necessária uma medida exata do volume de diluente, cuja função é aumentar o volume a ser filtrado, facilitando uma melhor distribuição dos microrganismos na membrana.


			e) Transferência e incubação da membrana. Retirar o copo e, com uma pinça flambada e resfriada, transferir a membrana para a placa com o meio de cultura, com a face quadriculada para cima. Ao colocar a membrana no meio de cultura é importante que toda a superfície fique completamente aderida ao meio, para que haja contato dos microrganismos com os nutrientes. Se houver formação de bolhas, deve-se levantar a borda da membrana mais próxima da(s) bolha(s) e recolocá-la de forma a eliminar a(s) bolha(s). Incubar as placas nas condições recomendadas pelo ensaio (descrita nos capítulos específicos), invertidas e, preferencialmente, acondicionadas em sacos ou bandejas com papel toalha ou papel de filtro úmido, para evitar desidratação.


			f) Contagem das colônias e cálculo dos resultados. Seguir as orientações do item 3.6.4.


			3.6. Contagem das colônias e cálculo dos resultados segundo a APHA


			As instruções apresentadas nesse item são para ensaios realizados com métodos da American Public Health Association (APHA) e estão descritas na 5ª edição do Compendium of Methods for Microbiological Examination of Foods (Petran et al., 2015). Aplicam-se aos ensaios em que todas as colônias desenvolvidas nas placas, após o período de incubação, são contadas e consideradas no cálculo. No caso de ensaios que utilizam meios diferenciais, para distinguir o(s) microrganismo(s) alvo da microbiota acompanhante (outros microrganismos que podem crescer nas mesmas condições), apenas as colônias típicas são contadas e consideradas no cálculo. Esse é o caso da contagem de enterococos e enterobactérias, que seguem as orientações dos capítulos específicos. Da mesma forma, no caso dos ensaios que exigem a confirmação das colônias, apenas a porcentagem de colônias confirmadas é considerada no cálculo. Esse é o caso da contagem de bactérias lácticas, clostrídios sulfito redutores, C. perfringens, S. aureus e B. cereus, que também seguem as orientações dos capítulos específicos.


			3.6.1. Plaqueamento em profundidade


			Para a contagem, selecionar as placas sem espalhamento, com número de colônias entre 25 e 250 (10 a 150 no caso da contagem de bolores e leveduras). Contar as colônias com o auxílio da lupa de um contador de colônias, para facilitar a visualização. Utilizar um contador de colônias que tenha o fundo quadriculado em cm2, como guia para a contagem. Se não houver placas nessas condições ideais, seguir as orientações das regras 5 a 12, para a contagem.


			Para calcular os resultados, há duas situações a considerar. A primeira é situação padrão, em que unidade analítica é uma massa ou volume da amostra, homogeneizada com o diluente. A segunda é a situação em que as amostras foram preparadas pelas técnicas do esfregaço de superfície ou da lavagem superficial.


			Em todas as situações, usar notação exponencial na apresentação dos resultados, com apenas uma casa decimal depois da vírgula e aproximando para cima quando a segunda casa decimal for igual a cinco ou maior. A aproximação deve ser feita no número final obtido, depois de efetuados todos os cálculos.


			3.6.1.1. Cálculo dos resultados na situação padrão


			A situação padrão é aquela em que unidade analítica é uma massa ou volume da amostra, homogeneizada com o diluente. A regra geral para o cálculo dos resultados é: UFC/g ou  ml = c/d.v, sendo c o número de colônias na placa contada, d a diluição da placa contada e v o volume inoculado dessa diluição. Regras mais detalhadas para o cálculo dos resultados seguem abaixo.


			Nota. A regra geral para o cálculo dos resultados nos métodos ISO é diferente (vide item 3.7).


			Regra 1 – Se a contagem foi feita numa placa inoculada com a amostra sem diluição, sem duplicata, o número de unidades formadoras de colônias (UFC) é igual ao número de colônias (Exemplos 1 e 2). Se foi feita duplicata, o número de UFC é igual à média aritmética da contagem obtida em cada uma das placas da duplicata (Exemplos 3 e 4).


			Regra 2 – Se a contagem foi feita numa placa inoculada com a diluição 10-1 ou maior, sem duplicata, calcular o número de UFC/g ou  ml multiplicando o número de colônias pelo inverso da diluição inoculada. O inverso da diluição 10-1 é 101, o inverso da 10-2 é 102 e assim por diante (Exemplos 5 e 6). Se foi feita duplicata, considerar como número de colônias a média aritmética da contagem obtida em cada uma das placas da duplicata e multiplicar pelo inverso da diluição (Exemplos 7 e 8).


			Regra 3 – Se o volume inoculado da primeira diluição (ou da amostra sem diluição) foi diferente de 1 ml e a contagem foi feita na placa inoculada com esse volume, valem as regras anteriores mas o número de colônias deve ser dividido pelo volume inoculado, para calcular o resultado (Exemplos 9, 10, 11 e 12).


			Regra 4 – Se a diluição inicial não foi decimal (1:20, 1:50, 1:200 etc.), valem as regras 2 e 3 mas é necessário inserir nos cálculos a diluição inicial aplicada. Considerando uma unidade analítica de m gramas ou mililitros, diluída em v mililitros de diluente, a diluição inicial é igual a m/(m+v), ou seja, unidade analítica dividida pelo volume total (diluente + unidade analítica). As diluições decimais subsequentes são a inicial multiplicada por 10-1 (1º decimal), a inicial multiplicada por 10-2 (2º decimal) e assim por diante. Por exemplo, para uma unidade analítica de 50g preparada com 950 ml de diluente, a diluição inicial é de 50/(50+950) = 50/1.000 = 1/20 (1:20). A 1º decimal é 10-1/20, a 2º decimal é 10-2/20 e assim por diante. O cálculo dos resultados ainda é feito multiplicando-se o número de colônias pelo inverso da diluição mas, nesse caso, o inverso da diluição é a fração invertida: inverso da diluição 1/20 = 20/1, inverso da 10-1/20 = 20x101, inverso da 10-2/20 = 20x102 e assim por diante (Exemplos 13, 14, 15, 16, 17 e 18).


			3.6.1.2. Regras para o cálculo em situações não usuais


			Os exemplos acima são de cálculos em condições ideais, com número de colônias na faixa de 25 a 250, em placas da mesma diluição, sem espalhamento. Mas são bastante frequentes as situações em que as placas não se apresentam em condições tão ideais, sendo aplicadas algumas regras básicas para o cálculo dos resultados. Essas regras são apresentadas a seguir, com exemplos no Quadro 3.1.


			Regra 5 – Uma placa da duplicata com contagem acima ou abaixo da faixa de 25-250 colônias. Se a outra placa apresenta contagem na faixa de 25 a 250, considerar o número de colônias de ambas as placas no cálculo do resultado (Exemplo 30 do Quadro 3.1)


			Regra 6 – Duas diluições consecutivas com 25-250 colônias. Calcular o número de UFC de cada diluição e comparar os resultados.


			6.a. Se um dos resultados for maior do que o dobro do outro, considerar apenas o menor (Exemplos 19 e 31 do Quadro 3.1)


			6.b. Se um dos resultados não ultrapassar o dobro do outro, então considerar ambos os resultados, apresentando a média como resultado final (Exemplos 20 e 32 do Quadro 3.1).


