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1. OBIJETIVO

Realizar o teste microbiolégico simplificado e a confirmacdo da presenca de
coliformes totais no leite humano ordenhado pasteurizado (LHOP), garantindo sua qualidade e
seguranga para consumo.

2. SIGLAS E CONCEITOS

e LHOP: leite humano ordenhado pasteurizado,
e BGBL: caldo bile verde brilhante,

e Coliformes totais: bacilos gram-negativos que fermentam lactose e indicam possivel
contaminagao.

3. DEFINICOES

Consiste em identificar microrganismos indesejaveis para o leite.

4. RESPONSABILIDADES

Farmacéutico ou Nutricionista com Curso de Aperfeicoamento em Processamento e
Controle de Qualidade do Leite Humano, oferecido pela Fiocruz.

5. MATERIAIS
e  Estufa bacterioldgica;
e Autoclave;
e Pipeta automatica e ponteiras descartaveis (1mL);
e Balanca analitica calibrada;
e Alca bacterioldgica descartavel (10uL);
e Cabine de seguranca bioldgica;

e Tubos de Durham;
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Estante para suporte (revestida em plastico PVC);
Tubos de cultura com tampa rosquedvel;

BGBL 5% e 4%;

Planilha de Controle de Estoque;

Classificagdo e Resultado da Analise Microbioldgica; e

Formulario de Controle de Temperatura da Estufa Microbioldgica.

6. DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS

1.

Estar devidamente paramentado, conforme o POP. UNUT.051 - Higiene e
paramentacado de colaboradores.

Monitorar e registrar a temperatura da estufa bacteriolégica no inicio e no fim dos
procedimentos (Anexo I).

Preparar o meio de cultura BGBL 5% e 4%:

Pesar o meio de cultura em balanga analitica: 50 g/L para BGBL 5% ou 40 g/L para
BGBL 4%.

Medir 1 L de dgua destilada em proveta e aquecer levemente.

Adicionar 200mL de dgua destilada para dissolu¢gdo do meio de cultura e misturar
com auxilio de uma espatula, em seguida, adicionar pouco a pouco o volume restante
de agua destilada para sua completa dissolucao.

Distribuir 10 mL (5%) ou 9 mL (4%) do meio de cultura previamente preparado em
tubos de vidro com tampa rosquedvel, apropriados para cultura microbiolégica e
com capacidade minima de 15 mL, assegurando que os tubos de Durham estejam
previamente invertidos em seu interior.

Identificar o lote de producdo do meio de cultura com o nome do meio, concentracao
e data de preparo.

Fechar os tubos deixando suas tampas a % de volta e esterilizar a 121°C por 15
minutos em autoclave.

Abrir a vdlcula de escape da autoclave somente apds o esfriamento total do
equipamento, impedindo a formacdao de microbolhas no interior dos tubos de
Durham.

Retirar os tubos da autoclave, verificar se houve formacdo de microbolhas e fecha-
los.
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Validar o teste de esterilidade incubando no minimo 10% dos tubos do lote do meio
de cultura em estufa a 36°C (x 1°C) por 24h. A formagdo de gds ou turvagdao do meio
em um unico tubo desqualifica todo o lote produzido.

Armazenar sob refrigeragdo a 5°C por no maximo 15 dias.

Coletar as amostras:

Retirar os tubos contendo o meio de cultura do refrigerador e deixd-los em
temperatura ambiente até atingirem o equilibrio térmico.

Certificar-se, antes do uso, de que os tubos de Durham estejam completamente
imersos no meio de cultura, sem a presenca de bolhas de ar ou depdsitos de cristais
em seu interior.

Identificar os tubos de acordo com os frascos que serdo analisados com auxilio de
caneta especifica para vidros.

Coletar, em cabine de seguranca bioldgica, quatro aliquotas de 1 mL da amostra a
ser analisada, garantindo que sejam retiradas de diferentes pontos do frasco.
Transferir todas as aliquotas de uma mesma amostra para um Unico tubo de cultura
contendo BGBL concentrado (5%) e fecha-los.

Teste presuntivo:
Incubar os tubos em estufa bacteriolégicaa 36 £ 1°C por um periodo de 24 a 48 horas.

Verificar a formagao de gas no tubo de Durham como indicagdo presuntiva de
coliformes totais. Em caso de formacdo de gas, o teste deve ser obrigatoriamente
submetido a prova confirmatéria.

Prova confirmatoria:
Selecionar os tubos positivos no teste presuntivo.
Coletar aliquota de 10 pL do tubo com BGBL 5%, utilizando alga bacterioldgica.

Inocular no meio BGBL 4% e incubar em estufa bacteriolégica a 36 + 1°C por 24 a 48
horas.

Confirmar a presenca de coliformes pela formacdo de gas no tubo de Durham.

Registrar os resultados das analises microbiolégicas na planilha de Controle de
Estoque, Classificacdo e Resultado da Andlise Microbioldgica (Anexo 2).
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ANEXO 1 - Planilha de Controle de Estoque, Classificagao e Resultado da Analise Microbiolégica.

BANCO DE LEITE HUMANO "HILDA BERGO DUARTE - PLANILHA DE CONTROLE DE ESTOQUE, CLASSIFICAGAO ERESULTADO DA ANALISE MICROBIOLOGICA

Classificagio
do Leite

Numero | Volume
defrasco | (mi)

Acidez
Colostro

Transigio
Maduro

Valor Calérico
(kealfL)

Classificagio - Valor Calérico

Data de

Exclusivo
Validade

Hipocaldrico (< 500 keal/L)
Normocalérico (500 - 750 kcal/L)
Hipercalérico (2750 keal/t)

Microbioldgico

Volume

e Nio | Volume
(mi) 24horas 48 horas 24horas 48 horas. Coufore
Nao Nao Nao Nio
Conforme Conforme Conforme Conforme
conforme conforme conforme conforme

ANEXO 2 - Formuldrio de Controle de Temperatura da Estufa Microbiolégica.

CONTROLE DE TEMPERATURA BELH

- ALfL ESTUFA DO SETOR DA MICRO
Temperatura Maxima Permitida (°C): = 36°C 2024

Dezembro

Dia

Hora
(Inicio)

T*C atual Resp.

Hora
(Fim)

T*C atual Resp.
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