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Resumo

O controle microbiologico é essencial na industria alimenticia, quimica e ambiental para garantir a
qualidade dos produtos e a seguranca do consumidor. A escolha de métodos adequados de contagem
bacteriana impacta diretamente na tomada de decisfes, prevencdo de contaminagdes e atendimento
as normas sanitérias. Este estudo analisou a técnica tradicional de espalhamento em agar com alga de
Drigalski e 0 método alternativo Biolaminotest, utilizando Staphylococcus aureus. Os resultados
mostraram que a técnica de espalhamento em placa apresentou maior preciséo, estabilidade e menor
desvio padrdo, sendo mais indicada para andlises quantitativas e rigorosas. Em contrapartida, o
Biolaminotest se destacou pela praticidade e rapidez, mostrando-se Util para triagens preliminares em
ambientes industriais, mas com elevada varia¢é@o entre repeticdes. Conclui-se que, para analises que
exijam resultados confiaveis e quantitativos, o método de espalhamento permanece sendo o mais
indicado, ideal para avaliagdo da seguranca alimentar, deteccdo de contaminaces e validagdo das
etapas industriais, enquanto o Biolaminotest pode ser aplicado em monitoramentos iniciais de campo.

Palavras-chave: Controle microbiolégico. Qualidade industrial. Métodos laboratoriais.
Area do Conhecimento: Biomedicina.
Introducéo

Na industria, a contagem microbiolégica é uma etapa critica do controle de qualidade, uma vez que
microrganismos patogénicos podem comprometer a seguranca do produto, afetar a satde publica e
gerar perdas econdmicas significativas (Mendes; Ribeiro, 2021). Dessa forma, a deteccdo de
contaminagdo em processos relacionados a saude é de fundamental importancia. Setores como a
indastria alimenticia, a industria quimica e as analises ambientais, ainda que de forma indireta, exercem
impacto direto sobre a salde da populacdo (Wang; Wu, 2024). Nesse contexto, a analise microbioldgica
representa um dos principais desafios no controle de qualidade.

A utilizacdo de meios de cultura e de técnicas de deteccdo bacteriana € indispensével, permitindo
identificar a presenga de microrganismos, determinar sua espécie e, em alguns métodos, quantificar
sua carga bacteriana (Gill, 2017). Essas informac¢des séo cruciais para que empresas adotem medidas
preventivas, garantindo ndo apenas alimentos mais seguros, mas também processos quimicos com
menor risco de contaminacao e a oferta de recursos ambientais em condi¢bes adequadas (Canciu et
al., 2021).

Entre esses microrganismos, a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus (S. aureus) se
destaca, por ser frequentemente associado a surtos de intoxicacdo alimentar devido a produgédo de
enterotoxinas resistentes ao calor, podendo estar presente tanto em ambientes hospitalares quanto
industriais e comunitarios, tendo seu tratamento dificultado pela presenca de cepas multirresistentes
(Taylor & Unakal, 2023; Pagnocca & Sette, 2012).

A quantificacdo de microrganismos viaveis é geralmente realizada por meio da contagem de
Unidades Formadoras de Colbnias (UFC), permitindo avaliar a quantidade microbiana ativa presente
em amostras de alimentos, superficies, dgua e equipamentos industriais (Martini et al., 2024; Fernandes
& Vieira, 2012). Métodos precisos sao fundamentais, especialmente quando decisfes sobre a liberacédo
de lotes de producdo ou o descarte de matérias-primas dependem desses resultados (Santos;
Paganoto; Pinto, 2025). O método de espalhamento em placa é considerado um procedimento padrao
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para a contagem de Unidades Formadoras de Colbnia (UFC), devido a sua simplicidade,
reprodutibilidade e capacidade de proporcionar crescimento microbiano isolado e quantificavel na
superficie do meio de cultura. Essa técnica € amplamente empregada na quantificacdo de
microrganismos viaveis por meio da determinacao do nimero de UFC, utilizando-se frequentemente a
alca de Drigalski — um instrumento em formato de 'A' que permite distribuir uniformemente o indculo
sobre o agar. A aplicacdo da alca de Drigalski favorece o crescimento isolado e homogéneo das
colbnias, conferindo maior precisao e confiabilidade aos resultados, motivo pelo qual este método é
considerado o padrao-ouro em procedimentos microbioldgicos quantitativos (Sanders, 2012; Szermer-
Olearnik et al., 2014). No entanto, esse método demanda estrutura laboratorial completa, além de
tempo e profissional qualificado (Takamune & Vieira, 2013).