			Regra 7 – Nenhuma placa atingiu 25 colônias. Contar as colônias nas placas com número mais próximo de 25, calcular o número de UFC (Exemplos 21 e 33 do Quadro 3.1) e apresentar o resultado como contagem estimada (est).


			Regra 8 – Nenhuma placa com crescimento. Considerar o número de colônias na 1ª diluição inoculada como sendo 1 e calcular o resultado de acordo com as regras 1, 2, 3 ou 4 (Exemplos 22 e 34 do Quadro 3.1). Relatar o resultado final como menor do que o valor obtido no cálculo, valor estimado. Se nenhuma placa houvesse apresentado crescimento nos exemplos 1 a 4 da Regra 1, o resultado final seria <1/ ml (est). Nos exemplos 5 a 8 da regra 2 seria <10/g ou  ml (est). Nos exemplos 9 a 12 da regra 3 seria <5/g ou  ml (est). Nos exemplos 13 a 18 da regra 4 seria: <50, <15, <40, <20, <50 e <30 UFC/g ou  ml, respectivamente.


			Regra 9 – Todas as placas com mais de 250 colônias. Nestes casos há quatro alternativas para estimar o número de UFC/g ou  ml. Em todos os casos, o resultado deve ser apresentado como contagem estimada (est).


			9.a. Se for possível contar todas as colônias da placa, contar e calcular o número de UFC a partir da contagem obtida (Exemplos 23 e 35 do Quadro 3.1).


			9.b. Se não for possível contar todas as colônias da placa, mas o número de colônias/cm2 estiver abaixo de 10, contar as colônias em 12 quadrados de 1cm2, 6 quadrados consecutivos na horizontal e 6 quadrados consecutivos na vertical, utilizando os quadrados demarcados no contador de colônias como guia. Calcular o número médio de colônias/cm2 e, a partir da média, determinar o número total de colônias na placa, multiplicando a média pela área total da placa. Lembrar que a área total da placa é igual a πd2/4, onde d é o diâmetro interno. Por exemplo, placas de vidro de 100mm tem diâmetro interno por volta de 9cm e área total de aproximadamente 65cm2. Placas descartáveis de plástico tem área total de aproximadamente 56cm2. Utilizar este número total de colônias para calcular o número de UFC (Exemplo 24 do Quadro 3.1).


			9.c. Se o número de colônias/cm2 for maior do que 10, contar as colônias em quatro quadrados representativos da distribuição das colônias nas placas e calcular o número de UFC da mesma forma utilizada no caso de 12 quadrados (Exemplo 25 do Quadro 3.1).


			9.d. Se o número de colônias/cm2 for maior do que 100, apresentar o resultado como maior do que área total da placa x inverso da diluição (Exemplo 26 do Quadro 3.1).


			Regra 10 – Número de colônias acima de 250 numa diluição e abaixo de 25 na seguinte. Se numa diluição o número de colônias ficou acima de 250 e na seguinte ficou abaixo, selecionar as placas com contagem mais próxima de 250 e calcular o número de UFC a partir da contagem obtida (Exemplos 27 e 36 do Quadro 3.1).


			Regra 11 – Placas com espalhamento. Há dois tipos distintos de espalhamento. O primeiro é resultante da desintegração de agrupamentos de células, durante a mistura do inóculo com o meio de cultura. O segundo é resultante da inadequada mistura do inóculo com o meio, levando à formação de filmes de umidade na superfície do meio ou entre o meio e o fundo da placa. A distinção entre os dois tipos é facilmente visualizada, porque no espalhamento do primeiro tipo sempre se pode observar crescimento de colônias individuais, enquanto no outro, a massa de crescimento é contínua, não há ocorrência de colônias individuais. As placas com espalhamento poderão ser contadas nas seguintes condições: se nenhuma das zonas de espalhamento individuais tiver tamanho superior a 25% da área da placa e, ainda, se a área total coberta por zonas de espalhamento não ultrapassar 50% da placa. Em caso contrário, reportar o resultado como “acidente de laboratório” e repetir o ensaio. Se o laboratório observar ocorrência de espalhamento do segundo tipo, com tamanho superior a 25%, em mais de 5% das placas preparadas num período de trabalho, devem ser tomadas medidas preventivas para minimizar esse problema. Para contar placas com zonas de espalhamento do primeiro tipo, cada zona deve ser contada como uma única UFC, não contando as colônias individualmente dentro dessas zonas. Para contar placas com zonas de espalhamento do segundo tipo, selecionar uma região da placa, livre de espalhamento e contar as colônias em diversos quadrados de 1cm2. Calcular a média de colônias/cm2, multiplicar pela área total da placa (65cm2 no caso de placas de vidro com diâmetro externo de 100mm ou 56cm2 no caso de placas descartáveis de plástico) e utilizar este valor estimado para calcular o número de UFC. Apresentar o resultado como contagem estimada (est) (Exemplos 28 e 37 do Quadro 3.1). 


			Regra 12 – Placas em que o crescimento é proporcionalmente maior nas maiores diluições. Esta situação pode ser decorrente da contaminação acidental da amostra durante o plaqueamento, de erro na identificação da diluição nas placas ou da presença de substâncias inibidoras na amostra. Considerar o resultado como “acidente de laboratório” e repetir o ensaio. Se a suspeita de presença de substâncias inibidoras na amostra for alta, utilizar na repetição um procedimento adequado para suprimir ou reduzir a influência desses componentes no resultado (vide Anexo 2.2. do Capítulo 2) (Exemplo 29 do Quadro 3.1).


			3.6.1.3. Cálculo dos resultados para amostras preparadas pela técnica do esfregaço de superfície (“swabs” ou esponjas)


			Os resultados devem ser expressos em UFC por cm2 de amostra. Inicialmente, deve-se calcular o número de UFC por mililitro do diluente onde foram recolhidos os “swabs”. Para tanto, considerar essa suspensão como se fosse uma amostra sem diluição e, em função das diluições inoculadas dessa suspensão, calcular o resultado, da mesma forma descrita para o plaqueamento utilizado (profundidade, superfície, gotas ou filtração em membrana).


			Em seguida, deve-se converter a contagem de UFC/ ml da suspensão para UFC/cm2 da amostra. Para tanto, calcular a quantos cm2 corresponde cada mililitro da suspensão. No procedimento padrão descrito no Capítulo 2 para amostragem com “swabs, que amostra uma área de 50cm2 e recolhe os “swabs”em 10 ml de diluente, cada mililitro de diluente corresponde a 5cm2 de superfície. Essa relação, entretanto, pode ser alterada a critério do laboratório, dependendo do tipo de amostra e objetivo da amostragem. É recomendável trabalhar sempre com volumes de diluente múltiplos das áreas amostradas, para facilitar os cálculos. No caso acima, a contagem em UFC/cm2 será igual ao valor obtido por  ml de suspensão, dividido por cinco. No procedimento descrito no Capítulo 2 para amostragem com esponjas, que amostra 100cm2 e recolhe as esponjas em 25 ml de diluente, cada mililitro de diluente corresponde a 4cm2 de superfície. Nesse caso, a contagem em UFC/cm2 será igual ao valor obtido por  ml de suspensão, dividido por quatro. Numa outra situação, em que um esfregaço de 100cm2 de área fosse suspendido em 10 ml de diluente, por exemplo, cada  ml de suspensão corresponderia a 10cm2 de área e o número de UFC/cm2 seria igual ao valor obtido por  ml de suspensão, dividido por dez.
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			3.6.1.4. Cálculo dos resultados para amostras preparadas pela técnica da lavagem superficial


			No caso de alimentos, os resultados devem ser expressos em UFC/g de amostra. Inicialmente, deve-se calcular o número de UFC por mililitro do diluente de lavagem. Para tanto, considerar essa suspensão de lavagem como se fosse uma amostra sem diluição e, em função das diluições inoculadas dessa suspensão, calcular o resultado da mesma forma descrita para o plaqueamento utilizado (profundidade, superfície, gotas ou filtração em membrana).


