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1. Objetivo

Esta Norma Técnica tem por objetivo estabelecer as orientagdes necessarias para a determinagao da presencga
de bactérias coliformes totais no leite humano ordenhado pasteurizado, visando a garantia da qualidade em
Bancos de Leite Humano e sua certificagao.

2. Documentos Complementares
Na elaboragao desta Norma Técnica foram consultados:

REDE BRASILEIRA DE BANCOS DE LEITE HUMANO. BLH-IFF/NT 11.21: Higiene e Conduta: Funcionarios. Rio de
Janeiro, 2021.

REDE BRASILEIRA DE BANCOS DE LEITE HUMANO. BLH-IFF/NT 34.21: Pasteuriza¢do do Leite Humano Ordena-
do. Rio de Janeiro, 2021.

REDE BRASILEIRA DE BANCOS DE LEITE HUMANO. BLH-IFF/NT 51.21: Biosseguranca em Bancos de Leite Hu-
mano e Postos de Coleta de Leite Humano. Rio de Janeiro, 2021.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolugao RDC n. 171, de 04 de setembro de 2006. Dispde
sobre o Regulamento Técnico para o Funcionamento de Bancos de Leite Humano. Didrio Oficial da Unido,
Brasilia, DF, 04 set. 2006.

3. Definicoes

3.1. Ambiéncia: espago arquitetonicamente organizado, meio fisico especialmente preparado para o exercicio
de determinada atividade.

3.2. Coliformes Termotolerantes: subgrupo de bactérias do grupo coliforme que fermentam a lactose a 44,5°C
+0,2°C em 24/48 horas; tem como principal representante a Escherichia coli, de origem fecal.

3.3. Coliformes Totais (bactérias do grupo coliforme): bacilos gram-negativos, aerébios ou anaerdbios facul-
tativos, ndo formadores de esporos, oxidase negativos, capazes de desenvolver-se na presenca de sais biliares
ou agentes tensoativos, que fermentam a lactose com producdo de acido, gds e aldeido a 35°C + 0,5°C em
24/48 horas, e que podem apresentar atividade da enzima R-galactosidase.

4. Fundamentos

O controle de qualidade microbioldgico do leite humano ordenhado praticado pela Rede Brasileira de Bancos
de Leite Humano segue a logica preconizada para alimentos, que institui a utilizacdo de microrganismos indi-
cadores de qualidade sanitaria.

Neste contexto, o grupo coliforme tem ocupado lugar de destaque, por ser de cultivo simples, economica-
mente vidvel e seguro, minimizando a possibilidade de resultados falso-negativos.

A partir do procedimento classico para deteccdo de coliformes totais, foi desenvolvida uma metodologia
alternativa que consiste no inoculo de quatro aliquotas de 1mL cada, pipetadas de forma independente, em
tubos com 10mL de Caldo Verde Bile Brilhante (BGBL) a 5% p/v, com tubos de Durham em seu interior.




Apds a inoculagdo e incubacgdo a 36°C £ 1°C, a presenca de gds no interior do tubo de Durham caracteriza re-
sultado positivo. O tubo positivo, por sua vez, deve ser repicado, com auxilio de alca bacterioldgica, calibrada
de 5mm, isto é, com capacidade de 10 microlitros (L) para tubos contendo BGBL na concentragdo de 40g/L.

Ap0s a incubacgdo destes tubos por igual periodo, a presenca de gas confirma a existéncia de microrganismos
do grupo coliforme, tornando o produto impréprio para consumo. A metodologia alternativa e a cldssica nao
diferem entre si, quando comparadas pelo teste de Qui-Quadrado, ao nivel de 5% de probabilidade.

S. Condicdes Gerais

5.1. O Controle de Qualidade Microbioldgico devera ser realizado imediatamente apds a processamento do leite
humano ordenhado.

5.2. Os frascos deverdao permanecer em cadeia de frio durante a coleta de amostras para o controle de qualidade
microbioldgico.

5.3. Prévio a realizacdo das analises, o profissional dever verificar a validade e integridade do meio de cultura a
serem utilizados, assim como as condices das vidrarias.

6. Condicdes Especificas

6.1. Para iniciar o processo de preparo do meio de cultura o profissional deve paramentar-se de acordo com
as Normas Técnicas BLH-IFF/NT 11.21: Higiene e Conduta: Funcionarios e BLH-IFF/NT 51.21: Biosseguranga em
Bancos de Leite Humano e Postos de Coleta.

