ANEXO

METODOS ANALITICOS OFICIAIS PARA ANALISES
MICROBIOLOGICAS PARA CONTROLE DE PRODUTOS DE
ORIGEM ANIMAL E AGUA

CAPITULO I

CONTAGEM PADRAO DE MICRORGANISMOS MI?SOFILOS AEROBIOS ESTRITOS E
FACULTATIVOS VIAVEIS

1. OBJETIVOS E ALCANCE

Estabelecer procedimento para a contagem padrdo de microrganismos
mesofilos aerdbios estritos e facultativos viaveis.

Aplica-se a amostras de matérias-primas, agua e alimentos.

2. FUNDAMENTOS
Baseia-se na semeadura da amostra ou de suas diluicGes em agar padrdo para
contagem seguida de incubagao em temperatura de 36 + 1°C por 48 horas.

3. REAGENTES E MATERIAIS

Vidraria e demais insumos basicos obrigatérios em laboratérios de microbiologia
de alimentos; Agar padrao para contagem (PCA);

Solucdo salina peptonada 0,1%.

4. EQUIPAMENTOS
Equipamentos basicos obrigatérios em laboratérios de microbiologia de
alimentos.

5. PROCEDIMENTOS

5.1 Pesagem e preparo da amostra: Pesar 25 £+ 0,2 g ou pipetar 25 £ 0,2 mL
da amostra, de acordo com as instrugdes contidas no Anexo V, “Procedimentos para o
preparo, pesagem e descarte de amostras”, deste Manual.

Adicionar 225 mL de solucdo salina peptonada 0,1%.

Homogeneizar por aproximadamente 60 segundos em “stomacher”.

Esta é a diluicdo 107,

5.2 Inoculagdo em placas: A partir da diluicdo inicial (10!), efetuar as demais
diluicOes desejadas em solucdo salina peptonada 0,1%, de acordo com as instrucdes
contidas no Anexo II, "DiluicOes e solucdes”, deste Manual.

Semear 1 mL de cada diluigdo selecionada em placas de Petri estéreis.
Adicionar cerca de 15 a 20 mL de PCA fundido e mantido em banho-maria a 46-48°C.

Homogeneizar adequadamente o agar com o indculo.

Deixar solidificar em superficie plana.

5.3 Incubacao: Incubar as placas invertidas a 36 + 1°C por 48 horas.

5.4 Leitura: Segundo o tipo de amostra em anadlise, realizar a leitura
selecionando as placas de acordo com o seguinte critério, contando todas as colGnias
presentes:

Produtos em geral: Placas que contenham entre 25 e 250 colonias;

Amostras de agua: Placas que contenham entre 30 e 300 col6nias.



6. RESULTADOS

A partir dos dados obtidos, calcular o nimero de microrganismos presentes na
amostra em analise, seguindo as instrugdes contidas no Anexo IV, “Procedimentos
para contagem de col6nias”, deste Manual.

Expressar o resultado em UFC/g ou mL.
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CAPITULO II
CONTAGEM DE BOLORES E LEVEDURAS

1. OBJETIVOS E ALCANCE

Estabelecer procedimento para a contagem de bolores e leveduras em
alimentos.

Aplica-se a amostras de matérias-primas, alimentos e ragoes.

2. FUNDAMENTOS

Baseia-se na verificagdo da capacidade desses microrganismos se
desenvolverem em meios de cultura com pH proximo a 3,5 e temperatura de
incubacdo de 25 + 1°C.

A utilizacdo de meios acidificados a pH 3,5 = 0,1 promove seletivamente o
crescimento de fungos, inibindo a maioria das bactérias presentes no alimento.

3. REAGENTES E MATERIAIS

Vidraria e demais insumos basicos obrigatorios em laboratdrios de microbiologia
de alimentos;

Agar batata glicose 2%;

L(+) Acido tartarico 10%;

Solugao salina peptonada 0,1%.

4. EQUIPAMENTOS
Equipamentos bdasicos obrigatérios em laboratérios de microbiologia de
alimentos.

5. PROCEDIMENTOS

5.1 Preparo das placas

Fundir o agar batata glicose.

Resfriar em banho-maria até 46-480°C.

Acidificar o meio até pH 3,5 por meio da adicdo de 1,5 mL de solugao de acido
tartarico 10% para cada 100 mL de meio.

Verter nas placas cerca de 15 a 20 mL.

Deixar solidificar em superficie plana.

Identificar as placas.

Antes da utilizagcdo, secar as placas semi-abertas com o fundo voltado para



cima em estufa a 50°C por cerca de 15 minutos, ou em fluxo laminar expondo a
superficie pelo tempo necessario para a completa secagem.

5.2 Pesagem e preparo da amostra

Pesar 25 = 0,2 g ou pipetar 25 £ 0,2 mL da amostra de acordo com as
instrucdes contidas no Anexo V, “Procedimentos para o preparo, pesagem e descarte
de amostras”, deste Manual.

Adicionar 225 mL de solugao salina peptonada 0,1%. Para amostras de doce de
leite e de leite condensado, utilizar como diluente solugao salina peptonada com 20%
de glicose.

A partir da diluicdo inicial 107, efetuar as diluicdes desejadas, de acordo com o
Anexo II, “Diluicdes e solugdes”, deste Manual.

5.3 Procedimentos de controle
Aplicar os procedimentos de controle especificos estabelecidos pelo laboratorio.

5.4 Inoculagdo em placas

Inocular 0,1 mL das diluicdes selecionadas sobre a superficie seca de agar
batata glicose 2% acidificado a pH 3,5.

Com o auxilio de alga de Drigalski ou bastdo do tipo “hockey”, espalhar o
inéculo cuidadosamente por toda a superficie do meio, até sua completa absorgdo.

Utilizar no minimo duas diluicGes decimais ou duplicata da mesma diluicéo.

Nos casos em que a legislacao exigir valores menores que 100 UFC/g ou mL,
distribuir em duplicata 1 mL da diluicdo 10™* em 3 placas (0,4 mL, 0,3 mL e 0,3 mL).
No caso de produtos liquidos podera ser inoculado 0,1 mL diretamente da amostra
(10°), o que correspondera a diluicdo 107,

5.5 Incubacdo: Incubar as placas, sem inverter, a 25 + 1°C, por 5 a 7 dias, em
incubadora de B.O.D.

5.6 Leitura: Selecionar as placas que contenham entre 15 e 150 col6nias.

OBSERVACAO: N&o abrir, em hipdtese alguma, as placas que contenham crescimento
de fungos, para evitar a contaminacao ambiental por meio da dispersao dos seus
esporos.

6. RESULTADOS
A partir dos dados obtidos, calcular o nimero de microrganismos presentes de
acordo com o Anexo IV, “Procedimentos para a contagem de colonias”, deste Manual.
Expressar o resultado em UFC/g ou mL.
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CAPITULO III
CONTAGEM DE MICRORGANISMOS MESOFILOS AEROBIOS
VIAVEIS CAPAZES DE CAUSAR ALTERAGCAO EM
PRODUTOS LACTEOS LIQUIDOS UHT

1. OBJETIVOS E ALCANCE
Estabelecer procedimento para a contagem de microrganismos mesofilos



aerdbios vidveis em produtos UHT, com exclusdo daqueles comprovadamente ndo
patogénicos e ndo causadores de alteragdes fisicas, quimicas e organolépticas do
produto.

Detectar a presenca de Bacillus sporothermodurans para diferencia-lo dos
demais microrganismos mesofilos aerdbios viaveis.

Aplica-se a amostras de produtos lacteos liquidos, tratados
pelo processo UHT.

2. FUNDAMENTOS

2.1 Pré-incubacgdo: Baseia-se na incubacdo das amostras em estufa a 36 + 1°C
por 7 dias e posterior verificacdo da ocorréncia de alteracdes das caracteristicas do
produto.

2.2 Contagem em placa: Baseia-se na semeadura da amostra e suas diluicbes
em agar cérebro-coracdo e em agar nutriente isento de extrato de levedura, seguida
de incubagdo a 30 £ 1°C por 72 horas, e posterior identificacdo dos microrganismos
presentes.

2.3 Limitacbes do Método: Devido a opacidade produzida pela homogeneizacao
do meio de cultura com alguns tipos de amostras, pode haver dificuldade para a
contagem de coldnias na diluicdo 10°. Nesses casos, o resultado final deve ser obtido
nas diluicbes subseqlientes, o que pode resultar em dados finais estimados.

3. REAGENTES E MATERIAIS

Vidraria e demais insumos basicos obrigatérios em laboratérios de microbiologia
de alimentos;

Agar cérebro-coragdo (ABHI);

Agar nutriente isento de extrato de levedura;

Agar esculina;

Caldo cérebro-coracgdo nitrato (BHI-NO3);

Caldo vermelho de fenol com glicose;

Solugdo salina peptonada 0,1%;

Agar uréia;

Reativo para oxidase (N'N'N'N'-tetrametil-parafenileno-diamina ou oxalato de
para-amino-dimetilanilina) ou tiras para teste de oxidase (comercialmente
disponiveis);

Perdxido de hidrogénio 3%;

Alfa-naftilamina 0,5%;

Acido sulfanilico 0,8%;

Corantes para coloracao de Gram;

Zinco em po;

Etanol 70% ou Etanol 70° GL;

Reagentes para coloragdao de Gram.

4. EQUIPAMENTOS
Equipamentos basicos obrigatérios em laboratorios de microbiologia de
alimentos.

5. PROCEDIMENTOS

5.1 Preparo da amostra: Apds a pré-incubacdo, as amostras visualmente
inalteradas devem ser agitadas por 25 vezes.

Antes da abertura, desinfetar externamente as embalagens com solugao
desinfetante e apds com etanol 70% ou etanol 70° GL.



Deixar secar.

Com auxilio de tesouras ou bisturis previamente esterilizados, abrir a
embalagem. Caso se observe alteracdo evidente (coagulacao, floculagdo, dessoracao,
odor ndo caracteristico ou outros), interromper a analise e reportar como “produto
alterado apds incubagdo a 36 + 1°C por 7 dias”.

As amostras que apresentarem qualquer alteracdo ndo devem ser analisadas.
Reportar o resultado como “amostra alterada”, incluindo informagdes sobre o tipo de
alteracao observada.

5.2 Procedimentos de controle: Aplicar os procedimentos de controle especificos
estabelecidos pelo laboratoério.

5.3 Contagem em placas: Diluir a amostra em tubos contendo 9 mL de solugao
salina peptonada 0,1% até 1072

Pipetar 1mL diretamente da amostra (10°) e 1 mL de cada uma das diluicdes
preparadas (10! e 1072), transferindo-as para placas de Petri estéreis, em duplicata.

Adicionar cerca de 20 mL de agar cérebro-coracdo (ABHI) a uma das placas de
cada diluicdo. Nas demais, adicionar cerca de 20mL de agar nutriente isento de extrato
de levedura.

Homogeneizar adequadamente os meios com os indculos.

Deixar solidificar. Inverter as placas.

5.4 Incubacao: Incubar as placas a 30 = 1°C por 72 horas.

5.5 Leitura: Verificar a presenca de colb6nias nas placas, contando cada uma e
observando suas caracteristicas.

Selecionar placas que contenham entre 25 e 250 colbnias para a realizacdo da
contagem.

Se os resultados de contagem obtidos em ambos os meios forem coerentes
entre si, proceder conforme Anexo IV, “Procedimentos para contagem de col6nias”,
deste Manual.

Se os resultados forem discrepantes entre si, considerar o resultado obtido nas
placas de ABHI.

Quando o crescimento bacteriano é devido a presenca de esporos de Bacillus
sporothermodurans na amostra em analise, sera observado nas placas de ABHI um
abundante crescimento de colonias lisas, de forma regular, com coloracdo entre branco
e bege, com didmetro maximo de 3 mm, facilmente identificaveis.

No agar nutriente isento de extrato de levedura, o Bacillus sporothermodurans
comumente nao forma colbnias visiveis, porém poderdo se desenvolver colb6nias
puntiformes, de coloragdo entre branco e bege.

Esta diferenciacdo é necessaria porque as col6nias de B.sporothermodurans ndo
devem ser contabilizadas no calculo de meséfilos aerdbios vidveis capazes de causar
alteracdo no produto.

Quando for observado crescimento em ambos os meios, realizar a contagem
nas placas de ABHI, registrando em separado o numero de colb6nias suspeitas de
serem Bacillus sporothermodurans, que deverao ser confirmadas de acordo com o que
segue:

Repicar 3 a 5 col6nias suspeitas para tubos com ABHI inclinado.

Incubar a 36 + 1°C por até 72h.

Realizar os testes confirmatorios.

5.6 Coloragao de Gram
Preparar esfregaco e corar pelo método de Gram, conforme instrugdes



constantes do Anexo VII, “Procedimentos de coloragcao”, deste Manual.

Quando forem observados bastonetes Gram positivos, realizar a prova da
catalase conforme item 5.7.

Quando forem observados microrganismos com morfologia e caracteristicas
diferentes de bastonetes Gram positivos, reportar o nimero encontrado como a
contagem total de microrganismos aerdébios mesofilos.

5.7 Catalase: Com auxilio de alga de platina, palito de madeira, bastdo de vidro
ou Pipeta de Pasteur, estéreis, transferir a cultura para uma lamina ou placa de vidro
contendo uma gota de peréxido de hidrogénio 3%. Misturar o inéculo ao perdxido e
observar a reacao.

A ndo formacao de borbulhas indica prova negativa para catalase. A formacao
de borbulhas indica prova positiva para catalase.

A maioria dos membros do género Bacillus apresentam reacdo de catalase
positiva.

Quando a coloragdo de Gram demonstrar a presenca de bastonetes Gram
positivos e a prova da catalase for positiva para a cultura em teste, confirmar a
presenca de Bacillus sporothermodurans por meio das provas da oxidase, crescimento
em anaerobiose, hidrélise da esculina, fermentagcdo da glicose, reducdo do nitrato e
producdo de urease, conforme abaixo descrito.

5.8 Oxidase: Usando alca de platina, Pipeta de Pasteur, palitos de madeira ou
de plastico, descartaveis e estéreis, realizar a prova de oxidase, espalhando a cultura
sobre papel filtro impregnado com o reativo para oxidase ou sobre tiras para teste de
oxidase.

Fazer a leitura em 10 a 20 segundos. Apds esse tempo, reacoes falso positivas
podem ocorrer.

O aparecimento de cor azul (N'N'N'N'-tetrametil-parafenileno-diamina) ou
vermelho intenso (oxalato de para-amino-dimetilanilina) é indicativo de uma reacdo
positiva.

Nao utilizar alcas de niquel-cromo ou alcas de aco inoxidavel para realizar a
prova de oxidase, pois tracos de éxido de ferro na superficie flambada pode produzir
reacao falso positiva.

O Bacillus sporothermodurans apresenta reacdao de oxidase positiva.

5.9 Crescimento em anaerobiose: Inocular a cultura em tubos de ABHI
inclinados e incubar em jarra de anaerobiose a 36 £ 1°C por 72h.
O Bacillus sporothermodurans ndao cresce em anaerobiose.

5.10 Hidrdlise da esculina: Inocular a cultura, com agulha, em tubos contendo
agar esculina inclinado.
Incubar a 36 = 1°C por 72h.

A hidrélise da esculina é evidenciada pelo enegrecimento do meio.

O Bacillus sporothermodurans hidrolisa a esculina.

5.11 Fermentagao da glicose: Semear tubos com caldo vermelho de fenol-base
adicionados de glicose.
Incubar a 36 £ 1°C por até 72 horas.

A viragem de cor do indicador vermelho de fenol para amarelo indica a
fermentagdo do aclcar presente.

O Bacillus sporothermodurans ndo fermenta a glicose.

5.12 Reducdo de nitrato: Inocular a cultura, com alga, em tubos contendo caldo



BHINO3.

Incubar a 36 = 1°C por 72 horas.

Apos incubacgdo, adicionar aos tubos 0,5 a 1 mL de alfa naftilamina 0,5%, e 0,5
a 1 mL de acido sulfanilico 0,8%.

O aparecimento de coloragdo rosa indica positividade para
reducdo de nitrato.

Quando ndo houver desenvolvimento de coloracdao, adicionar ao tubo alguns
miligramas de p6 de zinco. Nessa situagdo, o aparecimento de coloragdo rosa indica
reacao negativa, enquanto que o ndo desenvolvimento de cor indica positividade.

O Bacillus sporothermodurans nao reduz o nitrato a nitrito.

5.13 Prova da urease: Inocular a cultura, com alga, em tubos ou placas
contendo agar uréia.

Incubar a 36 £ 1°C por 72h.

Observar o crescimento com mudanca de coloragdo para rosa intenso, o que
indica positividade para produgao de urease.

O Bacillus sporothermodurans ndo produz urease.

6. RESULTADOS

A partir dos dados obtidos, calcular o nimero de microrganismos mesoéfilos
aerdbios vidveis presentes na amostra em andlise, seguindo as instrucdes contidas no
Anexo IV, “Procedimentos para contagem de colonias”, deste Manual.

O numero de UFC/mL de Bacillus sporothermodurans ndo devera ser reportado
como resultado da contagem de mesofilos aerdbios.

Quando estes microrganismos forem encontrados, fazer constar do campo
“OBS” do Certificado Oficial de Analise (COA): “Presenca de Bacillus
sporothermodurans”.

Somente serd reportado o numero de unidades formadoras de colGnias de
outros mesdfilos encontrados.

Deverdo ainda acompanhar o resultado da analise informagdes adicionais sobre
o tipo de microrganismo encontrado (como por exemplo: cocos Gram positivos,
bastonetes Gram negativos, flora mista, etc.) ou o(s) microrganismo(s) aerdbio(s)
presente(s), quando identificado(s).

Os resultados de contagem de microrganismos mesofilos aerdbios viaveis em
leite UHT a 30°C por até 72 horas devem ser expressos em UFC/mL.

Para todos os produtos UHT, o resultado da analise de pré-incubacdo por 7 dias
a 36 £ 19C deve ser expresso como “alterado” ou “sem alteracao”.
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CAPITULO IV
CONTAGEM DE Clostridium SULFITO REDUTORES E
DE Clostridium perfringens

1. OBJETIVOS E ALCANCE

Estabelecer procedimento para a contagem de Clostridium sulfito redutores e de
Clostridium perfringens em alimentos.

Aplica-se a amostras de matérias-primas e alimentos.

2. FUNDAMENTOS

2.1 Contagem: Baseia-se na inoculacdo da amostra ou de uma diluicdo da
mesma em meios de cultura seletivos. Apds incubacdo em anaerobiose, os Clostridium
formam col6nias negras, devido a reacdo de reducdo de sulfito a sulfeto, que reage
com citrato de amonio e ferro III, formando um precipitado negro.

2.2 Fermentagdo tempestuosa: Baseia-se na verificacdo da fermentagao
tempestuosa do leite presente no meio leite com ferro, caracteristica do Clostridium
perfringens.p.

Essa fermentacdo caracteriza-se por formacdo de coagulo bem definido, com
grande formacdo de gas, durante incubacdo a temperatura seletiva de 46 + 1°C.

2.3 Testes confirmativos: A confirmagdo de Clostridium perfringens se faz por
meio de provas confirmativas, com as quais se evidenciam suas caracteristicas de:
imobilidade, reducdo de nitratos, produgdo de acido e gdas a partir da lactose,
fermentacao da rafinose e liguefacdo da gelatina.

3. REAGENTES E MATERIAIS
Vidraria e demais insumos basicos obrigatérios em laboratérios de microbiologia
de alimentos;

Solugdo salina peptonada 0,1%; )
Agar triptose - sulfito - cicloserina (TSC)- base ou Agar
Sahid Ferguson Perfringens (SFP) -base;
Agar estoque;
Agar motilidade - nitrato tamponado;
Meio leite com ferro;
Meio lactose-gelatina;
Caldo vermelho de fenol-base;

Solucao de rafinose 10% ;
Caldo de carne cozida (opcional caldo Tarozzi);
Meio tioglicolato;
Alfa naftilamina 0,5%;
Acido sulfanilico 0,8%:;
Solucdo de cicloserina 5%;
Polimixina B;
Kanamicina;
Vaspar ou 6leo mineral ou parafina liquida;
Gerador de anaerobiose;
Reagentes para coloragdao de Gram.

4. EQUIPAMENTOS



Equipamentos basicos obrigatérios em laboratérios de microbiologia de alimentos.
5. PROCEDIMENTOS

5.1 Pesagem e preparo da amostra: Pesar 25 = 0,2 g da amostra de acordo
com as instrugdes contidas no Anexo V, “Procedimentos para o preparo, pesagem e
descarte de amostras”, deste Manual.

Adicionar 225 mL de solucdo salina peptonada 0,1% e homogeneizar por
aproximadamente 60 segundos em “stomacher”. Essa é a diluicdo 107,

5.2 Procedimentos de controle
Aplicar os procedimentos de controle especificos estabelecidos pelo laboratério.

5.3 Inoculagdo em Placas

A partir da diluicdo inicial 10-1, efetuar as diluicdes desejadas de acordo com o
Anexo II, "Diluicdes e solugdes”, deste Manual.

A partir das diluicGes escolhidas, semear aliquotas de 1 mL em placas estéreis e
adicionar cerca de 15 mL de agar TSC ou SFP em temperatura de 46 - 48°C.

Homogeneizar cuidadosamente e deixar solidificar em superficie plana.

Apos, adicionar uma segunda camada de cerca de 10 mL do mesmo meio.

Deixar solidificar em superficie plana.

5.4 Incubacdo: Imediatamente apds a solidificacdo do agar, incubar as placas
(sem inverter), em jarra de anaerobiose a 36 £ 1°C por 18 a 24 horas.

5.5 Selegdo e Isolamento: As colbnias tipicas de Clostridium sulfito redutores
sdo negras e de tamanho variavel de 1 a 3 mm no agar TSC e no agar SFP.

Selecionar placas que contenham entre 20 e 200 col6nias tipicas.

Contar todas as colGnias negras presentes. Anotar o resultado.

Esse resultado, multiplicado pela diluicdo usada, corresponde ao numero de
Clostridium sulfito redutores presentes por grama da amostra em analise.

Escolher 5 col6nias negras e repicar para tubos com agar estoque. Incubar em
anaerobiose a 36 £ 1°C por no minimo 24 horas. Paralelamente, repicar para meio
tioglicolato ou caldo de carne cozida (com selo estéril de vaspar ou vaselina ou
parafina liquida ou dleo mineral).

5.6 Testes confirmativos para Clostridium perfringens

5.6.1 Coloracdo de Gram: A partir de cultura pura em agar estoque ou dos
meios usados paralelamente, preparar esfregago e corar pelo método de Gram.
Quando for verificada a presenca de bastonetes retos com extremidades arredondadas,
Gram-positivos, realizar a prova de fermentagdao tempestuosa.

5.6.2 Fermentagcdo tempestuosa (storm test): Transferir 1 mL da cultura fresca
obtida no meio tioglicolato ou no caldo de carne cozida para um tubo contendo meio
leite com ferro. Adicionar o selo estéril e incubar a 46 £ 1°C em banho-maria por 6
horas (reincubar por maior tempo (12 a 18 h) quando o controle positivo ndo
apresentar reagao claramente positiva).

Alternativamente, pode ser utilizada uma suspensao da cultura em teste, obtida
pela lavagem da superficie do agar estoque com solugdo salina peptonada 0,1%,
transferindo 1 mL desta para o meio leite com ferro. O Clostridium perfringens
geralmente coagula o leite em até 6 horas a 46°C, com formacgdo de coagulo firme e
grande quantidade de gas (“fermentacdo tempestuosa”).

A partir das culturas que se apresentaram como C.perfringens na coloracdo de
Gram e ofereceram resultado positivo na prova de fermentacdao tempestuosa, realizar
as seguintes provas:

5.6.3 Prova da motilidade Inocular a cultura, com agulha, em agar motilidade-



nitrato tamponado.

Incubar em anaerobiose a 36 £ 1°C por 24 horas.

O Clostridium perfringens é imdvel, com crescimento apenas ao longo da linha
de inoculagao.

5.6.4 Prova da redugdo do nitrato: Apds a leitura da motilidade, acrescentar ao
agar 0,5 a 1 mL de solucao de alfa-naftilamina 0,5% e 0,5 a 1 mL de acido sulfanilico
0,8%.

O aparecimento de coloragdo vermelha indicara a redugdo do nitrato a nitrito.

Para confirmagdo do resultado negativo, acrescentar alguns miligramas de po
de zinco.

O aparecimento de uma cor rosa sera indicativo da ndo reducdao do nitrato,
enquanto que a ndo alteracdo de cor sera indicativa de reagdo positiva para reducdo
do nitrato.

O Clostridium perfringens reduz nitrato a nitrito.

5.6.5 Fermentacdo da lactose e liquefacao da gelatina: Inocular a cultura, com
agulha, em varios pontos do meio lactose-gelatina.

Se o meio for utilizado 8 ou mais horas apds a sua preparacdo, regenera-lo por
aquecimento a 50°C por 2 horas em banhomaria, antes da inoculacao.

Incubar em anaerobiose a 36 + 1°C por 44 + 2h. Apds a incubacdo, manter os
tubos em geladeira por 1 hora.

Observar a fermentacdo da lactose pela produgdo de bolhas de gas e pela
mudanca da cor do meio de vermelho para amarelo e também a liquefagdo da gelatina
por meio da permanéncia do estado liquido apds o resfriamento por cerca de 1 hora
em geladeira.

O Clostridium perfringens fermenta a lactose e liquefaz a gelatina em 44 + 2h a
36 + 10C.

5.6.6 Fermentacao da rafinose: Repicar a cultura para tubo contendo caldo para
fermentacao da rafinose.

Apos inoculacdo, adicionar 1 a 2 mL de selo estéril: vaspar ou vaselina ou
parafina liquida ou 6leo mineral. Incubar a 36 £ 1°C por 72 £ 2h.

Verificar a fermentacao da rafinose pela viragem da cor do indicador vermelho
de fenol para amarelo.

As provas de liquefacdao da gelatina em 44 + 2h horas e a fermentacdao da
rafinose em 72 = 2h tornam possivel a diferenciagdo entre Clostridium perfringens e
outros clostridios imdveis e redutores de nitrato como o Clostridium celatum,
Clostridium sardiniense e Clostridium paraperfringens.

O Clostridium perfringens fermenta a rafinose dentro de 72 *+ 2h.

CARACTERISTICAS DIFERENCIAIS DE CLOSTRIDIOS

Meio motilidade nitrato Meio lactose-gelatina
Espécies de Clostridium Motilidade Nitrato Acido/ gas Liquefacdo.gelatina
C. perfringens A - + AG/T + (48h)
C.perfringens B - + AG/T + (48/72h)
C. absonum + + AG/CS -*
C. baratii - + AG/CS -
C. celatum - + AG/CS -
C. paraperfringens - + AG/CS -
C. sardiniense + + AG/CS -*

A = acido; AG = acido e gas; T = turbidez; CS = claro com sedimento celular;
+ = positiva; - = negativa; (+) = fraco; = = motilidade fraca; * = hidrdlise lenta da
gelatina



6. RESULTADOS

6.1 Calculo do nimero de Clostridium sulfito redutores presentes
na amostra:

Calcular o nimero de Clostridium sulfito redutores multiplicando o nimero de
colonias negras contadas no agar TSC ou no agar SFP pelo fator de diluicdo usado,
conforme recomendacdes constantes do Anexo IV, “Procedimentos para contagem de
colonias”, deste Manual.

6.2 Célculo do nimero de Clostridium perfringens: Considerar como Clostridium
perfringens as colbnias que se apresentarem, na coloracdo de Gram, como bastonetes
Gram positivos, retos, com extremidades arredondadas, positivos para a prova de
fermentagdo tempestuosa, imdveis, redutores de nitrato, fermentadores da lactose em
44 + 2h, da rafinose em até 72 + 2h e capazes de hidrolizar a gelatina em 44 £ 2h.

A partir dos dados obtidos, calcular o nimero de microrganismos presentes, de
acordo com o Anexo IV, “Procedimentos para a contagem de colénias”, deste Manual.

Expressar o resultado em UFC/g.
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CAPITULO V
CONTAGEM DE Staphylococcus aureus

1. OBJETIVOS E ALCANCE

Estabelecer procedimento para a contagem de Staphylococcus aureus.

Aplica-se a amostras de matérias-primas e alimentos.

Para os produtos destinados ao comércio no MERCOSUL, a contagem final se
referird apenas a Staphylococcus coagulase positiva.

2. FUNDAMENTOS

2.1 Contagem: Baseia-se na inoculacdao das diluicdes desejadas das amostras
em agar Baird-Parker, cuja composicdo evidencia a habilidade desse
microrganismo de crescer na presenca de 0,01 a 0,05% de telurito de potassio em
combinacdo com 0,2 a 0,5 % de cloreto de litio e 0,12 a 1,26% de glicina.

O Staphylococcus aureus reduz anaerdbia e aerobiamente o telurito de
potassio, produzindo col6nias negras.

O &gar Baird-Parker suplementado com solugdo de gema de ovo possibilita a
verificacdo das atividades proteolitica e lipolitica do Staphylococcus aureus , por meio
do aparecimento de um halo de transparéncia e um de precipitacdo ao redor da
coldnia, respectivamente.

2.2 Prova da coagulase: Baseia-se na comprovacdo da capacidade de coagular
o plasma de coelho pela agdao da enzima coagulase produzida pelo microrganismo.



2.3 Provas complementares

2.3.1 Coloracdo de Gram: Baseia-se na verificacdo das caracteristicas
morfoldgicas e tintoriais do microrganismo.

2.3.2 Prova da termonuclease: Baseia-se na degradacdo do DNA em
oligonucleotideos pela acdo da enzima DNAse produzida pelo microrganismo.

A reacdo é evidenciada pelo aparecimento de um halo de coloracdo résea no
agar azul de toluidina e de clarificagdo, quando utilizado o agar para teste de DNAse
com verde de metila.

2.3.3 Prova da catalase: Baseia-se na capacidade da enzima catalase de
decompor o peréxido de hidrogénio, liberando oxigénio, o que é evidenciado por
meio da formacdo de borbulhas.

2.4 Limitagdes do Método: A metodologia para contagem de S. aureus, no que
se refere aos resultados da prova de coagulase, apresenta limitacdes quanto a
especificidade, devido ao fato de que algumas espécies de Staphylococcus
relacionadas a animais, como o S. intermedius, S. hyicus, S. delphini e S. schleiferi ssp
coagulans, também serem coagulase positivas.
Cepas de S. schleiferi ssp schleiferi e algumas cepas de S. lugdunensis apresentam
fraca reacdo na prova da coagulase. Além disso, o S. schleiferi ssp schleiferi apresenta
reacao de termonuclease positiva.

3. REAGENTES E MATERIAIS

Vidraria e demais insumos basicos obrigatérios em laboratérios de microbiologia
de alimentos;

Agar Baird-Parker - base; )

Agar azul de toluidina - DNA ou Agar para ensaio de DNAse, com verde de
metila;

Agar estoque;

Caldo cérebro-coragdo (BHI);

Solucdo salina peptonada 0,1%;

Solucdo salina 0,85%;

Emulsdo de gema de ovo a 50%;

Telurito de potassio 3,5%;

Plasma de coelho oxalatado ou com EDTA;

Peroxido de hidrogénio 3%;

Etanol 70% ou Etanol 70° GL;

Reagentes para coloracao de Gram.

4. EQUIPAMENTOS
Equipamentos bdasicos obrigatérios em laboratérios de microbiologia de
alimentos.

5. PROCEDIMENTOS

5.1 Pesagem e preparo da amostra: Pesar 25 = 0,2 g da amostra de acordo
com as instrugdes contidas no Anexo V, “Procedimentos para o preparo, pesagem e
descarte de amostras”, deste Manual.

Adicionar 225 mL de solugao salina peptonada 0,1%.

Homogeneizar por aproximadamente 60 segundos em “stomacher”.

Essa é a diluigdo 107!,

5.2 Procedimentos de controle: Aplicar os procedimentos de controle especificos
estabelecidos pelo laboratoério.
5.3 Inoculagdo: A partir da diluigdo inicial 10, efetuar as diluicdes desejadas



de acordo com o Anexo II, “Diluicdes e solugdes”, deste Manual.

Inocular, sobre a superficie seca do agar Baird-Parker, 0,1 mL de cada diluigdo
selecionada.

Com o auxilio de alga de Drigalski ou bastdo do tipo “hockey”, espalhar o
inéculo cuidadosamente por toda a superficie do meio, até sua completa absorgdo.

Utilizar no minimo duas diluicdes decimais ou duplicata da mesma diluicdo.
Nos casos em que a legislagdo exigir valores menores que 100 UFC/g ou mL, distribuir
em duplicata 1 mL da diluicdo 10! em 3 placas (0,4 mL, 0,3 mL e 0,3 mL). No caso de
produtos liquidos podera ser inoculado 0,1 mL diretamente da amostra (100), o que
corresponderd a diluicdo 1071,

5.4 Incubacgdo: Incubar as placas invertidas a 36 £ 1°C por 30 a 48 horas.

5.5 Leitura: Selecionar as placas que contenham entre 20 e 200 col6nias.

Contar as colbnias tipicas (T): negras brilhantes com anel opaco, rodeadas por
um halo claro, transparente e destacado sobre a opacidade do meio.

Contar também colonias atipicas (A): acinzentadas ou negras brilhantes, sem
halo ou com apenas um dos halos.

Registrar separadamente as contagens de coldnias tipicas e atipicas.

Selecionar 3 a 5 col6nias de cada tipo (T) e/ou (A) e semear cada colonia em
tubos contendo BHI, para confirmacao.

Incubar a 36 + 1°C, por 24 horas.

Observacdo: para a obtencdo do numero final de UFC/mL ou g, utilizar, de
preferéncia, apenas uma diluicdo, pois, uma col6nia atipica pode tornar-se tipica na
diluicdo subseqiiente em funcao da maior disponibilidade de nutrientes e pela menor
competicdo bacteriana.

5.6 Prova da coagulase: Transferir 0,3 mL de cada tubo de cultivo em BHI para
tubos estéreis contendo 0,3 mL de plasma de coelho.

Incubar a 36 = 1°C por 6 horas.

Verificar a presenca de coagulos, considerando os critérios a seguir:

Reacdo negativa: ndo formagao de coagulo;

Reacdo 1+ : coagulo pequeno e desorganizado;

Reacdo 2+ : coagulo pequeno e organizado;

Reacdo 3+ : coagulo grande e organizado;

Reacdo 4+: coagulacdo de todo o conteddo do tubo, que ndo se desprendera
quando o tubo for invertido;

Quando a reacdo de coagulagao for do tipo 3+ e 4+, considerar a prova positiva
para Staphylococcus aureus;

Quando a reacao de coagulacao for negativa, considerar a prova negativa para
Staphylococcus aureus.

Quando a reacao for duvidosa do tipo 1+ e 2+, repicar do mesmo caldo de
cultura para um tubo contendo agar estoque ou outro contendo caldo BHI. Incubar a
36 £ 19C por 24 horas, para a realizagdo dos testes complementares.

5.7 Testes complementares: A partir da cultura pura em BHI ou agar estoque,
realizar as seguintes provas confirmativas:

5.7.1 Coloracdao de Gram: Preparar esfregaco e corar pelo método de Gram.

A auséncia de cocos Gram positivos indica teste negativo para Staphylococcus
aureus. A presenca de cocos Gram positivos indica a necessidade da realizagdao de
testes complementares.

5.7.2 Pesquisa de termonuclease: Fazer orificios equlidistantes com cerca de 2
mm de didmetro no agar para ensaio de termonuclease ou no agar azul de toluidina -



DNA, em placas previamente preparadas.

Colocar os tubos das culturas, mantidos em caldo BHI, em banho-maria
fervente por 15 minutos.

Deixar esfriar e preencher completamente um orificio para cada cultivo a ser
analisado.

Incubar a 36 £ 1°C por 4 horas ou a 50 + 2°C por 2 horas.

O aparecimento, ao redor dos orificios, de um halo rosa no agar azul de
toluidina ou de um halo de clarificacdo no agar para ensaio de DNAse com verde de
metila, sera indicativo de reacdo positiva para termonuclease.

Considerar como positivas as culturas que apresentarem halo de diametro
superior a 1 mm. O Staphylococcus aureus é termonuclease positiva.

5.7.3 Prova da catalase: Com auxilio de alga de platina, bastdo de vidro, palito
de madeira ou Pipeta de Pasteur, estéreis, retirar uma aliquota do cultivo em agar
estoque e transferir para uma lamina ou placa de vidro contendo uma gota de perdxido
de hidrogénio a 3%.

Misturar o indculo ao perdxido e observar a reagdo.

A nao formacgao de borbulhas indica prova negativa para
catalase.

A formacao de borbulhas indica prova positiva para catalase.

O Staphylococcus aureus € catalase positiva.

6. RESULTADOS

Quando o numero de colb6nias confirmadas for igual ao numero de colGnias
selecionadas e repicadas, o resultado sera igual a contagem inicial, levando-se em
consideracao a diluicao utilizada.

Quando o numero de coldnias confirmadas for diferente do nimero de colonias
selecionadas e repicadas, calcular a proporcdo de colbnias positivas de acordo com o
Anexo IV, “Procedimentos para contagem de colonias”, deste Manual.

O resultado final serd a soma dos resultados de col6nias tipicas e atipicas
confirmadas.

Expressar o resultado como:

Contagem de Staphylococcus aureus: X x 10Y UFC/ g ou mL

ou
Contagem de Staphylococcus coagulase positiva: X x10¥ UFC/ g ou mL.
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CAPITULO VI
CONTAGEM DE COLIFORMES TOTAIS E COLIFORMES
TERMOTOLERANTES EM ALIMENTOS

1. OBJETIVOS E ALCANCE

Estabelecer procedimento para a contagem de coliformes totais e coliformes
termotolerantes em alimentos.

Aplica-se a amostras de matérias-primas, alimentos e ragdes, devendo ser
utilizada quando o limite maximo tolerado for igual ou superior a 100 UFC/g ou mL.

2. FUNDAMENTOS

2.1 Prova presuntiva: Baseia-se na inoculacdo das diluicdes desejadas das
amostras sob teste em &gar cristal violeta vermelho neutro bile (VRBA) e posterior
contagem das col6nias suspeitas.