			Em seguida, deve-se converter o número de UFC/ ml da suspensão de lavagem para UFC/g de amostra, em função da diluição inicial utilizada na lavagem (peso de amostra: volume de diluente). Se a diluição foi 1:1, cada  ml de lavado corresponderá a 1g de amostra e o número de UFC/g será igual ao valor obtido por  ml. Se a diluição for diferente de 1:1, deve-se primeiro calcular a quantos gramas de amostra corresponde 1 ml de lavado, que é igual ao peso da amostra lavada dividido pelo volume de diluente usado. Por exemplo, se uma carcaça de frango de 1,6kg for lavada com 400 ml de diluente, cada  ml de lavado corresponderá a 4g de amostra. Neste caso, o número de UFC/g de amostra será igual ao número de UFC/ml de lavado, dividido por quatro.


			

				

					

					

					

					

				

				

					

							

							

							UFC/g  =  UFC/ ml da suspensão      x 


						

							

							Volume de diluente usado na lavagem


						

							

					


					

							

							Peso da amostra lavada


						

					


				

			


			No caso de embalagens, os resultados podem ser expressos em UFC/cm3 da embalagem ou em UFC por embalagem. Inicialmente, deve-se calcular o número de UFC por mililitro de água de lavagem, da mesma forma indicada para a análise de alimentos.


			Em seguida, deve-se converter o número de UFC/ ml de água de lavagem para UFC/cm3, em função do volume de diluente usado na lavagem. Para isso, deve-se primeiro calcular a quantos cm3 da embalagem corresponde 1 ml de lavado. Esse valor é igual à capacidade da embalagem dividida pelo volume de diluente usado, ou seja se uma embalagem de 500 ml foi lavada com 100 ml de diluente, cada mililitro de lavado corresponderá a 5cm3. Neste caso, o número de UFC/cm3 será igual ao número de UFC/ ml de lavado dividido por cinco. 


			

				

					

					

					

					

				

				

					

							

							

							UFC/cm3  =  UFC/ ml da suspensão      x 


						

							

							Volume de diluente usado na lavagem


						

							

					


					

							

							Capacidade da embalagem


						

					


				

			


			Para determinar o número de UFC por embalagem, basta multiplicar o número de UFC/cm3 pela capacidade da embalagem.


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							

							UFC/embalagem  =      UFC/cm3     x       Capacidade da embalagem


						

							

					


				

			


			3.6.2. Plaqueamento em superfície


			Assim como no plaqueamento em profundidade, as recomendações apresentadas nesse item são aplicáveis aos ensaios em que todas as colônias desenvolvidas nas placas, após o período de incubação, são contadas e consideradas no cálculo.


			A contagem das colônias e o cálculo dos resultados são feitos da mesma forma descrita para o plaqueamento em profundidade, seguindo as mesmas regras. Entretanto, o resultado final deve ser multiplicado por 10 (dez), para levar em conta o volume 10 vezes menor inoculado. Se foi feita a distribuição de 1 ml da primeira diluição em várias placas, o número de colônias dessa diluição é a soma de todas as placas. Se o cálculo do resultado for feito com a contagem dessa diluição, então não é necessário multiplicar por 10.


			3.6.3. Plaqueamento em gotas


			Assim como no plaqueamento em profundidade, as recomendações apresentadas nesse item são aplicáveis aos ensaios em que todas as colônias desenvolvidas nas placas, após o período de incubação, são contadas e consideradas no cálculo.


			Contar as colônias das gotas com no máximo 30 colônias. Para calcular o número de UFC/g ou  ml, tirar a média do número de colônias nas três gotas da diluição inoculada, multiplicar pelo inverso da diluição e em seguida por 100, para considerar o volume inoculado (UFC/g ou  ml = Nº Colônias X 100/diluição).


			3.6.4. Filtração em membrana


			Assim como no plaqueamento em profundidade, as recomendações apresentadas nesse item são aplicáveis aos ensaios em que todas as colônias desenvolvidas nas placas, após o período de incubação, são contadas e consideradas no cálculo.


			Proceder à contagem das colônias com o auxílio de um microscópio estereoscópico, com aumento de 10 a 15 vezes e, para facilitar a visualização posicionar as placas de forma a obter uma iluminação perpendicular ao plano da membrana. Selecionar para contagem placas com 20 a 200 colônias. Seguir as regras abaixo para contagem e cálculo do número de UFC/ ml:


			Regra 1 – Se o número de colônias por quadrícula da membrana for menor ou igual a 2, contar todas as colônias presentes e dividir pelo volume filtrado, para obter o número de UFC/ ml.


			Regra 2 – Se o número de colônias por quadrícula estiver na faixa de 3 a 10, contar 10 quadrículas e tirar a média por quadrícula. Multiplicar esse valor por 100 e dividir pelo volume filtrado, para obter o número de UFC/ ml. Se o número de colônias por quadrícula estiver na faixa de 10 a 20, contar apenas 5 quadrículas para tirar a média e calcular o número de UFC/ ml da mesma forma.


			Regra 3 – Se o número de colônias por quadrícula for maior do que 20, expressar o resultado como maior do que 2000 dividido pelo volume filtrado.


			Regra 4 – Se foi feita a filtração de uma solução obtida de amostra sólida (sal ou açúcar, por exemplo), valem as regras 1, 2 e 3 mas o valor deve ser convertido para UFC/g em função quantidade de amostra na solução. Exemplo: Dissolvidas 25g de açúcar em 225 ml de água peptonada 0,1% (diluição 1:10), filtrados 100 ml da solução e contadas 120 colônias na membrana. Cada mililitro da solução equivale a 0,1g de amostras, portanto, em 100 ml foi filtrada uma quantidade equivalente a 10g da amostra sólida. Então:


				UFC/100 ml de solução = UFC/10g de amostra = 120 ⇒ UFC/g = 120/10 = 12


			3.7. Contagem das colônias e cálculo dos resultados segundo a ISO


			As instruções apresentadas nesse item são para ensaios realizados com métodos International Organization for Standardization (ISO) e estão descritas na ISO 7218:2007/Amd.1:2013 e na ISO 14461-2:2005.