6.2. Os seguintes materiais sdo necessarios para a realizacdo da andlise microbioldgica:

a. Pipetas soroldgicas graduadas de 1mL de capacidade e esterilizadas ou Pipetador automatico com ponteiras
descartaveis de 1mL;

b. Tubos de Durham;

c. Tubos indicados para cultura microbiolégica com capacidade minima de 15mL;
d. Autoclave que permita operar por 121°C por 15 minutos;

e. Estufa bacterioldgica para cultura, regulada a 36°C, com exatidao de + 1°C;
f. Balanca semi-analitica com sensibilidade de 0,1g calibrada;

g. Alga bacterioldgica calibrada a 10 microlitros;

h. Bico de Bunsen ou Capela de Fluxo Laminar;

i. Béquer para preparo de meio de cultura;

j. Tubo de vidro com tampa rosquedvel com capacidade minima de 15 mL;

k. Frasco de Erlenmeyer;

|. Estante para suporte, revestida em PVC;

m. Gelo reciclavel;

n. Caixas isotérmicas revestidas em PVC.




6.3. Materiais e reagentes:

a. Caldo Verde Bile Brilhante 2% Lactose;

b. Agua destilada ou deionizada.

6.4. Procedimento:

6.4.1. Preparo dos meios de cultura e reagentes:

6.4.1.1. Preparo de Caldo Verde Bile Brilhante - Concentrado (5% p/v):

a. Pesar 50g do meio de cultura Caldo Verde Bile Brilhante em vidraria apropriada utilizando balanga semi-ana-
litica com sensibilidade de 0,1g calibrada;

b. Medir 1 litro de dgua destilada ou deionizada em proveta;

c. Adicionar 200 ml de agua destilada ou deionizada, para a dissolucdo do meio de cultura. Misturar com auxilio
de bastdo de vidro ou com agitador magnético em placa aquecida;

d. Apds a dissolugcdo completa do meio de cultura, va adicionando pouco a pouco o volume restante de agua
destilada ou deionizada restante da proveta, continuando a agita¢cdo até completar o volume de 1 litro e sua
completa dissolucdo;

e. Distribuir 10mL do meio de cultura ja preparado em tubos de vidro com tampas rosqueaveis, indicados para
cultura microbiolégica com capacidade minima de 15mL, ja contendo os tubos de Durhan invertidos no seu
interior;

f. Identificar o lote de meio produzido com o nome do meio, concentracado e data do preparo;
g. Fechar os tubos deixando suas tampas a % de volta para a sua esterilizacdo;
h. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos ou em temperatura preconizada pelo fabricante, em autoclave;

i. Ao fim do processo de esterilizacdo, esperar o esfriamento do equipamento para abrir a valvula de escape de
ar e prosseguir com a retirada dos tubos com meio de cultura. Esse procedimento impede a formacdo de micro-
bolhas no interior dos tubos de Durham;

j. Apds a retirada dos tubos do interior da autoclave, fechar os tubos, verificar se houve a formacao de microbo-
Ihas e identificar os lotes de tubos com nome do meio, concentracao e prazo de validade;

k. Proceder com a validagdo do teste de esterilidade, incubando no minimo 10% do lote de meio de cultura em
estufa a 36°C +1°C por 24h. A formagado de gas ou turvagao do meio em um Unico tubo desqualifica todo lote
produzido;

I. Apds o teste de esterilidade, os tubos com meio de cultura poderao ser armazenados sob refrigeracao a 5°C,
por no maximo 15 dias.




6.4.1.2. Preparo de Caldo Verde Bile Brilhante - Simples (4% p/v):

a. Pesar 40g do meio de cultura Caldo Verde Bile em vidraria apropriada utilizando balanga semi-analitica com
sensibilidade de 0,1g calibrada;

b. Medir 1 litro de dgua destilada ou deionizada em proveta;

c. Adicionar 200 ml de agua destilada ou deionizada, para a dissolu¢do do meio de cultura. Misturar com auxilio
de bastdo de vidro ou com agitador magnético em placa aquecida;

d. Apds a dissolugdo completa do meio de cultura, va adicionando pouco a pouco o volume restante de agua
destilada ou deionizada restante da proveta, continuando a agitacdo até completar o volume de 1 litro e sua
completa dissolucdo;

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

f. Identificar o lote de meio produzido com o nome do meio, concentracdo e data do preparo;
g. Fechar os tubos deixando suas tampas a % de volta para a sua esterilizacao;
h. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos ou em temperatura preconizada pelo fabricante, em autoclave;

i. Ao fim do processo de esterilizacdo, esperar o esfriamento do equipamento para abrir a valvula de escape de
ar e prosseguir com a retirada dos tubos com meio de cultura. Esse procedimento impede a formacao de micro-
bolhas no interior dos tubos de Durham;

j- Apos a retirada dos tubos do interior da autoclave, fechar os tubos, verificar se houve a formacao de microbo-
Ihas e identificar os lotes de tubos com nome do meio, concentragao e prazo de validade;

k.Proceder com a validac¢do do teste de esterilidade, incubando o lote de meio de cultura em estufa a 36°C +1°C
por 24h. A formacdo de gas ou turvacdo do meio em um Unico tubo desqualifica todo lote produzido;

|. Apds o teste de esterilidade, os tubos com meio de cultura poderdo ser armazenados sob refrigeracdo a 5°C,
por até 15 dias.