O &gar cristal violeta vermelho neutro bile apresenta em sua composicdo sais
biliares e cristal violeta, responsaveis pela inibicdo de microrganismos Gram positivos e
vermelho neutro, um indicador de pH que revela a fermentacdao da lactose pelos
microrganismos presentes.

A adicdo de sobrecamada visa a prevencao do crescimento e do espraiamento
de colbnias na superficie do agar.

2.2 Prova confirmativa para coliformes totais; A confirmagdo da presenca de
coliformes totais é feita por meio da inoculacdo das col6nias suspeitas em caldo verde
brilhante bile 2% lactose e posterior incubagdo a 36 + 1°C.

A presenca de gas nos tubos de Durhan evidencia a fermentacdo da lactose
presente no meio.

O caldo verde brilhante bile 2% lactose apresenta em sua composigao bile
bovina e um corante derivado do trifenilmetano (verde brilhante) responsaveis pela
inibicdo de microrganismos Gram positivos.

2.3 Prova confirmativa para coliformes termotolerantes: A confirmacdao da
presenca de coliformes termotolerantes é feita por meio da inoculagcdo das colGnias
suspeitas em caldo EC e posterior incubacdao em temperatura seletiva de 45 + 0,2°C,
em banho-maria com agitacdo ou circulagdo de agua. A presenca de gas nos tubos de
Durhan evidencia a fermentacdo da lactose presente no meio.

O caldo EC apresenta em sua composicao uma mistura de fosfatos que lhe
confere um poder tamponante impedindo a sua acidificacdo.



A seletividade é devido a presenca de sais biliares responsaveis pela inibigdo de
microrganismos Gram positivos.

3. REAGENTES E MATERIAIS

Vidrarias e demais insumos basicos obrigatérios em laboratérios de
microbiologia de alimentos;

Agar cristal violeta vermelho neutro bile (VRBA);

Caldo verde brilhante bile 2% lactose;

Caldo EC;

Solucdo salina peptonada 0,1%.

4. EQUIPAMENTOS

Equipamentos basicos obrigatérios em laboratorios de microbiologia de
alimentos.

Banho-maria com movimentacao de agua (agitacdo ou circulagdo).

5. PROCEDIMENTOS

5.1 Pesagem e preparo da amostra: Pesar 25 £+ 0,2 g ou pipetar 25 £ 0,2 mL
da amostra de acordo com as instrugbes contidas no Anexo V, “Procedimentos para o
preparo, pesagem e descarte de amostras", deste Manual.

Adicionar 225 mL de solucao salina peptonada 0,1%.

Homogeneizar por aproximadamente 60 segundos em “stomacher”.

Esta é a diluicdo 107,

5.2 Procedimentos de controle: Aplicar os procedimentos de controle especificos
estabelecidos pelo laboratoério.

5.3 Prova presuntiva

5.3.1 Inoculagao

A partir da diluicdo inicial (10!), efetuar as demais diluicdes desejadas em
solucdo salina peptonada 0,1 % de acordo com as instrugdes contidas no Anexo II,
"Diluigdes e solucgdes", deste Manual.

Inocular 1 mL de cada diluicao desejada em placas de Petri esterilizadas.

Adicionar a cada placa cerca de 1.5mL de VRBA previamente fundido e mantido
a 46°C - 48°C em banho-maria.

Homogeneizar cuidadosamente e deixar em repouso até total solidificagdo do
meio.

Adicionar, sobre cada placa, cerca de 10mL de VRBA previamente fundido e
mantido a 46°C - 48°C em banho-maria, formando uma segunda camada de meio.
Deixar solidificar.

5.3.2 Incubacdo

Apds completa solidificacdo do meio, incubar as placas em posicdo invertida em
temperatura de 36 £ 1°C por 18 a 24 horas.

5.3.3 Leitura

Selecionar placas que contenham entre 15 e 150 colGnias.

Contar as col6nias que apresentarem morfologia tipica de coliformes, ou seja.
colonias réseas; com 0,5 a 2 mm de diametro rodeadas ou nao por uma zona de
precipitacao da bile presente no meio. Anotar os resultados de contagem.

Contar separadamente colOnias tipicas e atipicas e submeter 3 a 5 col6nias, de
cada uma. as provas confirmativas.

5.4 Provas confirmativas

5.4.1 Coliformes totais

5.4.1.1 Inoculagao



Inocular cada uma das col6nias tipicas e atipicas selecionadas em tubos
contendo caldo verde brilhante bile 2% lactose.

5.4.1.2 Incubagado: Incubar os tubos a 36 = 1°C por 24 a 48 horas.

5.4.1.3 Leitura: A presenca de coliformes totais é confirmada pela formacdo de
gas (minimo 1/10 do volume total do tubo de Durhan) ou efervescéncia quando
agitado gentilmente.

Anotar o resultado obtido para cada colénia, bem como a diluigdo utilizada.

Observacdo: A leitura pode ser feita apds 24 horas de incubacdo, porém, so
serdo validos os resultados positivos. Os tubos que apresentarem resultado negativo
deverao ser reincubados por mais 24 horas.

5.4.2 Coliformes termotolerantes

5.4.2.1 Inoculacdo: Inocular as culturas suspeitas de coliformes
termotolerantes em tubos contendo caldo EC.

5.4.2.2 Incubacgdo: Incubar os tubos a 45 %+ 0,2°C, por 24 a 48 horas em
banhomaria com agitagdo.

5.4.2.3 Leitura: A presenca de coliformes termotolerantes é confirmada pela
formacdo de gas (minimo 1/10 do volume total do tubo de Durhan) ou efervescéncia
quando agitado gentilmente.

Anotar o resultado obtido para cada tubo, bem como a diluicdo utilizada.

Observacdo: A leitura pode ser feita apds 24 horas de incubagdo, porém, so
serdo validos os resultados positivos. Os tubos que apresentarem resultado negativo
deverao ser reincubados por mais 24 horas.

6. RESULTADOS

Para alimentos comercializados no MERCOSUL, os resultados de contagem de
coliformes totais se referem a determinacdo “contagem de coliformes a 35°C” e os
resultados da contagem de coliformes termotolerantes correspondem a determinacgao
“coliformes a 45°C".

Para o calculo final das contagens de coliformes totais e termotolerantes,
proceder de acordo com as indicacbes contidas no Anexo IV, “Procedimentos para
contagem de col6nias”, deste Manual.

Expressar o resultado em UFC/g ou mL.
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CAPITULO VII
CONTAGEM DE Bacillus cereus



1. OBJETIVOS E ALCANCE
Estabelecer procedimento para a contagem de Bacillus cereus.
Aplica-se a matérias primas e alimentos.

2. FUNDAMENTOS

2.1 Contagem: Baseia-se na inoculacdao das diluicOes desejadas das amostras
sob teste em agar polimixina gema de ovo vermelho de fenol (MYP) ou em agar cereus
(PEMBA).

Em ambos é adicionada emulsdo de gema de ovo que objetiva a verificacdo da
producao de lecitinase pelo B.cereus .

No agar PEMBA, a presenca de 0,1% de peptona associada ao piruvato de sédio
evidencia a precipitacdo da lecitina da gema do ovo adicionada ao meio.

A polimixina B é um agente seletivo utilizado nos dois meios, que atua sobre a
flora acompanhante. No PEMBA, quando um grande numero de leveduras é esperado
no alimento, podera ser adicionada também cicloheximide (40ug/mL) como agente
seletivo.

Estes dois meios contém manitol, carbohidrato ndo fermentado pelo B.cereus .
No MYP, o indicador de pH é o vermelho de fenol e no PEMBA, o azul de bromotimol.

2.2 Provas Bioquimicas: A identificacdo bioquimica de Bacillus cereus baseia-se
na verificacdo de producdo de &-hemolisina, motilidade em meio semisdlido, na
capacidade de decomposicao da tirosina, reducao do nitrato a nitrito, verificagdo do
tipo de crescimento em superficie de agar nutriente, e da ndo producao de corpusculos
de inclusao cristalina.
<1ID720419-2>
3. REAGENTES E MATERIAIS

Vidraria e demais insumos basicos obrigatérios em laboratérios de microbiologia
de alimentos; Solugdo salina peptonada 0,1%;

Agar nutriente; ]

Agar manitol gema de ovo polimixina segundo Mossel (MYP) ou Agar cereus
(PEMBA);

Agar estoque;

Agar Columbia sangue de carneiro desfibrinado;

Agar tirosina;

Agar motilidade - nitrato;

Acido sulfanilico solucdo 0,8%;

Alfa-naftilamina solugao aquosa 0,5%;

Polimixina B - solugao contendo 5.000 UI/mL;

Emulsdo de gema de ovo 50%;

Sangue de carneiro desfibrinado;

Acido acético 5N;

Zinco em P¢;

Reagentes para coloracao de corpusculos de inclusdo cristalina;

Reagentes para coloracao de Gram.

4. EQUIPAMENTOS
Equipamentos basicos obrigatdrios em laboratérios de microbiologia
de alimentos.

5. PROCEDIMENTOS

5.1 Pesagem e preparo da amostra: Pesar 25 £+ 0,2 g ou pipetar 25 £ 0,2 mL
da amostra de acordo com as instrugdes contidas no Anexo V, “Procedimentos para o
preparo, pesagem e descarte de amostras”, deste Manual.



Adicionar 225 mL da solugao salina peptonada 0,1%.
Homogeneizar por aproximadamente 60 segundos em “stomacher”.
Esta é a diluicdo 107,

5.2 Procedimentos de controle: Aplicar os procedimentos de controle especificos
estabelecidos pelo laboratoério.

5.3 Inoculagao

A partir da diluigdo inicial 107!, efetuar as diluicdes desejadas conforme o Anexo
II, “DiluicOes e solugdes”, deste Manual.

Inocular sobre a superficie seca do agar MYP ou agar PEMBA 0,1 mL de cada
diluicdo selecionada.

Com auxilio de alca de Drigalski ou bastdo tipo “hockey”, espalhar o indculo
cuidadosamente por toda a superficie do meio até completa absorcao.

Utilizar, no minimo, duas diluicbes decimais ou duplicata da mesma diluigdo.

Nos casos em que for necessaria a obtencdo de resultado menor que 100 UFC/g
ou mL distribuir 1 mL da diluicdo 10™* em 3 placas (0,4 mL, 0,3 mL e 0,3 mL).

No caso de amostras liquidas, podera ser inoculado 0,1 mL diretamente da
amostra.

5.4 Incubacao: Incubar as placas invertidas a 30 + 1°C por 30 a 48 horas.

5.5 Leitura: Selecionar as placas que contenham entre 15 e 150 col6nias.

Contar as col6nias rodeadas por um halo de precipitagdo opaco sobre um fundo
réoseo, no agar MYP e azul turquesa com aspecto recortado, com cerca de 5 mm de
diametro e rodeadas por halo de precipitacao de lecitina hidrolizada, no agar PEMBA.

Selecionar 3 a 5 colbnias tipicas e semea-las em tubos com agar estoque
inclinado.

Incubar a 36 £ 1°C por 24 horas.

De cada tubo, fazer esfregaco e corar pelo método Gram para verificar a
presenca de bastonetes curtos Gram positivos, com extremidades quadradas dispostos
em cadeias.

Os esporos sao centrais ou sub-terminais.

Das culturas puras em agar estoque inclinado, realizar as
seguintes provas:

5.6 Identificacdo Bioquimica

5.6.1 Motilidade e reducgdo de nitrato

Inocular, com agulha, tubos contendo agar motilidade-nitrato.

Incubar a 36 = 1°C por 18 a 24 horas.

Apo0s incubacdo, verificar o tipo de crescimento presente.

Culturas imdveis mostram crescimento apenas na linha de inoculagdo, enquanto
gue as moveis crescem de forma difusa.

O Bacillus cereus em 50 a 90% dos casos mostra-se mével.

ApoOs a leitura da motilidade, adicionar aos tubos 2 a 3 gotas de alfa naftilamina
0,5% e 2 a 3 gotas de acido sulfanilico 0,8%. O aparecimento de coloracdo rosa indica
positividade para reducao de nitrato.

Quando ndo houver desenvolvimento de coloracdao, adicionar ao tubo alguns
miligramas de pd de zinco. Nesta situagcdo, o aparecimento de coloracdo rosa indica
reacdo negativa, enquanto que o nao desenvolvimento de cor indica positividade.

O Bacillus cereus reduz o nitrato a nitrito.

5.6.2 a-hemdlise em agar sangue de carneiro.

Inocular por estria em placa com agar sangue de carneiro.



Incubar a 36 £ 1°C por 24 horas. Observar a produgdo de a-hemdlise
caracteristica do Bacillus cereus.

Bacillus cereus é produtor de 4-hemodlise.

5.6.3 Decomposicdo da tirosina: Inocular por estrias a superficie de agar
tirosina (inclinado em tubo ou distribuido em placas).

Incubar a 36 £ 1°C por 48 horas. Apds incubacao, observar o aparecimento de
uma zona clara préoxima ao crescimento produzida pela decomposicao da tirosina.

Nos casos em que houver duvidas, reincubar por até 7 dias a 36 + 1°C.

O Bacillus cereus decompde a tirosina.

5.6.4 Crescimento rizéide: Inocular com alca sobre a superficie seca de agar
nutriente, depositando o ind6culo no ponto central da placa.

Incubar a 36 + 1°C por 48 a 72 horas.

Apos incubacdo verificar o tipo de crescimento.

Crescimento rizéide se caracteriza pelo aparecimento de colonias com longas
extensGes em forma de raizes ou longos fios, tipicas de Bacillus mycoides.

O Bacillus cereus ndo apresenta crescimento rizéide, porém algumas cepas
podem apresentar colbnias rugosas em forma de galaxia.

5.6.5 Teste para verificacdo da presenca de corpusculos de inclusdo cristalina.

A partir das culturas suspeitas repicadas em agar estoque inclinado (item 5.5) e
deixadas em temperatura ambiente por 2 a 3 dias, verificar a presenca de corpusculos
de inclusao cristalina procedendo conforme item 7 do Anexo VII, “Procedimentos de
coloracao”, deste Manual.

A presenca de cristais tetragonais de toxina sdo abundantes em culturas velhas
(3-4 dias) de Bacillus thuringiensis, que sdo liberados somente apds a lise do
esporangio. Verifica-se entdo a presenga dos cristais e esporos livres.

O Bacillus cereus ndo produz corpusculos de inclusao cristalina.

PROVAS DIFERENCIAIS PARA MICRORGANISMOS
DO GENERO Bacillus

Bacillus Bacillus cereus |Bacillus Bacillus Bacillus
megaterium thuringiensis mycoides anthracis
Coloracao de |+ +° + + +
Gram
Catalase + + + + +
Motilidade + +P + € -
Redugéo de|-¢ + + + +
nitrato
Hemdlise em|- + + + -d
sangue de
carneiro
Decomp. da|+ + + + -d
tirosina
Corpusc.de - - + - -
inclusao
cristalina
Crescimento - - - + -
rizoide

a: 90 a 100% sao positivos
b: 50 a 90% sao positivos
c: 90 a 100% sao negativos
d: a maioria é negativa
6.RESULTADOS
A partir dos dados obtidos, calcular o nimero de microrganismos presentes na




amostra em analise seguindo as instrugdes contidas no Anexo IV, “Procedimentos para
contagem de colbnias”, deste Manual.

Calcular o nimero de Bacillus cereus multiplicando o nimero de colonias
confirmadas, nas provas confirmativas, pelo fator de diluicdo usado, conforme
recomendacdes constantes no Anexo III, “Procedimentos basicos de contagem”, deste
Manual.

Expressar o resultado em UFC/g ou mL.
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CAPITULO VIII ,
CONTAGEM TOTAL DE ENTEROBACTERIAS

1. OBJETIVOS E ALCANCE
Estabelecer procedimento para a contagem de Enterobactérias.
Aplica-se a amostras de produtos de origem animal.

2. FUNDAMENTOS

2.1 Contagem: Baseia-se na inoculacdao das diluicOes desejadas das amostras
testadas em agar cristal violeta vermelho neutro bile glicose (VRBG), cuja composicdo
evidencia a habilidade dos microrganismos fermentarem a glicose com producdo de
acido, reacdo indicada por uma viragem do indicador a vermelho e a precipitacdo de
sais biliares ao redor das colonias.

A seletividade é exercida pela presenca de cristal violeta e bile no meio.

3. REAGENTES E MATERIAIS

Vidraria e demais insumos basicos obrigatérios em laboratérios de microbiologia
de alimentos;

Agar cristal violeta vermelho neutro bile glicose (VRBG);

Agar estoque;

Solucdo salina peptonada 0,1%;

Reativo para oxidase (N'N'N'N'-tetrametil-parafenileno-diamina ou oxalato de
para-amino-dimetilanilina), ou tiras de papel para teste de oxidase;

Reativos para coloracao de Gram.

4. EQUIPAMENTOS
Equipamentos basicos, obrigatérios em laboratérios de microbiologia de
alimentos.

5. PROCEDIMENTOS
5.1 Pesagem e preparo da amostra: Pesar 25 + 0,2 g ou pipetar 25 £ 0,2 mL



da amostra de acordo com as instrugdes contidas no Anexo V, “Procedimentos para o
preparo, pesagem e descarte de amostras”, deste Manual.

Adicionar 225 mL de solugao salina 0,1%.

Homogeneizar por aproximadamente 60 segundos em “stomacher”.

Esta é a diluicdo 107.

5.2 Procedimentos de controle: Aplicar os procedimentos de controle especificos
estabelecidos pelo laboratorio.

5.3 Inoculacdo: A partir da diluicdo inicial (10), efetuar as demais diluicdes
desejadas em solucgdo salina peptonada 0,1% de acordo com as instrugdes contidas no
Anexo II, “Diluicdes e solugdes”, deste Manual.

Inocular 1 mL de cada diluicdo em placas de Petri esterilizadas.

Adicionar a cada placa cerca de 15 mL de &gar cristal violeta vermelho neutro
bile glicose previamente fundido e mantido a 46°C-48°C em banho-maria.

Homogeneizar cuidadosamente o indéculo com o meio e deixar em repouso até
total solidificagdo. Apds adicionar uma Segunda camada com o mesmo meio e deixar
solidificar.

5.4 Incubacdo: Apds completa solidificagdo do meio, incubar as placas em
posicdo invertida em temperatura de 36 = 1°C por 18 a 24 horas.

5.5 Leitura: Selecionar placas que contenham entre 15 e 150 coldnias.

Contar as colonias de coloragdo vermelha, rodeadas ou ndo por halo de
precipitacdo da bile presente no meio, com 0,5 a 2 mm de didmetro e anotar os
resultados de contagem.

Selecionar 3 a 5 colb6nias tipicas e repicar para tubos com agar estoque
inclinado.

Incubar a 36 £ 1°C por 24 horas.

Realizar a prova da oxidase conforme o item 5.6.

5.6 Prova da oxidase: Usando algca de platina, Pipeta de Pasteur, palitos de
madeira estéreis, ou de plastico descartaveis estéreis, realizar a prova da oxidase
espalhando a cultura sobre papel filtro impregnado com o reativo para oxidase ou
sobre tiras de papel com reativo para oxidase, comercialmente disponiveis.

Fazer a leitura em 10 a 20 segundos. Apos este tempo, reacdes falso-positivas
podem ocorrer.

O aparecimento de cor azul (N'N'N'N'-tetrametil-parafenileno-diamina) ou
vermelho intenso (oxalato de para-amino-dimetilanilina) é indicativo de reacgdo
positiva.

Ndo utilizar algas de niquel-cromo ou algas de ago inoxidavel para realizar a
prova da oxidase, pois tracos de éxido de ferro na superficie flambada podem produzir
reacdo falso-positiva.

Todas as enterobactérias apresentam reagdo de oxidase negativa.

5.7 Coloragdo de Gram: Das colOnias oxidase negativas, preparar esfregaco e
corar pelo método de Gram, seguindo as instrugbes contidas no Anexo VII,
“Procedimentos de coloracdo”, deste Manual.

Todas as enterobactérias apresentam-se como bastonetes Gram negativos.

6. RESULTADOS
A partir dos dados obtidos, calcular o nimero de microrganismos presentes de
acordo com o Anexo IV, “Procedimentos para a contagem de col6nias”, deste Manual.



Expressar o resultado em UFC/g ou mL
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, CAPITULO IX
NUMERO MAIS PROVAVEL DE COLIFORMES TOTAIS
E COLIFORMES TERMOTOLERANTES EM AGUA E GELO

1. OBJETIVOS E ALCANCE

Estabelecer procedimento para determinagdo do NUmero Mais Provavel de
coliformes totais e coliformes termotolerantes em amostras de agua e gelo.

Aplica-se a amostras de dgua e de gelo usados em estabelecimentos produtores
de alimentos.

2. FUNDAMENTOS

2.1 Prova presuntiva: Baseia-se na inoculacdo da amostra em caldo lauril
sulfato de sddio, em que a presencga de coliformes é evidenciada pela formacdo de gas
nos tubos de Durhan, produzido pela fermentagdo da lactose contida no meio.

O caldo lauril sulfato de sédio apresenta, em sua composicdo, uma mistura de
fosfatos que |he confere um poder tamponante, impedindo a sua acidificacdo. A
seletividade do meio se deve a presenga do lauril sulfato de sdédio, um agente
surfactante anidnico que atua na membrana citoplasmatica de microrganismos Gram
positivos, inibindo o seu crescimento.

2.2 Prova confirmativa para coliformes totais: confirmagao da presenca de
coliformes totais é feita por meio da inoculagdo dos tubos positivos para a fermentacdo
de lactose, na prova presuntiva, em caldo verde brilhante bile 2% lactose, e posterior
incubacdo a 36 + 1°C. A presenca de gas nos tubos de Durhan do caldo verde
brilhante evidencia a fermentagdo da lactose presente no meio.

O caldo verde brilhante bile 2% lactose apresenta em sua composicao bile
bovina e um corante derivado do trifenilmetano (verde brilhante), responsaveis pela
inibicdo dos microrganismos Gram positivos.

2.3 Prova confirmativa para coliformes termotolerantes: A confirmacdao da
presenca de coliformes termotolerantes é feita por meio da inoculagdo em caldo EC,
com incubacdo em temperatura seletiva de 45 * 0,2°C a partir dos tubos positivos
obtidos na prova presuntiva. A presenca de gas nos tubos de Durhan evidencia a
fermentacao da lactose presente no meio.

O caldo EC apresenta em sua composicdo uma mistura de fosfatos que lhe
confere um poder tamponante, impedindo a sua acidificagao. A seletividade do meio se
deve a presencga de sais biliares, responsaveis pela inibicdo dos microrganismos Gram
positivos.

3. REAGENTES E MATERIAIS
Vidraria e demais insumos bdsicos obrigatdérios em laboratérios de microbiologia
de alimentos;



Caldo lauril sulfato de sddio concentragdo simples;
Caldo lauril sulfato de sddio concentragdo dupla;
Caldo verde brilhante bile 2% lactose;

Caldo EC;

Solucdo salina peptonada 0,1%.

4. EQUIPAMENTOS

Equipamentos basicos obrigatérios em laboratérios de microbiologia de
alimentos.

Banho-maria com movimentacdo de agua (agitacado ou circulacdo).

5. PROCEDIMENTOS

5.1 Preparo da amostra: Preparar a amostra de agua de acordo com as
instrucdes contidas no Anexo V, “Procedimentos para o preparo, pesagem e descarte
de amostras", deste Manual.

No caso de amostras de gelo, quando encaminhadas em frascos de boca larga,
deixar descongelar no proprio frasco, sob refrigeracdo, pelo periodo necessario para
seu completo descongelamento.

Antes do inicio da analise, homogeneizar bem.

Quando o gelo for encaminhado em sacos plasticos, colocar a amostra dentro
de outro saco plastico resistente (sem perfuracées) e deixar descongelar, sob
refrigeragdo, pelo periodo necessario para seu completo descongelamento.

Apds descongelamento total, verificar a presenca de agua no saco plastico de protecao
da amostra, o que indica a presenca de perfuragdes na embalagem do gelo. Nesse
caso, nao analisar a amostra.

Da mesma forma, as amostras de gelo que chegarem descongeladas ou em
descongelamento deverdo ser descartadas.

Quando a embalagem da amostra de gelo mostrar evidéncias de que ndo
continha perfuragbes, apds o descongelamento total, homogeneizar bem e proceder a
analise, seguindo o procedimento estabelecido para amostras de agua.

5.2 Procedimentos de controle: Aplicar os procedimentos de controle especificos
estabelecidos pelo laboratorio.

5.3 Prova presuntiva

5.3.1 Inoculagao: Inocular volumes de 10 mL da amostra a ser analisada em
uma série de 3 tubos contendo caldo lauril sulfato de sddio em concentracdo dupla.

Inocular volumes de 1 mL da amostra na segunda série de 3 tubos contendo
caldo lauril sulfato de sédio em concentracdo simples e volumes de 1 mL da diluicdo
10! na terceira série de 3 tubos contendo o mesmo meio.

Observacdo: caso seja necessario um maior numero de diluicbes, proceder de
acordo com as instrugdes contidas no Anexo II, "Diluicdes e solucdes", deste Manual.
Neste caso, inocular volumes de 1 mL de cada uma das diluicdoes efetuadas em séries
de 3 tubos contendo caldo lauril sulfato de sédio em concentragao simples.

Quando o limite de aceitacdo for <2,0/100mL, usar séries de 5 tubos.

Quando o limite de aceitacdo for <1,0/100mL, usar séries de 10 tubos.

5.3.2 Incubagdo: Incubar os tubos a 36 £ 1°C por 24 a 48 horas.

5.3.3 Leitura: A suspeita de coliformes totais é indicada pela formacdao de gas
nos tubos de Durhan (minimo 1/10 do volume total) ou efervescéncia quando agitado
gentilmente.

Anotar o nUmero de tubos positivos em cada série de diluicdo.

Observacdo: A leitura pode ser feita apds 24 horas de incubagdo, porém, sé
serdo validos os resultados positivos. Os tubos que apresentarem resultado negativo



deverao ser reincubados por mais 24 horas.

5.4 Prova confirmativa

5.4.1 Coliformes Totais

5.4.1.1 Inoculagdo: Repicar cada tubo positivo de caldo lauril sulfato de sodio
obtido na prova presuntiva, para tubo contendo caldo verde brilhante bile 2% lactose.

5.4.1.2 Incubagdo: Incubar os tubos a 36 = 1°C por 24 a 48 horas.

5.4.1.3 Leitura: A presenca de coliformes totais é confirmada pela formacdo de
gas (minimo 1/10 do volume total do tubo de Durhan) ou efervescéncia quando
agitado gentilmente.

Anotar o nUmero de tubos positivos em cada série de diluicdo.
Observacdo: A leitura pode ser feita apds 24 horas de incubacdo, porém, sé serdo
validos os resultados positivos. Os tubos que apresentarem resultado negativo deverdo
ser reincubados por mais 24 horas.

5.4.2 Coliformes termotolerantes

5.4.2.1 Inoculagdo: Repicar cada tubo positivo de caldo lauril sulfato de sédio
obtido na prova presuntiva, para tubo contendo caldo EC.

5.4.2.2 Incubagao: Incubar os tubos a 45 * 0,2°C, por 24 a 48 horas em
banhomaria com agitacdo ou circulagao de agua.

5.4.2.3 Leitura: A presenca de coliformes termotolerantes é confirmada pela
formacdo de gas (minimo 1/10 do volume total do tubo de Durhan) ou efervescéncia
quando agitado gentilmente.

Anotar o resultado obtido para cada tubo, bem como a diluicdo utilizada.

Observacdo: A leitura pode ser feita apds 24 horas de incubacdo, porém, so
serdo validos os resultados positivos. Os tubos que apresentarem resultado negativo
deverao ser reincubados por mais 24 horas.

6. RESULTADOS

A partir da combinacdo de nUmeros correspondentes aos tubos que
apresentaram resultado positivo em cada um dos testes confirmativos (coliformes
totais e coliformes termotolerantes), verificar o NUmero Mais Provavel de acordo com o
Anexo III, "Procedimentos basicos de contagem”, deste Manual.

Certificar-se que a tabela de NMP usada é a indicada para o caso especifico.

Expressar o valor obtido em NMP/100 mL.
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) CAPITULO X
NUMERO MAIS PROVAVEL DE COLIFORMES TOTAIS
E COLIFORMES TERMOTOLERANTES EM ALIMENTOS

1. OBJETIVOS E ALCANCE
Estabelecer procedimento para a determinagdo do NUmero Mais Provavel de



coliformes totais e termotolerantes em alimentos.
Aplica-se a amostras de matérias-primas e alimentos, devendo ser utilizada
quando o limite maximo tolerado for inferior a 100 UFC/g ou mL.

2. FUNDAMENTOS

2.1 Prova presuntiva: Baseia-se na inoculacdo da amostra em caldo lauril
sulfato de sédio, em que a presencga de coliformes é evidenciada pela formacdo de gas
nos tubos de Durhan, produzido pela fermentagdo da lactose contida no meio.

O caldo lauril sulfato de sédio apresenta, em sua composi¢do, uma mistura de
fosfatos que |he confere um poder tamponante, impedindo a sua acidificacdo. A
seletividade do meio se deve a presenca do lauril sulfato de sédio, um agente
surfactante anidnico que atua na membrana citoplasmatica de microrganismos Gram
positivos, inibindo o seu crescimento.

2.2 Prova confirmativa para coliformes totais: A confirmagdo da presenca de
coliformes totais é feita por meio da inoculagdo dos tubos positivos para a fermentacado
de lactose em caldo verde brilhante bile lactose 2% e posterior incubagdo a 36 £ 1°C.
A presenca de gas nos tubos de Durhan do caldo verde brilhante evidencia a
fermentacao da lactose presente no meio.

O caldo verde brilhante bile lactose 2% apresenta, em sua composicao, bile
bovina e um corante derivado do trifenilmetano (verde brilhante), responsaveis pela
inibicdo dos microrganismos Gram positivos.

2.3 Prova confirmativa para coliformes termotolerantes: A confirmacao da
presenga de coliformes termotolerantes é feita por meio da inoculagdo em caldo EC,
com incubacdao em temperatura seletiva de 45 + 0,2°C a partir dos tubos positivos
obtidos na prova presuntiva. A presenca de gas nos tubos de Durhan evidencia a
fermentacao da lactose presente no meio.

O caldo EC apresenta em sua composicdao uma mistura de fosfatos que lhe
confere um poder tamponante, impedindo a sua acidificacdo. A seletividade do meio se
deve a presencga de sais biliares, responsaveis pela inibicdo dos microrganismos Gram
positivos.

3. REAGENTES E MATERIAIS

Vidraria e demais insumos basicos obrigatorios em laboratdrios de microbiologia
de alimentos;

Caldo lauril sulfato de sddio concentracao simples;

Caldo lauril sulfato de sddio concentragdo dupla;

Caldo verde brilhante bile lactose 2%;

Caldo EC;

Solugao salina peptonada 0,1%.

4. EQUIPAMENTOS

Equipamentos basicos obrigatérios em laboratérios de microbiologia de
alimentos.

Banho-maria com movimentacdo de agua (agitacdo ou circulagdo)

5. PROCEDIMENTOS

5.1 Pesagem e preparo da amostra

5.1.1 Produtos soélidos e pastosos: Pesar 25 + 0,2 g ou pipetar 25 + 0,2 mL da
amostra de acordo com as instrugdes contidas no Anexo V, "Procedimentos para o
preparo, pesagem e descarte de amostras", deste Manual.

Adicionar 225 mL de solugao salina peptonada 0,1%.

Homogeneizar por aproximadamente 60 segundos em “stomacher”.



Esta é a diluicdo 107!, <!ID720419-3>

5.1.2 Produtos liquidos: Preparar as amostras de acordo com as instrugdes
contidas no Anexo V, "Procedimentos para o preparo, pesagem e descarte de
amostras", deste Manual.

5.2 Procedimentos de controle: Aplicar os procedimentos de controle especificos
estabelecidos pelo laboratoério.

5.3 Prova presuntiva

5.3.1 Inoculacdo

5.3.1.1 Produtos sdlidos, pastosos e creme de leite pasteurizado: A partir da
diluicdo inicial (101), inocular volumes de 10 mL em série de 3 tubos contendo caldo
lauril sulfato de sédio em concentragdo dupla (corresponde a diluicdo 109).

A sequir, inocular volumes de 1 mL da diluicdo inicial (10™') em uma série de 3
tubos contendo caldo lauril sulfato de sédio em concentragao simples.

A partir da diluigdo 10!, preparar a diluicdo 102 em solugdo salina peptonada
0,1% de acordo com as instrugdes contidas no Anexo II, “DiluicOes e solucdes”, deste
Manual.

Inocular 1 mL da diluigdo 102 na terceira série de 3 tubos.

Havendo necessidade, outras diluicdes decimais podem ser inoculadas em
séries de 3 tubos.

5.3.1.2 Produtos liquidos: Diretamente da amostra (10°), inocular volumes de 1
mL em uma série de 3 tubos contendo caldo lauril sulfato de sddio em concentracao
simples.

Transferir também 1 mL da amostra para tubo contendo solucdo salina
peptonada 0,1% de forma a obter a diluigdo 10,

A partir da diluicdo10?, efetuar as demais diluicdes desejadas em solugdo salina
peptonada 0,1% de acordo com as instrugdes contidas no Anexo II, “Diluicdes e
solugbes”, deste Manual.

A seguir, inocular volumes de 1 mL da diluicdo 107! na segunda série de 3 tubos
contendo caldo lauril sulfato de sédio em concentracdo simples.

Inocular 1 mL da diluigdo 102 na terceira série de 3 tubos.

Havendo necessidade, outras diluicdes decimais poderdao ser inoculadas em
séries de 3 tubos.

5.3.2 Incubacgdo: Incubar os tubos a 36 £ 1°C por 24 a 48 horas.

5.3.3 Leitura: A suspeita de coliformes totais é indicada pela formacdao de gas
nos tubos de Durhan (minimo 1/10 do volume total) ou efervescéncia quando agitado
gentilmente.

Anotar o nUmero de tubos positivos em cada série de diluicdo.

Observacdo: A leitura pode ser feita apds 24 horas de incubacdo, porém, sé serdo
validos os resultados positivos. Os tubos que apresentarem resultado negativo deverdo
ser reincubados por mais 24 horas.

5.4 Prova confirmativa

5.4.1 Coliformes Totais

5.4.1.1 Inoculagdo: Repicar cada tubo positivo de caldo lauril sulfato de sodio
obtido na prova presuntiva, para tubo contendo caldo verde brilhante bile 2% lactose.

5.4.1.2 Incubagdo: Incubar os tubos a 36 £ 1°C por 24 a 48 horas.

5.4.1.3 Leitura: A presenca de coliformes totais é confirmada pela formacdo de
gas (minimo 1/10 do volume total do tubo de Durhan) ou efervescéncia quando
agitado gentilmente.

Anotar o numero de tubos positivos em cada série de diluigdo.
Observacdo: A leitura pode ser feita apds 24 horas de incubacdo, porém, sé serdo



validos os resultados positivos. Os tubos que apresentarem resultado negativo deverdo
ser reincubados por mais 24 horas.

5.4.2 Coliformes Termotolerantes

5.4.2.1 Inoculacdo: Repicar cada tubo positivo de caldo lauril sulfato de sddio,
obtido na prova presuntiva, para tubo contendo caldo EC.

5.4.2.2 Incubacgado: Incubar os tubos a 45 %+ 0,2°C, por 24 a 48 horas em
banho-maria com agitacao ou circulacdo de agua.

5.4.2.3 Leitura: A presenga de coliformes termotolerantes é confirmada pela
formacdo de gas (minimo 1/10 do volume total do tubo de Durhan) ou efervescéncia
quando agitado gentilmente.

Anotar o resultado obtido para cada tubo, bem como a diluicdo utilizada.
Observacdo: A leitura pode ser feita apds 24 horas de incubacdo, porém, sé serdo
validos os resultados positivos. Os tubos que apresentarem resultado negativo deverdo
ser reincubados por mais 24 horas.

6. RESULTADOS

A partir da combinacdo de nUmeros correspondentes aos tubos que
apresentaram resultado positivo em cada um dos testes confirmativos (coliformes
totais e coliformes termotolerantes), verificar o NUmero Mais Provavel de acordo com o
Anexo III, "Procedimentos basicos de contagem”, deste Manual.

Certificar-se que a tabela de NMP usada é a indicada para o caso especifico.

Expressar o valor obtido em NMP/g ou mL.
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) CAPITULO XI
NUMERO MAIS PROVAVEL DE Staphylococcus aureus

1. OBJETIVOS E ALCANCE

Estabelecer procedimento para a determinacdao do NMP de Staphylococcus
aureus em alimentos.

Aplica-se a amostras de alimentos em que os limites de aceitacdao determinados
pela legislacdo encontram-se abaixo de 100 UFC/g ou mL.

2. FUNDAMENTOS

2.1 Determinacao do NMP: Baseia-se na inoculagdao das diluicdes desejadas das
amostras sob teste em caldo telurito manitol glicina, segundo Giolitti e Cantoni ou
Caldo soja triptona com sal 10%- piruvato de sédio 1% (TSB-NP), com posterior
confirmagdo em agar Baird-Parker.

No caldo TSB-NP, a alta concentracdo de NaCl (10%) atua seletivamente,
inibindo o crescimento de microbiota acompanhante que ndao apresente capacidade de
se desenvolver nesta condigdo.

O Staphylococcus aureus reduz, anaerdbia e aerobiamente, o telurito de
potassio, produzindo escurecimento do caldo Giolitti e Cantoni, bem como col6nias
negras no agar Baird-Parker.

O agar Baird-Parker, enriquecido com solugdo de gema de ovo, possibilita a



evidenciagdo das atividades proteolitica e lipolitica do Staphylococcus aureus,
respectivamente, por meio do aparecimento de um halo de precipitacgdo e um de
transparéncia ao redor da colonia.

Prova da coagulase

Baseia-se na comprovacdao da capacidade do microrganismo de coagular o
plasma de coelho pela acdo da enzima coagulase.

2.3 Provas complementares

2.3.1 Coloracdo de Gram: Baseia-se na verificacdo das caracteristicas
morfoldgicas e tintoriais do microrganismo.

2.3.2 Prova da termonuclease: Baseia-se na degradacdo do DNA em
oligonucleotideos pela acdo da enzima DNAse produzida pelo microrganismo.

A reagdo é evidenciada pelo aparecimento de um halo de coloracdo résea no
agar azul de toluidina e de clarificacdo, quando utilizado o &gar para teste de DNAse
com verde de metila.