			3.7.1. Exigências gerais para o cálculo dos resultados


			a) Inoculação ou não de duplicata. A ISO 7218:2007/Amd.1:2013 estabelece que pelo menos duas placas sejam inoculadas para cada contagem, podendo ser uma placa de duas diluições subsequentes ou duas placas da mesma diluição (duplicata). Nada impede que seja feita duplicata no plaqueamento de diluições, mas não é obrigatório (exceto no caso de laboratórios que não trabalhem com um sistema de qualidade assegurada).


			b) Número máximo e mínimo de colônias nas placas para contagem. A ISO 7218:2007/Amd.1:2013 manda selecionar para a contagem as placas em que o número total de colônias não ultrapasse 300 (placas de 90mm). Para placas com diâmetro diferente de 90mm, o número máximo aceitável de colônias é proporcional à área da placa. No caso de placas de 55mm de diâmetro o número máximo de colônias é de 110 e, no caso de placas de 140mm é de 730 colônias. Nos ensaios que utilizam meios diferenciais e apenas as colônias típicas são contadas, selecionar para a contagem as placas em que a soma das colônias típicas + atípicas não ultrapasse 300 (placas de 90mm) e o número de colônias típicas não ultrapasse 150. Em todos os casos o número mínimo de colônias na placa selecionadas deve ser de 10 (típicas, atípicas ou soma delas). Intervalo de confiança. Há situações em que a ISO 7218:2007/Amd.1:2013 permite o uso de placas com número de colônias superior ou inferior ao estabelecido, desde que dentro do intervalo de confiança apresentado abaixo.


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							Nº aceitável de colônias


						

							

							Sem duplicata


						

							

							Com duplicata


						

					


					

							

							máximo 300


						

							

							limite superior 332


						

							

							limite superior 323


						

					


					

							

							máximo 150


						

							

							limite superior 173


						

							

							limite superior 166


						

					


					

							

							máximo 100


						

							

							limite superior 119


						

							

							limite superior 113


						

					


					

							

							mínimo 30


						

							

							limite inferior 20


						

							

							limite inferior 23


						

					


					

							

							mínimo 15


						

							

							limite inferior 7


						

							

							limite inferior 10


						

					


					

							

							mínimo 10


						

							

							limite inferior 4


						

							

							limite inferior 6


						

					


				

			


			c) Diluição decimal do número de colônias. A ISO 7218:2007/Amd.1:2013 estabelece que, se foram plaqueadas duas diluições, a contagem em uma diluição seja de aproximadamente 10% da diluição anterior, com limite superior de 15,6% e inferior de 5,2% (definidos na ISO 14461-2:2005). Exemplo: Se numa diluição observou-se o desenvolvimento de 250 colônias, a contagem na diluição subsequente não deve ser inferior a 13 (5,2%) ou superior a 39 (15,6%). O Anexo 3.1 traz uma tabela com a contagem aceitável na segunda diluição considerada, para cada contagem de colônias observada na diluição anterior.


			d) Variação aceitável entre as contagens do par de placas de uma duplicata. A ISO 7218:2007/Amd.1:2013 estabelece que, se foi plaqueada duplicata de uma mesma diluição, seja obedecido um limite superior e inferior aceitáveis para a diferença entre as placas. O Anexo 3.2 traz uma tabela com o limite de concordância aceitável entre essas contagens, estabelecido pela ISO 14461-2:2005.


			e) Apresentação do resultado. A ISO 7218:2007/Amd.1:2013 estabelece que, em todas as situações, seja usada notação exponencial na apresentação dos resultados, com apenas uma casa decimal depois da vírgula e aproximando para cima quando a segunda casa decimal for igual a cinco ou maior. A aproximação deve ser feita no número final obtido, depois de efetuados todos os cálculos.


			3.7.2. Regras gerais para o cálculo dos resultados


			Para o cálculo segundo a ISO 7218:2007/Amd. 1:2013 há três situações a serem consideradas: 1) ensaios em que todas as colônias ou todas as colônias típicas desenvolvidas nas placas, após o período de incubação, são contadas e consideradas no cálculo, sem necessidade de confirmação (contagem total de aeróbios mesófilos, por exemplo, ou colônias pretas na contagem de clostrídios sulfito redutores, por exemplo), 2) métodos em que colônias típicas são contadas como presuntivas e, após uma etapa de confirmação, apenas a porcentagem confirmada é considerada nos cálculos (Bacillus cereus, por exemplo) e 3) métodos em que, além das colônias típicas, colônias atípicas também podem ser contadas como presuntivas e, após uma etapa de confirmação, consideradas nos cálculos (estafilococos coagulase positivos, por exemplo).


			Regra 1 – Geral para ensaios em que todas as colônias (ou todas as colônias típicas) são consideradas nos cálculos (sem confirmação)


			1.1) A regra geral para o cálculo dos resultados é:


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							

							UFC/g ou  ml = ∑C / v x [n1 + (0,1 x n2)] x d  


						

							

					


				

			


			    onde:


			∑C = número total de colônias (ou de colônias típicas) presentes em cada placa selecionada para contagem.


			v = volume inoculado em cada placa (geralmente 0,1 ml no plaqueamento em superfície ou 1 ml no plaqueamento em profundidade).


			n1 = número de placas contadas da primeira diluição selecionada (geralmente uma se não foi feita replicata ou duas quando foi feita duplicata).


			n2 = número de placas contadas da segunda diluição selecionada.


			d = primeira diluição retida para contagem (100=1, 10-1= 0,1, 10-2= 0,01 e assim por diante).


			1.2) A equação acima é válida tanto para a inoculação com duplicata como sem duplicata. Entretanto, quando não é feita a inoculação de duplicata temos n1 = n2 = 1, então, a equação pode ser simplificada para:


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							

							UFC/g ou  ml = ∑C / v x 1,1 x d  


						

							

					


				

			


			Exemplo 1) Inoculados 1 ml das diluições 10-1, 10-2 e 10-3, uma placa por diluição (sem duplicata, n1 = n2 = 1). Os resultados obtidos foram:


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							

							Diluição 10-2


						

							

							Diluição 10-3


						

					


					

							

							Número de colônias presentes em cada placa


						

							

							150


						

							

							17


						

					


					

							

							Volume inoculado em cada placa (v)


						

							

							1 ml


						

							

							1 ml


						

					


					

							

							Primeira diluição retida para contagem (d)


						

							

							10-2 = 0,01


						

					


					

							

							Somatória das colônias nas placas (∑C)


						

							

							150 + 17 = 167


						

					


					

							

							UFC/g ou  ml = ∑C / v x 1,1 x d


						

							

							167 / 1 x 1,1 x 0,01 = 167/0,011 = 1,5 x 104


						

					


				

			


			Exemplo 2) Inoculados 0,1 ml da diluição 10-1, em duplicata (n1 =  2 , n2 = 0). Os resultados obtidos foram:


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							

							10-1 - Placa 1


						

							

							10-1 - Placa 2


						

					


					

							

							Número de colônias presentes em cada placa


						

							

							18


						

							

							20


						

					


					

							

							Volume inoculado em cada placa (v)


						

							

							0,1 ml


						

							

							0,1 ml


						

					


					

							

							Primeira diluição retida para contagem (d)


						

							

							10-1 = 0,1


						

					


					

							

							Somatória das colônias nas placas (∑C)


						

							

							18+20 = 38


						

					


					

							

							UFC/g ou  ml = ∑C / v x [n1 + (0,1 x n2)] x d


						

							

							38 / 0,1 x [2+(0,1 x 0) x 0,1] = 38/0,02 = 1,9 x 103


						

					


				

			


			Regra 2 – Geral para ensaios em que apenas colônias típicas confirmadas são consideradas nos cálculos


			Selecionar para a contagem as placas em que o número total de colônias não ultrapasse 300 (placas de 90mm) e o número de colônias típicas não ultrapasse 150 (exceto no caso de microrganismos que produzem colônias típicas muito grandes, tratados separadamente nos capítulos específicos).