6.4.2. Coleta de amostras de leite humano ordenhado pasteurizado para analise e sua inoculacdo;

6.4.3. Antes de proceder as andlises retirar os tubos com o meio de cultura do refrigerador para que os mesmos
possam entrar em equilibrio com a temperatura ambiente;

6.4.4. Certifique-se antes da utilizacdo que os tubos de Durhan estdo completamente imersos no meio de cultu-
ra e livres de bolhas de ar e depdsitos de cristais em seu interior;

6.4.5. Identifique os tubos de acordo com os frascos a serem analisados com auxilio de etiquetas ou caneta es-
pecifica para vidros;

6.4.6. Apds o tratamento térmico (pasteurizagao), todos os frascos deverao ser mantidos em cadeia de frio, até
a etapa de controle de qualidade microbioldgico;




6.4.7. Coletar quatro aliquotas de 1 mL da amostra a ser analisada. As amostras deverdo ser coletadas, sob cam-
po de chama ou em cabine de seguranca bioldgica, seguindo o rigor microbiolégico;

6.4.8. As aliquotas deverao ser coletadas em pontos diferentes do frasco;

6.4.9. Dispor todas as aliquotas de uma mesma amostra em um Unico tubo de cultura contendo caldo bile verde
brilhante concentrado (BGBL 5%);

6.4.10. Tampar os tubos contendo o leite com o meio de cultura e incuba-los a 36°C + 1°C durante 24 a 48 horas,
em estufa;

6.4.11. As aliguotas de leite humano pasteurizado coletadas ndo devem ser congeladas para posterior anadlises.
6.5. Cuidados com a amostra:

6.5.1. Cada tubo que receber a amostra deve conter o niumero do frasco do qual o leite foi extraido. O acondi-
cionamento e o transporte das amostras até o laboratdrio, com o produto para andlise deverdo ser em caixas
isotérmicas mantendo-se as mesmas condicdes de Cadeia de Frio preconizadas para o LHO.

6.6.Determinagao de coliformes totais:

6.6.1. A determinacdo da presenca ou auséncia dos coliformes totais se da pela observancia da formacao de gas
no interior dos tubos de Durhan;

6.6.2. S3o considerados positivos para coliformes aqueles tubos que contenham em seu interior tubos de Durhan
com formacdo de bolha (gds), no periodo de 24 a 48 horas de incubagdo a temperatura de 36°C £1°C.

6.6.3. A presenca de gds indica um resultado presuntivo, que devera ser submetido a prova confirmatdria, obri-
gatoriamente.

6.7 Prova confirmatoria:

6.7.1. A prova confirmatdria para presenca de coliformes deve ser realizada selecionando apenas os tubos ino-
culados com as amostras de leite humano pasteurizado e que apresentaram resultados considerados positivos
durante o teste presuntivo;

6.7.2. Antes de iniciar a coleta da amostra, o profissional paramentado de acordo com a Norma Técnica BLH-IFF/
NT 11.21: Higiene e Conduta: Funciondrios, deve flambar a al¢a de platina na chama do bico de Bunsen ou em
esterilizador automatico, ndo sendo necessario quando se utiliza algas descartdveis;

6.7.3. Coletar uma aliquota de 10 microlitros, com auxilio de alca de platina ou descartdvel, sob campo de chama
ou cabine de seguranca bioldgica, dos tubos selecionados no item 6.4.9.;

6.7.3.1. A amostragem consiste na forma¢dao de uma membrana a partir do meio de cultura.
6.7.4. Inocular a alga no meio de cultura na concentragdo de 4% p/v (Caldo Verde Bile Brilhante Simples);

6.7.5. Tampar os tubos contendo as amostras com o meio de cultura e incuba-los a 36°C + 1°C durante 24 a 48
horas, em estufa;

6.7.6. A temperatura da estufa deve ser monitorada e registrada, no inicio e fim de um turno de trabalho, com
instrumentos proprios para essa finalidade (vide Anexo) e seguindo a Norma Técnica BLH-IFF/NT: 44.21: Contro-
le de Termdmetros.




6.8. Resultados:

6.8.1. Considera-se para resultado positivo final, aqueles frascos onde houve a formagdo de gas no teste confir-
matorio;

6.8.2. Uma vez que o objetivo da pasteurizacdo é eliminar 100% das bactérias patogénicas, a presenca de colifor-
me em amostra de leite pasteurizado caracteriza o produto como imprdprio para consumo;

6.8.3. Os resultados serdo expressos como auséncia e presenca de coliformes totais e registrados em instrumen-
tos préprios para essa finalidade (vide Anexo).
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