O Biolaminotest oferece praticidade e rapidez na deteccdo microbioldgica, sendo uma forma
alternativa, a qual permite a aplicacdo direta em superficies, agua e alimentos. Ele contém duas
superficies seletivas, sendo uma para bactérias heterotréficas totais que originam colénias vermelhas
e outra para fungos e leveduras que formam coldnias bege, sem a necessidade de equipamentos
sofisticados (Lanxess, 2013; Guimaraes, 2021). Apesar da facilidade de uso, métodos rapidos como
0 Biolaminotest precisam ser avaliados quanto a sua confiabilidade, pois decisGes equivocadas podem
comprometer a qualidade dos produtos e a seguran¢a do consumidor.

Neste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar o método padrdo de espalhamento em
placa com algca de Drigalski e o método alternativo Biolaminotest para a quantificacdo de
Staphylococcus aureus, um microrganismo presente em diversos produtos industriais, destacando as
vantagens e limitagdes de cada técnica no contexto do controle microbiol4gico.

Metodologia

Cultura bacteriana

A cepa Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC 25923 foi reativada em caldo BHI (Brain Heart
Infusion, Kasvi®) por 24 horas. Em seguida, utilizando uma al¢a de platina previamente esterilizada, o
in6culo foi repicado em meio Agar Manitol Salgado (AMS) com o objetivo de verificar a pureza da cepa
e excluir a possibilidade de contaminac&o. Apds a confirmagéo, procedeu-se ao repique em meio Agar
Mueller-Hinton suplementado com sangue de cavalo, esse meio foi utlizado devido as suas
caracteristicas de enriquecimento, que favorecem a viabilidade e o crescimento adequado de
Staphylococcus aureus, sem comprometer a integridade e o desenvolvimento das colbnias
empregando a técnica de semeadura por esgotamento. Embora ndo seja o meio tradicionalmente
empregado, essa escolha visa garantir maior sensibilidade na detecc&o e contagem das col6nias. As
placas foram entao incubadas a 37 °C por 24 horas.

Preparacéo do in6culo

O inéculo foi preparado com concentragao 108 UFC/mL utilizando 30 mL de solucdo salina estéril
0,9% em tubo Falcon, contendo aproximadamente 10 coldnias. A homogeneizacgéo foi feita em vortex
a cada nova colbnia adicionada. Posteriormente, 1300 pL da solug&o foram medidos em turbidimetro
Densichek (Biomérieux®) para padronizagdo na escala 0,5 Mcfarland. A partir deste in6culo, foram
realizadas diluicdes decimais seriadas até 103 e 102 UFC/mL, descartando-se 3 mL do ultimo tubo,
como mostrado na Figura 1.

Figura 1: Procedimento de preparagdo do inéculo utilizando a técnica de dilui¢cdo seriada.
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Fonte: Os autores, 2025.
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Método de espalhamento em placa

Aliquotas de 200 pL das diluigdes 10° e 102 UFC/mL da cepa de S. aureus foram transferidas para
placas contendo Agar Mueller-Hinton com sangue de cavalo (Figura 2). O espalhamento foi feito com
alca de Drigalski. As placas foram incubadas por 48 horas a 37 °C, com fotografia apés 24 horas e
contagem de UFCs ao final do periodo. O experimento foi conduzido em duplicata e realizado em duas
repeticdes independentes adicionais, com o objetivo de ampliar a confiabilidade dos dados.

Figura 2: Esquema representativo do método de espalhamento em placa de Staphylococcus aureus.
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Fonte: Os autores, 2025.

Método Biolaminotest

As laminas do Biolaminotest (IPEL®/Lanxess) foram imersas nos indculos das concentracdes 102 e
102 UFC/mL, assegurando cobertura completa das superficies. Ap6s homogeneizacdo em vortex, as
l&minas permaneceram por 15 minutos nos tubos, sendo entdo drenadas e recolocadas nos recipientes
originais. A incubagdo ocorreu a 37°C por 48 horas, com leituras realizadas a cada 24 horas. O
experimento foi realizado em duplicata e reproduzido mais duas outras vezes, tendo o objetivo de
ampliar a acurdcia dos dados. Os resultados foram comparados com a escala padréo fornecida pelo
guia de referéncia enviado pelo fornecedor do teste que indica como as laminas devem se apresentar
de acordo com as concentragdes bacterianas previstas (Figura 3).

Figura 3: Gabarito de resultados do teste com a escala padrédo do fabricante para concentragcfes bacterianas
previstas.