			Pelo menos uma das placa selecionadas deve conter um mínimo de 10 colônias no total (típicas, atípicas ou soma delas).


			2.1) A regra geral para o cálculo dos resultados nesses métodos é:


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							

							UFC/g ou  ml =∑a / v x [n1 + (0,1 x n2)] x d 


						

							

					


				

			


			onde: 


			a = (b x C/A) sendo C = número de colônias típicas presentes em cada placa selecionada para contagem, A = número de colônias típicas submetidas à confirmação (geralmente cinco) e b = número de colônias típicas confirmadas, dentre as que foram submetidas à confirmação (o valor obtido deve ser arredondado para o número inteiro mais próximo do calculado).


			v = volume inoculado em cada placa.


			n1 = número de placas contadas da primeira diluição selecionada


			n2 = número de placas contadas da segunda diluição selecionada


			d = primeira diluição retida para contagem (100=1, 10-1= 0,1, 10-2= 0,01 e assim por diante).


			2.2) A equação acima é válida tanto para a inoculação com duplicata como sem duplicata. Entretanto, quando não é feita a inoculação de duplicata temos n1 = n2 = 1, então, a equação pode ser simplificada para:


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							

							UFC/g ou  ml =∑a / v  x 1,1 x d 


						

							

					


				

			


			Exemplo 3) Inoculados 0,1 ml das diluições 10-1e 10-2, uma placa por diluição (n1 = 1 e n2 = 1). Os resultados obtidos foram:


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							

							Diluição 10-1


						

							

							Diluição 10-2


						

					


					

							

							Colônias típicas na placa (C)


						

							

							150


						

							

							17


						

					


					

							

							Colônias típicas submetidas à confirmação (A)


						

							

							5


						

							

							5


						

					


					

							

							Colônias típicas confirmadas dentre as submetidas à confirmação (b)


						

							

							4


						

							

							3


						

					


					

							

							Número de colônias consideradas confirmadas nas placas [a = (b x C/A)]


						

							

							(4x150/5) = 120


						

							

							(3x17/5) = 10


						

					


					

							

							Volume inoculado em cada placa (v)


						

							

							0,1 ml


						

							

							0,1 ml


						

					


					

							

							Primeira diluição retida para contagem (d)


						

							

							10-1 = 0,1


						

					


					

							

							Somatória das colônias consideradas confirmadas nas placas (∑a)


						

							

							120+10 = 130


						

					


					

							

							UFC/g ou  ml =∑a / v x 1,1 x d


						

							

							130 / 0,1 x 1,1 x 0,1  = 130/0,011 = 1,2x104


						

					


				

			


			Exemplo 4) Inoculados 0,1 ml da diluição 10-1, em duplicata (n1 = 2, n2 = 0). Os resultados obtidos foram:


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							

							10-1 - Placa 1


						

							

							10-1 - Placa 2


						

					


					

							

							Colônias típicas na placa (C)


						

							

							18


						

							

							20


						

					


					

							

							Colônias típicas submetidas à confirmação (A)


						

							

							5


						

							

							5


						

					


					

							

							Colônias típicas confirmadas dentre as submetidas à confirmação (b)


						

							

							4


						

							

							5


						

					


					

							

							Número de colônias consideradas confirmadas nas placas [a = (b x C/A)]


						

							

							(4x18/5) = 14


						

							

							(5x20/5) = 20


						

					


					

							

							Volume inoculado em cada placa (v)


						

							

							0,1 ml


						

							

							0,1 ml


						

					


					

							

							Primeira diluição retida para contagem (d)


						

							

							10-1 = 0,1


						

					


					

							

							Somatória das colônias consideradas confirmadas nas placas (∑a)


						

							

							14+20 = 34


						

					


					

							

							UFC/g ou  ml =∑a / v x [n1 + (0,1 x n2)] x d


						

							

							34 / 0,1 x [(2 + 0,1x0) x 0,1] = 34/0,02 = 1,7x103


						

					


				

			


			Regra 3 – Geral para ensaios em que, além das colônias típicas, colônias atípicas confirmadas também são consideradas nos cálculos


			3.1) A regra geral para o cálculo dos resultados nesses métodos é:


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							

							UFC/g ou  ml =∑a / v  x [n1 + (0,1 x n2)] x d 


						

							

					


				

			


			onde: 


			a = (bt x Ct/At) + (ba x Ca/Aa) sendo C = número de colônias típicas (Ct) ou atípicas (Ca) presentes em cada placa selecionada para contagem, A = número de colônias típicas (At) ou atípicas (Aa) submetidas à confirmação (geralmente cinco) e b = número de colônias típicas (bt) ou atípicas (ba) confirmadas, dentre as que foram submetidas à confirmação.


			v = volume inoculado em cada placa.


			n1 = número de placas contadas da primeira diluição selecionada


			n2 = número de placas contadas da segunda diluição selecionada


			d = primeira diluição retida para contagem (100=1, 10-1= 0,1, 10-2= 0,01 e assim por diante).


			3.2) A equação acima é válida tanto para a inoculação com duplicata como sem duplicata. Entretanto, quando não é feita a inoculação de duplicata temos n1 = n2 = 1, então, a equação pode ser simplificada para:


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							

							UFC/g ou  ml =∑a / v  x 1,1 x d 


						

							

					


				

			


			Exemplo 5) Inoculados 0,1 ml das diluições 10-1e 10-2, uma placa por diluição (n1 = 1 e n2 = 1). Os resultados obtidos foram:


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							

							Diluição 10-1


						

							

							Diluição 10-2


						

					


					

							

							Colônias típicas na placa (Ct)


						

							

							150


						

							

							17


						

					


					

							

							Colônias atípicas na placa (Ca)


						

							

							12


						

							

							2


						

					


					

							

							Colônias típicas submetidas à confirmação (At)


						

							

							5


						

							

							5


						

					


					

							

							Colônias atípicas submetidas à confirmação (Aa)


						

							

							5


						

							

							2


						

					


					

							

							Colônias típicas confirmadas dentre as submetidas à confirmação (bt)


						

							

							4


						

							

							3


						

					


					

							

							Colônias atípicas confirmadas dentre as submetidas à confirmação (ba)


						

							

							0


						

							

							0


						

					


					

							

							Número de colônias consideradas confirmadas nas placas [a = (bt x Ct/At) + (ba x Ca/Aa)]


						

							

							(4x150/5) + (0x12/5) = 120


						

							

							(3x17/5) + (0x2/2) = 10


						

					


					

							

							Volume inoculado em cada placa (v)


						

							

							0,1 ml


						

							

							0,1 ml


						

					


					

							

							Primeira diluição retida para contagem (d)


						

							

							10-1 = 0,1


						

					


					

							

							Somatória das colônias consideradas confirmadas nas placas (∑a)


						

							

							120+10 = 130


						

					


					

							

							UFC/g ou  ml =∑a / v x 1,1 x d


						

							

							130 / 0,1 x 1,1 x 0,1 = 130/0,011 = 1,2x104


						