2.3.3 Prova da catalase: Baseia-se na capacidade da enzima catalase de
decompor o perdxido de hidrogénio, liberando oxigénio, o que é evidenciado por meio
da formacao de borbulhas.

2.4 Limitagdes do Método: A metodologia para contagem de S. aureus, no que
se refere aos resultados da prova de coagulase, apresenta limitacbes quanto a
especificidade, devido ao fato de algumas espécies de Staphylococcus relacionadas a
animais, como o S. intermedius, S. hyicus, S. delphini e S. schleiferi ssp coagulans,
também serem coagulase positivas.

Cepas de S. schleiferi ssp schleiferi e algumas cepas de S. lugdunensis
apresentam fraca reacdo na prova da coagulase. Além disto, o S. schleiferi ssp
schleiferi apresenta reacao de termonuclease positiva.

3. REAGENTES E MATERIAIS

Vidraria e demais insumos basicos obrigatorios em laboratdrios de microbiologia
de alimentos;

Agar Baird-Parker-base; .

Agar azul de toluidina - DNA ou Agar para ensaio de DNAse com verde de
metila;

Agar estoque;

Caldo soja triptona sal 10%-piruvato de sédio 1% (TSB-NP) ou Caldo telurito
manitol glicina segundo; Giolitti e Cantoni (GC);

Caldo cérebro-coragdo (BHI);

Solucdo salina peptonada 0,1%;

Solugao salina 0,85%;

Solucao de azul de toluidina 1%;

Emulsdo de gema de ovo a 50%;

Telurito de potassio 3,5%;

Plasma de coelho oxalatado ou com EDTA;

Perdxido de hidrogénio 3%;

Etanol 70% ou Etanol 70° GL;

Reagentes para coloragdao de Gram.

4. EQUIPAMENTOS
Equipamentos basicos obrigatérios em laboratorios de microbiologia de
alimentos.

5. PROCEDIMENTOS



5.1 Pesagem e preparo da amostra

5.1.1 Alimentos soélidos: Pesar 25 += 0,2 g da amostra de acordo com as
instrucdes contidas no Anexo V, “Procedimentos para o preparo, pesagem e
descarte de amostras”, deste Manual.

Adicionar 225 mL de solucdo salina peptonada 0,1%.

Homogeneizar por aproximadamente 60 segundos no “stomacher”.

Esta é a diluicdo10™.

A partir da diluicdo inicial 10!, efetuar as diluicdes desejadas de acordo com o
Anexo II, “Diluicdes e solugdes”, deste Manual.

Inocular 1 mL de cada diluicdo selecionada em trés séries de trés tubos
contendo caldo telurito manitol glicina (GC) ou caldo TSBNP.

Adicionar a cada tubo de caldo GC uma camada de 1 a 2 mL de selo estéril
(vaspar, vaselina, éleo mineral ou parafina liquida, estéreis e previamente fundidos).

5.1.2 Alimentos liquidos: Pipetar 1 mL diretamente da amostra e tranferir para
cada um dos trés tubos contendo caldo GC ou caldo TSB-NP.

Transferir também 1 mL da amostra para um tubo contendo 9 mL de solucdo
salina peptonada 0,1% (diluicdo 107%).

A partir da diluicdo inicial 10!, efetuar as diluicdes desejadas de acordo com o
Anexo II, “Diluicdes e solugdes”, deste Manual.

Inocular 1 mL das duas diluigbes subseqiientes em séries de trés tubos com
caldo GC ou caldo TSB-NP.

Adicionar uma camada de 1 a 2 mL de selo estéril (vaspar, vaselina, dleo
mineral ou parafina liquida, estéreis e previamente fundidos) a cada tubo de caldo GC.

5.2 Procedimentos de controle: Aplicar os procedimentos de controle especificos
estabelecidos pelo laboratoério.

5.3 Incubagdo: Incubar a 36 + 1°C por 48 horas.

5.4. Leitura: Fazer a leitura anotando o0s tubos que apresentarem
escurecimento: do meio ou precipitado negro em caldo GC e turvacdao em: caldo TSB-
NP.

5.5. Provas confirmatodrias: Com pipetas de Pasteur estéreis, retirar do fundo de
cada tubo de caldo GC positivo uma gota da cultura e coloca-la sobre a superficie seca
de agar Baird-Parker, junto a borda da placa, estriando posteriormente com alca, de
forma a obter col6nias isoladas.

A partir dos tubos de caldo TSB-NP que apresentarem turvacdo, com auxilio de
alca de platina ou niquel-cromo, repicar sobre a superficie seca de agar Baird-Parker.

Incubar a 36 = 1°C por 30 a 48 horas.

Selecionar de 2 a 3 col6nias negras, brilhantes, com anel opaco de precipitacdo
e/ou rodeadas por halo transparente, correspondentes a cada um dos tubos positivos e
repicar cada col6nia para um tubo contendo caldo BHI.

Incubar a 36 £ 1°C por 18 a 24 horas. A partir das culturas em BHI, efetuar a prova
da coagulase.

5.5.1 Prova da coagulase: Transferir 0,3 mL de cada tubo de cultivo em BHI
para tubos estéreis contendo 0,3 mL de plasma de coelho.

Incubar a 36 + 1°C, por 6 horas.

Verificar a presenga de coagulos, considerando os critérios a seguir:

Reacdo negativa: ndo formacao de coagulo;

Reacdo 1+ : coagulo pequeno e desorganizado;

Reacdo 2+ : coagulo pequeno e organizado;

Reacdo 3+ : coagulo grande e organizado;



Reacdo 4+: coagulacdo de todo o conteldo do tubo que ndo se desprenderd

quando o tubo for invertido;

Quando a reacao de coagulagdo for do tipo 3+ e 4+, considerar a prova positiva
para Staphylococcus aureus; Quando a reacao de coagulacao for negativa, considerar
a prova negativa para Staphylococcus aureus;

Quando a reacao for duvidosa do tipo 1+ e 2+, repicar do mesmo caldo de
cultura para um tubo contendo agar estoque ou caldo BHI. Incubar a 36 + 1°C por 24
horas para a realizagao dos testes complementares.

5.6 Testes complementares: A partir da cultura pura em caldo BHI ou agar
estoque, realizar as seguintes provas confirmativas:

5.6.1 Coloracdo de Gram: Preparar esfregago e corar pelo método de Gram.

A auséncia de cocos Gram positivos indica teste negativo para Staphylococcus
aureus. A presenca de cocos Gram positivos indica a necessidade da realizagdo de
testes complementares.

5.6.2 Pesquisa da termonuclease: Fazer orificios eqlidistantes, com cerca de 2
mm de didmetro, no agar para ensaio da termonuclease ou no agar azul de toluidina -
DNA, em placas previamente preparadas.

Colocar os tubos das culturas mantidas em caldo BHI em banho-maria fervente
por 15 minutos. Deixar esfriar e preencher completamente um orificio para cada
cultivo a ser analisado. Incubar a 36 £ 1°C por 4 horas ou a 50 £ 2°C por 2 horas.

O aparecimento de um halo rosa no agar azul de toluidina ou de um halo de
clarificacdo no agar para ensaio de DNAse com verde de metila, serd indicativo de
reacao positiva para termonuclease.

Considerar como positivas as culturas que apresentarem halo de didmetro
superior a 1 mm. O Staphylococcus aureus é termonuclease positiva.

5.6.3 Prova da catalase

Com auxilio de alca de platina, bastdo de vidro, palito de madeira ou pipeta de
Pasteur, estéreis, retirar uma aliquota do cultivo em agar estoque e transferir para
uma ldmina ou placa de vidro contendo uma gota de peréxido de hidrogénio a 3%.

Misturar o inéculo ao perdxido e observar a reacéo.

A ndo formacado de borbulhas indica prova negativa para catalase.

A formacao de borbulhas indica prova positiva para catalase.

O Staphylococcus aureus € catalase positiva.

6. RESULTADOS

A partir da combinacdo de nUmeros correspondentes aos tubos que
apresentaram resultado positivo em cada um dos testes confirmativos, verificar o
NUumero Mais Provavel de acordo com o Anexo III, “Procedimentos basicos de
contagem”, deste Manual.

Certificar-se de que a tabela de NMP em uso é a indicada para cada caso
especifico.

Expressar o valor obtido em NMP/g ou mL.
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) CAPITULO XII
NUMERO MAIS PROVAVEL DE Vibrio parahaemolyticus

1. OBJETIVOS E ALCANCE

Estabelecer procedimento para a determinagdo do niUmero mais provavel de
Vibrio parahaemolyticus.

Aplica-se a amostras de pescado e derivados.

2. FUNDAMENTOS

2.1 Provas presuntivas

2.1.1 Enriquecimento em caldo seletivo Inoculacdo em meio de cultura de
enriquecimento seletivo: caldo glicose sal Teepol (GSTB) ou caldo Horie arabinose
violeta de etila (HAEB), em que a presenca de Vibrio parahaemolyticus € evidenciada
pela turvacdo do meio apds a incubacéo.

Em sua composicdo, o meio GSTB apresenta teepol, solugdao aquosa de sulfatos
de sodio alcalinos primarios que atuam na membrana citoplasmaética de
microrganismos Gram positivos, inibindo o seu crescimento e formalina que funciona
como um agente antimicrobiano.

Como o Vibrio parahaemolyticus é haldéfilo obrigatério, os dois meios contém
3% de cloreto de sddio.

2.1.2 Isolamento em &gar tiosulfato citrato sacarose sais biliares (TCBS)

Isolamento se realiza em agar TCBS, meio seletivo altamente alcalino que
contém elevada concentracdo de tiossulfato e citrato de sédio, responsaveis pela
inibicdo do crescimento das enterobactérias presentes.

A bile e o colato de sédio inibem os enterococos. Como indicador de pH, o meio
possui 0 azul de timol e o azul de bromotimol que alteram a cor do meio para amarelo
guando da formacdo de acido pelos microrganismos que fermentam a sacarose contida
no meio.

2.2 Provas de identificagcdo: A identificacdo de Vibrio parahaemolyticus é feita
por meio de provas bioquimicas, soroldgicas, morfoldgicas e tintoriais.

3. REAGENTES E MATERIAIS

Vidraria e demais insumos basicos obrigatérios em laboratérios de microbiologia
de alimentos;

Agar Mueller-Hinton sal 3%;



Agar nutriente sal 3%;

Agar gelatina sal 3%;

Agar soja triptona sal 3%;

Agar tiosulfato citrato sacarose sais biliares (TCBS);

Agar ferro trés agucares (TSI) sal 3% ou Agar Kligler sal 3%;

Agar motilidade sal 3%;

Caldo glicose sal teepol (GSTB) ou Caldo Horie arabinose violeta de etila
(HAEB);

Caldo peptonado sem sal;

Caldo peptonado sal 3%;

Caldo peptonado sal 6%;

Caldo peptonado sal 8%;

Caldo peptonado sal 10%;

Caldo ONPG sal 3%;

Caldo vermelho de fenol manitol sal 3%;

Caldo vermelho de fenol sacarose sal 3%;

Caldo vermelho de fenol arabinose sal 3%;

Caldo vermelho de fenol arginina sal 3%;

Caldo vermelho de fenol lisina sal 3%;

Meio O/F (Hugh-Leifson) sal 3%;

Solucdo salina peptonada 0,1% sal 3%;

Solucéo fisiologica (NaCl 0,85%);

Agente vibriostatico O 129 10ug ;

Agente vibriostatico O 129 150 ug;

Arabinose;

L-arginina;

L-lisina;

Manitol;

Sacarose;

Oleo mineral ou parafina liquida estéreis;

Reativo para Oxidase (oxalato de para-amino-dimetilanilina ou N'N'N'N'-
tetrametil-parafenileno-diamina);

Teepol;

O-nitrofenil-4-D-galactopiranosideo ou p-nitrofenil-4-D-galactosideo;

Etanol 96%;

Reagentes para coloracao de Gram.

4. EQUIPAMENTOS
Equipamentos basicos obrigatérios em laboratérios de microbiologia de
alimentos.

5. PROCEDIMENTOS

5.1 Preparo e Pesagem: Preparar a amostra de acordo com as instrugdes
contidas no Anexo V, “Procedimentos para o preparo, pesagem e descarte de
amostras", deste Manual.

Pesar 50g da amostra. Adicionar 450 mL de Caldo peptonado sal 3%.

Homogeneizar por aproximadamente 60 segundos em “stomacher”.

Esta é a diluicdo 107,

5.2 Procedimentos de controle: Aplicar os procedimentos de controle especificos
estabelecidos pelo laboratoério.

5.3 Provas presuntivas



5.3.1 Inoculagdo em caldo de enriquecimento seletivo: A partir da diluicao
inicial (10?1, efetuar as demais diluicdes desejadas em Caldo peptonado sal 3% (no
minimo mais duas diluicdes) de acordo com as instrugbes contidas no Anexo II,
“DiluicOes e solugdes”, deste Manual.

Inocular volumes de 1 mL de cada uma das diluicbes desejadas em séries de 3
tubos contendo GSTB ou caldo HAEB.

5.3.2 Incubagdo: Incubar os tubos a 36 £ 1°C por 18 horas a 24 horas.

5.3.3 Leitura: A presenca de turvacdao do meio indica a suspeita da presenca de
Vibrio parahaemolyticus.

Anotar o nUmero de tubos de cada série que apresentaram turvagao.

5.3.4 Isolamento em agar tiosulfato citrato sais biliares (TCBS)

5.3.4.1 Inoculacdo: A partir de cada tubo de GSTB ou HAEB que apresentar
turvacdo, sem agita-lo e com auxilio de uma alga de niquel-cromo, de platina ou
descartavel estéril, retirar uma alcada do crescimento da superficie e estria-la sobre a
superficie seca de agar tiosulfato citrato sacarose sais biliares (TCBS).

5.3.4.2 Incubagdo: Incubar as placas em posicao invertida a 36 = 1°C por 24
horas.

5.3.4.3 Leitura: Verificar o aparecimento de coldnias arredondadas, opacas, de
cor azul esverdeada, com 2 a 3 mm de didmetro, tipicas de Vibrio parahaemolyticus.

Quando nao houver colbnias suspeitas, o resultado serd negativo para o tubo
de origem.

5.4 Provas preliminares para identificacdo de Vibrio parahaemolyticus

De cada placa, selecionar de 2 a 3 col6nias tipicas e transferi-las
simultaneamente para tubos contendo caldo peptonado sal 3% e agar nutriente sal 3%
inclinado.

Incubar a 36 £ 1°C por 18 a 24 horas.

5.4.1 Coloragdo de Gram: A partir do cultivo mantido em agar nutriente sal 3%,
proceder a coloracdo de Gram de acordo com as instrucGes descritas no Anexo VII,
“Procedimentos de coloragdo”, deste manual.

O Vibrio parahaemolyticus se apresenta como bastonetes retos ou curvos Gram
negativos. Em culturas antigas, pode se apresentar em forma de cocobacilos.

5.4.2 Crescimento com 8% de sal e sem sal: A partir do cultivo mantido em
caldo peptonado sal 3%, transferir, com auxilio de alca de niquel-cromo, platina ou
descartavel estéril, uma alcada para um tubo contendo caldo peptonado sem sal e
caldo peptonado sal 8%.

Incubar os tubos a 36 £ 1°C por 18 a 24 horas.

ApoOs o periodo de incubagdo, verificar a presenga de turvacdo indicativa da
ocorréncia de crescimento.

O Vibrio parahaemolyticus nao cresce no meio sem sal e cresce no meio com
8% de sal.

5.4.3 Prova da oxidase: A partir do cultivo mantido em agar nutriente sal 3%,
usando palitos de madeira, de plastico descartaveis, pipetas Pasteur, ou alca de
platina, realizar a prova de oxidase espalhando a cultura sobre papel filtro impregnado
com o reativo para oxidase ou sobre tiras de papel para teste de oxidase,
comercialmente disponiveis.

Fazer a leitura em 10 a 20 segundos. Apds este tempo, podem ocorrer reagdes
falso-positivas.

O aparecimento de cor azul (quando é usado o reativo N'N'N'N'-tetrametil-
parafenileno-diamina) ou de cor vermelha intensa (quando o reativo usado é o oxalato
de para-amino-dimetilanilina) é indicativo de reacdo positiva.

OBS: Nao utilizar alcas de niquel-cromo ou alcas de aco para realizar a prova de
oxidase, pois tracos de éxido de ferro na superficie flambada podem produzir reacdo
falso-positiva.



O Vibrio parahaemolyticus é oxidase positiva

5.4.4 Caldo vermelho de fenol sacarose sal 3%: A partir do cultivo mantido em
caldo peptonado sal 3%, inocular, com auxilio de alga de niquel-cromo, um tubo
contendo caldo vermelho de fenol sacarose sal 3%.

Cobrir o meio com 2 a 3 mL de éleo mineral ou parafina liquida, estéreis.

Incubar a 36 = 1°C por 18 a 24 horas.

Apos o periodo de incubagdo, observar a mudanca de coloracdo do meio, de
vermelho para amarelo, devido a fermentagdo da sacarose e producdo de acido.

O Vibrio parahaemolyticus ndo altera a coloracdo do meio pois ndo é capaz de
fermentar a sacarose. )

5.4.5. Agar ferro trés agucares sal 3% (TSI) ou Agar Kligler
ferro sal 3%

A partir do cultivo mantido no agar nutriente sal 3% inclinado, com auxilio de
agulha de platina ou niquel-cromo, inocular, mediante picada central em toda a
profundidade do &gar e estriando a superficie inclinada, tubos com &gar TSI sal 3% ou
agar Kligler ferro sal 3%. Incubar a 36 £ 1°C por 24 horas.

O Vibrio parahaemolyticus apresenta base acida (amarela), sem gas, sem
producado de H2S e bisel alcalino (vermelho).

5.4.6 Teste ONPG: A partir da cultura em TSI, inocular uma algada espessa em
tubo contendo 0,5 mL de caldo ONPG sal 3%.

Incubar em banho-maria a 36 + 1°C, durante 2 horas. Examinar os tubos ,
verificando o aparecimento ou ndo de cor amarela, indicativa de reagao positiva. Se o
caldo permanecer incolor, a reagdo é negativa.

O Vibrio parahaemolyticus € ONPG negativo.

5.5 Provas adicionais para identificacdo de Vibrio parahaemolyticus

As colbénias que apresentarem comportamento compativel com
V.parahaemolyticus nas provas preliminares, deverdo ser submetidas as provas
adicionais, conforme descrito em 5.5.1 a 5.5.9.

5.5.1 Teste do crescimento a 42°C: A partir do cultivo mantido em caldo
peptonado sal 3%, com auxilio de alca de niquel-cromo, platina ou descartavel estéril,
inocular um tubo contendo caldo peptonado sal 3%.

Incubar a 42 = 1°C por 24 horas.

Apos o periodo de incubagdo, observar a presenca de turvacdo dos meios.

O vibrio parahaemolyticus cresce a temperatura de 42°C.

5.5.2 Agar gelatina sal 3%: A partir do cultivo mantido em caldo peptonado sal
3%, com auxilio de alga de niquel-cromo, platina ou descartavel estéril, inocular uma
placa de Petri contendo agar gelatina sal 3% (cada placa pode ser dividida em até 6
setores e cada cultivo pode ser inoculado no centro de cada setor).

Incubar as placas a 36 £ 1°C por 18 a 24 horas.

Colocar as placas em refrigeracdo por alguns minutos antes e realizar a leitura,
o que facilita a vizualizagdo do halo.

O aparecimento de um halo opaco ao redor do crescimento indica a presenca da
gelatinase.

O Vibrio parahaemolyticus é gelatinase positiva.

5.5.3 Teste da motilidade: A partir da cultura mantida no agar nutriente sal 3%
inclinado, com auxilio de agulha de niquel-cromo, platina ou descartavel estéril,
através de picada central, inocular um tubo contendo agar motilidade sal 3%.

Incubar a 36 = 1°C por 24 horas.

Um crescimento bacteriano difuso ao redor da picada caracteriza motilidade
positiva.

O Vibrio parahaemolyticus apresenta motilidade positiva.

5.5.4 Prova de Hugh-Leifson glicose (OF): A partir do cultivo mantido em agar



nutriente sal 3% , inocular, com auxilio de agulha de niquel-cromo, platina ou
descartavel estéril, dois tubos contendo meio OF glicose (Hugh-Leifson) sal 3%.

Cobrir um dos tubos com 2 a 3 mL de 6leo mineral ou parafina liquida, estéril.

Incubar a 36 = 1°C por 18 a 24 horas.

Apos o periodo de incubagdo, verificar a viragem de cor dos meios de verde
para amarelo e a presenca de bolhas de gas nos
meios.

A cor amarela nos dois tubos significa fermentacdo da glicose.

A presenca de cor amarela somente no tubo sem dleo mineral significa
utilizagdo oxidativa da glicose.

O Vibrio parahaemolyticus fermenta a glicose sem producdo de gas, ou seja, 0os
dois tubos devem apresentar coloragao amarela.

5.5.5 Descarboxilagao da lisina: A partir do cultivo mantido em caldo peptonado
sal 3%, com auxilio de alca de niquel-cromo, platina ou descartavel estéril, inocular
um tubo contendo Caldo vermelho de fenol lisina sal 3%.

Inocular também um tubo contendo meio base (sem adigdo do aminoacido) que
servira de controle.

Cobrir os tubos com 2 a 3 mL de 6leo mineral ou parafina liquida, estéril.

Incubar a 36 £ 1°C por, no maximo, 4 dias, juntamente com um tubo de Caldo
vermelho de fenol lisina sal 3% ndo inoculado, que servira de controle negativo.

Examinar os tubos todos os dias.

Durante o periodo de incubagdo, a cor do meio passa para amarela devido a
fermentacao da glicose, e, ocorrendo a descarboxilacdo da lisina, o meio retorna a cor
purpura devido a produgdo de aminas primarias e didxido de carbono.

O tubo controle, sem aminoacido, deve virar para amarelo e assim permanecer.

O Vibrio parahaemolyticus descarboxila a lisina.

5.5.6 Hidrdlise da arginina: A partir do cultivo mantido em caldo peptonado sal
3%, com auxilio de alga de niquel-cromo, platina ou descartavel estéril, inocular um
tubo contendo caldo arginina sal 3%.

Inocular também um tubo contendo o meio base (sem adigdo do aminoacido)
gue servira de controle.

Cobrir os tubos com 2 a 3 mL de déleo mineral ou parafina liquida, estéril.

Incubar a 36 £ 1°C por, no maximo, 4 dias, juntamente com um tubo de caldo
arginina sal 3% ndo inoculado, que servird de controle negativo.

Examinar os tubos todos os dias.

Durante o periodo de incubacdo, a cor do meio passa para amarela devido a
fermentagdo da glicose, e, ocorrendo a hidrdlise da arginina, o meio retorna a cor
purpura devido a produgdo de aminas primarias e didxido de carbono.

O tubo controle, sem aminodcido, deve virar para amarelo e assim permanecer.

O Vibrio parahaemolyticus nao hidrolisa a arginina.

5.5.7 Prova da fermentacao do manitol e arabinose: A partir do cultivo mantido
em caldo peptonado sal 3%, com auxilio de alca de niquel-cromo, platina ou
descartavel estéril, inocular um tubo contendo caldo vermelho de fenol manitol sal 3%
e outro tubo contendo caldo vermelho de fenol arabinose sal 3%.

Cobrir o meio com 2 a 3 mL de éleo mineral ou parafina liquida, estéril.

Incubar a 36 = 1°C por 24 horas.

Apébs o periodo de incubacdo, observar a mudancga de coloracdao dos meios de
vermelho para amarelo, devido a fermentacdo dos acglicares e conseqiiente producdo
de acido.

99% das cepas de Vibrio parahaemolyticus fermenta o manitol.

50% das cepas de Vibrio parahaemolyticus fermenta a arabinose.

5.5.8 Teste do halofilismo: A partir do cultivo mantido em caldo peptonado sal
3%, com auxilio de algca de niquel-cromo, platina ou descartavel estéril, inocular tubos



contendo caldo peptonado sal 6% e 10%.

Incubar a 36 = 1°C por 24 horas.

Apo0s o periodo de incubagao, observar a presenca de turvacdo nos meios.
O Vibrio parahaemolyticus cresce a 6% de sal e ndo cresce, ou apresenta crescimento
discreto, a 10% de sal.

5.5.9 Sensibilidade do agente vibriostatico 0O/129

Esta prova é utilizada como diferencial entre Vibrio parahaemolyticus e V.
vulnificus.

Embeber um “swab” previamente esterilizado com a cultura suspeita mantida
em caldo peptonado sal 3% e inocular uma placa contendo agar Mieller-Hinton sal 3%
ou agar soja triptona sal 3%, espalhando bem o inéculo, de forma a obter um
crescimento o mais homogéneo possivel.

Deixar as placas absorverem o indculo.

Colocar um disco do agente vibriostatico O/129 com concentracdo de 10ug e
um disco de concentragdo de 150pug.

Incubar as placas a 36 £ 1°C por 24 horas.

O Vibrio parahaemolyticus é resistente a concentracdo de 10ug de agente
vibriostatico O/129 enquanto o V. vulnificus é sensivel.

Todos os vibrios sdo sensiveis a concentracao de 150ug do agente O/129.

6. RESULTADOS

Serdo consideradas como positivas para Vibrio parahaemolyticus
as culturas que apresentarem o0s seguintes resultados nas provas adicionais de
identificacao:

Motilidade - positiva

Hugh Leifson (OF) - glicose fermentativo

Descarboxilagdo da lisina - positivo

Hidrélise da arginina - negativo

Crescimento a 42°C - positivo

Fermentacdo do manitol - positivo

Fermentacdo da arabinose - positivo

Sensibilidade ao Agente Vibriostatico O/129 - 10ug - resistente

Sensibilidade ao Agente Vibriostatico O/129 - 150ug - sensivel

Agar gelatina sal 3% - crescimento com formacao de halo

Halofilismo (6% sal) - positivo

Halofilismo (8% sal) - positivo

Halofilismo (10% sal) - negativo ou crescimento discreto

A partir da combinacdo de tubos com resultado positivo em cada série, calcular
o NUumero Mais Provavel de acordo com o Anexo III, “Procedimentos Basicos de
Contagem”, deste Manual.

Expressar o valor obtido em NMP/g.

7. BIBLIOGRAFIA CONSULTADA

ELLIOT, E.L.; KAYSNER, C.A.; JACKSON, L. e CEBULE, T.A. V. cholerae, V
parahaemolyticus, V. vulnificus and Others vibrio spp. In Bacteriological Analytical
Manual Online. 2001. Disponivel em: http: www.cfsan.fda.gov.

MacFADDIN, J.F. Biochemical Tests for Identification of Medical Bacteria. 3ed.
Lippincott Williams & Wilkins (Ed.), Philadelphia. 2000. p. 160-169.

) CAPITULO XIII
NUMERO MAIS PROVAVEL (NMP) DE MICRORGANISMOS
MESOFILOS AEROBIOS VIAVEIS CAPAZES DE CAUSAR
ALTERACAO EM PRODUTOS LACTEOS UHT E ESTERILIZADOS,



PASTOSOS E VISCOSOS

1.0BJETIVOS E ALCANCE

Estabelecer procedimento para a determinacdao do NMP de microrganismos
mesofilos aerdbios vidveis, com exclusdo daqueles comprovadamente ndo patogénicos
e ndo causadores de alteracdes fisicas, quimicas e organolépticas em produtos lacteos
pastosos e viscosos.

Detectar a presenca de Bacillus sporothermodurans para diferencia-lo dos
demais microrganismos mesofilos aerdbios viaveis.

Aplica-se a amostras de creme de leite e outros produtos pastosos e viscosos
tratados pelo processo UHT e produtos esterilizados.

2. FUNDAMENTOS

2.1 Pré-incubacgdo: Baseia-se na incubacdo das amostras em estufa a 36 + 1°C
por 7 dias e posterior verificagdo da ocorréncia de alteragdes das caracteristicas do
produto.

2.2 Determinacdo do NMP: Baseia-se na semeadura de diluicdes seriadas da
amostra em tubos contendo caldo cérebro-coragdo-sal 0,65%-extrato de levedura
0,6% (BHI-SE), seguida de incubacdo a 30 £ 1°C por 72 horas, com posterior repique
em agar cérebro-coragdo (BHI) e agar nutriente isento de extrato de levedura e a
subseqliente identificacao da flora presente.

3. REAGENTES E MATERIAIS

Vidraria e demais insumos basicos obrigatérios em laboratérios de microbiologia
de alimentos;

Agar cérebro-coragdo (ABHI);

Agar nutriente isento de extrato de levedura;

Agar esculina;

Agar uréia;

Caldo cérebro-coragdo nitrato (BHI-NO?);

Caldo cérebro-coracao-sal 0,65%-extrato de levedura 0,6% (BHI-SE);

Caldo cérebro-coracdo-sal 0,65%-extrato de levedura 0,6% concentragdo dupla
(BHI-SE2);

Caldo vermelho de fenol com glicose;

Solugao salina peptonada 0,1%;

Reativo para oxidase (N'N'N'N'-tetrametil-parafenileno-diamina ou oxalato de
para-amino-dimetilanilina) ou tiras para teste de oxidase;

Peréxido de hidrogénio 3%;

Alfa-naftilamina 0,5%;

Acido sulfanilico 0,8%:;

Zinco em poé;

Etanol 70% ou Etanol 70° GL;

Reagentes para coloracao de Gram.

4. EQUIPAMENTOS

Equipamentos basicos obrigatérios em laboratérios de microbiologia de
alimentos.
<1ID720419-4>
5. PROCEDIMENTOS

5.1 Preparo da amostra: Apds pré-incubacdo, as amostras visualmente
inalteradas devem ser agitadas por 25 vezes. Antes da abertura, desinfetar
externamente as embalagens com solugdo desinfetante e posteriormente com etanol



70% ou etanol 70° GL. Deixar secar.

Pesar 25 = 0,2 g ou pipetar 25 £ 0,2 mL da amostra de acordo com as
instrucdes contidas no Anexo V, “Procedimentos para o preparo, pesagem e descarte
de amostras”, deste Manual.

Adicionar 225 mL de solucao salina peptonada 0,1%.

A partir da diluicdo inicial 107!, efetuar as diluicdes desejadas de acordo com o
Anexo II, “Diluicdes e solugdes”, deste Manual.

5.2 Procedimentos de controle: Aplicar os procedimentos de controle especificos
estabelecidos pelo laboratoério.

5.3 Inoculagdo: Inocular 10 mL da diluicdo 10?, 1 mL da diluicdo 10! e 1 mL da
diluicdo 102, separadamente, em trés séries de trés tubos contendo 10 mL de BHI-SE.
Na primeira série de tubos, que foram inoculados com 10 mL da diluicdo 107!, usar o
meio com concentracao dupla (BHI-SE2).

Incubar a 30 = 1°C por 72 horas.

5.4 Confirmacdo do crescimento: Finalizado o periodo de incubagdo, repicar
todos os tubos sobre a superficie seca de ABHI e de agar nutriente isento de extrato de
levedura, estriando de forma a obter col6nias isoladas.

Incubar a 30 £ 1°C por até 72 horas.

5.5 Leitura: O crescimento nas placas serd indicativo de presenca de mesoéfilos
aerdbios no tubo de origem, porém serd necessaria a diferenciacdo entre Bacillus
sporothermodurans (que ndo € patogénico nem produz alteracdo do produto) e outros
mesofilos aerdbios capazes de alterar o alimento. Registrar o nimero de tubos que
apresentaram crescimento de col6nias nas placas correspondentes, registrando em
separado as colOnias suspeitas de Bacillus sporothermodurans.

Quando o crescimento bacteriano for devido a presenca de esporos de Bacillus
sporothermodurans na amostra em analise, serd observado crescimento abundante de
colonias lisas, de forma regular, com coloracdo entre branco e bege, com diametro
maximo de 3 mm, facilmente identificdveis, nas placas com ABHI.

No &gar nutriente isento de extrato de levedura, o Bacillus sporothermodurans
comumente ndo forma colbnias visiveis, porém poderdo se desenvolver colGnias
puntiformes de coloracdao entre branco e bege.

Selecionar de 2 a 3 col6nias correspondentes a cada um dos tubos positivos e
repicar para tubos com ABHI inclinado.

Incubar a 36 £ 1°C por até 72 horas e realizar os seguintes testes
confirmatérios:

5.6 Coloracdo de Gram: Preparar esfregago das coldnias suspeitas e corar pelo
método de Gram .
Quando forem observados bastonetes Gram positivos, realizar a prova da catalase
conforme o item 5.7.

Quando forem observados microrganismos com morfologia e caracteristicas
diferentes de bastonetes Gram positivos, considerar o tubo correspondente como
positivo para presenca de aerdbios mesdofilos.

5.7 Catalase: Com auxilio de alga de platina, palito de madeira, bastdo de vidro
ou Pipeta de Pasteur, estéreis, transferir a cultura para uma lamina ou placa de vidro
contendo uma gota de peréxido de hidrogénio 3%. Misturar o inéculo ao perdxido e
observar a reacao.

A nao formacao de borbulhas indica prova negativa para catalase. A formacao



de borbulhas indica prova positiva para catalase.

A maioria dos membros do género Bacillus apresenta reacdo de catalase
positiva.

Quando a coloracdo de Gram demonstrar a presenca de bastonetes Gram
positivos e a prova da catalase for positiva para a cultura em teste, proceder a
confirmagdo da presenca de Bacillus sporothermodurans por meio das provas da
oxidase, hidrdlise da esculina, fermentacdo da glicose, redugdo do nitrato, producdo de
urease e crescimento em anaerobiose, conforme abaixo descrito.

5.8 Oxidase: Usando alca de platina, Pipeta de Pasteur, palitos de madeira ou
de plastico descartaveis, estéreis, realizar a prova da oxidase, espalhando a cultura
sobre papel filtro impregnado com o reativo ou sobre tiras de papel com reativo para
oxidase, comercialmente disponiveis.

Fazer a leitura em 10 a 20 segundos. Apds esse tempo, reacoes falso positivas
podem ocorrer.

O aparecimento de cor azul (N'N'N'N'-tetrametil-parafenileno-diamina) ou
vermelho intenso (oxalato de para-amino-dimetilanilina) € indicativo de reacdo
positiva.

Ndo utilizar algas de niquel-cromo ou algas de aco inoxidavel para realizar a
prova de oxidase pois tracos de éxido de ferro na superficie flambada pode produzir
reacdo falso positiva.

O Bacillus sporothermodurans apresenta reacdao de oxidase positiva.

5.9 Crescimento em anaerobiose: Inocular a cultura em tubos de ABHI
inclinados e incubar em jarra de anaerobiose a 36 £ 1°C por 72h.
O Bacillus sporothermodurans ndo cresce em anaerobiose.

5.10 Hidrdlise da esculina”Inocular a cultura, com agulha, em tubos contendo
agar esculina inclinado.

Incubar a 36 £ 1°C por até 72 horas.

A hidrdlise da esculina é evidenciada pelo enegrecimento do meio.

O Bacillus sporothermodurans hidrolisa a esculina.

5.11 Fermentagdo da glicose: Semear tubos de caldo vermelho de fenol-base
adicionados de glicose.

Incubar a 36 £ 1°C por até 72 horas.

A viragem de cor do indicador vermelho de fenol para amarelo indica a
fermentagdo do aclcar presente.

O Bacillus sporothermodurans ndo fermenta a glicose.

5.12 Reducdo de nitrato: Inocular a cultura, com alga, em tubos contendo caldo
BHINO;.

Incubar a 36 = 1°C por 72 horas.

Apds incubacao, adicionar aos tubos 0,5 a 1 mL de alfa naftilamina 0,5%, e 0,5
a 1 mL de acido sulfanilico 0,8%.

O aparecimento de coloragdo rosa indica positividade para reducao de nitrato.

Quando nao houver desenvolvimento de coloracdo, adicionar ao tubo alguns
miligramas de pd de zinco. Nesta situacdo, o aparecimento de coloragdo rosa indica
reacao negativa enquanto que o ndao desenvolvimento de cor indica positividade.

O Bacillus sporothermodurans ndo reduz o nitrato a nitrito.

5.13 Prova da urease: Inocular com alca a superficie de placas ou tubos com
agar uréia previamente preparadas.



Incubar a 36 £ 1°C por até 72 horas.

Observar o crescimento com mudanca de coloracao para rosa intenso, o que
indica positividade para produgao de urease.

O Bacillus sporothermodurans nao produz urease.

6. RESULTADOS

Considerar positivos os tubos que apresentaram crescimento de outras
bactérias diferentes do Bacillus sporothermodurans e considerar como negativo quando
ndo for observado crescimento de colGnias nas placas e quando o crescimento
observado for confirmado como sendo somente de Bacillus sporothermodurans.

A partir dos resultados obtidos, consultando a tabela de NMP apropriada e
seguindo as instrucdes contidas no Anexo III, “Procedimentos basicos de contagem”,
deste Manual, calcular o nimero mais provavel de microrganismos mesofilos aerdbios
vidveis presentes na amostra em analise.

Quando for confirmada a presencga de Bacillus sporothermodurans juntamente
com outros mesdfilos na amostra, deverdo ser excluidos os tubos que continham
apenas Bacillus sporothermodurans para o calculo final do NMP de microrganismos
mesofilos aerdbios viaveis.

Quando for observada somente a presenca de coldénias de Bacillus
sporothermodurans na amostra, reportar o resultado de meséfilos aerdbios viaveis
como <0,3 NMP/mL. Sempre que for observada a presenca de Bacillus
sporothermodurans, fazer constar no Certificado Oficial de Analise (COA), no campo
“OBS”., a expressdo: “Presenca de Bacillus sporothermodurans”.

Deverdo ainda acompanhar o resultado de analise informagdes adicionais sobre
o tipo de microrganismo encontrado (como por exemplo: cocos Gram positivos,
bastonetes Gram negativos, flora mista, etc.) ou o(s) microrganismo(s) aerdbio(s)
presente(s), quando identificado(s).

Os resultados da analise de NMP de microrganismos meséfilos aerdbios viaveis
a 30°C por 72 horas em produtos lacteos UHT e esterilizados, pastosos e viscosos,
devem ser expressos em: NMP/g.

O resultado da analise de pré-incubacdo a 36°C por 7 dias deve ser expresso
como “alterado” ou “sem alteragao”.
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CAPITULO XIV
PESQUISA DE Listeria monocytogenes

1. OBJETIVOS E ALCANCE

Estabelecer método analitico para a detecgdo de Listeria monocytogenes em
alimentos de origem animal.