GABARITO DE RESULTADOS
BACTERIAS

Fonte: Alves, 2017.

Resultados
Os métodos avaliados apresentaram diferencas significativas, uma vez que o padrdo-ouro
(espalhamento em placa) e o Biolaminotest utilizam abordagens analiticas distintas. Na Figura 4,
utilizando a concentracdo de 102 UFC/mL, o Biolaminotest apresentou variagdo semelhante a técnica
de espalhamento, mas com maior desvio padréo, evidenciando menor precisdo. Ja na concentracdo
de 103 UFC/mL, as diferencas entre os métodos foram ainda mais acentuadas, com o Biolaminotest
exibindo inconsisténcias significativas.

A analise estatistica revelou diferencgas significativas (p < 0,05) entre os métodos, especialmente em
concentracdes elevadas, as discrepancias do Biolaminotest sdo potencialmente problematicas para
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decisdes criticas de controle de qualidade na industria. Em contraste, a técnica de espalhamento em
placa com alca de Drigalski apresentou resultados estaveis e reprodutiveis, confirmando sua
adequacdao para analises quantitativas rigorosas.

Figura 4: Andlise das concentragdes bacterianas nos dois dispositivos. (A) Staphylococcus aureus diluido em 102
UFC/mL em Biolaminotest e espalhamento em placa. (B) S. aureus com carga bacteriana mais elevada entre
utilizando o método de espalhamento e o Biolaminotest. (C) Comparagéo entre os concentrados dos dois métodos
utilizados (*p<0,05 e ****p<0,0001, em comparagdo com o método de espalhamento).
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Fonte: Os autores, 2025
Discusséo

Na industria alimenticia, quimica e até mesmo o setor ambiental precisam de rapidez na deteccao de
contaminagbes, uma vez que € essencial para prevenir surtos epidemioldgicos, evitar perdas
econdmicas e problemas de saude causadas por microrganismos. Neste contexto, o Biolaminotest
atenderia a essa demanda, pois permite uma avaliagcao preliminar sem necessidade de equipamentos
complexos, sendo ideal para triagens iniciais em linhas de producao ou inspec¢des de rotina. Entretanto,
0 estudo demonstrou que o Biolaminotest apresentou alto desvio padrdo, indicando baixa
reprodutibilidade, principalmente em concentracbes mais elevadas de S. aureus. Esses resultados
corroboram a literatura (Lanxess, 2013; Guimaraes, 2021), que ja aponta o Biolaminotest como um
recurso de triagem, mas ndao como substituto de métodos convencionais em analises microbiol6gicas
que exigem padrdes regulatérios rigorosos, como os exigidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) na inddstria de
alimentos.

Quando se trata de quantificacdo eficaz, precisa e confidvel, especialmente em casos que envolvem
identificacdo bacteriana detalhada ou liberacédo de lotes de producao, a técnica de espalhamento em
placa com alca de Drigalski se mostrou superior, produzindo dados quantitativos e consistentes, de
modo a proporcionar crescimento microbiano isolado e sem sobreposicdo de colbnias, o que permite
uma melhor identificacdo da cepa bacteriana juntamente com testes bioquimicos, garantindo uma maior
precisdo em tratamentos médicos e industriais sejam eles quimicos, alimenticios ou ambientais
(Sanders, 2012; Clark, 1967).

Embora ndo sejam métodos equivalentes o uso do dispositivo comercial Biolaminotest é
recomendado em monitoramentos iniciais, enquanto a técnica de espalhamento em placa utilizando a
alca de Drigalski deve ser empregada para confirmacgfes quantitativas e qualitativas de decisGes
criticas no controle de qualidade.

Conclusao

A aplicacao das técnicas de espalhamento em placa com al¢a de Drigalski e do Biolaminotest permitiu
a quantificac@o de Staphylococcus aureus para o controle microbiolégico. O método de espalhamento
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em placa demonstrou elevada preciséo, estabilidade e reprodutibilidade dos resultados, sendo indicado
para andlises laboratoriais que exigem maior rigor técnico, como nas etapas de validacdo de processos
e controle de qualidade em ambientes regulados. Ja o Biolaminotest apresentou-se como uma
ferramenta pratica e de facil aplicacdo, especialmente Gtil em triagens iniciais, monitoramentos em
campo uma vez que apresenta um desvio padrdo elevado. No entanto, ambas as técnicas se
mostraram relevantes dentro de suas finalidades, contribuindo para a seguranca e eficiéncia das a¢des
de vigilancia microbiolégica em contextos industriais.