					


				

			


			Exemplo 6) Inoculados 0,1 ml da diluição 10-1, em duplicata (n1 = 2, n2 = 0). Os resultados obtidos foram:


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							

							10-1 - Placa 1


						

							

							10-1 - Placa 2


						

					


					

							

							Colônias típicas na placa (Ct)


						

							

							18


						

							

							20


						

					


					

							

							Colônias atípicas na placa (Ca)


						

							

							2


						

							

							3


						

					


					

							

							Colônias típicas submetidas à confirmação (At)


						

							

							5


						

							

							5


						

					


					

							

							Colônias atípicas submetidas à confirmação (Aa)


						

							

							2


						

							

							3


						

					


					

							

							Colônias típicas confirmadas dentre as submetidas à confirmação (bt)


						

							

							4


						

							

							5


						

					


					

							

							Colônias atípicas confirmadas dentre as submetidas à confirmação (ba)


						

							

							0


						

							

							1


						

					


					

							

							Número de colônias consideradas confirmadas nas placas [a = (bt x Ct/At) + (ba x Ca/Aa)]


						

							

							(4x18/5) + (0x2/2) = 14


						

							

							(5x20/5) + (1x3/3) = 21


						

					


					

							

							Volume inoculado em cada placa (v)


						

							

							0,1 ml


						

							

							0,1 ml


						

					


					

							

							Primeira diluição retida para contagem (d)


						

							

							10-1 = 0,1


						

					


					

							

							Somatória das colônias consideradas confirmadas nas placas (∑a)


						

							

							14+21 = 35


						

					


					

							

							UFC/g ou  ml =∑a / v x [n1 + (0,1 x n2)] x d 


						

							

							35 / 0,1 x [(2 + 0,1x0) x 0,1] = 35/0,02 = 1,8x103


						

					


				

			


			3.7.3. Regras para o cálculo em situações não usuais


			Os exemplos acima são de cálculos em condições ideais, com número de colônias na faixa de 10 a 300, sem espalhamento. Mas são bastante frequentes as situações em que as placas não se apresentam em condições tão ideais, sendo aplicadas algumas regras básicas para o cálculo dos resultados. Essas regras são apresentadas a seguir.


			Regra 4 – Nenhuma placa atingiu 10 colônias ou nenhuma colônia nas placas


			Se houver menos de 10, mas pelo menos quatro colônias estiverem presentes, usar a fórmula abaixo para os cálculos e relatar o resultado como estimado (exemplo 7). Se houver menos de quatro colônias, calcular para quatro e relatar o resultados como menor do que o valor obtido (exemplo 8). Se não houver colônias, calcular para uma e relatar o resultados como menor do que o valor obtido (exemplo 9).


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							

							UFC/g ou  ml = ∑C / v x n x d  


						

							

					


				

			


			onde:


			∑C = número total de colônias (ou de colônias típicas) presentes em cada placa selecionada para contagem.


			v = volume inoculado em cada placa.


			n = número de placas contadas da primeira diluição selecionada.


			Exemplo 7) Inoculados 0,1 ml da diluição 10-1, em duplicata (n = 2). Os resultados obtidos foram:


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							

							10-1 - Placa 1


						

							

							10-1 - Placa 2


						

					


					

							

							Número de colônias presentes em cada placa


						

							

							6


						

							

							8


						

					


					

							

							Volume inoculado em cada placa (v)


						

							

							0,1 ml


						

							

							0,1 ml


						

					


					

							

							Primeira diluição retida para contagem (d)


						

							

							10-1 = 0,1


						

					


					

							

							Somatória das colônias nas placas (∑C)


						

							

							6 + 8=14


						

					


					

							

							UFC/g ou  ml = ∑C / v x n x d


						

							

							14 / 0,1 x 2 x 0,1 = 14/0,02 = 7x102 (est)a


						

					


				

			


			a = Resultado estimado.


			Exemplo 8) Inoculados 1 ml das diluições 10-1e 10-2, uma placa por diluição (n = 1). Os resultados obtidos foram:


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							

							Diluição 10-1


						

							

							Diluição 10-2


						

					


					

							

							Número de colônias presentes em cada placa


						

							

							3


						

							

							0


						

					


					

							

							Volume inoculado em cada placa (v)


						

							

							1 ml


						

							

							1 ml


						

					


					

							

							Primeira diluição retida para contagem (d)


						

							

							10-1 = 0,1


						

					


					

							

							Somatória das colônias nas placas (∑C)


						

							

							Considerar como 4


						

					


					

							

							UFC/g ou  ml = ∑C / v x n x d


						

							

							4 / 1 x 1 x 0,1 = 4/0,1 → <40


						

					


				

			


			Exemplo 9 – Inoculados 0,1 ml das diluições 10-1 e 10-2, uma placa por diluição (n = 1). Os resultados obtidos foram:


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							

							Diluição 10-1


						

							

							Diluição 10-2


						

					


					

							

							Número de colônias presentes em cada placa


						

							

							0


						

							

							0


						

					


					

							

							Volume inoculado em cada placa (v)


						

							

							0,1 ml


						

							

							0,1 ml


						

					


					

							

							Primeira diluição retida para contagem (d)


						

							

							10-1 = 0,1


						

					


					

							

							Somatória das colônias nas placas (∑C)


						

							

							Considerar como 1


						

					


					

							

							UFC/g ou  ml = ∑C / v x n x d


						

							

							1 / 0,1 x 1 x 0,1 = 1/0,01 → <100


						

					


				

			


			Regra 5 – Placas com mais de 300 colônias


			5a) Mais de 300 em uma diluição e menos de 10 na seguinte. Se numa diluição o número de colônias ficou acima de 300 e na seguinte ficou abaixo de 10, o resultado é inaceitável porque 10 está abaixo do limite inferior permitido na diluição subsequente (vide Anexo 3.1). Por exemplo, se houver 301 colônias na 1ª diluição retida, a menor contagem aceitável na diluição seguinte é de 17 colônias.


			5b) Mais de 150 colônias nos ensaios em que o número máximo de colônias aceitável nas placas é de 150 (contagem de bolores e leveduras, por exemplo). Se numa diluição o número de colônias ficou acima de 150 e na seguinte ficou abaixo de 10 o resultado é aceitável se não ultrapassar 173 (sem duplicata) ou 166 (com duplicata) na 1ª diluição retida e se, na subsequente, obedecer ao limite inferior definido no Anexo 3.1 (exemplo 10).


			Exemplo 10) Inoculados 1 ml das diluições 10-1e 10-2, duas placas por diluição (n = 2). Os resultados obtidos foram:


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							

							Diluição 10-1


						

							

							Diluição 10-2


						

					


					

							

							Número de colônias presentes em cada placa


						

							

							151 e 160a


						

							

							08 e 09b


						

					


					

							

							Volume inoculado em cada placa (v)


						

							

							1 ml


						

							

							1 ml


						

					


					

							

							Primeira diluição retida para contagem (d)


						

							

							10-1 = 0,1


						

					


					

							

							Somatória das colônias nas placas (∑C)


						

							

							151 +160 + 08 + 9 = 328


						

					


					

							

							UFC/g ou  ml = ∑C / v x n x d


						

							

							328/1 x 2 x 0,1 = 328/0,2 = 1,6x103


						

					


				

			


			a Não ultrapassou o limite superior de 166. 


			b Ficou acima do limite inferior de 06 e 07 definido no Anexo 3.1. 