A metodologia aplica-se a todos os alimentos carneos e lacteos.



2. FUNDAMENTOS

2.1 Enriquecimento Seletivo: O enriquecimento seletivo, realizado em duas
etapas (a primeira em caldo UVM, e a segunda em caldo Fraser), tem a finalidade de
inibir a flora acompanhante, permitindo a recuperacdao de baixos numeros de células
de Listeria sp.

O efeito seletivo no caldo UVM é exercido pela associacdo de acido nalidixico e
acriflavina e no caldo Fraser pelo cloreto de litio, acido nalidixico e acriflavina.

2.2 Selecdo e Isolamento: Nos produtos carneos, a selecdo se realiza em dois
meios sélidos: agar triptose com acido nalidixico (ATN) e agar Palcam (AP), enquanto
gue nos produtos lacteos esta se realiza em agar Oxford (AO), agar Palcam (AP) e agar
triptose com acido nalidixico (ATN).

As substancias impedientes presentes nos meios sélidos sdo acido nalidixico no
ATN, sulfato de polimixina B, acriflavina, cloreto de litio e ceftazidina no AP, e cloreto
de litio, acriflavina, sulfato de colistina, cefotetan, cicloheximide e fosfomicina no AO.

A selecdo no ATN baseia-se nas caracteristicas das col6nias, quando observadas
sob luz obliqua, em estereoscdpio. No AP, observa-se a ndo fermentagdo do manitol e
a formacgdo de esculetina pela hidrélise da esculina, reacdo revelada pela presenga de
ferro trivalente. No AO, as colbnias de Listeria sp apresentam-se pretas, rodeadas por
halo negro devido a hidrdlise da esculina.

2.3 Confirmagdo da presenca de Listeria sp: A confirmagdo bioquimica de
Listeria sp realiza-se por meio da verificacdo da producdao de catalase, observagao das
caracteristicas morfoldgicas e tintoriais, verificagdo do crescimento tipico em meio
semi-sélido e, adicionalmente, por meio da verificacdo da incapacidade de reducgdo de
nitrato e verificacdo da positividade nas reacdes de Vermelho de Metila e Voges
Proskauer (VM-VP).

2.4 Identificacdo de Listeria monocytogenes: A diferenciacdo das espécies de
Listeria sp realiza-se por meio da verificagdo da producdo de &-hemodlise em &gar
sangue de cobaio ou agar sangue de carneiro, verificacdo da capacidade de produzir
reacdo de CAMP positiva com S. aureus (e opcionalmente também com Rodococcus
equi), e verificagdo da capacidade de fermentacao dos carbohidratos ramnose, xilose e
manitol. A utilizacdo concomitante de culturas de R. equi e S. aureus no CAMP teste é
util para a diferenciagdo de L. ivanovii, que apresenta reacdo de CAMP forte com R.
equi (em forma de flecha). Quando se julgar conveniente, a identificagdo podera ser
realizada por meio de um sistema comercialmente disponivel de testes bioquimicos
miniaturizados padronizados, conjuntamente com a prova de &-hemdlise ou CAMP
teste.

3. REAGENTES E MATERIAIS

Vidraria e demais insumos basicos obrigatérios em laboratérios de microbiologia
de alimentos;

Caldo Fraser - base;

Caldo de enriquecimento para Listeria (UVM) ou opcionalmente

Caldo para Enriquecimento de Listeria (LEB);

Caldo VM-VP; )

Caldo vermelho de fenol - base ou Agar para fermentagdo de carbohidratos -
base; |

Agar Palcam (AP);

Agar Columbia com acido nalidixico - base;

Agar triptose com acido nalidixico (ATN);

Agar Oxford (AO) - base;



Agar motilidade;

S. aureus ATCC 25923 para CAMP teste;

Rodococcus equi ATCC 6939 para CAMP teste (opcional);

Sistema miniaturizado para identificagdo bioquimica de Listeria (opcional);

Acido nalidixico 1%:;

Acriflavina cloridrato 1%;

Peroxido de hidrogénio 3%;

Vermelho de metila 0,06%;

Alfa-naftol 5%;

Hidroxido de potassio 40%;

Acido sulfanilico 0,8%;

Alfa-naftilamina 0,5%:;

Suplemento para caldo UVM (4&cido nalidixico 20mg/L; acriflavina 12mg/L);

Suplemento para caldo LEB (acriflavina 12mg/L);

Suplemento para agar Oxford (cicloheximide 200mg/0,5L; sulfato de colistina
10,0mg/0,5L; acriflavina 2,5mg/0,5L; Cefotetan 1,0mg/0,5L; fosfomicina
5,0mg/0,5L);

Suplemento para &agar Palcam (polimixina B 5,0mg/0,5L; acriflavina
2,5mg/0,5L; Ceftazidime 10,0mg/0,5L);

Suplemento para caldo Fraser (citrato de amoénio e ferro III 250mg/0,5L;
acriflavina 12,5mg/0,5L; acido nalidixico 10mg/0,5L);

P6 de Zinco;

Xilose solugdo aquosa 5%;

Manitol solucao aquosa10%;

Ramnose solugdao aquosa 5%;

Sangue desfibrinado de carneiro;

Sangue desfibrinado de cobaio .

OBS: Os suplementos podem ser adquiridos em forma de vial (comercialmente
disponivel), necessitando apenas a suspensdo em diluente antes de seu uso. Verificar
sempre a composicao, comparando com aquela indicada nesta metodologia.

4. EQUIPAMENTOS

Equipamentos basicos obrigatérios em laboratorios de microbiologia de
alimentos.

Estereoscdpio com iluminagdo em angulo de 45°.

5. PROCEDIMENTOS

5.1 Preparo da Amostra: Acrescentar a aliquota de 25 + 0,2 g ou mL da
amostra preparada conforme Anexo V, 225 mL de caldo UVM adicionado de seu
suplemento.
OBS: Verificar a formulagdo do Caldo UVM ou LEB. Algumas marcas de caldo UVM ja
contém em sua formulacdo acido nalidixico e acriflavina. O caldo LEB ja contém acido
nalidixico, bastando a suplementacao com 0,25 mL de solucdo 1% de acriflavina.

5.2 Procedimentos de controle: Aplicar os procedimentos de controle especificos
estabelecidos pelo laboratorio.

5.3 Primeiro enriquecimento seletivo: Homogeneizar as aliquotas preparadas
conforme item 5.1 e incubar a 30 £ 1°C por 24 horas.

5.4 Segundo enriquecimento seletivo.: Apds a incubacgao, transferir 0,1 mL da
cultura para tubo contendo 10mL de caldo Fraser suplementando-o, se necessario,
com 0,1 mL do vial diluido conforme a indicagdo do fabricante.



OBS:Alguns fabricantes de caldo Fraser fornecem o meio ja pronto para o uso; outros
fornecem o meio adicionado de acido nalidixico e de acriflavina, bastando a
suplementagao com citrato de amoénio e ferro III (0,1 mL de solugdo a 5% equivalente
a 250 mg/0,5L de meio).

Incubar a 30 + 1°C por 24 a 48 horas.

5.5 Isolamento

5.5.1 Amostras de produtos carneos: Utilizando alga de platina de 5 mm de
didmetro, repicar do caldo Fraser para placas contendo ATN e placas contendo AP
suplementado, sendo que as placas devem estar com as superficies secas, de forma a
proporcionar a obtencdo de colonias isoladas. Opcionalmente, pode ser usado o ATNS
em paralelo com os meios ATN e AP.

Incubar as placas de ATN a 30 £ 1°C por 24 horas e as placas de AP e ATNS,
na mesma temperatura, por 24 a 48 horas.

5.5.2 Amostras de produtos lacteos: Utilizando alga de platina de 5 mm de
diametro, repicar do caldo Fraser para placas contendo AO suplementado e placas
contendo AP suplementado, sendo que as placas devem estar com as superficies
secas, de forma a proporcionar a obtencdo de col6nias isoladas.

Incubar as placas de ATN a 30 + 1°C por 24 horas e as placas de AP na mesma
temperatura, por 24 a 48 horas.

5.6 Selecdo; Com auxilio de lupa ou estereoscopio com iluminagdo angular de
459, selecionar 3 a 5 colb6nias de cor azulada ou azulacinzentada em ATN.

Selecionar, com o auxilio de conta-col6nias ou de estereoscopio com iluminagdo
normal, col6nias pretas rodeadas por halo escuro em AO.

Selecionar, com o auxilio de conta-colonias ou de estereoscépio com iluminagao
normal, colGnias verde-amareladas rodeadas por zona escura, ou col6nias verde-
acinzentadas, em AP.

5.7 Confirmacgdo da presenca de Listeria sp: Repicar o mesmo indculo para
tubos com agar estoque inclinado e para placas contendo ATN. Incubar a 30 = 1°C por
24 horas.

Verificar a pureza das culturas no ATN. Utilizar as culturas do agar estoque para
a realizacdo das provas de confirmacao e identificagao.

5.7.1 Prova da catalase

Em uma placa de Petri, depositar 1 gota de perdéxido de hidrogénio 3%. Com
auxilio de alca de platina, bastdo de vidro, palito de madeira ou pipeta de Pasteur,
retirar uma aliquota do cultivo e misturar com a gota do reagente. A presenca de
catalase se traduz por desprendimento de borbulhas de oxigénio (catalase positiva).
Das culturas catalase positivas, fazer um esfregaco para coloragdo de Gram.

5.7.2 Coloracdo de Gram: A Listeria sp se apresenta como bastonete curto ou
na forma de cocobacilo, Gram positivo.

5.7.3 Prova da motilidade tipica: Inocular uma aliquota da cultura em &agar
motilidade, com agulha, por picada. Incubar em estufa de B.0O.D. (Demanda Bioldgica
de Oxigénio) a 22-25°C por 2 a 5 dias. Apos incubacdo, verificar o tipo de crescimento.

A Listeria sp apresenta crescimento movel caracteristico em forma de guarda-
chuva.

5.7.4 Prova de Redugdo de Nitrato: Apds a leitura da motilidade, adicionar a
cada tubo 2 a 3 gotas de alfa-naftilamina 0,5% e 2 a 3 gotas de acido sulfanilico a
0,8%.

O aparecimento de coloracdo rosa indica positividade.

Quando ndo houver desenvolvimento de coloracdao, adicionar ao meio alguns
miligramas de pd de zinco. Nesse caso, o aparecimento de coloragdo rosa indica reacgao



negativa e a ndo alteracao de cor indica positividade.
As culturas de Listeria sp nao reduzem o nitrato.

5.7.5 Prova de VM-VP: Inocular tubos com caldo VM-VP e incubar a 36 + 1°C,
por 5 dias.

Apds a incubacdo, pipetar aliquotas de 5 e 1 mL da cultura para dois tubos
estéreis.

No tubo contendo 5 mL adicionar 2 a 3 gotas de solugcao de vermelho de metila
a 0,06%.

O aparecimento da cor vermelha indica reagao VM positiva.

No tubo contendo 1 mL, adicionar 0,6 mL de alfa-naftol solucdo alcodlica 5% e
0,2 mL de hidroxido de potassio solucdo aquosa 40% (nesta ordem) e agitar.

Deixar em repouso por 1 a 2 horas. O aparecimento da cor vermelha escura
indica reacao VP positiva.

As culturas de Listeria sp apresentam reacoes VM e VP positivas.

5.8 Identificagcdo de Listeria monocytogenes: As culturas que tenham
confirmado as caracteristicas do género Listeria deverdo ser testadas para
diferenciacdo entre Listeria monocytogenes e outras espécies por meio das seguintes
provas bioquimicas:

5.8.1 Produgdo de a-hemodlise: Sobre a superficie seca de &gar sangue
desfibrinado de cobaio ou carneiro (ACNS), estriar o indculo com alga ou semear com
agulha, por picada. Incubar a 36 £ 1°C por 24 a 48 horas.

A reacdo positiva se traduz pelo aparecimento de zona clara transparente (&-
hemdlise) ao redor das colbnias.

As culturas de Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii e Listeria seeligeri sao
a-hemoliticas.

OBS: A utilizacdo de sangue de cobaio desfibrinado nesta prova oferece a vantagem de
zonas de hemdlise mais claras, especialmente com culturas de L.monocytogenes
fracamente hemoliticas.

5.8.2 CAMP teste: Em agar Columbia com acido nalidixico adicionado de 5% de
sangue de carneiro desfibrinado (CNAS), com auxilio de agulha ou alca de 1 iL, tracar
uma linha perpendicular a linha previamente semeada com S. aureus. Tomar o cuidado
para que as linhas ndo se toquem.

Incubar a 36 £ 1°C por 72 horas, em atmosfera de 2 a 5% de diéxido de
carbono (CO,).

As culturas de Listeria monocytogenes e Listeria seeligeri produzem zona clara
de hemodlise total acentuada proximo a linha de crescimento do Staphylococcus aureus.

Opcionalmente, este teste pode ser feito com S. aureus e R. equi. Nesse caso,
tracar na placa de CNAS uma linha vertical com indculo de S. aureus e outra com R.
equi, distantes alguns centimetros entre si. Semear as culturas teste em linhas
horizontais entre as linhas de S. aureus e R. equi, mantendo distancia de cerca de 1,5
cm entre as linhas e cuidando que estas ndo toquem as linhas de S. aureus e R. equi.

Incubar a 36 = 1°C por 72 horas, em atmosfera de 2 a 5% de didxido de
carbono (CO,).

ApoOs a incubacdo, examinar as placas para verificacdo de hemolise na zona de
interacdo, préximo as linhas verticais. A atividade hemolitica de L. monocytogenes e L.
seeligeri se apresenta aumentada proximo a linha de crescimento do S. aureus. As
demais listerias apresentam reacao de CAMP negativa com o S. aureus. A reacdo de
CAMP produzida pela L. ivanovii com R. equi se caracteriza por ser mais intensa e se
apresentar em forma de flecha. As L. innocua, L. welshimeri e L. grayi sdao nao-
hemoliticas e ndo apresentam reagao de CAMP positiva com o S. aureus nem com o R.
equi.



O CAMP teste diferencia L. ivanovii de L. seeligeri e pode diferenciar uma L.
seeligeri, fracamente hemolitica, de L. welshimeri. Isolados que ddo reacGes tipicas
para L. monocytogenes, exceto para a producao de hemolisina, devem ser testadas
para CAMP antes de serem identificadas como L. innocua (ndo hemolitica).

A maioria dos isolados de L. monocytogenes produz também uma zona de
intensificacdo da hemdlise junto a linha de crescimento do R. equi.

5.8.3 Fermentagao de carbohidratos: Inocular 3 tubos com caldo vermelho de
fenol-base, adicionados respectivamente, de xilose, manitol e ramnose.

Incubar a 30 £ 1°C por 36 horas. A viragem de cor do indicador vermelho de
fenol para amarelo indica a fermentacdo do aclcar presente. Alternativamente, esta
prova pode ser realizada inoculando as culturas com agulha (em apenas um ponto) em
3 placas de agar para fermentagdo de carbohidratos adicionado de xilose, manitol e
ramnose, respectivamente. A viragem de cor do indicador purpura de bromocresol
(azul) para amarelo indica a fermentacao do aculcar presente.

As reacdes tipicas das diversas Listeria sp estdo representadas no quadro abaixo:

LM LIVA LINN LW LS LG
a-hemodlise + + - - + -
Red-NO; - - - - - -
CAMP Teste-SA + - - - + -
CAMP Teste-RE V + - - - -
Manitol - - - - - +
Ramnose + - V \ - -
Xilose - + - + + -
VM + + + + + +
Gram + + + + + +
V= variavel AS = S.aureus RE = R.equi

LM = L. monocytogenes; LIVA = L. ivanovii; LINN = L. innocua; LW = L.welshimeri;
LS = L.seeligeri; LG = L. grayi

6. RESULTADOS
6.1 Interpretacdao: Considerar como Listeria monocytogenes as culturas que
apresentarem reacoes tipicas nas provas bioquimicas.

6.2 Expressdo dos resultados:

Expressar o resultado como:

Pesquisa de Listeria monocytogenes: Presencga/25 g ou mL;
ou

Pesquisa de Listeria monocytogenes: Auséncia/25 g ou mL

Nota: sempre que as andlises laboratoriais demonstrarem a presenca de outras
espécies de Listeria, da area reservada a observagoes, do Certificado Oficial de Analise,
devera constar: Presenca de Listeria, seguida do nome da espécie encontrada. Por
exemplo:

Presenca de Listeria innocua, Presenca de Listeria welshimeri ou outra.
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CAPITULO XV
PESQUISA DE Salmonella

1. OBJETIVOS E ALCANCE

Estabelecer metodologia analitica para a deteccdo de Salmonella sp em
amostras de alimentos, racdes e ingredientes.
Aplica-se a amostras de alimentos de origem animal, ragdes e ingredientes.

2. FUNDAMENTOS

2.1 Pré-enriquecimento: Baseia-se na incubacgdo, a 36 + 1°C por 16 a 20 horas,
de 25 £ 0,2 g ou 25 £ 0,2 mL da amostra, adicionada de 225 mL do diluente
especifico para cada caso, estabelecido no item 5.1. Esse procedimento visa minimizar
os efeitos do processamento industrial dos alimentos, capaz de promover estresse nas
células de Salmonella, sem inativa-las biologicamente.

Quando é utilizada solugdo salina peptonada tamponada, esta avorece a
manutencdo do pH, evitando que as bactérias acompanhantes acidifiquem o meio,
prejudicando a recuperacao das células de Salmonella.

Para leite em pd, segundo o FDA, o diluente utilizado é agua destilada estéril
adicionada de solucdo de verde brilhante, o que visa inibir o crescimento de bactérias
Gram positivas.

2.2 Enriquecimento seletivo: Baseia-se na utilizagdo de meios que contém
substancias de acdo impediente do crescimento para a maioria dos microrganismos
interferentes e na incubagao em temperatura seletiva.

O enriquecimento seletivo de Salmonella se faz obrigatoriamente nos meios
liguidos seletivos, caldo Rappaport Vassiliadis e caldo selenito-cistina.

Adicionalmente, utiliza-se o caldo tetrationato.

No caldo Rappaport Vassiliadis, a presenca de verde malaquita e de cloreto de
magnésio, associada a temperatura de 41 + 0,5°C por 24 a 30 horas, atua como
agentes seletivos da microbiota acompanhante, enquanto a presenca de peptona de
farinha de soja estimula o crescimento de Salmonella.

No caldo selenito-cistina, o agente inibidor selenito de sddio atua inibindo os
coliformes e enterococos. Esse meio é incubado a 41 £+ 0,5°C por 24 a 30 horas.

No caldo tetrationato, a seletividade é conferida pelo tetrationato e pelo verde
brilhante.

2.3 Isolamento e selecao: Baseia-se na selecdo de col6nias de Salmonella em,
pelo menos, dois meios sélidos: o agar verde brilhante vermelho de fenol lactose
sacarose (BPLS) obrigatoriamente e outro agar de maior impediéncia escolhido pelo
laboratorio.

No agar verde brilhante, a novobiocina adicionada visa principalmente a inibicdo
de Proteus sp. Esse meio apresenta em sua composicao bile bovina e um corante
derivado do trifenilmetano (verde brilhante), responsaveis pela inibicdo de
microrganismos Gram positivos.

Como meio de maior impediéncia, utilizar MLCB ou Rambach ou XLD ou XLT4
ou outro.

No &gar Rambach, a diferenciacdo entre Salmonella e outros microrganismos é



promovida pela presenca de propilenoglicol, e também de um cromdgeno que
evidencia a hidrdlise da beta-galactosidase.

No agar MLCB, a concentracdo de ions Magnésio promove o crescimento de
Salmonella. A presenca de verde-brilhante inibe a flora acompanhante. Esse agar nao
utiliza a fermentacdo da lactose como sistema de identificacdo, o que possibilita a
deteccdo de cepas de comportamento atipico no BPLS. A producdo de H2S é
evidenciada pelo enegrecimento do centro da col6nia. Cepas de Salmonella H,S
negativas, como Salmonella Sendai, Salmonella Berta, Salmonella Pullorum e
Salmonella Seftenberg, podem produzir colénias azuis. E um meio que, associado ao
caldo de enriquecimento Rappaport Vassiliadis, tem sua seletividade substancialmente
aumentada.

A Salmonella Typhi e a Salmonella Paratyphi ndo crescem nesse meio devido a
presencga de verde-brilhante.

2.4 Identificacdo bioquimica: Baseia-se na evidenciacdo das propriedades
fisioldgicas e metabdlicas das culturas suspeitas: por meio da verificacdo da presenca
de citocromo oxidase; deteccao de pirrolidonil peptidase (PYRase) segundo Bennett et.
al (1999); produgao de urease; fermentacdo da glicose, sacarose e lactose no meio
TSI; deteccdao de beta-galactosidase; descarboxilagdo da lisina; produgdo de H,S;
motilidade e producgdo de indol.

Para confirmacdo final, em casos de duvida, realizam-se outras provas
complementares, baseadas na inoculagdo das culturas suspeitas em uma bateria
miniaturizada de testes padronizados. Os microtubos contendo substratos desidratados
para cada teste sao reidratados pela adicdo da suspensdao do microrganismo teste em
diluente especifico para esta finalidade.

2.5. Prova de soroaglutinacdo: Baseia-se na reacdao antigeno-anticorpo, com
conseqliente aglutinagdo do antigeno frente ao anti-soro para Salmonella polivalente
“O".

3. REAGENTES E MATERIAIS

Vidrarias e demais insumos basicos obrigatérios em laboratérios de
microbiologia de alimentos; Agar verde brilhante vermelho de fenol lactose sacarose
(BPLS);
, Agar Rambach ou Agar manitol lisina cristal violeta verde brilhante (MLCB) ou
Agar XLD ou Agar; XLT4 ou outro; Agar ferro trés aclcares (TSI) ou Agar Kligler (KIA);

Agar estoque; ]

Caldo lisina descarboxilase ou Agar lisina ferro - (LIA);

Caldo uréia ou agar uréia;

Agar fenilalanina;

Caldo selenito cistina;

Caldo Rappaport Vassiliadis;

Caldo tetrationato (adicional);

Caldo VM/VP;

Meio SIM;

Sistema miniaturizado de provas bioquimicas para identificacdo de
enterobactérias;

Solugao salina 0,85%;

Solugdo salina 2%);

Agua destilada estéril;

Solugao salina peptonada 1% tamponada;

Solucao salina peptonada 1% tamponada com 1% Tween 80;

Solugao de a-naphtol 5%;



Solucdo de hidroxido de potassio 40%;

Solucdo de uréia 40% estéril;

Solugao de iodo-iodeto;

Reativo de Kovac's (opcional: reativo de Ehrlich);

Verde brilhante solucao aquosa 0,1%;

Cloreto férrico solucao aquosa 10%;

Novobiocina solugdo aquosa 4%;

Soro anti Salmonella polivalente *0O”;

Reativo para oxidase (N'N'N'N'-tetrametil-parafenileno-diamina ou oxalato de
para-amino-dimetilanilina) ou tiras para teste de oxidase;

Oleo mineral, parafina liquida ou vaspar estéreis;

Reativos para prova da PYRase - Acido L-piroglutdmico 7- amino 4-metil
cumarina (7 AMC) e Dimetilaminocinamaldeido; Tween 80.

4. EQUIPAMENTOS

Equipamentos basicos obrigatérios em laboratérios de microbiologia de
alimentos.

Banho-maria com movimentagdo de agua (agitacdo ou circulagdo).

5. PROCEDIMENTOS

5.1. Pesagem e preparo da amostra: Pesar 25 £ 0,2 g ou pipetar 25 £ 0,2 mL
da amostra, de acordo com as instrucdes contidas no Anexo V, “Procedimentos para o
preparo, pesagem e descarte de amostras", deste Manual.

Adicionar 225 mL de solugdo salina peptonada 1% tamponada (ver excecdes na
observacdo abaixo).

Homogeneizar por aproximadamente 60 segundos no “stomacher”.

Deixar 1 hora em temperatura ambiente.
OBS: Para leite em p6 e soro de leite em p9, utilizar como diluente agua destilada e
adicionar 5 mL de verde brilhante solucdo aquosa 0,1%.

Para produtos gordurosos (creme e manteiga) utilizar como diluente solugao
salina peptonada 1% tamponada com 1% de Tween 80.

Para os demais alimentos, utilizar solucao salina peptonada 1% tamponada.

5.2 Procedimentos de controle: Aplicar os procedimentos de controle especificos
estabelecidos pelo laboratério.

5.3 Pré-enriquecimento: O pré-enriquecimento se realiza por meio da incubagao
das aliquotas das amostras preparadas conforme item 5.1, a 36 = 1°C por, no minimo,
16 horas e ndo mais que 20 horas.

5.4 Enriquecimento seletivo: A partir do procedimento de pré-enriquecimento
estabelecido em 5.3, inocular, simultaneamente, nos meios liquidos seletivos conforme
abaixo:

5.4.1 Inoculacdo em caldo Rappaport Vassiliadis: Pipetar aliquotas de 0,1 mL
das amostras pré-enriquecidas para tubos contendo 10 mL de caldo Rappaport
Vassiliadis.

Incubar os tubos a 41 £ 0,5°C, em banho-maria, preferencialmente com
agitacao ou circulagdo continua de agua, por 24 a 30 horas.

5.4.2 Inoculagdo em caldo selenito cistina: Pipetar aliquotas de 1 mL das
amostras pré-enriquecidas e transferir para tubos contendo 10 mL de caldo selenito
cistina.

Incubar os tubos a 41 £ 0,5°C em banho-maria, preferencialmente com
agitacdo ou circulagdo continua de agua, por 24 a 30 horas.



5.4.3 Inoculacdo em caldo tetrationato (adicional): Pipetar aliquotas de 1 mL
das amostras pré-enriquecidas e transferir para tubos contendo 10 mL de caldo
tetrationato.

Incubar os tubos a 41 + 0,5°C em banho-maria, preferencialmente com
agitacdo ou circulagdo continua de agua, por 24 a 30 horas.

5.5 Isolamento: A partir dos caldos seletivos de enriquecimento, repicar sobre a
superficie previamente seca de placas com cada meio sélido seletivo, estriando de
forma a se obter col6nias isoladas. Dessa forma serdo obtidas 2 placas de BPLS, uma
originaria do caldo Rappaport Vassiliadis e outra originaria do caldo selenito cistina e 2
placas do segundo meio seletivo utilizado pelo laboratério, obtidas do mesmo
modo. Incubar todas as placas, invertidas, a 36 = 1°C por 18 a 24 horas.

5.6 Selecdo: Selecionar de 3 a 10 col6nias suspeitas por amostra, conforme
caracteristicas descritas em 5.6.1.

5.6.1 Caracteristicas das colOnias tipicas ou suspeitas de Salmonella nos
diferentes meios sdlidos.

Em Agar BPLS, as col6nias apresentam-se incolores ou de cor rosada, entre
transllicidas a ligeiramente opacas. Quando rodeadas por microrganismos
fermentadores de lactose, podem apresentar-se de cor verde-amarelada.

Em Agar Rambach, apresentam-se de cor vermelha. Alguns sorovares podem
se apresentar com coloragdo rosa claro, de cor péssego ou amarelas (cor de gema).

Em agar MLCB, apresentam-se negras, convexas, lisas e brilhantes, com bordas
regulares. As colonias de Salmonella Pullorum e de Salmonella Gallinarum
apresentam-se de tamanho pequeno (cerca de 1 mm), de cor azul intensa ou violeta.

5.7 Provas Bioquimicas: As colOnias selecionadas devem ser repicadas em agar
nao seletivo e incubadas a 36 + 1°C por 18 a 24 horas, a fim de verificar sua pureza.

5.7.1 Provas bioquimicas preliminares: Como bateria minima para identificagdo
de Salmonella, devem ser realizadas as seguintes provas bioquimicas:

5.7.1.1 Producdo de urease: Semear macicamente em caldo ou agar uréia.

Incubar a 36 £ 1°C por 24 a 30 horas.

Observar a coloragdao do meio. A manutencdo da cor inicial do meio indica que
ndo ocorreu hidrdlise da uréia. A alteracdo para rosa intenso é indicativa de
alcalinizacdo do meio devido a acdo da urease sobre a uréia.

Salmonella ndo produz urease.

5.7.1.2 Reagbes em agar TSI ou agar Kligler (KIA): Inocular o agar através de
picada profunda e estriamento na superficie inclinada do bisel.

Incubar a 36 £ 1°C por 18 a 24 horas.

No agar TSI, estdo presentes: glicose (1,0 g/L), lactose (10,0 g/L) e sacarose
(10,0 g/L). Como a glicose € um monossacarideo e estd em baixa concentracdo, sera
rapidamente fermentada anaerobiamente, formando acido no fundo do tubo, o que
torna o meio amarelo pela viragem do indicador vermelho de fenol (todos os membros
da familia Enterobacteriaceae fermentam a glicose com producdo de acido).

A fermentacdo aerodbia da glicose, que ocorre na superficie do bisel, resulta em
acido pirdvico, que é posteriormente degradado a CO, e agua.

A grande maioria das salmonelas ndao fermenta a sacarose e a lactose, ndo
provocando alteracdes no meio TSI (que contém esses dois acgUcares; ja no KIA, a
sacarose ndo esta presente). Como a fonte de carbono utilizavel (glicose) é
rapidamente esgotada, a Salmonella passa a degradar aerobiamente o substrato
protéico do meio, produzindo amoniaco (NH3), o que confere ao meio um pH alcalino,
modificando a coloragdo do bisel para rosa intenso.

A maioria das salmonelas apresenta no TSI e no KIA as seguintes reagoes:



Acido na base, com ou sem producdo de gas.

Alcalino ou inalterado no bisel.

Com producgdo de H,S.

5.7.1.3 Descarboxilagdo da lisina: Utilizar caldo lisina ou agar LIA.

Inocular o caldo lisina e adicionar selo estéril (vaspar, vaselina, parafina),
visando evitar o contato do meio com o ar e o consequiente aparecimento de uma falsa
alcalinizacdo na superficie do meio por degradacdo aerdbia do substrato protéico.

Quando usar o agar, inocular através de picada profunda, estriando na
superficie inclinada do bisel.

Incubar a 36 £ 1°C por 24 a 30 horas.

Observar se ocorreu descarboxilacdo da lisina pela alcalinizacdo do meio, o que
€ demonstrado pela ndo alteracdo de cor do indicador presente.

A atividade da enzima lisina descarboxilase é dependente do pH, sendo mais
ativa em pH abaixo de 5,5.

A acidificacdo do meio é obtida pela fermentacdo da glicose presente. Nessa
etapa do processo, ocorre a viragem do indicador purpura de bromocresol, de violeta
para amarelo.

E recomendavel a inoculacdo de um tubo controle de caldo base para
descarboxilagdo sem lisina, para comprovacdo da acidificacdo pela fermentacdao da
glicose. Esse tubo deve permanecer amarelo até o final do periodo de incubacdo.

Na condicdo anaerdbia, obtida pelo uso da camada de selo (no caldo lisina) ou
na base (do LIA), todo o oxigénio ndo combinado é consumido pelo microrganismo
presente, na fase inicial de crescimento.

A descarboxilagao da lisina, que ocorre posteriormente, resulta na produgao de
uma diamina (cadaverina) e CO2, que conferem ao meio caracteristicas de alcalinidade
e nova viragem da cor do indicador, que passa de amarelo para violeta. A diamina
cadaverina é estavel quando produzida em condicbes anaerdbias.

A maioria das salmonelas é capaz de produzir lisina descarboxilase.

Quatro por cento das cepas de Salmonella ndo descarboxilam a lisina.

A Salmonella paratyphi A e alguns outros sorovares nao produzem lisina
descarboxilase.

5.7.1.4 Meio SIM: Inocular com picada o meio de cultura.

Incubar a 36 £ 1°C por 24 a 30 horas.

A motilidade é caracterizada pela difusdo do crescimento por todo o meio. Se

for restrito a linha de semeadura, indica que o microrganismo € imovel.

A maioria das salmonelas apresenta motilidade positiva. A Salmonella
Gallinarum e a Salmonella Pullorum apresentam motilidade negativa.

O meio SIM é o meio mais indicado para a verificagdo da produgdo de H,S.

O H,S é um gas incolor produzido pelo microrganismo em teste, pela reducdo
do tiosulfato presente no meio. A revelagdo da presenga de H,S se realiza por meio da
reagdo do H,S com o citrato de ferro e amonio (presente no meio), formando um
precipitado negro insoluvel.

Quinze por cento das culturas de Salmonella Choleraesuis e 95% das de
Salmonella Paratyphi A ndao produzem H,S.

A maioria das salmonelas produz H,S .

Quatorze por cento das cepas de Salmonella sao H,S negativo.

Apés a leitura da motilidade e da producdo de H,S, adicionar algumas gotas de
reativo de Kovac’s (ou, opcionalmente de reativo de Ehrlich) aos tubos para verificar
se houve producdo de indol.

A oxidacdo do triptofano presente no meio SIM leva a formacdo de trés
principais compostos: indol, escatol e indolacetato.

A adicdo do reativo de Kovac’s resulta na formacao de um anel vermelho,
resultante da reagdo entre o indol e o dimetilaminobenzaldeido contido nesse reativo.



Quase a totalidade das salmonelas ndo produz indol. Segundo Weissfeld et al
(1994), cerca de 1% das salmonelas produzem indol.

5.7.1.5 Prova da Oxidase: Usando palitos de madeira, de plastico descartaveis
ou pipetas Pasteur, estéreis, ou alca de platina, realizar a prova de oxidase espalhando
a cultura sobre papel filtro impregnado com o reativo para oxidase, ou sobre tiras de
papel para teste de Oxidase, disponiveis comercialmente.

Fazer a leitura em 10 a 20 segundos. Apds esse tempo, podem ocorrer reagdes
falso-positivas.

O aparecimento de cor azul (N'N'N'N'-tetrametil-parafenileno-diamina) ou
vermelho intenso (oxalato de para-amino-dimetilanilina) é indicativo de reacgdo
positiva.

Ndo utilizar alcas de niquel-cromo ou algas de ago para realizar a prova de
oxidase, pois tracos de 6xido de ferro na superficie flambada podem produzir reacdo
falso-positiva.

Todas as salmonelas apresentam reagao de oxidase negativa.

5.7.2 Provas bioquimicas complementares opcionais

5.7.2.1 Desaminacao da fenilalanina

Inocular a superficie do agar fenilalanina por estriamento.

Incubar a 36 = 1°C por 18 a 24 horas.

Adicionar 2 a 3 gotas de solucdo de cloreto férrico 10%.

A alteragdo da coloracdo da cultura na superficie do bisel para verde indica
reacdo de desaminacgdo da fenilalanina. Salmonella ndo desamina a fenilalanina.

5.7.2.2 Reagao de Voges-Proskauer

Inocular o caldo VM-VP em duplicata.

Incubar um dos tubos a 36 £ 1°C por, pelo menos, 24 horas.

O outro tubo deve ser incubado a 22 + 1°C, por 96 horas.

Adicionar primeiramente 0,6 mL de solugdao de a-naphtol 5% e, em seguida, 0,2
mL de solucdo de hidréxido de potassio 40%.

Agitar os tubos para que haja oxigenacdo do meio.

Aguardar de 10 a 15 minutos.

A alteracdo da cor para rosa intenso indica reacdo de VP positiva.

Hafnia alvei apresenta reacdo positiva a 22 + 1°C e resultado variavel a 36 %
10C.

Salmonella apresenta reacdo negativa para VP nas duas temperaturas.

5.7.2.3 Deteccao da enzima pirrolidonil peptidase (PYRase)

A partir das culturas em agar estoque que apresentaram resultados compativeis
com Salmonella, realizar o teste da presenca da enzima pirrolidonil peptidase
(PYRase). Espalhar a cultura suspeita sobre cartdo impregnado com &cido L-
piroglutamico, substrato que serd hidrolisado pela PYRase, quando produzido pelo
microrganismo teste.

Para revelar a hidrélise do acido L-piroglutamico, adicionar sobre o cartdo
algumas gotas de para-dimetilaminocinamaldeido, o que, nos casos positivos, resultara
no desenvolvimento de coloracao vermelha.

Esta prova destina-se a diferenciacdo entre Citrobacter e Salmonella.

Todas as cepas de Citrobacter sp produzem a enzima pirrolidonil peptidase
(reacao positiva).

Todas as cepas de Escherichia coli e 96% das Salmonella ndo produzem essa
enzima (reagdo negativa).

5.7.3 Comportamentos atipicos de Salmonella

Algumas cepas de Salmonella podem apresentar as seguintes reagdes atipicas:

fermentacdo da lactose (bisel do TSI e KIA &cido);

fermentagdo da sacarose (bisel do TSI acido);

nao produgao de H2S (SIM sem H2S, TSI/KIA sem H2S);



ndo descarboxilagdo da lisina (meio acido);

producao de indol (reacdo positiva no SIM).

5.8 Reacdo soroldgica frente ao anti-soro polivalente “0”

Ressuspender o cultivo obtido em agar estoque inclinado (de 18 a 24 horas) em
aproximadamente 2 mL de solucao salina 0,85%.

Em lamina de vidro, placa de Petri ou placa de Huddleson, depositar
separadamente uma gota de solugdo salina 2% e uma gota do soro anti-Salmonella
polivalente "O", diretamente do frasco.

Em seguida, acrescentar a cada uma delas uma gota da suspensao em teste.

Com movimentos circulares, realizar a leitura com iluminacdo sobre fundo
escuro em 1 a 2 minutos.

Classificar a reacdo do seguinte modo:

Positiva: presenca de aglutinacdo somente na mistura cultivo + anti-soro;

Negativa: auséncia de aglutinacdo em ambas as misturas;

Ndo especifica: presenca de aglutinacdo em ambas as misturas (formas
rugosas).

As culturas que apresentarem resultados compativeis com Salmonella, porém
incapazes de assegurar sua identificacdo por meio da sorologia, deverao ser reisoladas
em agar ndo-seletivo e serem novamente submetidas a reagao soroldgica.

5.9 Provas opcionais: Adicionalmente, podem ser utilizados sistemas
miniaturizados de provas bioquimicas para identificacdo de enterobactérias, aprovados
para uso pela CLA/MAPA.

6. RESULTADOS

6.1 Interpretacdao: Emitir o resultado como positivo para Salmonella quando as
culturas apresentarem reacgoes tipicas nas provas bioquimicas e reacdo soroldgica
positiva frente ao anti-soro polivalente “0”.