Referéncias

ALVES, C. L. S. C. Redugéo de Microorganismos na Massa do Papel Reciclado. Universidade de
Uberaba. 2017. Disponivel em: <https://dspace.uniube.br/bitstream/123456789/430/1/TCC%20-
%20CINTIA.pdf>. Acesso em: 2 mai. 2025.

CANCIU, A. et al. Modern Analytical Techniques for Detection of Bacteria in Surface and
Wastewaters. Sustainability, v. 13, n. 13, p. 7229, 28 jun. 2021.

CLARK, D.S. Comparacao dos métodos de vazamento e de placa de superficie para determinacdo de
contagens bacterianas. Canadian Journal of Microbiology , v. 13, n. 11, p. 1409-1412, 1967.

FERNANDES, N. C. A, VIEIRA, D. A. P. Microbiologia Aplicada. Disponivel em:
<https://www.ufsm.br/app/uploads/sites/413/2018/12/04_microbiologia_aplicada.pdf>. Acesso em: 21
mai. 2025.

GILL, A. The Importance of Bacterial Culture to Food Microbiology in the Age of Genomics. Frontiers
in Microbiology, v. 8, 1 maio 2017.

GUIMARAES, S. S. DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO COSMETICA CONTENDO ARGILA
BENTONITA. Universidade federal do paraiba. 2021. Disponivel em:
<https://repositorio.ufpb.br/jspui/bitstream/123456789/31827/1/SamanthaDaSilvaGuimar%C3%A3es_
Dissert.pdf>. Acesso em: 9 mai. 2025.

LANXESS. QUALITY PROTECTS. 2013. Disponivel em: <https://lanxess.com/-
/media/project/lanxess/corporate-internet/products-and-solutions/industries/microbial-
control/tintas_port.pdf>. Acesso em: 20 mai. 2025.

MARTINI, K. M. et al. Maximum likelihood estimators for colony-forming units. Microbiology
spectrum, v. 12, n. 9, p. e0394623, 2024.

MENDES, A. M.; RIBEIRO, L. F. O controle microbiolégico da qualidade de alimentos. PubVet, v. 15,
n. 2, p. 1-10, 2021.

PAGNOCCA, F. C.; SETTE, L. D. ISOLAMENTO DE MICRO-ORGANISMOS. Unesp/ Rio Claro. 2012.
Disponivel em:
<https://ib.rc.unesp.br/Home/Departamentos47/BioquimicaeMicrobiologia/aula2fernandomicro.doc>.
Acesso em: 9 mai. 2025.

SANDERS, E. R. Aseptic laboratory techniques: plating methods. Journal of visualized experiments:
JoVE, n. 63, p. e3064, 2012.

SANTOS, E. R.; PAGANOTTO, F. S.; PINTO, E. V. A ATUACAO DO PROFISSIONAL
FARMACEUTICO NO CONTROLE DA PRODUCAO DE ALIMENTOS INDUSTRIALIZADOS NO
BRASIL. Revista Ibero-Americana de Humanidades, Ciéncias e Educacéo, v. 11, n. 6, p. 5124—
5136, 2025.

XIX Encontro Latino Americano de Iniciagao Cientifica, XXV Encontro Latino Americano de P6s-Graduacéo e 5
XV Encontro de Iniciagcdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2025



xxix INIC = XX INIC or.
LT - W L 3

| N | [

02S A Ciéncia do NANO e seu impacto transformador no MACRO

SZERMER-OLEARNIK, B. et al. Comparison of microbiological and physicochemical methods for
enumeration of microorganisms. Postepy higieny i medycyny doswiadczalnej, v. 68, p. 1392-1396,
2014.

TAKAMUNE, L. F.; VIEIRA, D. C. M. Comparacédo da metodologia para determinacédo da poténcia
de amoxicilina: método de difusdo em agar e método de espalhamento. Revista de Ciéncias
Farmacéuticas Basica e Aplicada. 2013.

TAYLOR, T. A.; UNAKAL, C. G. Staphylococcus aureus infection. StatPearls. Treasure Island (FL):
StatPearls Publishing, 2023.

WANG, L. WU, Z. A Simple High-Throughput Technology for Microorganism Detection and Quantitative
Analysis. Foods, v. 13, n. 18, p. 2954, 18 set. 2024.

XIX Encontro Latino Americano de Iniciagao Cientifica, XXV Encontro Latino Americano de P6s-Graduacéo e 6
XV Encontro de Iniciagcdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2025