			5c) Nos ensaios com confirmação em que só se observa colônias típicas ou confirmadas em placas com mais de 300 colônias e não na diluição subsequente. Se num ensaio as colônias típicas ou as colônias confirmadas são observadas apenas em placas com mais de 300 colônias e não na diluição subsequente, calcular o resultado (Exemplo 11):


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							

							UFC/g ou  ml = menor que 1/V2.d2 e maior que 1/V1.d1 


						

							

					


				

			


			onde 


			d1 e d2 são os fatores de diluição correspondentes às diluições inoculadas, 


			V1 é o volume inoculado da diluição d1 e


			V2 é o volume inoculado da diluição d2. 


			Se não for observada a presença de colônias típicas ou confirmadas na placas com mais de 300 colônias e nem na placa da diluição subsequente, calcular o resultado  (Exemplo 12):


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							

							UFC/g ou  ml = menor que 1/V2.d2 


						

							

					


				

			


			Exemplo 11) Inoculados 0,1 ml das diluições 10-1 e 10-2 (d1 = 0,1 e d2 = 0,01), uma placa por diluição. Os resultados obtidos foram:


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							

							Diluição 10-1


						

							

							Diluição 10-2


						

					


					

							

							Número de colônias presentes em cada placa


						

							

							mais de 300


						

							

							33


						

					


					

							

							Colônias típicas e/ou confirmadas na placa


						

							

							presentes


						

							

							ausentes


						

					


					

							

							Volume inoculado em cada placa (v)


						

							

							0,1 ml


						

							

							0,1 ml


						

					


					

							

							UFC/g ou  ml = menor que 1/V2.d2 e maior que 1/V1.d1 


						

							

							< 1/0,1 x 0,01 e > 1/0,1 x 0,1 → <103 e > 102


						

					


				

			


			Exemplo 12) Inoculados 0,1 ml das diluições 10-1 e 10-2 (d1 = 0,1 e d2 = 0,01), uma placa por diluição. Os resultados obtidos foram:


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							

							Diluição 10-1


						

							

							Diluição 10-2


						

					


					

							

							Número de colônias presentes em cada placa


						

							

							mais de 300


						

							

							33


						

					


					

							

							Colônias típicas e/ou confirmadas na placa


						

							

							ausentes


						

							

							ausentes


						

					


					

							

							Volume inoculado em cada placa (v)


						

							

							0,1 ml


						

							

							0,1 ml


						

					


					

							

							UFC/g ou  ml = menor que 1/V2.d2 


						

							

							< 1/0,1 x 0,01 → < 103 


						

					


				

			


			5d) Número aceitável de colônias em apenas uma das diluições inoculadas. Nas contagens sem duplicata, se na primeira diluição inoculada o número de colônias é maior que 332 (limite superior do intervalo de confiança, Quadro 3.2) mas na diluição seguinte a contagem atende às exigências do Anexo 3.1, usar essa contagem nos cálculos e relatar como resultado estimado (Exemplo 13).


			Exemplo 13) Inoculados 1 ml das diluições 10-1 e 10-2 (d1 = 0,1 e d2 = 0,01), uma placa por diluição (n = 1). Os resultados obtidos foram:


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							

							Diluição 10-1


						

							

							Diluição 10-2


						

					


					

							

							Número de colônias presentes em cada placa


						

							

							334a


						

							

							31b


						

					


					

							

							Volume inoculado em cada placa (v)


						

							

							1 ml


						

							

							1 ml


						

					


					

							

							Primeira diluição retida para contagem (d)


						

							

							d2 = 10-2 = 0,01


						

					


					

							

							Somatória das colônias nas placas (∑C)


						

							

							considerar apenas as da diluição 10-2 = 31


						

					


					

							

							UFC/g ou  ml = ∑C / v x n x d


						

							

							31/1 x 1 x 0,01 = 31/0,01 = 3,1x103 (estimada)


						

					


				

			


			a Acima do limite superior de 332 do Quadro 3.2. 


			b Ficou dentro do intervalo aceitável de 20 a 50 colônias definido no Anexo 3.1.


			3.8. Referências


			ISO 6887-1. Microbiology of food and animal feeding stuffs – Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions for microbiological examination – Part 1: General rules for the preparation of the initial suspension and decimal dilutions. 2nd edition, 2017. The International Organization for Standardization.


			ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs –General requirements and guidance for microbiological examination. 3rd edition, 2007, Amendment 1, 2013. The International Organization for Standardization.


			ISO 14461-2. Milk and milk products – Quality control in microbiological laboratories – Part 2: Determination of the reliability of colony counts of parallel plates and subsequent dilution steps. 1st edition, 2005. The International Organization for Standardization.


			PETRAN, R.L., GRIEME, L.E., FOONG-CUNNINGHAM, S., 2015. Culture methods for enumeration of microorganisms. In: SALFINGER, Y. & TORTORELLO, M.L. (eds), Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods. 5th edition. Washington, DC: American Public Health Association (APHA). Chapter 6, pp.75-87.


			Anexo 3.1.Limite de concordância aceitável entre as contagens de colônias obtidas em placas de duas diluições subsequentes (ISO 14461-2:2005)


			10-x = Número de colônias observado na placa da 1ª diluição considerada (ou soma das colônias das duas placas da duplicata, se foi inoculada duplicata de cada diluição).


			10-(x+1) = Número de colônias aceitável na placa da 2ª diluição considerada (ou soma das colônias das duas placas da duplicata, se foi inoculada duplicata de cada diluição).


			

				

					

					

					

					

					

					

					

					

					

					

					

					

					

					

					

					

					

				

				

					

							

							10-x


						

							

							10


						

							

							11


						

							

							12


						

							

							13


						

							

							14


						

							

							15


						

							

							16


						

							

							17


						

							

							18


						

							

							19


						

							

							20


						

							

							21


						

							

							22


						

							

							23


						

							

							24


						

					


					

							

							10-(x+1)


						

							

							mínimo


						

							

							0


						

							

							0


						

							

							0


						

							

							0


						

							

							0


						

							

							0


						

							

							0


						

							

							0


						

							

							0


						

							

							0


						

							

							0


						

							

							0


						

							

							0


						

							

							0


						

							

							0


						

					


					

							

							máximo


						

							

							4


						

							

							5


						

							

							5


						

							

							5


						

							

							5


						

							

							6


						

							

							6


						

							

							6


						

							

							6


						

							

							6


						

							

							7


						

							

							7


						

							

							7


						

							

							7


						

							

							7


						

					


					

							

							10-x


						

							

							25


						

							

							26


						

							

							27


						

							

							28


						

							

							29


						

							

							30


						

							

							31


						

							

							32


						

							

							33


						

							

							34


						

							

							35


						

							

							36


						

							

							37


						

							

							38


						

							

							39


						

					


					

							

							10-(x+1)


						

							

							mínimo


						

							

							0


						

							

							0


						

							

							0


						

							

							0


						

							

							0


						

							

							0


						

							

							0


						

							

							0


						

							

							0


						

							

							0


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

					


					

							

							máximo


						

							

							8


						

							

							8


						

							

							8


						

							

							8


						

							

							8


						

							

							8


						

							