As culturas que apresentarem perfil bioquimico compativel com Salmonella e
que nao reagirem frente ao anti-soro polivalente “O” ou apresentarem reacgao
inespecifica devem ser identificadas por método molecular ou remetidas para uma
Instituicdo de Referéncia, para conclusdo do resultado.

6.2 Sorotipificagdo: Remeter as culturas identificadas como Salmonella a uma
Instituicdo de Referéncia no pais, designada pela Coordenacdo de Laboratério Animal
(CLA) para sorotipificagdo.

Manter no laboratério as culturas isoladas de Salmonella, adequadamente
identificadas. Manter registro de todas as confirmacGes soroldgicas realizadas pela
Instituicdo de Referéncia.

6.3 Expressao dos resultados

Expressar o resultado como:

Pesquisa de Salmonella : PRESENCA/25 g ou mL; ou
Pesquisa de Salmonella : AUSENCIA/25 g ou mL
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CAPITILO XVI ,
PESQUISA DE Salmonella POR SEPARACAO IMUNOMAGNETICA (IMS)

1. OBJETIVOS E ALCANCE

Estabelecer metodologia analitica para a deteccdo de Salmonella sp., pelo
método de separagcao imunomagnética.

Aplica-se em alimentos de origem animal.

2. FUNDAMENTOS

2.1 Pré-enriquecimento: Baseia-se na incubagdo de 25 + 0,2 g ou 25 £ 0,2 mL
da amostra, adicionada de 225 mL do diluente especifico para cada caso, a 36 £ 1°C
por 16 a 20 horas.

Este procedimento visa minimizar os efeitos do processo tecnoldgico capaz de
promover injuria celular fisioldgica, sem inativar biologicamente a célula. Quando é
utilizada solugdo salina peptonada 1% tamponada, o tampao utilizado favorece a
manutencdo do pH, o que assegura melhor recuperagdo das células de Salmonella.

Para leite em pd, o diluente utilizado é agua destilada estéril adicionada de
solucdo de verde brilhante, o que visa inibir o crescimento de bactérias Gram positivas.

2.2 Separacdao imunomagnética: Baseia-se em duas acgles principais: a captura
por ligacdo imunoldgica e a separacdo por acdo de forcas magnéticas. A aplicacao
destas duas acbes leva a obtencdo de efeitos de concentracdo e purificacdo do
microrganismo alvo.

0] sistema de separagao imunomagnética utiliza microesferas
superparamagnéticas cobertas uniformemente com uma fina camada polimérica,
biologicamente inerte, que protege o material magnético e oferece uma area de
superficie definida para adsorsdo ou acoplamento de varias moléculas, onde estdo
ligados anticorpos monoclonais especificos para Salmonella..

2.2.1 Lavagem das microesferas (“beads”): Baseia-se em trés passos de
lavagem com solugao salina tamponada, adicionada de tween 20, realizados com a
finalidade de retirar microrganismos inespecificamente ligados as particulas
imunomagnéticas.

2.3 Enriquecimento seletivo: Baseia-se na semeadura da aliquota
imunomagneticamente separada em meio que contém substéncias de acdo impediente
do crescimento para a maioria dos microrganismos interferentes, e incubagdao em
temperatura seletiva de 41 + 0,5°C por 18 a 24h.

3. REAGENTES E MATERIAIS
Vidrarias e demais insumos basicos obrigatérios em laboratérios de microbiologia de
alimentos;

Particulas imunomagnéticas de 280 nm cobertas com anticorpo anti-Salmonella
(“beads”);

Agar Rambach;

Agar verde brilhante vermelho de fenol lactose sacarose (BPLS);

Agar ferro trés acucares (TSI) ou Agar ferro dois acucares

Kligler (KIA);

Agar manitol lisina cristal violeta verde brilhante (MLCB);



Agar estoque; )

Caldo lisina descarboxilase ou Agar lisina ferro (LIA);

Caldo uréia ou Agar uréia;

Caldo Rappaport Vassiliadis (RV);

Meio SIM;

Solucdo salina 0,85%;

Solugao salina 2%;

Solugdo salina peptonada tamponada, pH 7,2 (PBS);

Agua destilada estéril;

Solugdo salina peptonada 1% tamponada;

Acido cloridrico 0,1N;

Reativo para oxidase (N'N'N'N'-tetrametil-parafenileno-diamina ou oxalato de
para-amino-dimetilanilina) ou tiras para teste de oxidase;

Reativo de Kovac’s (ou, opcionalmente, reativo de Ehrlich);

Verde brilhante solugdo aquosa 0,1%;

Cloreto férrico solugcao aquosa 10%;

Novobiocina solugdo aquosa 4%;

Soro anti-Salmonella polivalente “0";

Solugdo salina peptonada 1% tamponada adicionada de 0,02% de tween 20;

Oleo mineral, vaspar ou parafina liquida estéreis.

4. EQUIPAMENTOS
Equipamentos bdsicos obrigatdérios em laboratérios de microbiologia; Misturador
de amostras;
Separador imunomagnético;
Pipetadores automaticos ajustaveis (5-50, 50-200, 100-1000uL) e respectivas
ponteiras com barreira.

5. PROCEDIMENTO
5.1 Preparo da amostra: Proceder conforme instrugdes contidas no Capitulo XV,
“Pesquisa de Salmonella”, deste Manual.

5.2 Pré-enriquecimento; Proceder conforme instrugdes contidas no Capitulo XV,
“Pesquisa de Salmonella”, deste Manual.

5.3 Separagdo imunomagnética; De cada amostra pré-enriquecida, transferir
uma aliquota de 1 mL para tubo eppendorf com tampa apegada, com capacidade de
1,5 mL.

Adicionar a cada eppendorf 20 microlitros de particulas imunomagnéticas de
280nm cobertas com anticorpo especifico para Salmonella (“*beads”).

Apo6s homogeneizagdo por suaves inversoes sucessivas do eppendorf, dispor os
tubos no equipamento misturador onde deverdo permanecer por 30 minutos, em baixa
velocidade.

Em seguida colocar os tubos no separador com a barra magnética ja acoplada
no suporte, onde devem permanecer por 10 minutos.

Sem retirar os tubos do separador magnético, retirar todo o liquido dos tubos
eppendorf com o auxilio de pipetas Pasteur, ou descartaveis com bulbo, estéreis,
tomando o cuidado para ndo tocar na parede onde as particulas imunomagnéticas
estdo aderidas.

Descartar o liquido em recipiente com desinfetante testado e aprovado.

Retirar a barra magnética do suporte do separador.

A cada tubo, adicionar 1 mL de solucdo salina peptonada 1% tamponada,
adicionada de 0,02% de tween 20 e misturar delicadamente por repetidas inversoes.



Recolocar a barra magnética no suporte do separador e deixar por mais 5 minutos.
Repetir esta operacdo por mais 2 vezes e finalizar com uma lavagem adicional
com PBS, sempre descartando o liquido em recipiente com desinfetante aprovado.
Depois da retirada total do liquido, suspender os “beads” em 20 yL de PBS. Esta
sera denominada “fragdo imunomagneticamente separada” ou FIS.

5.4 Enriguecimento seletivo e pré-isolamento: Inocular a FIS, obtida conforme
item 5.3, em tubo com 10 mL de caldo Rappaport Vassiliadis.

Incubar os tubos a 41 + 0,5°C, em banho-maria com agitagdo ou circulagao
continua de agua, por 24 a 30 horas.

5.5 Isolamento, selecdo e identificagdo bioquimica e soroldgica Proceder
conforme Capitulo XV, “Pesquisa de Salmonella”, deste Manual.

6. RESULTADOS
Proceder conforme Capitulo XV, “Pesquisa de Salmonella”, deste Manual.
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CAPITULO XVII
PESQUISA DE Vibrio cholerae

1. OBJETIVOS E ALCANCE
Estabelecer procedimento para a pesquisa de Vibrio cholerae em alimentos;
A metodologia para detecgdo de Vibrio cholerae destina-se a

verificacdo da presenca deste patégeno em alimentos de origem animal.

2. FUNDAMENTOS
2.1 Pré-enriquecimento: Baseia-se na recuperagdo das células, fisiologicamente
lesadas ou ndo, e crescimento em meio nao seletivo.

2.2 Etapa presuntiva: Baseia-se no isolamento das colonias em meio sdlido
seletivo, agar TCBS, e em meio nao seletivo, agar gelatina, e posterior incubacdo a 36
+ 19C, sendo as col6nias tipicas submetidas a identificacdo bioquimica.

O agar TCBS apresenta, em sua composicao, elevada concentracao de tiosulfato
e citrato de sodio, além de ser altamente alcalino, inibindo assim o crescimento das
enterobactérias. A bile e o colato de sddio inibem os enterococos. Como indicador de
pH, o meio possui 0 azul de timol e o0 azul de bromotimol, que provocam a mudanca de
coloragao do meio para amarelo quando da fermentagao
da sacarose presente no meio, com consequiente formagdo de acido.

2.3 Provas de identificacdo: A identificacdo de Vibrio cholerae é feita por meio
de provas bioquimicas, soroldgicas e tintoriais.



3. REAGENTES E MATERIAIS

Vidraria e demais insumos basicos obrigatorios em laboratdrios de microbiologia
de alimentos;

Agar sal triptona (T1N1);

Agar ferro dois agucares (agar Kligler);

Agar tiosulfato citrato sacarose sais biliares (agar TCBS);

Agar soja triptona (TSA);

Agar gelatina (AG);

Agua peptonada alcalina pH 8,5 £ 0,1;

Caldo peptonado sem sal;

Caldo peptonado sal 3%;

Caldo peptonado sal 6%;

Caldo vermelho de fenol base;

Caldo gelatina fosfato sal (GPS);

Caldo vermelho de fenol manitol;

Caldo vermelho de fenol sacarose;

Meio O/F Hugh-Leifson;

Bacto Vibrio cholerae - anti-soro polivalente;

Arabinose;

Desoxicolato de sodio;

L-arginina;

L-inositol;

L-lisina;

L-ornitina;

Manitol;

Manose;

Reativo para oxidase (oxalato de para-amino-dimetilanilina

ou N'N'N'N'-tetrametil-parafenileno-diamina) ou tiras para teste de

oxidase;

Etanol 96%;

Reagentes para coloracdo de Gram;

Oleo mineral estéril.

4. EQUIPAMENTOS
Equipamentos bdasicos obrigatérios em laboratérios de microbiologia de
alimentos.

5. PROCEDIMENTOS

5.1 Enriquecimento: Preparar a amostra de acordo com as instrugdes contidas
no Anexo V, “Procedimentos para o preparo, pesagem e descarte de amostras", deste
Manual.

Pesar, separadamente, 25 + 0,2 g da amostra em dois recipientes estéreis.

Adicionar 225 mL de agua peptonada alcalina pH 8,5 a um dos recipientes e
225 mL de caldo gelatina fosfato sal (GPS) ao outro.

Homogeneizar, no maximo por 60 segundos em “stomacher”.

Incubar os caldos a 36 + 1°C por 6 a 8 horas.

Para amostras de ostras, inocular um terceiro recipiente com 25 = 0,2 g de
amostra e 225 mL de dgua peptonada alcalina pH 8,5, que devera ser incubado por 6 a
8 horas a 42 + 0,2°C.

Ndo agitar os frascos apos a incubacdo.

5.2 Procedimentos de controle; Aplicar os procedimentos de controle especificos
estabelecidos pelo laboratorio.



5.3 Inoculacdo; Apds a incubacdo, com auxilio de alca de niquel-cromo
descartavel, estéril ou de platina, transferir uma algada de 3 mm de didmetro, retirada
da superficie de cada cultivo, para placas de &gar tiosulfato citrato sais biliares
sacarose (TCBS) e de agar gelatina (AG).

Incubar as placas em posicao invertida a 36 = 1°C por 24 horas.

5.4 Leitura; Verificar o aparecimento de col6nias tipicas.

No agar TCBS, as colGnias de Vibrio cholerae apresentam-se com coloracdo
amarela, ligeiramente elevadas no centro, com bordas translicidas e 2 a 3 mm de
diametro.

Algumas cepas lento-fermentadoras da sacarose se apresentam verdes no
TCBS, ap6s 24 horas de incubacdo.

No agar gelatina, as colGnias de Vibrio cholerae apresentamse como colénias
transparentes com uma zona opaca ao seu redor que, geralmente, torna-se mais nitida
apds alguns minutos sob refrigeragao.

5.5 Provas preliminares para a identificacao do Vibrio cholerae

5.5.1 Preparo do indculo: Selecionar 3 ou mais colonias de cada placa dos
diversos meios.

Repicar cada col6nia para um tubo com agar sal triptona (T1N1) inclinado.

Incubar a 36 = 1°C por 24 horas.

5.5.2 “String Test”; Colocar uma gota (grande) de solugdo de desoxicolato de
sodio 0,5 % sobre uma lamina.

Retirar uma alcada da cultura mantida em T1N1 inclinado (5.5.1) e suspendé-la
na gota.

O aparecimento, em cerca de um minuto, de uma massa mucdide, que forma
um filamento quando a alca é suspensa a uma altura de 2 a 3 cm da lamina (“string”
test positivo), é presuntivo da presenga de Vibrio cholerae.

5.5.3 Prova da oxidase.

Usando palitos de madeira, de plastico descartaveis ou pipetas Pasteur,
estéreis, ou alca de platina, realizar a prova de oxidase espalhando a cultura sobre
papel filtro impregnado com o reativo para oxidase, ou sobre tiras de papel para teste
de oxidase, comercialmente disponiveis.

Fazer a leitura em 10 a 20 segundos. Apds este tempo, podem ocorrer reagdes
falso-positivas.

O aparecimento de cor azul (N'N'N'N'-tetrametil-parafenileno-diamina) ou
vermelho intenso (oxalato de para-amino-dimetilanilina) € indicativo de reacdo
positiva.

Nao utilizar alcas de niquel-cromo ou alcas de aco para realizar a prova de
oxidase, pois tracos de éxido de ferro na superficie flambada podem produzir reacdo
falso-positiva.

O Vibrio cholerae é oxidase positiva.

5.5.4 Coloracdo de Gram: A partir da cultura mantida em T1N1, fazer um
esfregaco e corar pelo método de Gram, de acordo com as instrugdes contidas no
Anexo VII, “Procedimentos de coloracdao”, deste Manual.

O Vibrio cholerae apresenta-se como bastonete Gram negativo,
reto ou curvo.

5.5.5 Leitura: Serdo consideradas como suspeitas de Vibrio cholerae as col6nias
gue forem oxidase positiva, "String Test" positivo e se mostrarem ao microscépio como
bastonetes Gram negativos, retos ou curvos.

5.6 Provas para a identificacdo de Vibrio cholerae
5.6.1 Teste do halofilismo: A partir da cultura mantida em T1N1, com auxilio de



agulha de niquel-cromo ou de platina, inocular tubos contendo caldo peptonado sem
sal, tubos contendo caldo peptonado sal 3% e caldo peptonado sal 6%.
Incubar a 36 = 1°C por 24 horas.

Apos o periodo de incubagdo, observar a presenca de turvacdo nos meios.

O Vibrio cholerae cresce na auséncia e na presenca de 3% de sal e ndo cresce
na presenca de 6% de sal.

Esta prova permite a diferenciacdo entre Vibrio cholerae e Vibrio alginolyticus,
pois o primeiro cresce na auséncia de sal, o que ndo acontece com o segundo.
Observacdo: Reservar o tubo com o caldo peptonado sal 3%, que servira de indculo
para outras provas de identificagdo.

5.6.2 Agar ferro dois acucares (Kligler): A partir das culturas mantidas em
T1N1, com auxilio de uma agulha de niquel-cromo ou de platina, inocular o agar Kligler
mediante picada central profunda, estriando na superficie inclinada do bisel.

Incubar a 36 £ 1°C por 18 a 24 horas.

Neste meio, o Vibrio cholerae fermenta a glicose presente, produzindo a
acidificacdo da base (amarela), sem producdo de gas (sem bolhas) nem de H2S (sem
enegrecimento). Por ndao metabolizar a lactose, produz uma alcalinizacdo no bisel
(vermelho).

5.6.3 Fermentacdo da sacarose: A partir da cultura mantida em caldo
peptonado sal 3%, com auxilio de alga de niquel-cromo ou de platina, inocular um tubo
contendo caldo vermelho de fenol-sacarose.

Cobrir o meio com 1 a 2 mL de dleo mineral, ou vaselina liquida, estéril.
Incubar a 36 £ 1°C por 18 a 24 horas.

Apo6s o periodo de incubagdo, observar a mudanga de coloracdo do meio de
vermelho para amarelo, devido a fermentagdo da sacarose e producgdo de acido.

O Vibrio cholerae fermenta a sacarose.

5.6.4 Descarboxilacdo da lisina: A partir do indéculo mantido em caldo
peptonado sal 3%, com auxilio de alga de niquel-cromo, inocular um tubo contendo
caldo lisina.

Inocular também um tubo de meio base (sem lisina), que servira de controle
para a producdo de acido a partir da glicose contida no meio.

Cobrir os tubos com 1 a 2 mL de 6leo mineral, ou vaselina liquida, estéril.
Incubar a 36 £ 1°C por no maximo 4 dias, juntamente com um tubo de caldo lisina,
ndo inoculado e coberto por 6leo, que servirad de controle negativo.

Examinar os tubos todos os dias.

Durante o periodo de incubacdo, a cor do meio passa para amarela devido a
fermentagdo da glicose e, ocorrendo a descarboxilagdo da lisina, o meio retorna a cor
purpura devido a produgdo de aminas primarias e didxido de carbono.

O tubo controle, sem aminoacido, deve virar para amarelo e assim permanecer.

O Vibrio cholerae descarboxila a lisina.

5.6.5 Leitura: Serdo consideradas como suspeitas de Vibrio cholerae as col6nias
gue apresentarem as caracteristicas abaixo, que deverdo ser confirmadas por meio de
provas adicionais.

Kligler - Bisel vermelho (alcalino)

Kligler - Base amarela sem gas (acida)

Kligler - Sem enegrecimento (H,S negativo)

Sacarose - Positiva

Lisina descarboxilase - Positiva

Caldo peptonado sem sal - Crescimento

Caldo peptonado sal 3% - Crescimento

Caldo peptonado sal 6% - Sem crescimento

5.7 Provas adicionais para a identificacao do Vibrio cholerae



5.7.1 Prova de Hugh-Leifson glicose (Meio O/F): A partir do indculo mantido em
TiIN1, com auxilio de agulha de niquel-cromo ou de platina, inocular dois tubos
contendo meio de Hugh-Leifson glicose.

Cobrir um dos tubos com 1 a 2 mL de 6leo mineral, ou vaselina liquida, estéril.
Incubar os tubos a 36 £ 1°C por 24 a 48 horas.

Apds o periodo de incubacdo, verificar a viragem de cor dos meios de verde
para amarelo e a presenca de gas nos tubos de Durhan.

A cor amarela em ambos significa fermentacao da glicose. A presenga de cor
amarela somente no tubo sem 6leo mineral significa utilizagdo oxidativa da glicose.

O Vibrio cholerae fermenta a glicose sem producdo de gas, por isto ambos os
tubos devem apresentar coloracao amarela, sem gas.

5.7.2 Prova da fermentacao do manitol: A partir da cultura mantida em caldo
peptonado sal 3%, com auxilio de alca de niquel-cromo ou de platina, inocular um tubo
contendo caldo vermelho de fenol manitol.

Cobrir o meio com 1 a 2 mL de éleo mineral, ou vaselina liquida, estéril.
Incubar a 36 = 1°C por 24 a 48 horas.

ApoOs o periodo de incubagdo, observar a mudanga de coloracdo do meio de
vermelho para amarelo, o que indica a fermentagao do manitol.

O Vibrio cholerae fermenta o manitol.

5.7.3 Prova da fermentagao da arabinose: A partir da cultura mantida em caldo
peptonado sal 3%, com auxilio de alca de niquel-cromo ou de platina, inocular um tubo
contendo caldo vermelho de fenol arabinose.

Cobrir o meio com 1 a 2 mL de 6leo mineral, ou vaselina liquida, estéril.
Incubar a 36 £ 1°C por 18 a 24 horas.

Apo6s o periodo de incubagdo, observar a mudanga de coloracdo do meio de
vermelho para amarelo, o que indica a fermentacao da arabinose.

O Vibrio cholerae nao fermenta a arabinose, portanto o meio deve permanecer
vermelho.

5.7.4 Prova da fermentacdo da manose: A partir da cultura mantida em caldo
peptonado sal 3%, com auxilio de alga de niquel-cromo, de platina ou descartavel
estéril, inocular um tubo contendo caldo vermelho de fenol manose.

Cobrir o meio com 2 a 3 mL de éleo mineral, ou vaselina liquida, estéril.
Incubar a 36 = 1°C por 24 a 48 horas.

Apo6s o periodo de incubacgdo, observar a mudanga de coloracdo do meio de
vermelho para amarelo, o que indica a fermentacdo da manose.

O Vibrio cholerae fermenta a manose.

5.7.5 Prova da fermentacdo do inositol: A partir da cultura mantida em caldo
peptonado sal 3%, com auxilio de alca de niquel-cromo ou de platina, inocular um tubo
contendo caldo vermelho de fenol inositol.

Cobrir o meio com 1 a 2 mL de éleo mineral, ou vaselina
liguida, estéril.

Incubar a 36 £ 1°C por 24 a 48 horas.

Apébs o periodo de incubacdo, observar a mudanca de coloracdo do meio de
vermelho para amarelo, o que indica a fermentagdo do inositol.

O Vibrio cholerae nao fermenta o inositol, portanto o meio deve permanecer
vermelho.

5.7.6 Prova da descarboxilacdo da ornitina: A partir da cultura mantida em
caldo peptonado sal 3%, com auxilio de alca de niquel-cromo ou de platina, inocular
um tubo contendo caldo ornitina.

Semear também um tubo de meio base (sem ornitina) para controle.

Cobrir os tubos com 1 mL de dleo mineral, ou vaselina liquida, estéril.

Incubar a 36 £ 1°C por no maximo 4 dias, juntamente com um tubo de caldo

ornitina ndo inoculado e com dleo, que servira de controle negativo.



Examinar os tubos todos os dias.

Durante o periodo de incubagdo, a cor do meio passa para amarela devido a
fermentacao da glicose, e, ocorrendo a descarboxilacdo da ornitina, o meio retorna a
cor purpura devido a producdo de aminas primarias e didéxido de carbono. O tubo
controle, sem aminoacido, deve virar para amarelo e assim permanecer.

O Vibrio cholerae descarboxila a ornitina.

5.7.7 Prova da hidrdlise da arginina: A partir da cultura mantida em caldo
peptonado sal 3%, com auxilio de alca de niquel-cromo ou de platina, inocular um tubo
contendo caldo arginina.

Semear também um tubo de meio base (sem arginina) para controle.

Cobrir os tubos com 1 mL de 6leo mineral, ou vaselina liquida, estéril.

Incubar a 36 £ 1°C por no maximo 4 dias, juntamente com um tubo de caldo
arginina ndo inoculado e 6leo, que servira de controle negativo.

Examinar os tubos todos os dias.

Durante o periodo de incubacdo, a cor do meio passa para amarela devido a
fermentacdo da glicose e, ocorrendo a hidrélise da arginina, o meio retorna a cor
purpura devido a produgdo de aminas primarias e didxido de carbono.

O tubo controle, sem aminoéacido, deve virar para amarelo e assim permanecer.

O Vibrio cholerae nao hidrolisa a arginina, portanto ambos os tubos devem
permanecer amarelos.

5.7.8 Leitura: Serdo consideradas como suspeitas de Vibrio cholerae as col6nias
qgue apresentarem as caracteristicas abaixo, que deverdo ser confirmadas por meio do
teste soroldgico.

Hugh-Leifson (Meio O/F) glicose - Fermentativo

Fermentagdao do manitol - Positivo

Fermentagao da arabinose - Negativo

Fermentacdo da manose - Positivo

Fermentacdo do inositol - Negativo

Descarboxilacao da ornitina - Positivo

Hidrélise da arginina - Negativo

5.8 Teste soroldgico: Marcar duas secdes de aproximadamente 1 x 2 cm no
interior de uma placa de Petri ou em uma lamina de vidro de 2 x 3 polegadas ou em
uma placa Huddleson.

Colocar uma pequena quantidade da cultura, crescida em agar T1N1 inclinado,
diretamente sobre a placa ou ldmina, na regido marcada.

Adicionar uma gota de solucdo salina 0,85% na parte inferior de cada uma das
regiées marcadas. Com auxilio de uma alca ou agulha de niquel-cromo ou de platina,
suspender a cultura com solucdo salina em cada secao.

Adicionar uma gota do anti-soro polivalente de Vibrio cholerae a uma das
secdes com a suspensdo da cultura e misturar com a alga. A outra secdao contendo
antigeno é somente um controle de autoaglutinacao.

Observar a reacao em 1 minuto contra um fundo escuro.

Uma reacdo positiva é indicada por uma aglutinagdo rapida e forte.

Enviar as culturas que se comportem como Vibrio cholerae, em agar estoque,
para tipificacdo a Instituicdo de Referéncia designada pela CLA.

6. RESULTADO

Serao consideradas como positivas para Vibrio cholerae as culturas que
apresentarem os resultados esperados tanto nas provas adicionais de identificagdo
quanto no teste soroldgico.

Expressar o resultado como:

Pesquisa de Vibrio cholerae: Presenca/25g ou mL; ou



Pesquisa de Vibrio cholerae: Auséncia/25g ou mL
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CAPITULO XVIII
PESQUISA DE Escherichia coli 0157:H7

1. OBJETIVOS E ALCANCE
Estabelecer procedimento analitico para a pesquisa de Escherichia coli 0157:H7
em alimentos e agua.

2. FUNDAMENTOS

2.1 Enriquecimento seletivo: Baseia-se na incubacdo de 25 + 0,2 g ou mL da
amostra em solucdo salina peptonada tamponada adicionada de vancomicina, cefixime
e cefsulodin (SPT-VCC), por 6 horas em temperatura de 36 + 1°C.

O efeito seletivo é exercido pela associacdo de vancomicina, cefixime e
cefsulodin, que visa a inibicdo da flora acompanhante, especialmente Proteus sp e
Aeromonas sp.

2.2 Separacdao imunomagnética: Baseia-se em duas acgles principais: a captura
por ligagdo imunoldgica e a separagdo por agdo de forcas magnéticas. A aplicagdo
dessas duas acbes leva a obtencdo de efeitos de concentracdao e purificagcdo do
microrganismo-alvo.

0 sistema de separacao imunomagnética utiliza microesferas
superparamagnéticas cobertas uniformemente com uma fina camada polimérica,
biologicamente inerte, que protege o material magnético e oferece uma area de
superficie definida para adsorsdo ou acoplamento de varias moléculas onde estdo
ligados anticorpos policlonais anti E coli 0157. Na lingua inglesa, estas microesferas
sao denominadas de “beads”.

2.2.1 Lavagem das microesferas: Baseia-se em trés passos de lavagem com
solugdo salina tamponada, adicionada de tween 20, realizados com a finalidade de
retirar microrganismos inespecificamente ligados as particulas imunomagnéticas.

2.3 Isolamento: Baseia-se na semeadura da aliquota imunomagneticamente
separada sobre a superficie seca de agar MacConkey Sorbitol (MCS), o que permite
que as células aderidas as microesferas formem colonias.

Normalmente mais de uma célula se adere a cada particula imunomagnética, o
gue pode resultar em colbnias originarias de mais do que uma célula aderida.

No agar MCS, o efeito seletivo é exercido pelos sais biliares e pelo cristal violeta
presentes no meio, que atuam inibindo a flora Gram positiva. A fermentacao do
sorbitol é evidenciada pela viragem da cor do indicador de pH (vermelho neutro) para
vermelho intenso.

2.4 Identificagdo bioquimica: Baseia-se na inoculagdo das culturas suspeitas em



uma bateria miniaturizada de testes padronizados. Os microtubos, contendo substratos
desidratados para cada teste, sdo reidratados pela adicdao da suspensao do
microrganismo teste em diluente especifico para esta finalidade.

Durante a incubacdo a 36 + 1°C, devido ao metabolismo bacteriano, ocorrem
mudancas de coloracao dos indicadores contidos no substrato.

Novobiocina;

Solucao aquosa de Cefixime 1%;

Solucao de Sorbitol 10%:;

Solucao de Celobiose 10%;

Solugao de Dulcitol 10%;

Reativo para oxidade (N'N'N'N'-tetrametil-parafenileno-diamina ou oxalato de
para-amino-dimetilanilina) ou tiras para teste de oxidase;

Cloreto férrico;

Reativo de Kovac "s(ou, opcionalmente, reativo de Ehrlich);

Hidréxido de potassio;

Alfa naftilamina 0,5%;

Alfa naftol;

Acido sulfanilico 0,8%:;

Solucdo aquosa de Cloreto de Calcio 10 mmol;

Particulas imunomagnéticas de 280nm cobertas com anticorpo

antiEscherichia coli 0157;

Sistema miniaturizado para identificacdo de Enterobactérias.

Em alguns testes, a leitura final somente se realiza apds a adicao de reativos
especificos.

2.5 Latex teste

O latex-teste para identificacdo de Escherichia coli O157 consiste de dois
reagentes a base de latex. O primeiro é formado por particulas de latex, cobertas com
anticorpo especifico produzido em coelho (latex reagente); o segundo é o reagente
controle, que é formado por particulas de latex, cobertas com globulinas de coelho
préimune (latex controle). Quando cultivos de Escherichia coli 0157 sao submetidos ao
latex-teste, ocorre aglutinacdo do latex-reagente e nao do latex-controle.

2.6 Provas complementares

Outras provas complementares sao realizadas com a finalidade de identificar e
diferenciar Escherichia coli 0157:H7 de outros membros de sua espécie, tais como
motilidade, producdo de &-Dglicuronidase, e fermentacdo de carboidratos.

A verificagdo da producdo de a-hemolisina destina-se a obtengdo de um
indicativo sobre a verocitotoxigenicidade do isolado, ja que existe uma forte correlagao
positiva entre a producao desta hemolisina e de verotoxina.

3. REAGENTES E MATERIAIS

Vidraria e outros materiais basicos para laboratérios de microbiologia de
alimentos;

Agar MacConkey-sorbitol (MCS);

Agar eosina azul de metileno (EMB);

Agar cristal violeta vermelho neutro bile (VRBA);

Agar soja triptona, com CaCl2 e eritrdcitos lavados de carneiro (ASSTCa);

Agar soja triptona;

Agar estoque;

Agar motilidade;

Solugao salina peptonada tamponada com vancomicina, cefsulodin e cefixime
(SPT - VCC);



Caldo verde brilhante-bile-lactose 2% - metilumbeliferil-glicuronideo (BRILA-
MUG);

Caldo verde brilhante-bile-lactose 2%;

Caldo vermelho de fenol-base;

Caldo soja triptona;

Caldo EC modificado com novobiocina (Caldo EC + n);

Solucao salina tamponada pH 7,2;

Solugao salina tamponada 1% adicionada de 0,02% de tween 20;

Solugao salina 0,85%;

Solucdo salina peptonada 0,1%;

Meio SIM;

Solugao aquosa de Vancomicina 0,8%;

Solugao aquosa de Cefsulodin 1%;

4. EQUIPAMENTOS

Equipamentos basicos obrigatérios para laboratérios de microbiologia; Camara
UV (366 nm);

Misturador de Amostras;

Separador Imunomagnético;

Pipetadores automaticos ajustaveis (5-50, 50-200, 100-1000uL) e ponteiras
correspondentes, com barreira.

5.PROCEDIMENTOS

5.1 Pesagem e preparo da amostra: Pesar assepticamente 25 £ 0,2 g ou
pipetar 25 £ 0,2 mL de amostra em sacos de “stomacher” ou frascos Erlenmeyer
estéreis, seguindo as orientagbes contidas no Anexo II, “Diluicbes e solugbes”, deste
Manual.

5.2 Procedimentos de controle: Aplicar os procedimentos de controle especificos
estabelecidos pelo laboratorio.

5.3 Pré-enriquecimento: A cada aliquota adicionar 225 mL de SPT-VCC e
incubar por 6 horas a 36 £ 1°C.

5.4 Separagdo imunomagnética: Apds as 6 horas de incubacdo, de cada
amostra pré-enriquecida, transferir 1 mL para tubo eppendorf com tampa apegada.

Adicionar a cada eppendorf 20 pL de “beads” 280nm cobertas com anticorpo
policlonal antiEscherichia coli O157.

Apds homogeneizacdo, por suaves inversées sucessivas do eppendorf, dispor os
tubos no equipamento misturador onde deverao permanecer por 30 minutos em baixa
velocidade.

Em seguida, colocar os tubos no separador com suporte magnético ja acoplado,
onde devem permanecer por 5 minutos.

Sem retirar os tubos do separador magnético, extrair todo o liquido dos tubos
eppendorf, com o auxilio de pipetas Pasteur ou descartaveis com bulbo, estéreis,
tomando o cuidado para ndo tocar na parede onde as particulas imunomagnéticas
estdo aderidas.

Descartar o liquido em recipiente com desinfetante.

Retirar o suporte magnético do separador. A cada tubo, adicionar 1 mL de
solucdo salina peptonada 1% tamponada - 0,02% de tween 20 e misturar
delicadamente por repetidas inversoes.

Recolocar o suporte magnético no separador e deixar por mais 5 minutos.

Repetir esta operacdo por mais 2 vezes e finalizar com uma lavagem adicional



com PBS sem tween, sempre descartando o liquido em recipiente com desinfetante.
Depois da retirada total do liquido, suspender os “beads” em 20 yL de PBS. Esta
sera denominada “fracdo imunomagneticamente separada” ou FIS.

5.5 Semeadura, selecdo e isolamento: Inocular no centro de uma placa com
agar MCS, previamente seca, 10 pL da FIS. Espalhar com auxilio de alca de Drigalski
ou bastao tipo “hokey”.

Partindo dos 10 uL restantes da FIS, inocular com alca de 1 pL sobre outra
placa com agar MCS, de forma a obter colGnias isoladas.

Incubar a 36 £ 1°C por 24 a 30 horas.

Utilizando estereoscdpio com luz obliqua incidente sobre a colbnia, selecionar de
3 a 5 colonias sorbitol negativas com superficie suavemente ondulada, com bordas em
forma de "saia", irregulares, achatadas, e repicar em placas com agar VRBA e agar
BEM. Também repicar para tubos com agar estoque inclinado.

Incubar a 36 + 1°C por 18 a 24h. Apds o periodo de incubagdo, observar a
pureza e caracteristicas das culturas e, quando necessario, reisolar em superficie seca
de agar MCS.

Quando, apéds dois procedimentos de reisolamento, ndo forem obtidos cultivos
puros, repicar para tubos com caldo EC+n, ou com caldo verde brilhante bile lactose
2% e incubar por 18 a 24 horas a 36 £ 1°C, inoculando posteriormente sobre a
superficie seca de agar MCS e de agar EMB, independentemente da producdo de gas
nos tubos de Durhan.

Incubar a 36 £ 1°C por 18 a 24 horas.

Utilizando estereoscépio com luz obliqua incidente sobre a col6nia, selecionar de
3 a 5 colonias sorbitol negativas com superficie suavemente ondulada, com bordas em
forma de "saia", irregulares, achatadas, e repicar em placas com agar VRBA e agar
EMB.

Também repicar para tubos com agar estoque inclinado.

Incubar a 36 £ 1°C por 18 a 24 horas.

5.6 Teste da oxidase: A partir dos cultivos puros em agar estoque inclinado,
usando palitos de madeira estéreis ou de plastico descartavel, alca de platina ou pipeta
de Pasteur, realizar a prova da oxidase espalhando a cultura sobre papel filtro
impregnado com o reativo para oxidase (podem também ser utilizadas tiras para
oxidase, comercialmente disponiveis).

O aparecimento de cor azul intensa (N N° N’ N’ -tetrametil-parafenileno-
diamina) ou vermelho escuro (oxalato de para-amino-dimetilanilina) é indicativo de
reacdo positiva.

Nao utilizar alcas de niquel-cromo ou de aco para realizar a prova de oxidase.

Todas as cepas de Escherichia coli 0157:H7 apresentam resultado negativo na
prova de oxidase.

As culturas que apresentam resultado positivo ndo pertencem a familia
Enterobacteriaceae, portanto ndo necessitam ser submetidas a testes complementares
para Escherichia coli 0157:H7.

5.7 Teste de aglutinagdo de latex: Submeter as culturas puras obtidas conforme
item 5.5 ao teste de aglutinacdo de latex, suspendendo-as em duas gotas de solucdo
salina colocadas sobre o cartdo de teste que acompanha o kit.

A primeira, misturar uma gota do latex reagente e sobre a outra uma gota do
latex controle. Misturar por um minuto e observar aglutinacdo.

Considerar como positivas as culturas que, em um minuto ou menos,
apresentarem aglutinacdo apenas no latex reagente. Para os controles positivo e
negativo, utilizar os controles que acompanham o kit.



As culturas que apresentarem resultado negativo no teste de aglutinacdao de
latex devem ser descartadas.

5.8 Testes adicionais

5.8.1 Verificacdao da motilidade das culturas suspeitas.: A partir das culturas
puras, em agar estoque inclinado, que apresentarem reacdo positiva frente ao latex
reagente e negativa frente ao latex controle, repicar para tubos contendo &gar
motilidade modificado, utilizando agulha de inoculagao.

Incubar a 36 £ 1°C por 18 a 24 horas. Observar o tipo de crescimento: difuso
(motilidade positiva) ou apenas na linha de inoculagao (motilidade negativa).

As cepas de Escherichia coli 0157:H7 apresentam motilidade positiva, enquanto
que a E.coli ATCC 25922 apresenta motilidade negativa.

5.8.2 Verificagdo da produgdo de &-D-glicuronidase e de gas em caldo BRILA-
MUG.

A partir das culturas isoladas conforme item 5.5, repicar para tubos com caldo
verde brilhante bile-lactose-metilumbeliferil-glicuronideo (BRILA-MUG), com tubos de
Durhan invertidos.

Incubar a 36 £ 1°C por 24 a 48 horas.

Observar a producdo de gas nos tubos de Durhan. Anotar os resultados.

Em cédmara de UV (366nm), verificar a formagdo de 4-metilumbeliferona a
partir do MUG. Considerar como positivo para a-Dglicuronidase as culturas que
produzirem fluorescéncia no meio de cultura.

A Escherichia coli 0157:H7 nao produz a-D-glicuronidase, portanto ndo se
observa fluorescéncia no caldo BRILA-MUG.

A Escherichia coli ATCC 25922 produz fluorescéncia (reagdo positiva) neste
meio.

OBS: A cultura de E.coli 0157:H7 ATCC 43888 (ndo toxigénica) nao produz gas no
caldo verde brilhante lactose 2%, enquanto que as E.coli 0157:H7 verotoxigénicas
ATCC 43889, ATCC 43890 e ATCC 43894 sdo capazes de produzir gas neste meio.

5.8.3 Verificacao da fermentacdo do sorbitol, da celobiose e do dulcitol

A partir das culturas isoladas conforme item 5.5, repicar para tubos contendo 3
mL de caldo vermelho de fenol base adicionado, separadamente, de sorbitol, celobiose
e de dulcitol (esterilizados por filtracdo), de forma a obter uma concentracao final do
aglcar de 0,1%.

Incubar os tubos a 36 + 19°C por 24 a 30 horas. Apds incubagdo, observar a
producdo de acido, evidenciada pela viragem do indicador vermelho de fenol para
amarelo nas culturas fermentadoras dos aclcares presentes.

Os resultados esperados estao na tabela abaixo:

Cultura Sorbitol Celobiose Dulcitol
Escherichia coli 0157:H7 - - +
Escherichia hermannii - + -/+
Escherichia fergusonii - + +
Escherichia coli + =% +

+ : 60% sdo pos. -/+ : 19% sao positivas -*: 2% sao positivas

5.8.4 Verificagdo da produgao de enterohemolisina: A partir das culturas puras
obtidas conforme item 5.5, repicar em estrias para a superficie seca de agar soja
triptona, com cloreto de calcio e eritrécitos de carneiro (ASSTCa). Para preparar o
ASSTCa, a cada 100mL de agar soja triptona adicionar 1 mL CaCl2 1M e 5 mL de
eritrdcitos lavados de carneiro.

Incubar a 36 + 1°C por 4 horas. Verificar atividade hemolitica e registrar os
resultados obtidos. Reincubar até 24 horas repetindo a leitura.




Considerar como positivas para producao de enterohemolisina as culturas que
ndo produzirem hemodlise em 4 horas e apresentarem reacdo hemolitica caracteristica
de alfa-hemolisina (coloracdao esverdeada ao redor das colGnias) apods 24 horas de
incubacao.

A grande maioria das cepas de Escherichia coli O157:H7 verotoxigénicas sdo
alfa-hemoliticas.

5.9 Provas Opcionais: Adicionalmente, podem ser utilizados sistemas
miniaturizados de provas bioquimicas para identificacdo de enterobactérias, aprovados
para uso pela CLA/MAPA.

5.9.1 Sistema miniaturizado para identificacdo de enterobactérias: Repicar,
para tubos com agar estoque inclinado, as culturas que apresentaram reagdo positiva
frente ao latex reagente, negativas frente ao latex controle, motilidade positiva, B-D-
glicuronidase negativa, com ou sem producdo de gas a partir da lactose, nao
fermentadoras do sorbitol e da celobiose, e capaz de fermentar o dulcitol.

Incubar a 36 = 1°C por 18 a 24 horas.

Seguir as recomendacdes do fabricante do sistema utilizado.

6. RESULTADOS

Considerar o resultado positivo para Escherichia coli 0157:H7 as amostras em
que os isolados se comportarem como abaixo descrito:

a) Col6nia caracteristica de E.coli em VRBA e BEM;

b) Sorbitol negativo no MCS;

c) Celobiose negativa no caldo vermelho de fenol;

d) Dulcitol positivo no caldo vermelho de fenol;

e) Sorbitol negativo no caldo vermelho de fenol;

f) Aglutinacdo positiva frente ao latex reagente em um minuto;

g) Aglutinacdo negativa frente ao latex controle;

h) Motilidade positiva.

i) a-D-glicuronidase negativa

j) Ndo hemolitica em 4 horas

k) Alfa-hemolitica em 24 horas (presuntivo para verotoxina)

I) Perfil bioguimico correspondente a Escherichia coli no sitema para
identificagdo de enterobactérias.

As culturas que se comportarem como Escherichia coli O157:H7 devem ser
mantidas pelo laboratério e encaminhadas a Instituicdo de Referéncia para
enterobactérias, designada pela CLA para sorotipificacdo, inclusive com soro flagelar
H7, e teste de verotoxigenicidade.

Os resultados de confirmagdo soroldgica e de verotoxigenicidade podem
demorar um tempo relativamente grande. Por este motivo, emitir o resultado de
analise considerando os resultados obtidos no laboratério. Quando o resultado
soroldgico confirmar a presenca de E.coli 0157:H7 (verotoxigénica ou ndo), comunicar
por escrito ao responsavel pelo SIF que encaminhou a amostra para analise.

Manter arquivo de todas informacgoes soroldgicas realizadas pela Instituicdo de
Referéncia.

6.1 Expressao do resultado; Expressar o resultado como:

Pesquisa de Escherichia coli 0157:H7 - Presencga /25 g ou mL;
ou

Pesquisa de Escherichia coli 0157:H7 - Auséncia/25 g ou mL.
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CAPITULO XIX
PESQUISA DE Paenibacillus larvae subsp. larvae

1. OBJETIVOS E ALCANCE

Estabelecer metodologia analitica para a detecgdo de Paenibacillus larvae
subsp. larvae (referido no restante do texto como P. larvae), agente da enfermidade
Cria Putrida Americana. A metodologia destina-se a verificacdo da presenca de esporos
do agente em amostras de produtos da colméia.

2. FUNDAMENTOS

2.1 Preparo da Amostra; O aquecimento da amostra a 45°C visa diminuir a
viscosidade, permitir a distribuicdo homogénea dos esporos e facilitar a manipulagdo. A
diluicdo com solucdo salina tamponada, além de viabilizar a concentragdo dos esporos
pela centrifugacdo que se segue, contribui para bloquear parcialmente a acdo inibidora
de crescimento bacteriano, exercida por substancias presentes no mel.

2.2 Centrifugacgao; Visa concentrar os esporos presentes na amostra por meio
de centrifugacdo a 3.000 x g por 30 minutos (g = 0, 0000118 x raio do rotor (cm) x
2
rpme).



2.3 Choque Térmico; Por meio do aquecimento, a 80°C por 10 min., do
sedimento da amostra obtido por centrifugacdo, obtém-se a eliminagcdo das formas
vegetativas de bactérias que podem interferir no crescimento de Paenibacillus larvae e
dificultar a selegdo de colbnias.

2.4 Isolamento e Selecdo; Baseia-se na semeadura sobre a superficie seca de
agar Paenibacillus larvae (ABL), meio composto por agar estoque, agar soja triptona,
agar Cereus (PEMBA) - base, suplementado com emulsdo de gema de ovo, acido
nalidixico e acido pipemidico. A emulsdo de gema de ovo promove a multiplicacdo de
P.larvae e permite a diferenciacdo de microrganismos pela reacdao da lecitinase. A
presenca de 0,1% de peptona, associada ao piruvato de sodio (presentes no PEMBA),
evidencia a precipitacdo da lecitina da gema do ovo, provocada por espécies de
Bacillus que possuem essa propriedade. O manitol, carboidrato presente no meio, nao
é fermentado pelo Paenibacillus larvae. O indicador de pH presente no meio é o azul de
bromotimol. O acido nalidixico atua inibindo total ou parcialmente o crescimento de P.
alvei, B. megaterium, P.larvae subsp. pulvifaciens, P. polymyxa e B. pumilus. O acido
pipemidico atua prevenindo o crescimento de B. circulans, B. subtilis, B. licheniformis,
B. cereus, B. mycoides, P.larvae subsp. pulvifaciens e P. apiarius.

2.5 Provas confirmativas: Baseiam-se na observacdo das caracteristicas
morfoldgicas e tintoriais; na observacdo da capacidade de decompor a caseina; na
incapacidade de produzir catalase; no crescimento escasso em agar nutriente isento de
extrato de levedura e no crescimento tipico no agar leite com tiamina (ALT).

3.REAGENTES E MATERIAIS

Vidraria e demais insumos basicos obrigatérios em laboratérios de
microbiologia;

Tubos para centrifuga tipo Falcon ou similar, com tampa rosqueavel, cap. 100
mL;

Agar cereus (PEMBA) - base* (opcional: dgar manitol gema de ovo poliximina
segundo Mossel (MYP) - base);

Agar estoque*;

Agar soja triptona*;

Emulsédo de gema de ovo 50%%*;

Acido pipemidico solugdo 0,2%%*;

Acido nalidixico solugdo 0,1%%*;

Tiamina cloridrato solugdo aquosa 0,1%**;

Leite desnatado UHT**;

Agar agar com extrato de levedura**;

Agar nutriente sem extrato de levedura;

Caldo cérebro-coragdao com tiamina (BHIT);

Solucdo salina fosfatada tamponada pH 7,2 (PBS);

Peréxido de hidrogénio 3%;

Caldo experimental para anaerdbios;

* Componente do agar Bacillus larvae (ABL);

** Componente do agar leite com tiamina (ALT).

4. EQUIPAMENTOS
Centrifuga (3.000 x g);
Banho-maria a 80°C;
Termometro 100°C.

5. PROCEDIMENTOS



5.1 Preparo da amostra: Mel e produtos “in natura”: Aquecer a amostra em
banhomaria a 45°C para facilitar a manipulagdo da mesma e a homogeneizagdo dos
esporos presentes.

Transferir, assepticamente, 20 mL da amostra para tubo de centrifuga estéril e
adicionar 30 mL de solucgao salina fosfatada tamponada (PBS).

Homogeneizar bem.

Produtos da colméia liofilizados: pesar, assepticamente, 5g do produto em tubo
de centrifuga estéril e adicionar 45 mL de PBS.

Deixar em repouso por 10 a 15 min. Homogeneizar bem.

Pélen: pesar, assepticamente, 5g da amostra e adicionar 45 mL de PBS
misturando vigorosamente. Filtrar a mistura em papel filtro n® 2 (Whatman). Deixar
em repouso por 2 horas para decantagdo do pdlen residual. Transferir cuidadosamente
para tubos de centrifuga estéreis com tampa.

5.2 Procedimentos de controle: Aplicar os procedimentos de controle especificos
estabelecidos pelo laboratoério.

5.3 Concentracao por centrifugacao

Centrifugar a 3.000x g por 30 minutos.

Apos centrifugacdo, descartar cuidadosamente o sobrenadante.

Ressuspender o sedimento em 1 mL de PBS e transferir para tubos com tampa
de rosca. Aquecer a 80°C, em banho-maria, por 10 minutos.

5.4 Isolamento: Transferir 0,1 mL da suspensao preparada conforme item 5.3
para a superficie seca de placas com ABL. Com o auxilio de bastdo tipo “hockey”,
espalhar cuidadosamente o inéculo sobre a placa paralelamente, usando alga de 10 pL,
inocular a suspensdo por estrias sobre a superficie seca de outra placa com ABL.

Incubar as duas placas invertidas a 36 = 1°C por até 5 dias, observando, apds
48h e depois diariamente, o crescimento de colbnias tipicas de Paenibacillus larvae.

No ABL, as coldOnias tipicas de Paenibacillus larvae se apresentam planas, com
superficie suavemente granulada, achatadas, com ou sem centro elevado de maior
densidade, com bordas levemente irregulares, sem brilho, de cor verde- amarelada e
didmetro de 2 a 5mm, sem halo de precipitacdo da lecitina, com ou sem halo de
lipdlise.

Alguns isolados podem apresentar colénias com centro muitas vezes mais
denso (opaco) que as bordas (translucidas).

5.5 Selecdo: Selecionar 3 a 10 coldnias tipicas e testar quanto a presenca de
catalase.

5.5.1 Prova da Catalase; Com auxilio de uma alca de platina, bastdao de vidro,
palito de madeira ou pipeta de Pasteur estéreis, retirar uma aliquota do cultivo,
transferir para uma ldmina ou placa de vidro contendo uma gota de perdéxido de
hidrogénio a 3%.

Misturar o indculo ao perdxido e observar a reagao.

A nao formacao de borbulhas indica prova negativa para catalase.

A formacao de borbulhas indica prova positiva para catalase.

As culturas de Paenibacillus larvae sao catalase negativas.

Repicar as col6Gnias catalase negativas para tubos contendo agar leite com
tiamina inclinado e incubar a 36 £ 1°C por 24 a 48 h.

Manter essas culturas para testes complementares, caso sejam necessarios.

5.6 Provas Confirmativas: Realizar as provas confirmativas completas em cada
uma das colbnias catalase negativas.



5.6.1 Coloracdo de Gram; Das colOnias suspeitas, fazer esfregaco e corar pelo

método de Gram.

O P.larvae se apresenta como bastonete Gram positivo, comumente longo e
fino, porém, pode se apresentar de diversos tamanhos, em cadeias de comprimento

variavel.

As culturas que se apresentarem como suspeitas no Gram e catalase negativas
devem ser testadas para:

5.6.2 Crescimento em superficie de agar nutriente sem extrato de levedura: A
partir das col6nias catalase negativas, repicar também em tubos com agar nutriente
inclinado isento de extrato de levedura e incubar a 36 £ 1°C por 3 dias.

A maioria dos Paenibacillus larvae apresenta escasso crescimento em agar
nutriente sem extrato de levedura apos 3 dias.
5.6.3 Decomposicdo da caseina e verificacdo de crescimento tipico no ALT

A partir das col6nias catalase negativas, repicar sobre a superficie seca de
placas com agar leite com tiamina (ALT) e incubar a 36 £ 1°C por 3 dias.
Apos incubacao, verificar a presenca de halo transparente ao redor das

colonias.

O Paenibacillus larvae decompde a caseina em até 3 dias.

As colbnias de Paenibacillus larvae subsp. larvae no ALT se apresentam de
coloragao entre branco e gelo, de aspecto sutil e delicado (pouco densas).

Diferenciacao entre Paenibacillus larvae subsp. larvae e outros microrganismos
relacionados comumente encontradas em amostras de produtos apicolas.

Microrganismos Decomposicao Catalase Crescimento em Agar nutriente sem
da caseina extrato de levedura
P.larvae subsp. larvae POS* NEG NEG ou escasso
Paenibacillus alvei POS POS POS
Brevibacillus laterosporus POS POS POS
P.larvae subsp. Pulvifaciens POS NEG POS
Paenibacillus popilliae NEG NEG NEG
Paenibacillus lentimorbus NEG NEG NEG

Associado ao crescimento caracteristico no ALT.

6. RESULTADOS

6.1 Interpretacao
Considerar como P.larvae subsp. larvae as culturas que se apresentarem como

bastonetes Gram positivos finos, médios a longos, dispostos em cadeias, catalase
negativas, com reagdo positiva para hidrdlise da caseina associada ao crescimento
tipico no ALT, e com crescimento escasso no agar nutriente sem extrato de levedura
em 3 dias.

6.2 Expressdo do Resultado
Expressar o resultado das analises de mel como:
Pesquisa de Paenibacillus larvae subsp. larvae: Presenca /20 mL de mel; ou
Pesquisa de Paenibacillus larvae subsp. larvae: Auséncia /20 mL de mel.
Para outros produtos da colméia expressar o resultado como:
Presenca (ou Auséncia) / quantidade de amostra submetida a analise.
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CAPITULO XX
TESTE DE ESTERILIDADE COMERCIAL PARA ALIMENTOS
DE BAIXA ACIDEZ - pH > 4,6

1. OBJETIVOS E ALCANCE

Estabelecer procedimento para a verificagdo da eficacia do processo de
esterilizacdo aplicado a alimentos de baixa acidez, comercialmente estéreis;

Aplica-se a amostras de alimentos comercialmente estéreis de baixa acidez
(enlatados).

2. FUNDAMENTOS

Pré-incubagdo:: Baseia-se na incubagdo das amostras nas temperaturas de 36
+ 19C pelo periodo de 10 dias e a 55 + 1°C pelo periodo de 5 a 7 dias, objetivando a
deteccdo de crescimento bacteriano com formacao de gas, evidenciado pelo tufamento
da embalagem e na verificagdo de possiveis microfugas.

2.1 Semeadura e incubacdo: Baseia-se na utilizacdo de meios liquidos ndo
seletivos com capacidade de promover o crescimento de microrganismos por meio da
incubacdo em aerobiose e anaerobiose, em temperaturas ideais para o
desenvolvimento de microrganismos mesofilos e termofilos.

2.2 Provas complementares

2.2.1 Coloracdo pelo método de Gram e de esporos: Baseia-se na observagdo
microscopica das caracteristicas morfoldgicas e tintoriais dos microrganismos
presentes e de seus esporos.

Prova da Catalase

Baseia-se na verificagcdo da capacidade do microrganismo em teste produzir a
enzima catalase, que decompode o perdxido de hidrogénio, liberando oxigénio, o que é
evidenciado por meio da formagao de borbulhas.

2.2.3 Prova da termofilia estrita: Baseia-se na verificacdo da germinacdo e
crescimento dos esporos nas temperaturas de 36 £ 1°C e 55 + 1°C para certificacdo
da exigéncia absoluta de elevada temperatura para seu desenvolvimento.

A germinagdo dos esporos a 36 = 1°C indica a capacidade mesofilica do
microrganismo.

O crescimento a 36 = 1°C e a 55 * 1°C indica a capacidade termofilica
facultativa do microrganismo.

O crescimento somente a 55 = 1°C indica a capacidade termofilica estrita do
microrganismo.

3. REAGENTES E MATERIAIS

Vidraria e demais insumos basicos obrigatérios em laboratérios de microbiologia
de alimentos;

Equipamentos, vidraria e outros;

Abridores metalicos estéreis;

Pingas estéreis;

Caldo de carne cozida (CCC) ou Caldo Tarozzi;

Caldo glicose triptona;



Agar glicose triptona;

Agar nutriente;

Agar nutriente com sulfato de manganés;

Agar para esporulagdo;

Agar cérebro-coragdo (ABHI);

Corantes para a coloracao de esporos;

Corantes para a coloracdo de Gram;

Perdxido de hidrogénio 3%;

Vaspar ou vaselina ou 6leo mineral ou parafina liquida.

4. EQUIPAMENTOS
Equipamentos basicos obrigatérios em laboratorios de microbiologia de
alimentos.

5. PROCEDIMENTOS

5.1 Pré-incubacdo: Seguir os procedimentos para pré incubagdo no item 3.1.1
do Anexo V, “Procedimento para o preparo, pesagem e descarte de amostras”, deste
Manual.

Verificar, apds o periodo de pré-incubacdo a 36 + 1°C e 55 * 1°C, se os
recipientes nao sofreram tufamento. Verificar se o papel filtro apresenta manchas que
possam evidenciar a presenca de microfugas ou vazamentos.

Registrar como “sem alteracao” quando nao se observar qualquer alteragao dos
recipientes e como “alterado” quando qualquer alteracdo for detectada. Descrever a
alteracdo, quando ocorrer.

5.1.1 Amostras que sofreram alteragdo durante a pré-incubagdo: Ao final da
pré-incubacdo, quando o papel filtro sobre o qual ficaram incubadas as latas estiver
manchado, evidenciando a presenca de microfugas, submeter a respectiva amostra a
anadlise de aerdbios e anaerdbios, mesdfilos ou termofilos, de acordo com a
temperatura da pré-incubacdo. Proceder conforme item 5.3 para a analise destas
amostras.

5.2 Procedimentos de controle: Aplicar os procedimentos de controle especificos
estabelecidos pelo laboratorio.

5.3 Amostras tufadas; As amostras que derem entrada no laboratério com
evidéncias de tufamento e estiverem acompanhadas de oficio com solicitacdo de
analise especial serdo analisadas imediatamente, devendo ser preparadas conforme as
instrucdes descritas abaixo:

Fazer desinfeccao da embalagem com algodao embebido em solucdo
desinfetante e em seguida com etanol 70% ou etanol 70° GL.

Deixar secar.

Posicionar a lata com borda nao codificada para cima e costura lateral voltada
para o lado oposto ao analista.

Colocar um chumago de algoddao embebido em solugdo desinfetante,
previamente aprovada pelos testes do laboratério, no local onde sera iniciada a
abertura da embalagem. Esse procedimento tem o objetivo de proteger o ambiente e o
analista contra uma possivel contaminacao proveniente do alimento em analise pela
expulsdo de gases e/ou liquidos presentes no recipiente no momento do rompimento
da hermeticidade. Outros cuidados como o uso de luvas, mascara, toucas, etc.
também deverdo ser adotados.

Usando um abridor de latas metalico, previamente esterilizado, abrir um
pequeno orificio sob o chumaco de algodao.

Deixar em repouso sem retirar a protecdo de algoddo sobre o orificio até que a



pressao interna do produto esteja equilibrada com a externa.

Com outro abridor estéril, abrir cuidadosamente a lata e transferir porcGes do
conteludo, tomadas do lado oposto ao local do orificio inicialmente feito, para os meios
de cultivo indicados.

ApoOs a retirada das aliquotas estabelecidas pela metodologia especifica, fechar
cuidadosamente a lata e acondiciona-la em saco plastico autoclavavel, fechando-o com
fita adesiva. A amostra, assim embalada, deverd ser imediatamente descartada
conforme norma especifica do laboratério.

As amostras alteradas que chegarem desacompanhadas de oficio com
solicitacdo especifica ndo serdo analisadas. Fazer constar no Certificado Oficial de
Andlise a informacdo do motivo da ndo aceitagdo.

Nao flambar os recipientes tufados. Os mesmos deverdao ser somente
desinfetados com algodao embebido em solugdo desinfetante.

Manter registros das condicdes das amostras no momento da sua recepgdo no
laboratorio.

5.4 Inoculacdo das amostras; Utilizando a amostra incubada a 36 + 1°C, retirar
aliquotas de cerca de 1 a 2 gramas ou mL e semear em quatro tubos contendo caldo
de carne cozida ou caldo Tarozzi, e também em quatro tubos contendo caldo glicose
triptona.

ApoOs a inoculagdo das amostras, acrescentar, assepticamente, sobre o caldo de
carne cozida ou caldo Tarozzi uma camada de aproximadamente 2 cm de vaspar ou
vaselina ou 6leo mineral ou parafina liquida, estéril, previamente fundido.

5.5 Incubacdo; Incubar dois tubos de cada meio nas temperaturas de 36 + 1°C
e 55 £ 19C por 120 horas (5 dias).

5.6 Leitura e Interpretacdo: Verificar, nos tubos contendo caldo de carne cozida
ou caldo Tarozzi, a formagdo de gas, a turvacdo do meio e possivel alteracdo na
aparéncia da carne do meio, sinais indicativos de crescimento bacteriano.

Os clostridios sacaroliticos produzem acido e gas com odor “acido”, sem a
digestdao da carne cozida mas com conseqiiente avermelhamento da mesma.

Os clostridios proteoliticos degradam a proteina em aminoacidos, com a precipitacdo
da tirosina na forma de cristais brancos, produzindo um odor fétido de compostos
sulfurados com conseqliente enegrecimento da carne cozida e turvacao do caldo.

Verificar, nos tubos com caldo glicose triptona, se ocorreu turvagao e/ou
formacdo de pelicula na superficie do caldo, alteragées que indicam crescimento
bacteriano.

Considerar como negativo o teste para a esterilidade comercial quando ndo se
observar nenhuma das alteracdes citadas acima e os controles corresponderem aos
resultados esperados.

Dar seqliéncia ao teste quando forem observadas quaisquer das alteracbes
citadas acima e os controles corresponderem aos resultados esperados.

5.6.1 Confirmacao de tubos com crescimento positivo ou suspeito: Os tubos
suspeitos de apresentarem crescimento devem ser repicados por estriamento em
placas de ABHI, conforme segue:

5.6.1.1 Quando o tubo suspeito for o de caldo glicose triptona incubado a 36 =
1°C (aerdbios mesdfilos) repicar concomitantemente para duas placas com ABHI.
Incubar uma destas placas a 55 + 1°C e a outra a 36 £ 1°C por 24 a 48 horas.

5.6.1.2 Quando o tubo suspeito for o de caldo glicose triptona incubado a 55 %=
10C (aerdbios termoéfilos) repicar para uma placa com ABHI. Incubar a 55 = 1°C por
24 a 48 horas.

5.6.1.3 Quando o tubo suspeito for o de caldo de carne cozida (ou de caldo



Tarozzi), incubado a 36 = 1°C (anaerdbio meséfilo) ou a 55 + 1°C (aerdbios
termdfilos), repicar para uma placa com ABHI. Incubar por 24 a 48 horas, na mesma
temperatura de incubagdo usada para o tubo de origem (36 £ 1°C ou 55 £ 1°C), em
anaerobiose.

5.6.2 Leitura: Apos a incubacdo, verificar o crescimento de microrganismos nas
placas.

O ndo crescimento indicara resultado negativo para o teste de esterilidade
comercial.

Quando for verificado crescimento nas placas, repicar as culturas obtidas para
tubos com Aagar estoque inclinado e incubar nas mesmas condicdes das placas de
origem. Apo0s incubacdo, realizar os testes complementares a seguir:

5.7 Testes complementares

5.7.1 Coloragdo de Gram: A partir das colOonias que crescerem nas placas,
preparar esfregaco e corar pelo método de Gram, conforme instrugées constantes do
Anexo VII, “Procedimentos de coloracdao”, deste Manual.

Quando for verificada a presenca de bastonetes Gram positivos nos tubos
incubados em anaerobiose, a realizacdo da prova de catalase é necessaria para a
diferenciagdo entre Bacillus sp (catalase positiva) e Clostridium sp (catalase negativa).

Registrar no resultado final a morfologia dos cultivos celulares isolados
observada.

5.7.2 Prova da catalase: Com auxilio de alca de platina, palito de madeira,
bastdo de vidro ou Pipeta de Pasteur estéril, transferir a cultura para uma lamina de
vidro contendo uma gota de perdéxido de hidrogénio a 3%.

A nao formacao de borbulhas indica prova negativa para catalase.

A formacdo de borbulhas indica prova positiva para catalase.

No caso da presenca de bastonetes Gram positivos, resultados de catalase
negativos indicam a presenca de Clostridium sp e resultados positivos indicam a
presencga de Bacillus sp.

Quando for detectada a presenca de Clostridium sp, guardar as culturas para
testes complementares, caso sejam necessarios.

5.7.3 Prova da termofilia estrita: Quando forem detectados bastonetes
termdfilos, realizar prova para confirmacdo de termofilia estrita do microrganismo
isolado.

A partir dos tubos com caldo glicose triptona positivos incubados a 55 £ 1°C,
repicar macicamente para tubos contendo agar nutriente inclinado com sulfato de
manganés (ou agar para esporulagdo).

Incubar a 55 + 1°C de 2 a 10 dias.

A partir do segundo dia, verificar a presenca de esporos por meio da aplicacdo
da técnica para coloragao de esporos, conforme instrugdes constantes do Anexo VII,
“Procedimentos de coloracdo”, deste Manual.

Quando forem detectadas culturas esporuladas, preparar suspensao de esporos,
lavando o crescimento obtido no tubo com &gar nutriente/sulfato de manganés com 1
mL de agua destilada ou deionizada estéril.

Inativar as formas vegetativas por meio da aplicacdo de um choque térmico a
80°C por 15 minutos na suspensao preparada de 1 mL.

Inocular 0,1 mL do lavado, apds o choque térmico, em dois tubos contendo
caldo glicose triptona.

Incubar um tubo a 36 £ 1°C e outro a 55 + 1°C por 2 a 4 dias.

Verificar o crescimento de microrganismos, evidenciado pela turvacao do caldo.

O crescimento bacteriano somente no tubo incubado a 55 + 1°C determina a
termofilia estrita do microrganismo isolado.

O crescimento bacteriano nos dois tubos determina a termofilia facultativa do



microrganismo isolado.

Registrar no resultado final a caracteristica mesofilica ou termofilica do
microrganismo isolado.

5.7.4 Confirmacao de microrganismos “flat sour” (opcional): A partir das
culturas obtidas nas placas de ABHI, provenientes dos tubos positivos de caldo glicose
triptona incubados a 55 + 1°C, repicar para a superficie seca de 2 placas com agar
glicose triptona. Incubar uma das placas a 36 = 1°C por 72 horas e a outra a 55 £ 1°C
por 48 horas em camara Umida.

O crescimento de colonias amarelas, regulares, com diametro de
aproximadamente 2 a 3 mm, rodeadas de zona de clarificacdo também amarela, nas
placas incubadas a 55 * 1°C, com nucleo opaco e o nao crescimento naquelas
incubadas a 36 + 1°C, confirmara a presenca de Bacillus stearothermophilus
(renomeado - Geobacillus stearothermophilus ), microrganismo responsavel pela
deterioracdo “flat sour”.

6. RESULTADOS

6.1 Pré-incubacdo: Expressar, no campo referente a emissdo do resultado para
prova de pré-incubagdo, nas temperaturas requeridas, o resultado como “sem
alteracdao” quando ndo se observar qualquer alteragdo ou anormalidade no recipiente e
nas caracteristicas fisicas e/ou sensoriais da amostra, e como “alterado” quando for
observada qualquer alteracdo ou anormalidade no recipiente ou nas caracteristicas
fisicas e/ou sensoriais da amostra. Nesse caso, descrever o tipo de alteracdo
observado.

6.2 Pesquisa de aerdbios e anaerdbios termodfilos e mesofilos: Expressar, nos
campos referentes a emissdo dos resultados para as pesquisas de aerdbio e anaerdbio
mesofilo e termdfilo, o resultado como “negativa”, quando nao for observado qualquer
desenvolvimento de microrganismos no teste aplicado e como “positiva” quando for
observada a presenca de microrganismos.

Sempre que possivel, fazer constar do resultado final as observacoes feitas ao
microscopio.
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ANEXO 11
DILUICOES E SOLUCOES

1. DILUICOES

Diluicdo é o procedimento de adicdo de uma substéncia a outra para reduzir a
concentracdo de uma das substancias.

O uso mais comum da palavra diluicdo ocorre no sentido de que “tantas partes de um
material estdo sendo diluidas em um ndmero total de partes do produto final (diluente +
material)”.

“Uma diluicdo é uma expressao de concentracdo ou proporgéao,
néo de volume”.

“Diluicdo indica a quantidade relativa de substancias em uma solucao”.

m “frases de diluicdo”, o menor niumero sempre se refere ao nimero de partes da
substancia que esta sendo diluida, enquanto que o maior nimero sempre se refere ao numero
de partes que constitui a solucgéo final.

Exemplo:

Frase de Dilui¢do: “Fazer uma diluicdo 1 para 10 de leite em solugéo salina peptonada”.

Esta frase poderia ser escrita de outras formas, com o mesmo significado:

“Fazer uma diluicdo 1 em 10, de leite em solucdo salina peptonada”.

“Fazer uma diluicdo 1 para 10, de leite com solucao salina peptonada”.

“Fazer uma diluicdo 1/10, de leite com solucao salina peptonada”.

“Fazer uma diluicdo 1:10, de leite usando solu¢éo salina peptonada”.

“Fazer uma diluicdo de 1 parte de leite e 9 partes de solucéo salina peptonada”.

1.1 Diluigbes decimais: Diluicbes decimais sado diluicbes em que a quantidade de
substancia a ser diluida corresponde a unidade, ou multiplos da unidade e o volume final da
solugédo diluida é igual a 10 ou multiplo de 10 (diluicbes de base 10).

1.2 Diluigbes decimais seriadas: Sao diluicbes decimais preparadas em série e que
possuem um fator de diluicdo Gnico e igual a 10.

Exemplo:

Preparar diluicdes decimais de uma cultura bacteriana em fase estacionaria até 1073:

a) Preparar uma diluicdo 1:10 da cultura em fase estacionaria em solugdo salina
peptonada, isto €, misturar 1 mL da cultura em fase estacionaria com 9 mL de solucdo salina
peptonada (107%).

b) A partir da diluicdo 1:10 preparada conforme item 1 deste exemplo, apds
homogeneizacdo em agitador de tubos, tomar 1 mL e misturar com 9 mL de solugdo salina
peptonada, de forma a obter a diluicdo 1:100 da cultura em fase estacionéaria (1072).

c) A partir da diluicho 1:100 preparada conforme item 2 deste exemplo, apés
homogeneizagdo em agitador de tubos, tomar 1 mL e misturar com 9 mL de solucdo salina
peptonada, de forma a obter a diluicdo 1:1000 da cultura em fase estacionaria (107%).

1.3 Calculos de Diluictes

1.3.1 Célculo envolvendo uma diluicdo: Para preparar uma diluicdo 1:100 de carne em
solucdo salina peptonada, devemos misturar uma parte de carne em um volume final de 100
partes, isto é, 1 + 99.

Quando é necessario preparar um determinado volume de uma diluicdo especifica de
uma substancia, o calculo se efetua pelo processo razédo-proporgéo, conforme exemplo abaixo:

Substancia: NaCl

Volume a ser preparado: 130 mL

Diluicdo: 1:80 (= 1 parte de NaCI em volume final de 80 partes)

1 parte de NaCl = X gramas de NacCl
80 partes de solucéo final 130 mL de solugéo final
80X =130x1
X =130 = 1,625 partes de NaCl/130 mL de solucéo
80
ou

Vi x Ci = Vf x Cf
Vi = volume inicial



Ci = concentracéo inicial
Vf = volume final
Cf = concentracéo final

1.3.2 Varias dilui¢bes relacionadas: Varios métodos laboratoriais indicam o uso de uma
série de dilui¢cdes, o que nada mais € que um nudmero de solugdes obtidas pela diluicdo de uma
substancia em um diluente, e fazendo dilui¢cdes sequenciais a partir das solucdes resultantes.

1.4 Diluicbes de alimentos para realizacdo de analises microbiolégicas: O processo de
diluicho da amostra, bem como o procedimento técnico utilizado durante esse processo,
constituem fatores importantes de interferéncia nos resultados finais da analise microbiolégica.

Em microbiologia de alimentos, comumente sdo utilizadas diluicbes decimais da amostra,
adotando-se rotineiramente dois critérios: massa por unidade de volume (m/v) e volume por
unidade de volume (v/v).

Para a obtencdo de uma diluicdo de base 10, homogeneizam-se por¢des da amostra com
volume de diluente necessario para completar o volume correspondente a 10 vezes o volume
(ou peso) da amostra.

Assim, a diluicdo 1:10 de uma amostra de leite pasteurizado pode ser obtida
homogeneizando:

1 mL de leite + 9 mL de diluente, ou

10 mL de leite + 90 mL de diluente, ou

20 mL de leite + 180 mL de diluente, ou

25 mL de leite + 225 mL de diluente, e assim por diante.

Em todos os exemplos acima, a amostra resulta diluida & 1:10 (10™%) e, conseqgiientemente, em
cada mL da diluicdo teremos uma quantidade de amostra correspondente a um décimo de mL
(0,1 mL) e 0,9 mL de diluente.

Sempre que necessario inocular amostras liquidas sem diluir em meios de cultura, considera-se
que a amostra se encontra na dilui¢do 100.

Para produtos soélidos h& a necessidade de pesar a amostra.

Normalmente utilizam-se aliquotas de 10 ou 25 gramas de alimentos so6lidos. Dez ou
vinte e cinco gramas de alimento ndo correspondem necessariamente a 10 ou 25 mL
de alimento. O volume vai variar com a densidade e temperatura do alimento em
analise.

Alimentos sélidos, em po6 ou pastosos sempre terdo que sofrer diluicdo antes do inicio da
analise, usando-se o critério massa por unidade de volume (m/v).

Normalmente a diluicdo inicial de amostras soélidas, em p6 ou pastosas, utilizada para
analises microbiolégicas é 1:10. Outras diluicbes como 1:2, 1:5, ou outras podem ser usadas em
casos especiais.

Antes do inicio do procedimento de diluicdo é fundamental que a amostra seja bem
homogeneizada (produtos liquidos em pé e pastosos) ou que a aliquota para analise, obtida de
produtos sélidos, seja tomada de varios pontos de forma a representar realmente a amostra.

1.5 Pontos criticos do processo de diluicdo de amostras de alimentos

1.5.1 Homogeneizacdo da amostra e suas diluicbes: A homogeneizacdo inadequada da
diluicdo inicial, e das subsequentes, podera acarretar diferencas muito grandes na contagem das
coldnias e resultados incoerentes quando do uso de duas ou mais diluicdes sucessivas.

Para a obtencao de resultados corretos de contagem de microrganismos em amostras de
alimentos, a homogeneizacao de todas as diluigcbes é ponto fundamental.

A homogeneizacdo da diluicdo inicial (amostra/diluente) devera ser realizada em
“stomacher” entre 30 segundos a 2 minutos, dependendo do tipo de amostra.

A homogeneizacdo das diluicdes subseqiientes devera ser realizada com o auxilio de
agitador de tubos, por um periodo de tempo ndo superior a 1 minuto.

Evitar a homogeneizagdo manual das diluigbes, pois o processo manual resulta a cada
vez em diferentes graus de homogeneidade.

1.5.2 Dilui¢des a utilizar x Intervalo de preciséo e repetibilidade

Considerando que o intervalo de precisédo e repetibilidade podera variar de 15 a 150, de



20 a 200, de 25 a 250 e ainda de 30 a 300, dependendo da metodologia analitica empregada,
cabera ao analista estabelecer diluicdes que possibilitemm a contagem de colbnias nesses
intervalos de preciséo.

Dessa forma, para alimentos com expectativa de crescimento bacteriano baixo, devido
ao seu processo de fabricacdo e de conservacdo, as inoculacbes deverédo ser efetuadas a partir
da diluicdo inicial 10° para liquidos ou 10 para sélidos ou pastosos, com no minimo, duas
diluicdes sucessivas.

Por outro lado, para alimentos que se desconhece o numero aproximado de
microrganismos existentes, as diluicdes a serem preparadas deverdo garantir condicbes de
realiza¢do das contagens.

Usualmente, nesses casos, utilizam-se as diluigbes 10t a10°.

1.5.3 Tempo desde a primeira diluicdo até a inoculagdo em meios de cultura

O tempo gasto para a execucdo das diluicbes de uma amostra de alimentos até sua
inoculacdo em meios de cultura devera ser de, no maximo, 20 minutos, de forma a nédo permitir
a multiplicacdo dos microrganismos contidos nas diferentes diluicbes, o que acarretaria a
obtencao de resultados falsos para a contagem de microrganismos.