							9


						

							

							9


						

							

							9


						

							

							9


						

							

							9


						

							

							9


						

							

							10


						

							

							10


						

							

							10


						

					


					

							

							10-x


						

							

							40


						

							

							41


						

							

							42


						

							

							43


						

							

							44


						

							

							45


						

							

							46


						

							

							47


						

							

							48


						

							

							49


						

							

							50


						

							

							51


						

							

							52


						

							

							53


						

							

							54


						

					


					

							

							10-(x+1)


						

							

							mínimo


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

					


					

							

							máximo


						

							

							10


						

							

							10


						

							

							11


						

							

							11


						

							

							11


						

							

							11


						

							

							11


						

							

							11


						

							

							11


						

							

							12


						

							

							12


						

							

							12


						

							

							12


						

							

							12


						

							

							12


						

					


					

							

							10-x


						

							

							55


						

							

							56


						

							

							57


						

							

							58


						

							

							59


						

							

							60


						

							

							61


						

							

							62


						

							

							63


						

							

							64


						

							

							65


						

							

							66


						

							

							67


						

							

							68


						

							

							69


						

					


					

							

							10-(x+1)


						

							

							mínimo


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							2


						

							

							2


						

							

							2


						

							

							2


						

							

							2


						

							

							2


						

					


					

							

							máximo


						

							

							13


						

							

							13


						

							

							13


						

							

							13


						

							

							13


						

							

							13


						

							

							14


						

							

							14


						

							

							14


						

							

							14


						

							

							14


						

							

							14


						

							

							14


						

							

							15


						

							

							15


						

					


					

							

							10-x


						

							

							70


						

							

							71


						

							

							72


						

							

							73


						

							

							74


						

							

							75


						

							

							76


						

							

							77


						

							

							78


						

							

							79


						

							

							80


						

							

							81


						

							

							82


						

							

							83


						

							

							84


						

					


					

							

							10-(x+1)


						

							

							mínimo


						

							

							2


						

							

							2


						

							

							2


						

							

							2


						

							

							2


						

							

							2


						

							

							2


						

							

							2


						

							

							2


						

							

							2


						

							

							2


						

							

							2


						

							

							2


						

							

							2


						

							

							2


						

					


					

							

							máximo


						

							

							15


						

							

							15


						

							

							15


						

							

							15


						

							

							16


						

							

							16


						

							

							16


						

							

							16


						

							

							16


						

							

							16


						

							

							16


						

							

							17


						

							

							17


						

							

							17


						

							

							17


						

					


					

							

							10-x


						

							

							85


						

							

							86


						

							

							87


						

							

							88


						

							

							89


						

							

							90


						

							

							91


						

							

							92


						

							

							93


						

							

							94


						

							

							95


						

							

							96


						

							

							97


						

							

							98


						

							

							99


						

					


					

							

							10-(x+1)


						

							

							mínimo


						

							

							3


						

							

							3


						

							

							3


						

							

							3


						

							

							3


						

							

							3


						

							

							3


						

							

							3


						

							

							3


						

							

							3


						

							

							3


						

							

							3


						

							

							3


						

							

							3


						

							

							3


						

					


					

							

							máximo


						

							

							17


						

							

							17


						

							

							17


						

							

							18


						

							

							18


						

							

							18


						

							

							18


						

							

							18


						

							

							18


						

							

							18


						

							

							19


						

							

							19


						

							

							19


						

							

							19


						

							

							19


						

					


					

							

							10-x


						

							

							100


						

							

							101


						

							

							102


						

							

							103


						

							

							104


						

							

							105


						

							

							106


						

							

							107


						

							

							108


						

							

							109


						

							

							110


						

							

							111


						

							

							112


						

							

							113


						

							

							114


						

					


					

							

							10-(x+1)


						

							

							mínimo


						

							

							3


						

							

							3


						

							

							3


						

							

							4


						

							

							4


						

							

							4


						

							

							4


						

							

							4


						

							

							4


						

							

							4


						

							

							4


						

							

							4


						

							

							4


						

							

							4


						

							

							4


						

					


					

							

							máximo


						

							

							19


						

							

							19


						

							

							20


						

							

							20


						

							

							20


						

							

							20


						

							

							20


						

							

							20


						

							

							20


						

							

							21


						

							

							21


						

							

							21


						

							

							21


						

							

							21


						

							

							21


						

					


					

							

							10-x


						

							

							115


						

							

							116


						

							

							117


						

							

							118


						

							

							119


						

							

							120


						

							

							121


						

							

							122


						

							

							123


						

							

							124


						

							

							125


						

							

							126


						

							

							127


						

							

							128


						

							

							129


						

					


					

							

							10-(x+1)


						

							

							mínimo


						

							

							4


						

							

							4


						

							

							4


						

							

							4


						

							

							4


						

							

							5


						

							

							5


						

							

							5


						

							

							5


						

							

							5


						

							

							5


						

							

							5


						

							

							5


						

							

							5


						

							

							5


						

					


					

							

							máximo


						

							

							21


						

							

							22


						

							

							22


						

							

							22


						

							

							22


						

							

							22


						

							

							22


						

							

							22


						

							

							23


						

							

							23


						

							

							23


						

							

							23


						

							

							23


						

							

							23


						

							

							23


						

					


					

							

							10-x


						

							

							130


						

							

							131


						

							

							132


						

							

							133


						

							

							134


						

							

							135


						

							

							136


						

							

							137


						

							

							138


						

							

							139


						

							

							140


						

							

							141


						

							

							142


						

							

							143


						

							

							144


						

					


					

							

							10-(x+1)


						

							

							mínimo


						

							

							5


						

							

							5


						

							

							5


						

							

							5


						

							

							5


						

							

							5


						

							

							6


						

							

							6


						

							

							6


						

							

							6


						

							

							6


						

							

							6


						

							

							6


						

							

							6


						

							

							6


						

					


					

							

							máximo


						

							

							24


						

							

							24


						

							

							24


						

							

							24


						

							

							24


						

							

							24


						

							

							24


						

							

							24


						

							

							25


						

							

							25


						

							

							25


						

							

							25


						

							

							25


						

							

							25


						

							

							25


						

					


					

							

							10-x


						

							

							145


						

							

							146


						

							

							147


						

							

							148


						

							

							149


						

							

							150


						

							

							151


						

							

							152


						

							

							153


						

							

							154


						

							

							155


						

							

							156


						

							

							157


						

							

							158


						

							

							159


						

					


					

							

							10-(x+1)


						

							

							mínimo


						

							

							6


						

							

							6


						

							

							6


						

							

							6


						

							

							6


						

							

							6


						

							

							6


						

							

							7


						

							

							7


						

							

							7


						

							

							7


						

							

							7


						

							

							7


						

							

							7


						

							

							7


						

					


					

							

							máximo


						

							

							26


						

							

							26


						

							

							26


						

							

							26


						

							

							26


						

							

							26


						

							

							26


						

							

							27


						

							

							27


						

							

							27


						

							

							27


						

							

							27


						

							

							27
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			Anexo 3.2.Limite de concordância aceitável entre as contagens de colônias obtidas em um par de placas de uma duplicata (ISO 14461-2:2005)


			Maior = Contagem na placa que apresentou o maior número de colônias no par.


			Menor = Contagem aceitável na outra placa do par.
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