1.5.4 Possiveis contaminagdes acidentais: Ao retirar as pipetas dos cartuchos ou ao
desenrolar o papel que envolve individualmente cada uma delas, tomar o maximo de cuidado
para néo tocar com a pipeta a superficie externa do cartucho, as méos, as bordas externas dos
tubos ou dos recipientes. Esses mesmos cuidados deverdo ser tomados quando se estiver
efetuando as inoculag¢des nas placas ou nos tubos de ensaio. Caso tal situagdo ocorra, despreze
a pipeta e reinicie o procedimento corretamente.

1.5.5 Aderéncia do liquido as paredes da pipeta: Nao inserir a ponta da pipeta mais do
que 2,5 cm abaixo da superficie do liquido dentro dos tubos ou dos recipientes contendo as
diluicdes das amostras, diminuindo assim, a superficie de contato da pipeta com a amostra
diluida.

Dispensar lentamente o in6culo, permitindo a drenagem total
até a marca final da pipeta por um periodo de 4 a 6 segundos, nos
casos em que o mesmo corresponda ao volume total da pipeta. Preferentemente, usar pipetas
que ndo sejam de esgotamento total.

Quando da dispensa de parte do conteddo de uma pipeta, deixar que o liquido escorra
lentamente. O procedimento de expulsao rapida do liquido contido na pipeta acarreta a retengédo
de um maior volume de liquido aderido as paredes.

1.5.6 Tipo e capacidade das pipetas: Sempre utilizar pipetas com marcacgédo nitida de
volume e, preferencialmente, que permitam a pipetagem do volume desejado sem que seja
necessaria a expulsdo da ultima porgdo da pipeta. Quando esse tipo de pipeta nado estiver
disponivel no laboratério, para a pipetagem de 1 mL, é recomendavel a utilizagdo de pipetas
com capacidade de 2 mL, com graduacédo de 1/10 ou 1/100, aspirando o in6culo até o volume
total da mesma e dispensando a primeira porgédo (1 mL) no interior da placa ou do tubo.

As pipetas utilizadas ndo deverao ter capacidade superior a 10 vezes o volume a ser
medido, para assegurar que o inéculo dispensado seja o requerido. Por exemplo, se o inéculo for
de 0,1 mL, utilizar uma pipeta de 1 mL com graduacédo de no minimo 1/10, aspirando o inéculo
até o volume total da mesma e dispensando a primeira divisdo no interior da placa ou do tubo.

1.5.7 Precisdo dos volumes dos in6culos; Manter a pipeta sempre na posi¢ao vertical e
inclinar o tubo até posicdo que forme um angulo de 45° em relagdo a pipeta, facilitando, desta
forma, a leitura na pipeta do "menisco" do volume a ser dispensado.

1.5.8. Uso de pipetas: Sempre utilizar uma pipeta para cada diluicdo.

N&o tocar com a pipeta de uma determinada diluicdo no diluente da diluicdo seguinte.

NUNCA enxaguar a pipeta com o diluente da diluigdo subsequente.

A mesma pipeta poderda ser utilizada para a semeadura de diluicdes de amostras, desde
que se parta da maior diluicdo (amostra mais diluida) para a menor diluicdo (amostra menos
diluida).

2. SOLUCOES

Solugdes sdo misturas homogéneas unifasicas constituidas de duas ou mais substancias
misciveis. Sdo formados por dois compostos, o soluto e o solvente.

O soluto é a substancia que esta dissolvida no solvente e, conseqiientemente, o solvente
é a substancia que dissolve o soluto.

Nas solugdes, os dois componentes ndo se encontram quimicamente combinados.



2.1 Solucgdes saturadas: Sao solugcdes que contém a quantidade maxima possivel de um
soluto, em uma determinada temperatura e pressao, perfeitamente dissolvido no solvente.

Por exemplo, em solu¢des de Cloreto de soédio, a saturagdo ocorre quando ha
aproximadamente 360 g do sal por litro de agua.

2.2 Concentracédo de solucgfes; Concentracdo é o quociente entre a quantidade do soluto
e a do solvente ou da prépria solugédo. Para determinar esse quociente alguns autores referem-
se ao “titulo de uma solucao”.

A concentracdo de uma solugcdo pode ser expressa de 3 maneiras:

a) Massa por unidade de massa (m/m);
b) Massa por unidade de volume (m/v);
¢) Volume por unidade de volume (v/v).

A forma mais precisa de se estabelecer a concentracdo € o de massa por unidade de
massa (m/m), porém, nos laboratérios de microbiologia, onde se trabalha rotineiramente com
produtos sdlidos que necessitam ser diluidos durante a andlise, o sistema mais freqientemente
usado é o de massa por volume (m/v).

Para amostras liquidas, o sistema usado é o de volume por volume (v/v), que é o0 menos
preciso dos trés, fato que se deve as variacdes de volume em funcédo das temperaturas do soluto
e do solvente (amostra e diluente).

2.2.1 Relacdo de massa com massa
c=M

Onde:
C = Concentragao
m = Massa do soluto
M = Massa do solvente

Neste caso a concentracdo toma dois homes particulares:

* Molaridade: E a relacdo entre o nimero de moles do soluto e 1000g do solvente. A
concentracdo expressa em molaridade é utilizada em ebuliometria e criometria.

* Porcentagem de peso: E a relacdo entre a massa do soluto e 100g da solucéo.
Exemplo:

Preparar uma solucdo de sulfato de sodio a 10% em peso significa que em 100g da
solucdo existem 10 g do sulfato de sédio e 90 g de agua.

Relacdo de volume com volume
cC=V

Onde:
C = concentragao

V = Volume do soluto
V1 = Volume da solucgéo

Neste caso, a concentracdo toma o nome de Porcentagem em volume, desde que o volume da
solucdo seja tomado como 100 mL.

E aplicada para as solucées liquido/liquido e gas/gas. Assim o alcool a 90% em volume
significa que em 100 mL da solugéo existem 90 mL de alcool.



Relacdo de massa com volume

cC=M
VvV
Onde:
C = concentragao
m = massa do soluto

V = volume da solucéo

Neste caso, a concentracdo toma diversos nomes conforme a massa do soluto. Pode ser
expressa em unidades quimicas de massa (o0 mol e o n°® de equivalentes) ou em unidades fisicas
de massa (o grama); e o volume da solucdo pode ser expresso em litro ou, no caso particular da
porcentagem, em 100 mL.

Desta forma, podemos fazer o seguinte resumo:

a) Unidades Quimicas A.Mol/litro = Molaridade (M)
B.Equivalente-gram/litro = Normalidade( N)
b) Unidades fisicas A. Gramas/litro = titulo (T)

B. Gramas/100 mL = Percentagem (%)

2.3 Partes: Estabelece uma relagdo em que a mesma unidade de medida, ou multiplos
da unidade, é usada ao longo de todas as porc¢des relacionadas do processo.

“Partes” nao se limita a uma Unica unidade de medida.

Concentragcbes de “partes por milhdo” ou “ppm” sao freqlentemente usadas para
aditivos de meios de cultura e solucdes de antibidticos.
Exemplo:

Uma parte por milhdo (1 ppm) de cloridrato de tetraciclina possui uma parte do principio
ativo dissolvido em 1 milhdo de partes da solucéo.

Medidas que correspondem a 1 ppm sao:

- grama por tonelada (g/ton);
miligrama por quilo (mg/kg);
micrograma por grama (i/qg);
mililitro por litro (mL/L);
microlitro por mililitro (uL/mL).

2.4 Hidratos; Os sais utilizados no laboratério de microbiologia podem se apresentar na
forma anidra ou na forma de um ou mais hidratos, em que uma ou mais moléculas de agua
estdo ligadas a molécula do sal.

Quando se necessita preparar uma solucdo cuja composicao indique o uso de um sal na
forma anidra, e somente esta disponivel no laboratdrio um hidrato, deve-se determinar quanto
do hidrato corresponde a quantidade da forma anidra estabelecida na formulacao.

Para esse calculo é necessario considerar os pesos moleculares e, por “regra de trés”,
estabelecer o peso correspondente.

Exemplo:

Preparar uma solucdo 10% de CuSO,. Somente estid disponivel no laboratério
CuS04.H,0.

Sol. 10% = 10 g/100 mL

Peso molecular do CuSO, = 160

Peso molecular do CuS0O,4.H,O = 178

10 g (CuS0O,) = 160

X g (CuS0,4.H,0) =178
X=10x 178 = 11,125 g
160
Entdo, para preparar a solugdo 10% de CuSO, usando a forma monohidratada, seria necessario



dissolver 11,125 g de CuS0O4.H,O em quantidade de agua suficiente para completar 100 mL.
O mesmo raciocinio é utilizado para os casos em que a formulacéo indica o uso da forma
hidrato e somente esta disponivel a forma anidra.

2.5 Poténcia de antibidticos: A poténcia de um antibidtico se refere a quantidade de
principio ativo, biologicamente ativo, contido no produto.

Podera estar expressa em Unidades (U), em porcentagem (%) ou em miligramas de
principio ativo por grama de produto (mg/g).

Exemplos:
Sulfato de Polimixina B 7600 U/mg;
Tetraciclina 80%;
Sulfato de estreptomicina 780 mg/g.

As solugcbes de antibidticos, usadas como padrées referenciais nas provas de
determinacdo de residuos de antibidticos em alimentos e como aditivos de alguns meios de
cultura, podem estar expressas em U/mL, ppm ou ainda em microgramas por mL ).

Para preparar uma solugdo de antibi6tico proceder conforme abaixo:
a) Sempre verificar a poténcia no frasco do produto que esta se usando.
b) Quando, no frasco, a informacéo disponivel for apenas do total de U no frasco, verificar o
peso total contido no mesmo e determinar quantas U existem por mg do produto.

¢) Quando a poténcia estiver expressa em U/mg, preparar a solugdo em U/mL ou
calcular a conversao para obter solugbes em ppm ou pg/mL.

d) Se a poténcia se apresenta na forma de porcentagem, converter para mg (um
antibidtico com poténcia de 80% possui 0,8 mg de principio ativo por mg do produto).

e) Pesar uma quantidade minima de 10 mg do antibiético em balanga analitica (quanto
menor a quantidade pesada, maior sera o erro possivel de ocorrer).

f) Multiplicar o peso obtido pela poténcia e dividir pela concentracéo final desejada para
obter o volume de diluente a ser adicionado.

Volume de diluente a adicionar = Peso x Poténcia

Concentracédo final desejada

Para obter a solugcdo 4000U/ml, baste dissolver as 23,7mg de sulfato de poliximina em
45,03mLde tampéao
Exemplo 1:

Preparar uma solucéo 4000 U/mL de sulfato de polimixina B em tampéo fosfato pH 8.

Poténcia do produto usado: 7600 U/mg

Peso 23,7 mg (quantidade pesada)

Volume = 23,7 X 7600 = 45,03 mL

4000

Para obter a solugdo 4000U/mL, basta dissolver as 23,7 mg de sulfato de polimixina em
45,3 mL de tampao. Cada mL desta solugcdo oferecerd uma solucdo de sulfato de polimixina de
4000U.

OBS: Para que nao seja necessario adicionar volumes fracionados de diluente, conforme
o exemplo acima, pode-se estabelecer, de forma inversa, qual a quantidade de antibi6tico a ser
pesado para um volume de diluente pré-determinado, procedendo conforme indicado no item
2.5.1.

Exemplo 2

No meio SFP hé a indicacdo da adicdo de 3 mg/L de sulfato de polimixina e de 12 mg/L
de canamicina.

Quando as quantidades do aditivo sdo tdo pequenas quanto estas, preparar solucdo-
mée. Adicionar ao meio final, volumes das solu¢cdes-mae que oferecam uma concentracéo fina,
por litro de meio, correspondente ao indicado pelo fabricante.

No caso deste exemplo (meio SFP) preparar:

a) solucao de sulfato de polimicina a 3mg/L. (potencia 7600 U/mg)

Pesar 300mg de sulfato de polimicina e diluir para 100mL, com agua destilada. Esta



solugédo tera concentragcdo de 3mg de polimicina B com poténcia de 7600U/mg por mL.
Neste exemplo seria usado 1 mL desta solucao por litro d meio.

b) Kanamicina — 12mg/mL.

Poténcia 80%

1mg do produto contém 0,8 mg de principio ativo.

Pesar mais de 100mg do antibiético (por exemplo 158mg)

Multiplicar o peso obtido pela poténcia e dividir pela concentracdo final desejada para
obter o volume de diluente a ser adicionado.

X =158 x 0.8 = 10,58mL
12

OBS: Para que néo seja necessario adicionar volumes fracionados de diluentes, conforem o exemplo
acima, pode-se estabelecer, de forma inversa qual a quantidade de antibiético a ser pesado para um volume
de diluente pré-determinado, procedendo conforme indicado no item 2.5.1.

Cada mL desta solugéo contera 12mg de kanamicina

2.5.1. Determinacdo do peso do peso de antibidtico para preparacdo de solucdes,
priorizando o volume.

Nos exemplos 1 e 2 acima os volumes de diluentes a serem adicionados resultaram em
numeros quebrados, o que certamente leva a erros na concentracgdo final do antibiotico.

Para evitar volumes fracionados, fazer o célculo inverso, pré estabelecendo o volume de diluente
a ser utilizado e calculando a quantidade de antibidtico a ser pesado, usando a mesma féormula:

Peso = Vol. De diluente a adicionar x Conc. Final desejada.
Poténcia

Supondo que se dispdes de um baldo volumétrico de 25mL para a preparagdo da solucao
do exemplo 2, acima, proceder conforme segue:

Peso = 25x12 = 375mg
0,8

A quantidade de antibidtico a ser pesada neste caso seria de 375mg, que serao diluidas
em 25mL de diluente para a obtencdo de uma solugdo com 12mg/mL

2.6 Concentragdo por Centrifugacdo: Em microbiologia, o processo de centrifugacdo é
freqientemente usado para a concentragdo de células ou esporos em processos de lavagem ou
purificagdo.

O processo de centrifugagdo promove a sedimentagdo de particulas mais densas por
meio da aplicagao de forca centrifuga obtida pela rotacdo em alta velocidade.

As unidades usadas para indicar centrifugacdo sao “Rota¢cdes por minuto” (RPM) e “forca
gravitacional” (g).

Para calcular g se utiliza a seguinte formula:

g = 0,0000118 x raio do rotor (cm) x (rpm)2
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ANEXO 111
PROCEDIMENTOS BASICOS DE CONTAGEM

1. TECNICAS DE CONTAGEM EM PLACAS

As técnicas de contagem em placas permitem a visualizacdo da formacgao de colbnias a
partir de um numero "fixo" de células viaveis.

Sao utilizadas, portanto, para se obter a contagem de unidades formadoras de coldnias
(UFC) presentes na amostra sob analise.

Os meios de cultura usados para a obtencdo do nimero de colénias em uma amostra
podem ser de uso geral (meios com ingredientes nutritivos basicos), enriquecidos (meios com
nutrientes adicionais, como sangue, gema de ovO e soro), acrescidos ou nédo de sistemas
inibidores e/ou indicadores.

A aplicacdo das técnicas de contagem tem por base o uso de diluicbes seriadas, obtidas
a partir da homogeneizagcao de amostras sélidas e semi-sélidas ou a partir de inoculagdes diretas
de amostras liquidas e de suas dilui¢fes.

As técnicas basicas de contagem em placas incluem:

1.1 Semeadura em profundidade: Distribuir as aliquotas das diluicbes escolhidas em
placas de Petri estéreis.

Acrescentar 12 a 15 mL do agar a 46-48°C. Homogeneizar imediata e adequadamente.

Deixar solidificar e incubar as placas (invertidas ou ndo), de acordo com as exigéncias de
tempo, temperatura, tensdo de oxigénio etc, requeridas pelo microrganismo a ser enumerado.

1.2 Semeadura em superficie: Usar placas em que, previamente, tenha sido distribuido o
meio especifico para o microrganismo a ser enumerado.

Promover a secagem da superficie deixando as placas invertidas, semi-abertas com a
base apoiada na tampa, por cerca de 15 minutos em estufa a 45-50°C.

Inocular 0,1 mL, ou no maximo 0,5 mL, das diluicdes selecionadas, lembrando que 0,1
mL de uma diluicéo oferece resultado correspondente a diluicdo seguinte, isto é, 0,1 mL de 107
oferece resultado para a diluicdo 1072,

Observar que o in6culo deve ser depositado no centro da superficie do &gar, evitando
tocar a ponta da pipeta no meio, mantendo-a, entretanto, o mais préximo possivel.

Espalhar o in6culo, com auxilio de alga de Drigalski ou bastdo de vidro tipo "hockey",
estéreis, por toda a superficie do agar, até absorcdo completa.

Inverter as placas apds a absor¢cdo completa do in6culo e incubar como requerido, o
mais rapido possivel.

1.3 Semeadura por Sobrecamada: Proceder como para semeadura em profundidade.

Ap6s homogeneizacdo do meio de cultura com o in6culo e solidificacdo do agar,
acrescentar uma nova camada de 10 a 12 mL do agar correspondente, fundido e mantido a 46-
48°C.

Deixar solidificar sem misturar e incubar conforme requerido.

A técnica por sobrecamada podera ser feita a partir de uma semeadura em superficie,
acrescentando-se uma sobrecamada de 10 a 12 mL de &gar fundido apdés a semeadura,
distribuicdo e absorcgéo total do in6culo pelo agar.

Deixar solidificar sem misturar e incubar o mais rapido possivel.

Quando se pretende a recuperacdo de células em "stress", o tempo decorrido entre a
inoculacdo da primeira camada e a adicdo da sobrecamada pode ser dilatado, deixando as placas
invertidas emtemperatura ambiente, conforme indicacdo da metodologia especifica.

2. TECNICA DE NUMERO MAIS PROVAVEL

A técnica de Numero Mais Provavel (NMP) é um método que permite estimar a
densidade de microrganismos viaveis presentes em uma amostra sob andélise.

Esta técnica nao permite a contagem "fixa" de células viaveis ou de unidades formadoras
de coldnias (UFC), como acontece com a técnica de contagem em placas.

A andlise por NMP é recomendada quando:

a) E esperado, no alimento em andlise, um baixo nimero do microrganismo alvo
(<100/g ou mL) ou quando, em fung¢do de limitagces do método e das diluicbes necessarias para
o alimento especifico, o padrdo de aceitacdo/rejeicdo ndo pode ser atendido por meio de provas



de contagem.

b) Quando, devido ao processo tecnolégico sofrido pelo alimento, as células presentes
estejam lesadas fisiologicamente (células estressadas), ndo tendo portanto condigdes de formar
colénias em meios sélidos seletivos.

A técnica de NMP deve ser realizada incluindo as seguintes etapas analiticas:

a) Teste presuntivo (leitura dos resultados obtidos na série de tubos multiplos).

b) Teste confirmatério (subcultivo dos tubos positivos do teste presuntivo em caldo de
maior impediéncia ou em agar seletivodiferencial para o microrganismo pesquisado).

c) Teste completo (identificacdo bioquimica da(s) espécie(s)  microbiana(s) presente(s)).

Esta técnica tem por base a probabilidade estatistica relacionada com a freqiiéncia da
ocorréncia de resultados positivos mais provaveis em fungdo do nimero real de microrganismos
presentes. E necessario que a amostra seja preparada de modo que as bactérias ndo se
encontrem agrupadas, que estejam aleatériamente distribuidas na amostra; e que 0os meios e
condicdes de incubacdo permitam a recuperagdo e detecgdo de ao menos uma célula viavel do
organismo alvo.

Para a determinacdo do NMP, a amostra deverd ser diluida tantas vezes quantas
necessarias para que a ultima diluicdo de 3, 5 ou 10 tubos apresente todos os resultados
negativos. Quanto maior o nimero esperado do microrganismo pesquisado, maiores deverao ser
as dilui¢cdes usadas.

Quando nao se pode estimar qual a diluicdo do alimento que oferecera essa situacgao,
s&o inoculadas mais de 3 séries com diluicdes decimais (por exemplo 10° até 10™, ou mais
diluicdes).

Entretanto, na leitura final do NMP deverdo ser consideradas somente as 3 diluicdes
mais significativas.

Como na rotina de laboratérios analiticos esse procedimento aumenta em muito o
volume de trabalho e de material a ser usado, normalmente sdo utilizadas apenas trés dilui¢des,
considerando a estimativa do numero esperado do microrganismo em estudo.

Entdo, o numero de células viaveis presentes é obtido por meio de 3 diluicbes decimais
sucessivas e transferéncia de aliquotas determinadas (também decimais, como 10 e 1mL) de
cada diluicdo em séries de tubos.

O numero de tubos por série é variavel, podendo ser de 2 a 10. Mais comumente sdo
usadas séries de 3 ou 5 tubos por dilui¢do.

Quando houver necessidade de inocular grande volume (10 mL) da amostra diluida ou
nao, na primeira série de tubos, estes deverdo conter meio em concentracao dupla.

O arranjo de numero de tubos positivos das 3 diluicbes (ou as mais significativas) é
transposto para tabelas estatisticas que informam o NMP para as diferentes combinacdes de
tubos positivos e que também incluem os limites de confiangca dos numeros mais provaveis dos
microrganismos pesquisados em fun¢do da tabela em questao.

Os intervalos de confianca 95% constantes das tabelas de NMP oferecem a informacao
de que, em pelo menos 95% das vezes, ha a chance da concentragdo real do microrganismo
alvo estar incluido no intervalo de confianga calculado para cada arranjo de tubos positivos.

Por exemplo, o arranjo de tubos positivos 3-1-0 oferece como NMP o valor 43/g. Nesse
caso, o intervalo de confianca 95% corresponde aos valores compreendidos entre 9 e 180. Isto
significa que a chance do niumero real presente na amostra estar incluido no intervalo de valores
entre 9 e 180 UFC/g é de 95%.

A expressdo do NMP ¢é feita somente por meio do nUumero mais provavel que
corresponda ao arranjo de tubos positivos por série.

Em geral, as tabelas ja estdo corrigidas considerando g ou mL (e consequentemente, as
diluigdes), para a obtencdo do NMP.

Os exemplos a seguir permitem a selecdo das diluicdes mais significativas, dentre as
possibilidades descritas.

TABELA 1
Casos Diluicdo (g ou mL) Combinacgéo de tubos
1,0 0,1 0,01 0.001 0,0001
1 3/3 3/3 1/3* 3-3-1
2 3/3 3/3 2/3 1/3 3-2-1




3 3/3 2/3 3-2-0
4 2/3 2/3 2-2-0
5 3/3 3/3 2/3 1/3 1/3 3-2-2
6 3/3 2/3 1/3 3-2-1

Numerador = numero de tubos positivos
Denominador = nimero de tubos inoculados
* 3 diluicbes consideradas significativas para a obtencdo do NMP

2.1 Interpretacado dos resultados de NMP

Para a escolha da tabela na qual se verificara o NMP correspondente a combinacao de
tubos positivos, atentar para a quantidade (g ou mL) de amostra que foi realmente inoculada em
cada tubo das diferentes séries e ndo para o volume inoculado.

Exemplo 1:

Inoculacéo de Quantidade de amostra inoculada em cada
série

10 mL da amostra na 12 série 10mL

1,0 mL da amostra na 22 série 1,0mL

1,0 mL da diluicdo 10 na 32 série 0,1mL

A tabela a ser consultada devera ser a que oferece resultados de NMP para 10, 1,0 e 0,1
g ou mL. Para a agua, cujo resultado final devera ser expresso em NMP por 100 mL, o niumero
constante da tabela devera ser multiplicado por 10.

Neste Manual, para maior praticidade, a tabela para leitura de resultados de NMP em
agua ja contém os numeros corrigidos (multiplicado por 10).

Exemplo 2:

Inoculacdo de Quantidade de amostra inoculada em cada
série

10 mL da diluicdo 10! na 12 série 1,0 g ou mL

1,0 mL da diluicdo 107! na 22 série 0,1 goumL

1,0 mL da diluicdo 102 na 32 série 0,01 g ou mL

A tabela a ser consultada devera ser a que oferece resultados de NMP para 1, 0,1 e 0,01
g ou mL. Devido ao fato de que a quantidade de amostra inoculada neste caso é igual a
quantidade para a qual a tabela se refere, o resultado do NMP ser4 obtido diretamente da

tabela.

Exemplo 3:

Inoculacédo de Quantidade de amostra inoculada em cada
série

1,0 mL da amostra na 12 série 1,0 g oumL

1,0 mL da diluicdo 10! na 22 série 0,1 g ou mL

1,0 mL da diluigio 10 na 32 série 0,01 g ou mL

A tabela a ser consultada devera ser a que oferece resultados de NMP para 1, 0,1 e 0,01 g ou
mL. Devido ao fato de que a quantidade de amostra inoculada neste caso € igual a quantidade
para a qual a tabela se refere, o resultado do NMP obtido serd o mesmo encontrado na tabela.

Exemplo 4:

Inoculacéo de Quantidade de amostra inoculada em cada
série

1,0 mL da diluicdo 107! na 12 série 0,1 goumL

1,0 mL da diluicdo 102 na 22 série 0,01 g ou mL

1,0 mL da diluigdio 10 na 32 série 0,001 g ou mL

A tabela a ser consultada devera ser a que oferece resultados de NMP para indculos de




0,1, 0,01 e 0,001 g ou mL. Podera também ser usada a tabela de NMP para in6culos de 1, 0,1 e
0,01 mL desde que o resultado da tabela seja multiplicado por 10, jA que a quantidade de
amostra inoculada neste caso foi 10 vezes menor que a quantidade para a qual a tabela se
refere.

2.2 Casos especificos

a) Inoculacdo de mais de 3 diluicdes seriadas

Quando da inoculacdo de mais de 3 diluicdes seriadas, selecionar a maior diluicdo na
qual todos os tubos inoculados sdo positivos e considerar as 2 diluicdes maiores seguintes que a
selecionada (casos 2 e 3 da tabela 1 acima e exemplos abaixo).

Exemplo 1: Amostra de alimento liquido que foi inoculada nas diluicdes abaixo e apresentou os seguintes
resultados:

10° 3 tubos positivos

107! 3 tubos positivos

107 3 tubos positivos

1072 2 tubos positivos

10 0 tubos positivos

107° 0 tubos positivos

O valor de NMP a ser lido na tabela seria aquele para o arranjo de tubos positivos 3/2/0,
gue corresponde ao valor 9,3 NMP/g ou mL. Como neste caso a amostra estava diluida a 102, o
resultado obtido na tabela deve ser multiplicado por 100 para a obtencdo do valor do NMP real
por grama ou mL do alimento em andlise. Assim, o resultado final seria 930 NMP/g ou mL.

Exemplo 2: Amostra de alimento liquido da qual foram inoculadas apenas as diluicdes 10°, 10%, 102 e 103, e
os resultados obtidos foram os seguintes:

10° 3 tubos positivos

107! 3 tubos positivos

107 3 tubos positivos

1072 2 tubos positivos

O valor de NMP a ser lido na tabela seria aquele para o arranjo de tubos positivos 3/3/2,
gue corresponde ao valor 110 NMP/g ou mL. Como neste caso a amostra estava diluida a 102, o
resultado deve ser multiplicado por 10 para se obter o valor do NMP por grama ou mL do
alimento em andlise. Assim, o resultado final seria 1100 NMP/g ou mL.

Exemplo 3: Na analise do mesmo alimento acima, caso as diluicdes inoculadas fossem as seguintes:
1072 2 tubos positivos
10 0 tubos positivos
107 0 tubos positivos
107 0 tubos positivos

O valor de NMP a ser lido na tabela seria aquele para o arranjo de tubos positivos 2/0/0,
que corresponde ao valor 0,92 NMP/g ou mL. Como neste caso a amostra estava diluido a 1073,
o
resultado deve ser multiplicado por 1000 para se obter o valor do NMP/g ou mL do alimento em
analise. Assim, o resultado final seria 920 NMP/g ou mL.
Exemplo 4: No mesmo exemplo acima, se as diluicdes inoculadas fossem 10° 10™ e 10 considerando os
mesmos resultados:

10° 3 tubos positivos
107! 3 tubos positivos
107 3 tubos positivos

O valor de NMP a ser lido na tabela seria aquele para a combina¢do de tubos positivos
3/3/3, que corresponde ao valor =110 NMP/g ou mL. Como neste caso a amostra ndo estava
diluida (10°), o resultado final a ser emitido é obtido diretamente da tabela.

As diferencas de resultados observadas nos diferentes exemplos de trabalho com a
mesma amostra e diluicbes diferentes demonstram a importancia de se fazer diluicdes da
amostra considerando o numero estimado do microrganismo teste, pois a mesma amostra



analisada conforme os exemplos 4 (sem suficiente diluicdo) e 1 (com diluicbes adequadas)
apresentam resultados bem diferentes (= 110 NMP/g ou mL e 930 NMP/g ou mL).

O resultado =110 NMP/g ou mL é vago e pode nado ser adequado para a tomada de
decisdo a respeito do destino do lote a que se refere o alimento analisado, especialmente
quando h& uma tolerancia em ndmeros maiores que este.

Exemplo 5: Nos casos de inoculagdo em que se utilizam 5 diluicbes em séries de 3 tubos e que apresente 0s
resultados abaixo:

10° 3 tubos positivos
107! 3 tubos positivos
1072 1 tubo positivo

1072 0 tubos positivos
10 0 tubos positivos

Considerar o arranjo 3-1-0, ja que o resultado mais préoximo do real é obtido quando a
primeira série considerada contém os 3 tubos positivos e a Ultima série os 3 tubos negativos.

b) Inoculacdo de mais de 3 diluigBes seriadas em que ocorreram tubos positivos em mais
de duas diluicdes subseqlientes a escolhida.

Neste caso, repassar um tubo positivo da maior diluicdo positiva para a imediatamente
anterior, sucessivamente, até obter arranjo de tubos que se enquadre na situagdo anterior
(casos 5 e 6 da tabela 1).

Exemplo 6: Amostra de alimento liquido que foi inoculada nas diluicdes abaixo, apresentando os seguintes
resultados:

10° 3 tubos positivos
107! 3 tubos positivos
1072 2 tubos positivos
1072 1 tubo positivo
10 1 tubo positivo

O resultado final, neste caso, sera o valor da tabela NMP correspondente ao arranjo 3-2-
2 tubos positivos.

Este arranjo é obtido pela transposicdo do tubo positivo da diluicdo 10™ para a diluigéo
anterior.

Exemplo 7: Amostra de alimento liquido que foi inoculada nas diluicdes abaixo, apresentando os seguintes
resultados:

10° 3 tubos positivos
10! 2 tubos positivos
1072 0 tubos positivos
1072 1 tubo positivo

10 0 tubos positivos

O resultado final, neste caso, sera o valor da tabela NMP correspondente ao arranjo 3-2-
1 de tubos positivos.

Esse arranjo de tubos positivos € obtido pela transposi¢do do tubo positivo da diluicao
107 para a diluicdo 1072.

c) Nos casos de inoculagcdo em que se utilizam 5 diluicbes em séries de 3 tubos, cujos
resultados indicam duas possibilidades de todos os tubos da primeira série serem positivos e
todos os da ultima série serem negativos, considerar o maior valor de NMP apresentado
pela tabela correspondente.

10° 3 tubos positivos
107! 3 tubos positivos
1072 0 tubos positivos
1072 0 tubos positivos



10 0 tubos positivos
3-3-0 - 24 NMP/g ou mL (10°, 10t e 107
3-0-0 - 23 NMP/g ou mL (107, 102 e 107®)

O resultado final, neste caso, sera o valor NMP correspondente ao arranjo 3-3-0 (24
NMP/g ou mL).

d) Inoculagcdo de somente 3 diluicdes seriadas Nos casos de inoculacdo de somente 3
diluicdes seriadas, fazer a leitura diretamente na tabela (casos 1 e 4 e exemplo 4).

e) Arranjos inexistentes nas tabelas

Repetir a analise sempre que os resultados dos controles aplicados no processo analitico
apontarem para esta necessidade, e/ou os arranjos de tubos positivos, na série de tubos
multiplos, revelarem comportamento incoerente como 0-1-3 ou outros arranjos inexistentes nas
tabelas de NMP.

f) Atendendo a legislacéo

Utilizar a inoculacdo de 3 séries de 10, 5 ou 3 tubos quando a legislacdo estabelecer
padréo para NMP menor que 1,0, 2,0 ou 3,0, respectivamente.

2.3 Tabelas de NMP

Tabela 1. NUmero Mais Provavel por grama ou mL, para séries de 3 tubos com
in6culos de 0,1, 0,01 e 0,001 g ou mL e respectivos intervalos de confianga 95%.

Numero de Tubos Positivos NMP/g ou mL Intervalo Confianga (95%)
0,1 0,01 0,001 Inferior Superior
0 0 0 <3,0 -.- 9,5
0 0 1 3,0 0,15 9,6
0 1 0 3,0 0,15 11
0 1 1 6,1 1,2 18
0 2 0 6,2 1,2 18
0 3 0 9,4 3,6 38
1 0 0 3,6 0,17 18
1 0 1 7,2 1,3 18
1 0 2 11 3,6 38
1 1 0 7,4 1,3 20
1 1 1 11 3,6 38
1 2 0 11 3,6 42
1 2 1 15 4,5 42
1 3 0 16 4,5 42
2 0 0 9,2 1,4 38
2 0 1 14 3,6 42
2 0 2 20 4,5 42
2 1 0 15 3,7 42
2 1 1 20 4,5 42
2 1 2 27 8,7 94
2 2 0 21 4,5 42
2 2 1 28 8,7 94
2 2 2 35 8,7 94
2 3 0 29 8,7 94
2 3 1 36 8,7 94
3 0 0 23 4,6 94
3 0 1 38 8,7 110
3 0 2 64 17 180
3 1 0 43 9 180
3 1 1 75 17 200
3 1 2 120 37 420
3 1 3 160 40 420




3 2 0 93 18 420
3 2 1 150 37 420
3 2 2 210 40 430
3 2 3 290 90 1000
3 3 0 240 42 1000
3 3 1 460 90 2000
3 3 2 1100 180 4100
3 3 3 >1100 420 -.-

Fonte: Bacteriological Analytical Manual Online, 2001.

OBS: Para obter o NMP/g ou mL, para séries de 3 tubos, com inéculos de 1,0, 0,1 e 0,01 g ou mL, e
respectivos intervalos de confianga 95%, dividir por 10 os valores da Tabela 1 correspondente ao arranjo de
tubos positivos obtido na analise.

Tabela 2. Namero Mais Provavel por 100mL, para séries de 3 tubos com in6culos de 10 mL,
1,0 mL e 0,1 mL, e respectivos intervalos de confian¢ga 95%.

Numero de Tubos Positivos NMP/g ou mL Intervalo Confianga (95%)
10 1,0 0,1 Inferior Superior
0 0 0 <3,0 -.- 9,5
0 0 1 3,0 0,15 9,6
0 1 0 3,0 0,15 11
0 1 1 6,1 1,2 18
0 2 0 6,2 1,2 18
0 3 0 9,4 3,6 38
1 0 0 3,6 0,17 18
1 0 1 7,2 1,3 18
1 0 2 11 3,6 38
1 1 0 7,4 1,3 20
1 1 1 11 3,6 38
1 2 0 11 3,6 42
1 2 1 15 4,5 42
1 3 0 16 4,5 42
2 0 0 9,2 1,4 38
2 0 1 14 3,6 42
2 0 2 20 4,5 42
2 1 0 15 3,7 42
2 1 1 20 4,5 42
2 1 2 27 8,7 94
2 2 0 21 4,5 42
2 2 1 28 8,7 94
2 2 2 35 8,7 94
2 3 0 29 8,7 94
2 3 1 36 8,7 94
3 0 0 23 4,6 94
3 0 1 38 8,7 110
3 0 2 64 17 180
3 1 0 43 9 180
3 1 1 75 17 200
3 1 2 120 37 420
3 1 3 160 40 420
3 2 0 93 18 420
3 2 1 150 37 420
3 2 2 210 40 430
3 3 290 90 1000




3 3 0 240 42 1000
3 3 1 460 90 2000
3 3 2 1100 180 4100
3 3 3 >1100 420 -.-

Fonte: Bacteriological Analytical Manual Online, 2001.

Tabela 3. NMP por grama ou mL para séries de 10 tubos com in6culos de 10 mL, 1,0 mL e
0,1mL e respectivos intervalos de confianga 95%.

Numero de Tubos Positivos NMP/g ou mL Intervalo Confianga (95%)
10 1,0 0,1 Inferior Superior
0 0 0 <0,9 -.- 3,1
0 0 1 0,9 0,04 3,1
0 0 2 1,8 0,35 5,1
0 1 0 0,9 0,04 3,6
0 1 1 1,8 0,33 5,1
0 2 0 1,8 0,33 5,1
0 2 1 2,7 0,8 7,2
0 3 0 2,7 0,8 7,2
1 0 0 0,94 0,05 5,1
1 0 1 1,9 0,33 51
1 0 2 2,8 0,8 7,2
1 1 0 1,9 0,33 5,7
1 1 1 2,9 0,8 7,2
1 1 2 3,8 1,4 9

1 2 0 2,9 0,8 7,2
1 2 1 3,8 1,4 9

1 3 0 3,8 1,4 9

1 3 1 4,8 2,1 11
1 4 0 4,8 2,1 11
2 0 0 2 0,37 7,2
2 0 1 3 0,81 7,3
2 0 2 4 1,4 4,9
2 1 0 3 0,82 7,8
2 1 1 4 1 4,9
2 1 2 5 2,1 11
2 2 0 4 1,4 9,1
2 2 1 5 2,1 11
2 2 2 6,1 3 14
2 3 0 5,1 2,1 11
2 3 1 6,1 3 14
2 4 0 6,1 3 14
2 4 1 7,2 3,1 15
2 5 0 7,2 3,1 15
3 0 0 3,2 0,9 9
3 0 1 4,2 1,4 9,1
3 0 2 5,3 2,1 11
3 1 0 4,2 1.4 10
3 1 1 5,3 2,1 11
3 1 2 6,4 3 14
3 2 0 5,3 2,1 12
3 2 1 6,4 3 14
3 2 2 7,5 3,1 15
3 3 0 6,5 3 14




3 3 1 7,6 3,1 15
3 3 2 8,7 3,6 17
3 4 0 7,6 3,1 15
3 4 1 8,7 3,6 17
3 5 0 8,8 3,6 17
4 0 0 4,5 1,6 11
4 0 1 5,6 2,2 12
4 0 2 6,8 3 14
4 1 0 5,6 2,2 12
4 1 1 6,8 3 14
4 1 2 8 3,6 17
4 2 0 6,8 3 15
4 2 1 8 3,6 17
4 2 2 9,2 3,7 17
4 3 0 8,1 3,6 17
4 3 1 9,3 4,5 18
4 3 2 10 5 20
4 4 0 9,3 4,5 18
4 4 1 11 5 20
4 5 0 11 5 20
4 5 1 12 5,6 22
4 6 0 12 5,6 22
4 6 0 12 5,6 22
5 0 0 6 2,5 14
5 0 1 7,2 3,1 15
5 0 2 8,5 3,6 17
5 0 3 9,8 4,5 18
5 1 0 7,3 3,1 15
5 1 1 8,5 3,6 17
5 1 2 9,8 4,5 18
5 1 3 11 5 21
5 2 0 8,6 3,6 17
5 2 1 9,9 4,5 18
5 2 2 11 5 21
5 3 0 10 4,5 18
5 3 1 11 5 21
5 3 2 13 5,6 23
5 4 0 11 5 21
5 4 1 13 5,6 23
5 4 2 14 7 26
5 5 0 13 6,3 25
5 5 1 14 7 26
5 6 0 14 7 26
6 0 0 7,8 3,1 17
6 0 1 9,2 3,6 17
6 0 2 11 5 20
6 0 3 12 5,6 22
6 1 0 9,2 3,7 18
6 1 1 11 5 21
6 1 2 12 5,6 22
6 1 3 14 7 26
6 2 0 11 5 21
6 2 1 12 5,6 22
6 2 2 14 7 26
6 2 3 15 7,4 30




23
26
30
26
30
34
30
34
34
34
34
34
20
21

25
28
22
25
28
31

26
28
31

34
30
30
34
34
39
34
34
39
44
34
39
44
39
44
46

44
50
25
26
30
34
28
31

34

39
34
34
39
44
34
39

5,6

7,4

7,4

7,4

4,5

6,3
7,2

6,3
7,2
7,7

6,4
7,2
7,7

72
7,2

10

10
11

10
11
10
11
12
11
12

5,6

7,5

7,1
7,7

10

7,7

10
22

10

15
14
15
14
15
17
16
17
19
17
19
19
10
12
13
15
12
13
15
17
13
15
17
19
15
15
17
19
21

17
19
21

23
19
21

23
21

23
25
23
26
13
15
17
19
15
17
19

21

17
19

21

23
19
21

10




44
50
39
44
50
58
44
50
58
62
50
58
62
58
73
74
73
74
31

34
39
44
39
40

44
58
58
44
46

58
58
73
50
58
62

74
91

58
62
74
91

91

73
74
91

91

120
74
91

100
120
91

100
120
120

11
12
10
11
12
14
11
12
14
15
12
14
15
14
17
17
17
17

7,5

10
11

10
11
14
14
10
11
14
14
17
12
14
15
17
20
14
15
17
20
20
17
17
20
20

25
17
20
21

25
20
21

25
26

24
26
22

24
26
29

24
27

29

32

27

30
33
30
33
36
34
37

17
19

22

24
19
22

25
28
31

22

25
28
32

35
25

29

32

36
40
29

33
37

41

45

33
37

42

46

51

38
43
47

53
44
49

54
60
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10 8 0 130 60 250
10 8 1 150 70 280
10 8 2 170 80 350
10 8 3 200 90 350
10 8 4 220 100 380
10 8 5 250 120 480
10 8 5 250 120 480
10 8 6 280 120 480
10 8 7 310 150 620
10 8 8 350 150 620
10 9 0 170 74 310
10 9 1 200 91 380
10 9 2 230 100 480
10 9 3 260 120 480
10 9 4 300 140 620
10 9 5 350 150 630
10 9 6 400 180 820
10 9 7 460 210 970
10 9 8 530 210 970
10 9 9 610 280 1300
10 10 0 240 110 480
10 10 1 290 120 620
10 10 2 350 150 820
10 10 3 430 180 970
10 10 4 540 210 1300
10 10 6 700 280 1500
10 10 6 920 350 1900
10 10 7 1200 480 2400
10 10 8 1600 620 3400
10 10 9 2300 810 5300
10 10 10 >2300 1300 -.-

Fonte: Adaptado Bacteriological Analytical Manual Online, 2001.
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ANEXO IV
PROCEDIMENTOS PARA CONTAGEM DE COLONIAS

1. INTRODUCAO

A aplicacdo de procedimentos de controle durante o processo analitico visa a garantia da
confiabilidade do resultado final, assegurando a sua repetibilidade, precisdo e exatidao.

A precisdo e a exatiddo do método também dependerdo da correta observagcdo e
aplicacdo dos procedimentos padronizados estabelecidos para a area analitica.

A garantia da validade dos resultados da contagem estara assegurada quando os
resultados dos controles indicarem nao haver qualquer falha em nenhuma etapa do processo
analitico.

2. RECOMENDACOES GERAIS
2.1. Sempre utilizar mais de uma placa, seja uma duplicata da mesma diluicdo, seja
duas ou mais dilui¢cbes diferentes.

2.2. As contagens deverdo ser realizadas imediatamente apds o periodo de incubagéo
das placas.

2.3. Na impossibilidade de realizar a contagem imediatamente apds o periodo de
incubacado, manter as placas sob refrigeracdo em temperatura de 4°C a 7°C por um periodo nédo
superior a 24 horas.

Esse procedimento ndo deve tornar-se uma pratica rotineira.

2.4. Para a contagem, selecionar placas que contenham um numero de colbnias que se
encontre dentro do intervalo de precisdo e repetibilidade estabelecido pelo método em uso (por
exemplo, 20 a 200 colbnias, 25 a 250 colbnias, etc).

2.5. As colbnias deverado ser contadas com o auxilio de contador de colénias equipado
com placa de vidro ou acrilico, com diametro compativel com o das placas utilizadas, dividido
milimetricamente em quadrantes com 1 cm2 de area e com iluminacao
artificial uniforme.

2.6. O contador de colbnias devera ter capacidade para aumento de 1 a 2 vezes, com
dispositivo de regulagem de altura para melhor ajuste do foco, podendo ainda dispor de sistema
eletrénico ou manual de registro das contagens.

2.7. O contador de coldnias devera estar localizado em local onde ndo haja incidéncia
direta de luz sobre a plataforma de apoio da placa, para evitar possiveis enganos na
identificacdo das coldnias.

2.8. Utilizar o estereoscopio para observacdo de caracteristicas morfologicas das
colbnias, para diferenciar microrganismos de particulas da amostra ou do meio e para selecdo e
isolamento de coldnias.

2.9 Verificar sempre a proporcionalidade dos resultados obtidos nas diluigcbes sucessivas.

3. REGRAS GERAIS PARA CALCULO E REGISTROS

3.1 Expressao de resultados de contagem; No calculo das contagens, o resultado final
sera expresso emUFC/g ou mL, levando-se em conta a diluicdo empregada, da seguinte
maneira:

R = a x 10b UFC/g ou mL

R = resultado

a = os dois primeiros algarismos significativos, nimeros de 0 a 9

b = expoente (0 a 10)

UFC = unidade formadora de colbnias

g = grama e mL= mililitro

Exemplos:
Diluicdo 107 (1:100)



Média das contagens: 25 UFC

Resultado: 25 x 100 = 2.500 = 2,5 x 10° UFC/g ou mL

Diluicdo 107 (1:1.000)

Média das contagens: 38 UFC

Resultado: 38 x 1.000 = 38.000 = 3,8 x 10* UFC/g ou mL

O resultado final serd expresso considerando-se o0s dois primeiros algarismos
representativos, separados por virgula. Os algarismos subseqientes, quando existirem, deveréao
ser arredondados e transformados em poténcia de 10.

3.2 Arredondamento de resultados: Quando se fizer necessario, e visando nao criar uma
falsa idéia de preciséo, aplicar a seguinte regra para a aproximacgao dos resultados:

3.2.1 Arredondar para cima o segundo algarismo ou o subsequente quando o algarismo
imediatamente apos for superior a 5.

Exemplo:
Diluicdo 1072
Média das contagens: 186 UFC
Arredondando-se o terceiro algarismo para cima tem-se como resultado:
190 x 100 = 19.000 = 1,9 x 104 UFC/g ou mL

3.2.2 Arredondar para baixo o segundo algarismo ou o subsequente quando o algarismo
imediatamente apods for inferior a 5.

Exemplo:
Diluicdo 1072
Média das contagens: 184 UFC
Arredondando o terceiro algarismo para baixo tem-se como resultado:
180 x 100 = 18.000 = 1,8 x 104 UFC/g ou mL

3.2.3 Nos casos em que o terceiro algarismo ou o subsequente for igual a cinco,
arredondar para baixo quando o segundo ou o subsequente for menor ou igual a 5 e para cima
quando for maior que 5.

Exemplos:
Diluicdo 1072
Média das contagens: 185 UFC
Arredondando o terceiro algarismo para cima tem-se como resultado:
190 x 100 = 19.000 = 1,9 x 10* UFC/g ou mL
Média das contagens: 145 UFC
Arredondando o terceiro algarismo para baixo tem-se como resultado:
140 x 100 = 14.000 = 1,4 x 10* UFC/g ou mL
Média das contagens: 155 UFC
Arredondando o terceiro algarismo para baixo tem-se como resultado:
150 x 100 = 15.000 = 1,5 x 10* UFC/g ou mL

3.2.4 Arredondamento de resultados obtidos pela contagem de placas em duplicata de
duas dilui¢cbes diferentes.

Nas contagens de placas de duas diluicbes diferentes, o procedimento de
arredondamento é semelhante ao da contagem de mesma diluicdo, isto é, s6 podera ser
efetuado apdés o calculo da média das contagens, que sera explicado a seguir nas regras

especificas para contagem de coldnias.

3.3 Resultados estimados

Nas contagens, em que em todas as placas o nUmero de coldnias encontrado estiver fora
do intervalo de preciséo e repetibilidade da metodologia aplicada, incluir no registro do resultado
final a expresséo "estimado" ou "por estimativa”, por meio da abreviatura " est.”, apés o g ou
mL.

Quando houver condicdes para efetuar a contagem, expressar o numero obtido. Pode-se
ainda expressar o resultado como o limite inferior com o sinal de menor ou o superior com 0



sinal de maior, por estimativa ou estimado.

Exemplos, com limite entre 15 e 150:
Diluicdo 1072
Média das contagens:160 UFC
Resultado: 160 x 100 = 16.000 = 1,6 x 10* UFC/g ou mL est.

ou
>1,5 x 104 UFC/g ou mL est.
Média das contagens: 11 UFC
Resultado: 11 x 100 = 1.100 = 1,1 x 10°® UFC/g ou mL est.
ou

<1,5 x 10° UFC/g ou mL est.

Nas contagens de amostras liquidas inoculadas diretamente, ou seja, diluicdo 10°,
quando ndo houver crescimento ou a contagem for menor que 10 UFC, o resultado sera
expresso por estimativa e na poténcia 10°.

Caso a contagem seja superior a 10 UFC o resultado sera expresso de acordo com o
ndmero obtido, ou seja, poténcia de 10* ou 102.

Exemplo 1
Diluicdo 10°:
Intervalo de selecdo: 15 a 150
N© de colbnias contadas:12
Resultado: 12 x 1 = 12 = 1,2 x 10* UFC/mL est.
ou
<1,5 x 10* UCF/mL est.

Exemplo 2
Diluicao 10°:
Intervalo de selecdo: 15 e 150
N°e de colbnias contadas: 232
Resultado: 232 x 1 = 232 = 2,3 x 102 UFC/mL est.
ou
> 1,5 x 10?2 UFC/mL est.

4. REGRAS ESPECIFICAS PARA CONTAGEM DE COLONIAS

As contagens se realizam de maneira similar para os casos em que os limites de
numeros de coldnias para as placas selecionadas se encontram em diversos intervalos como 15
a 150, 20 a 200, 30 a 300 ou outro.

4.1 Situacdes nas quais o nimero de coldnias, nas diversas diluicbes, se encontra dentro
dos limites do intervalo de preciséo e de respetibilidade.

Para os exemplos abaixo, foi considerada a sele¢do de placas com nimero de colbnias
contido no intervalo de precisado e repetibilidade de 25 a 250 colbnias.

4.1.1 Mesma dilui¢do - placas em duplicata.

Calcular a média aritmética dos resultados encontrados e multiplicar pela diluicdo
correspondente.
Exemplo:

Dil: 10 = 130 col6nias

Dil: 10® = 224 colénias

(130 + 224) /2 = 177 x 1.000 = 177.000 > 180.000 UFC

Resultado: 1,8 x 10° UFC/g ou mL

4.1.2 Dilui¢Bes Diferentes

Multiplicar o resultado encontrado em cada placa pela respectiva diluicdo e calcular a
média aritmética.
Exemplo:

Dil: 10 = 210 colénias

210 x 1.000 = 210.000



Dil: 10™* = 32 colbnias

32 x 10.000 = 320.000

Fazer a média das dilui¢ces diferentes
(210.000 + 320.000) /2 = 265.000 > 270.000
Resultado: 2,7 x 10° UFC/g ou mL

4.2 Situagdes nas quais o numero de colbnias se encontra dentro dos limites do intervalo
de precisao e de repetibilidade em uma so6 diluigdo.

Para os exemplos abaixo, foi considerada a sele¢do de placas com numero de colbénias
contido no intervalo de precisdo e repetibilidade de 25 a 250 colbnias.

Quando, nas diversas diluicbes, o numero de colbnias em uma diluicdo encontra-se
dentro do limite de 25 a 250 colénias e na outra diluicdo encontra-se fora deste limite, o
resultado ndo sera expresso como estimado.

4.2.1 Mesma Diluicdo - placas em duplicata Calcular a média aritmética dos resultados
encontrados e multiplicar pela diluicdo correspondente.

Exemplo:
Dil: 1072 = 230 colbnias
Dil: 107 = 261 colbnias
(230+261) /2 = 245,5 x 1.000 = 245.500 _ 240.000
Resultado: 2,4 x 10 UFC/g ou mL

4.2.2 Dilui¢des diferentes

Exemplo 1:
Dil: 10 = 232 colénias
232 x 1.000 = 232.000

Dil: 10™* = 15 coldnias

15 x 10.000 = 150.000

(232.000 + 150.000) /2 = 191.000
Resultado final: 1,9 x 10° UFC/g ou mL

Exemplo 2:
Dil: 107 = 270 colbnias
270 x 1.000 = 270.000

Dil: 10™* = 29 coldnias

29 x 10.000 = 290.000

(270.000 + 290.000) /2 = 280.000
Resultado final: 2,8 x 10° UFC/g ou mL

4.3 Situagbes nas quais as placas apresentam resultados de contagem acima do
intervalo de precisdo e repetibilidade 4.3.1 Quando for possivel realizar a contagem em pelo
menos
uma das placas:

Para os exemplos abaixo, foi considerada a sele¢do de placas com numero de colbnias
contido no intervalo de precisdo e repetibilidade de 25 a 250 colbnias.

Quando todas as placas apresentarem mais de 250 colbnias na maior diluicao,
multiplicar o resultado encontrado em cada placa pelas respectivas diluicdes e calcular a média
aritmética.

Expressar o resultado como estimado.

Exemplo:
Dil: 10 = 380 coldnias
380 x 10.000 = 3.800.000
Resultado: 3,8 x 10° UFC/g ou mL est.

4.3.2 Quando o numero for excessivamente alto para contar Nunca expressar o



resultado como “muito numeroso para contar” ou “TNTC” (too numerous to count).

Escolher porcdes da placa que sejam representativas da distribuicdo das colénias em
toda placa e estimar o nimero de coldnias presentes.

4.3.2.1 Se houver menos de 10 coldnias por cm?

Contar as coldnias em 12 cm? selecionando 6 quadrados consecutivos dispostos
horizontalmente e 6 quadrados consecutivos dispostos em angulo reto com os quadrados
horizontais escolhidos.

Somar as contagens obtidas nos 12 quadrados e dividir o valor obtido por 12, de forma a
obter a média de colénias por cm? da placa.

Multiplicar o valor encontrado para cada cm? pela area da placa utilizada (placas padré&o
de plastico de 15 x 100 mm possuem area aproximada de 56 cm?) e, finalmente, multiplicar pela
diluicdo usada.

Expressar o resultado como estimado.

Exemplo:
Area das placas: 56 cm?
Maior diluicdo inoculada: 102

Quadrado 1: 7 colbénias Quadrado 5: 6 colbénias Quadrado 9: 8 colbénias
Quadrado 2: 7 colbnias Quadrado 6: 8 colbénias Quadrado 10: 6 colbénias
Quadrado 3: 6 colbnias Quadrado 7: 8 colbnias Quadrado 11: 9 colbnias
Quadrado 4: 8 colbnias Quadrado 8: 8 colbénias Quadrado 12: 7 colbénias

7+7+6+8+6+8+8+8+8+6+9+7 = 88/12 = 7,3 UFC por cm?
7,3 x 56 x 1.000 = 408.800
Resultado final = 4,1 x 10° UFC/g ou mL estimado.

4.3.2.2 Quando o numero de coldnias por cm? exceder a 10

Contar as colbnias em 4 quadrados representativos, somar os valores encontrados e
dividir por 4 para obter a média de colénias por cm? da placa.

Multiplicar o valor encontrado para cada cm? pela area da placa utilizada (placas padréo
de plastico de 15 x 100 mm possuem area aproximada de 56 cm? e, finalmente, multiplicar pela
diluicao usada.

Expressar o resultado como estimado.

Exemplo:
Area das placas: 56 cm?2
Maior diluicdo inoculada: 102
Quadrado 1: 35 colénias
Quadrado 2: 40 colbnias
Quadrado 3: 32 colbénias
Quadrado 4: 37 colbnias
35 + 40 + 32 + 37 = 144 / 4 = 36 UFC por cm?
36 x 56 x 1.000 = 2.016.000
Resultado final = 2,0 x 10% UFC/g ou mL est.

4.3.2.3 Quando o numero de coldnias por cm2 exceder a 100
Multiplicar a area da placa por 100 e ap6s multiplicar pela maior diluicdo usada.
Expressar o resultado como “maior que” (>) o niumero obtido.
Exemplo:
Placa de area de 56 cm?.
Diluices usadas: 1072, 102 e 107™*
Observou-se mais de 100 coldnias por cm? nas placas onde foi inoculada a maior
diluigcéo.
56 x 100 x 10.000 = 56.000.000
Resultado final = > 5,6 x 107 UFC/g ou mL est.
OBS: Nas situac¢des descritas acima, nos itens 4.2 e 4.3, o resultado também pode ser expresso como “maior
que 250 vezes amaior diluicdo utilizada”. Expressar o resultado como nimero estimado.
Exemplo:




102 (> 250)

1072 (> 250) = > 2.500.000

10 (> 250)

Resultado: > 2,5 x 10° UFC/g ou mL est.

4.4 Placas com col6nias invasoras

4.4.1 Quando a area invadida exceder 1/4 da area total, expressar o resultado como
"presenca de colbnias invasoras".

4.4.2 Quando a area invadida for inferior a 1/4 da area total, contar tanto as invasoras
como as normais. Quando as colbnias invasoras estiverem aglutinadas, contar como uma colbnia
e quando estiverem isoladas, contar uma a uma.

4.5 Contagem incoerentes

Quando o resultado da contagem da maior diluicdo for duas ou mais vezes maior que o
resultado obtido na diluicdo anterior, ou o da menor diluicdo for duas ou mais vezes maior que o
resultado obtido na diluicdo posterior, considerar como resultado final o valor da menor diluicéo.
Exemplo 1:

Dil: 10 = 140 col6nias (14.000)

Dil: 102 = 52 coldnias (52.000)

Resultado: 1,4 x 104 UFC/g ou mL

Exemplo 2:
Dil: 102 = 95 coldnias (9.500)
Dil: 102 = 2 coldnias (2.000)
Resultado: 9,5 x 104 UFC/g ou mL

4.6 SituagOes nas quais todas as placas encontram-se com numeros de coldnias abaixo
dos limites do intervalo de precisédo e repetibilidade.

Para os exemplos abaixo, foi considerada a selecdo de placas com nimero de colbnias
contido no intervalo de preciséo e repetibilidade de 25 a 250 colbnias.

Neste caso, o resultado deve ser expresso pelo nimero de colénias da placa de menor
diluicdo, por estimativa.
Exemplo:

Dil: 10 = 21 UFC

Dil: 10 = 2 UFC

21 x 100 = 2.100

Resultado 2,1 x 10° UFC/g ou mL est.

4.6.1 SituagBes nas quais todas as placas ndo apresentem crescimento de coldnias,
independente do intervalo de selecdo Quando em nenhuma placa for observado o crescimento
de colénias, emitir o resultado como estimado: <1,0 vezes a menor diluicdo utilizada.

Ex.: <1,0 x 101 UFC/g ou mL est.

4.7 Calculo de contagens quando é necessaria a confirmacdo de colbénias Tipicas (T) e
Atipicas (A)

Verificar qual das situa¢gdes descritas anteriormente devera ser aplicada.

Seguir a regra especifica para cada caso, contando e registrando, separadamente,
colbnias tipicas (T) e atipicas (A).

4.7.1 Quando todas as colbnias repicadas sao confirmadas pelos testes confirmativos
O resultado final da contagem sera igual ao numero obtido na contagem inicial
multiplicado pela diluicdo (de acordo com o determinado pela regra de contagem aplicada).

4.7.2 Quando nao se confirmam todas as coldnias repicadas
Quando o numero de colbnias confirmadas é diferente do nUmero de colbnias repicadas,
calcular o resultado final utilizando a seguinte formula:

R=Cxcxd
R



R = Resultado

C = ndmero de colbnias contadas

¢ = numero de coldnias confirmadas

r = nimero de colbnias repicadas

d = diluicdo utilizada
Exemplo:

Diluicdo 1072 = 30 colénias contadas, das quais 20 eram tipicas e 10 atipicas.

Para confirmacéo, foram repicadas 5 colbénias de cada tipo.

Quatro colbnias tipicas e duas atipicas apresentaram resultado positivo nos testes
confirmativos.

Aplicando-se a formula, teremos para coldnias tipicas:

Rt = 20x4 x100 = 1.600
5
Aplicando-se a férmula, teremos para colbnias atipicas:

Ra = 10x2x100 = 400
5

O resultado final sera igual a soma das coldnias tipicas e atipicas confirmadas:
Resultado final = Ry + R, = 1600 + 400 = 2000 = 2,0 x 10° UFC/g ou mL.

4.7.3 Quando for necesséario contar coldnias tipicas e atipicas em placas de diferentes
diluicdes

Nunca somar coldnias tipicas ou atipicas de diferentes diluicdes, pois coldnias atipicas
em uma determinada diluicdo poderdo se apresentar tipicas em diluicdes subseqlientes.
Submeter aos testes confirmativos, segundo a metodologia especifica para cada caso, 3 a 5
colbnias tipicas e 3 a 5 coldnias atipicas da diluicdo escolhida.

Calcular o numero de UFC/g ou mL somente apés a confirmacdo de cada tipo (T e A) em
uma mesma diluicdo.

Exemplo:

Diluicdo 1072 = 240 coldnias contadas, das quais 50 eram tipicas e 190 atipicas.

Diluicdo 107 = 20 colénias tipicas e 5 atipicas.

Como na diluicdo 102 o ndimero de coldnias se encontra fora do intervalo de precisdo e
repetibilidade, a diluicdo escolhida para confirmacéo foi 102. Destas, foram repicadas 5 coldnias
tipicas e 5 colbnias atipicas. Todas as colbnias tipicas e 4 atipicas apresentaram resultado
positivo nos testes confirmativos.

1072 Ry = 50x5x100 = 5000
5
Aplicando-se a férmula, teremos para colonias atipicas:
1072 Ry = 190x4x100 = 15.200
5

Col6énias confirmadas na diluicdo 1072 = 20.200 colénias
Resultado final serd a soma do niumero de coldnias confirmadas na dilui¢cdo escolhida:

Res final = 5.000 + 15.200 = 2,0 x104UFC/g ou mL.
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ANEXO V
PROCEDIMENTOS PARA O PREPARO, PESAGEM E
DESCARTE DE AMOSTRAS

1. CONSIDERACOES GERAIS

1.1. A pesagem e o preparo de amostras sdo pontos criticos de controle do processo
analitico.

1.2. O local deve estar higienizado antes do inicio da pesagem, conforme norma
especifica do laboratoério.

1.3. Deve ser feito um controle do ambiente, conforme norma especifica do laboratdrio.

1.4. O responsavel pelo procedimento deve, antes do inicio dos trabalhos, realizar a
assepsia das maos e antebracos.

1.5. Deve ser usado uniforme de uso exclusivo para a area analitica e Equipamento de
Protecao Individual (EPI), conforme estabelecido em normas especificas do laboratério.

1.6. Devem ser aplicados os procedimentos de verificagdo de balancas, conforme
procedimento especifico do laboratério.

1.7. O trabalho deve ser realizado perto da chama do bico de Bunsen, no caso de uso de
bancada, ou em fluxo laminar especifico para tal atividade.

1.8. A superficie de trabalho deve estar protegida por pano de campo embebido em
solugdo desinfetante ndo inflamavel, previamente testada.

1.9. Todo o material deve estar organizado e em condi¢cdes adequadas de uso antes do
inicio dos trabalhos.

1.10. N&o deve ser permitida a entrada e a permanéncia de pessoas estranhas no local,
principalmente durante a pesagem das amostras.

2. INSTRUGOES PARA MANUTENCAO E DESCARTE DE AMOSTRAS NO LABORATORIO

2.1 No laboratério, apés o recebimento, as amostras devem ser estocadas até o
momento da analise, conforme abaixo:

2.1.1 Refrigeradas pereciveis: As refrigeradas pereciveis devem ser mantidas sob
refrigeracédo e analisadas o mais rapidamente possivel. Aguardar no maximo até o dia seguinte.

2.1.2 Congeladas: As amostras congeladas devem ser mantidas no maximo a -
18 °C e analisadas em um prazo méaximo de 7 dias da colheita.

2.1.3 N&o pereciveis Amostras ndo pereciveis devem ser estocadas em lugar fresco,
protegidas da umidade e da luz, de forma que suas caracteristicas originais sejam mantidas, e
analisadas o mais rapidamente possivel.

2.2 Registros: Manter registros completos sobre as amostras recebidas e analisadas,
conforme estabelecido em procedimento especifico do laboratdrio.

2.3 Manutencdo das amostras ap6s a analise: Apo6s a retirada das aliquotas para andlise,
as amostras devem ser embaladas em sacos plasticos de primeiro uso, perfeitamente
identificadas e mantidas congeladas, conforme item 2.1.2.

As amostras estaveis em temperatura ambiente devem ser mantidas identificadas,
protegidas por saco plastico de primeiro uso ou adequadamente fechadas na embalagem
original, em temperatura ambiente e em local apropriado previamente estabelecido, conforme
item 2.1.3.

Todas as amostras, exceto agua, leite e outros produtos liquidos, os quais devem ser
descartados logo apés a realizagdo do procedimento analitico, devem ser mantidas nas
condi¢Bes acima especificadas por 10 dias. Apds esse prazo, as amostras devem ser descartadas
conforme item 2.4.

2.4 Descarte de amostras analisadas: Todas as amostras que derem entrada no
laboratério de microbiologia devem ser descartadas conforme procedimento especifico
estabelecido pelo laboratorio.

3. PREPARO DA AMOSTRA
Quando a metodologia indicar diluentes diferentes, como por exemplo para provas de:
Contagem de Microrganismos, Pesquisa de Salmonella, Pesquisa de Listeria monocytogenes,



Pesquisa de Vibrio cholerae, etc., fazer tantas pesagens por amostra quantas forem necessarias.

3.1 Enlatados: No recebimento de amostras de conservas enlatadas, verificar a
integridade das embalagens, observando se estdo amassadas, levemente tufadas ou com
microfugas aparentes.

Quando forem observadas quaisquer dessas alteragbes, proceder conforme estabelecido
no Capitulo 20 “Teste de Esterilidade Comercial para Alimentos de baixa acidez”.

3.1.1 Pré-incubagcdo de amostras visualmente normais: As amostras de conservas
visualmente normais devem ser incubadas a 36 *+ 1°C por 10 dias a 55 + 1°C por um periodo de
5 a 7 dias, conforme instru¢des abaixo:

- Retirar cuidadosamente a cinta de identificagéo;

- Lavar a lata com agua e detergente, usando esponja;

- Secar com flanela limpa e seca;

- Identificar a amostra com o nimero de protocolo do laboratério; - Recolocar a cinta de

identificacdo usando fita adesiva para prendé-la na amostra;

- Forrar a prateleira das estufas com papel filtro e incubar as amostras de forma que a
recravacgéo figue em contato com o papel filtro.

Verificar, ap6s o periodo de pré-incubacédo a 36 + 1°C e 55 + 1°C, se 0s recipientes ndo
sofreram tufamento. Verificar se o papel filtro apresenta manchas que possam evidenciar a
presenca de microfugas ou vazamentos.

Registrar como “sem alteracdo” quando ndo se observar qualquer alteracdo dos
recipientes e como “alterado” quando qualquer alteracdo for detectada. Descrever a alteracéo,
quando ocorrer.

3.1.2 Amostras que sofreram alteracdo durante a pré-incubacdo: Ao final da pré-
incubacédo, quando o papel filtro sobre o qual ficaram incubadas as latas estiver manchado,
evidenciando a presenca de microfugas, submeter a respectiva amostra a analise de aerdbios e
anaeroébios, mesoéfilos ou termdéfilos, de acordo com a temperatura da pré-incubacao.

3.1.3 Preparo das amostras ap6s a pré-incubacao: Fazer desinfeccdo da embalagem com
algoddo embebido em solucéo desinfetante e etanol 70% ou etanol 70° GL.

Posicionar a lata com borda n&o codificada para cima e costura lateral voltada para o
lado oposto ao analista.

Usando um abridor de latas metdlico, previamente esterilizado, abrir um pequeno
orificio.

Abrir a lata e transferir por¢des do conteudo para os meios de cultivo indicados.

3.2 Produtos UHT

No recebimento das amostras, verificar a integridade e alteragcdes nas embalagens logo
apos o recebimento.

As amostras que apresentarem qualquer alteracdo ndo devem ser analisadas. Fazer
constar do COA “amostra alterada”, incluindo informacdes sobre o tipo de alteracdo detectada.

3.2.1 Pré-incubagdo das amostras visualmente normais: Apés sofrerem limpeza e
desinfecdo, as amostras devem ser incubadas sobre folhas de papel filtro, em estufa a 36 + 1°C,
por um periodo de 7 dias.

As amostras cujas embalagens mostrarem qualquer alteracdo apdés o periodo de
incubacdo ndo devem ser analisadas. Emitir o resultado como “amostra alterada”, incluindo
informagdes sobre o tipo de alteragdo observada.

3.2.2 Preparo das amostras apds a pré-incubacéo

Produtos UHT liquidos:

Agitar ou inverter o recipiente com a amostra por 25 vezes.

Antes da abertura da embalagem, proceder a assepsia da mesma usando algodado
embebido em solucdo desinfetante e em seguida etanol 70% ou etanol 70° GL. Deixar secar.
Com auxilio de tesouras ou bisturis previamente esterilizados, cortar a embalagem e iniciar a
analise conforme indicado no Capitulo 3 “Contagem de microrganismos mesofilos aerdbios
viaveis capazes de causar alteracdo em produtos lacteos liquidos UHT”.

Produtos UHT pastosos e viscosos :

Antes da abertura da amostra, proceder a assepsia da embalagem usando algodao
embebido em solucédo desinfetante e em seguida etanol 70% ou etanol 70° GL.

Com auxilio de tesoura, previamente esterilizada, abrir a embalagem, e, usando



espatulas ou colheres estéreis, pesar, assepticamente, 25 + 0,2 g da amostra e transferi-la para
sacos de “stomacher” ou para frascos estéreis apropriados.

3.3 Produtos solidos:

Antes da abertura da amostra, proceder a assepsia da embalagem usando algodéo
embebido em solucéo desinfetante e etanol 70% ou etanol 70° GL.

Com auxilio de pingas, tesouras ou bisturis, previamente esterilizados, cortar e pesar,
assepticamente, 25 + 0,2 g da amostra colhida de varios pontos (superficie e profundidade) em
sacos para “stomacher”.

No caso de andlise de mexilhdes, antes de abrir as conchas, escova-las com agua e
sabdo, enxaguar bem em agua corrente e apés em agua estéril. Seca-las com gaze esterilizada
e abri-las assepticamente com o auxilio de faca ou bisturi. Preparar uma amostra composta, em
recipiente estéril, misturando de 10 a 12 exemplares e incluindo o liquido das conchas. Pesar 50
g dessa amostra composta e homogeneizar com 450 mL do diluente especifico. Dividir em duas
aliquotas de 250 mL e transferir para recipientes estéreis.

Frango inteiro resfriado - Pesar, assepticamente, aliquotas dos seguintes locais para o
preparo da amostra: peito, coxas ou asas, proximidades da cloaca e dorso, até completar as 25
+ 0,2 g da amostra, em sacos para “stomacher”.

Frango inteiro congelado - Antes da pesagem, as amostras devem ser descongeladas em
refrigerador por, no maximo, 18 horas.

Pesar da mesma forma que o frango inteiro resfriado.

Outros produtos carneos congelados - Antes da pesagem, as amostras devem ser
descongeladas em refrigerador por, no maximo, 18 horas. Pesar, entdo, assepticamente, 25 +
0,2 g da amostra em sacos para “stomacher”.

3.4 Semi-conservas: Antes da abertura da amostra, proceder a assepsia da embalagem
usando algoddo embebido em solucéo desinfetante e etanol 70% ou etanol 70° GL.

Com auxilio de pingas, tesouras, abridores metalicos ou bisturis, previamente
esterilizados, pesar assepticamente 25 + 0,2 g da amostra, colhida de varios pontos, em sacos
para “stomacher”.

3.5 Produtos pastosos e viscosos

Antes da abertura da amostra, proceder a assepsia da embalagem usando algodéo
embebido em solucéo desinfetante e etanol 70% ou etanol 70° GL.

Amostras de produtos pastosos: com auxilio de espatulas ou colheres, previamente
esterilizadas, pesar assepticamente 25 + 0,2 g da amostra colhida de varios pontos (superficie e
profundidade), em frascos erlenmeyer estéreis ou em sacos para “stomacher”.

Amostra de produtos liquidos densos (ex: iogurte): Agitar o recipiente que contém a
amostra para homogeneizagdo. Realizar a assepsia da embalagem usando algoddo embebido em
solucdo desinfetante e etanol 70% ou etanol 70° GL.

Com auxilio de espatulas ou colheres, previamente esterilizadas, pesar assepticamente
25 0,2 g em frasco erlenmeyer estéril ou em sacos plasticos para “stomacher”.

3.6 Agua

Agitar ou inverter o recipiente com a amostra por 25 vezes, ou ainda aspirar o conteudo
deste por 10 vezes com pipeta, auxiliado por pipetador, quando ndo houver espaco livre para a
homogeneizagéo.

Antes da abertura da embalagem, proceder a assepsia da mesma usando algodédo
embebido em solucéo desinfetante e etanol 70% ou etanol 70° GL.

Para pesquisa de Salmonella em agua usada em aquicultura e em &agua de “chiller”,
homogeneizar bem a amostra invertendo o recipiente por 25 vezes, e transferir 100 mL da
amostra para um frasco contendo 50 mL de agua peptonada 1% tamponada em concentracdo
tripla.

3.7 Outros Produtos Liquidos

Agitar ou inverter o recipiente com a amostra por 25 vezes.

Antes da abertura da embalagem, proceder a assepsia da mesma usando algodado
embebido em solucédo desinfetante e etanol 70% ou etanol 70° GL.

Quando nao houver espaco livre dentro do recipiente para homogeneizagdo da amostra,



aspirar o conteudo deste por 10 vezes com pipeta, auxiliado por pipetador.
Com auxilio de tesouras ou bisturis previamente esterilizados, cortar a embalagem e
retirar a aliquota analitica.

3.8 Produtos gordurosos

Antes da abertura da embalagem, proceder a assepsia da mesma, usando algodédo
embebido em desinfetante e etanol 70% ou etanol 70° GL.

Com auxilio de espatula estéril, pesar assepticamente 25 + 0,2 g da amostra, retirando
aliquotas de varios pontos da superficie e profundidade, em frasco erlenmeyer previamente
esterilizado, ou em sacos “stomacher”.

Colocar em banho-maria a 46 +1°C, por um periodo maximo de 15 minutos.

Somente apoés a liquefagcdo da amostra, adicionar o diluente previamente aquecido a 46 +1°C.

Agitar, de forma a obter uma suspensdo homogénea.

Para amostras de produtos gordurosos, utilizar o diluente especificado na técnica,
adicionado de 1% de Tween 80.

3.9 Produtos em po6 e granulados

Agitar ou inverter o produto por 25 vezes.

Antes da abertura da embalagem que contém a amostra, proceder a assepsia da mesma
usando algoddo embebido em solucéo desinfetante e etanol 70% ou etanol 70° GL.

Pesar, assepticamente, 25 + 0,2 g da amostra e transferir, cuidadosamente, para um
frasco erlenmeyer ou saco para “stomacher”.
OBS: Quando as embalagens forem sacos de 25 kg ou mais, ou quando as amostras forem colhidas em
vidros onde néo exista espaco livre para homogeneizagéo, transferir cerca de 500g do produto para um saco
estéril, e em seguida agitar ou inverter o saco com a amostra por 25 vezes.

Com o auxilio de tesouras ou bisturis previamente esterilizados, cortar a embalagem e
em seguida pesar, assepticamente, 25 *+ 0,2 g da amostra em sacos para stomacher, utilizando
espatula ou colher estéril.

3.10 Ovos

Ovos com casca: Lavar a casca de 5 a 7 ovos com escova e secar bem. Colocéa-los de
molho em solucdo de acido peracético 0,02% por 15 minutos. Apds, secar com algodao
embebido em etanol 70% ou etanol 70° GL.

Quebrar a casca assepticamente, transferindo a gema para recipiente estéril. Descartar
as claras. Misturar as gemas com auxilio de bastdo de vidro estéril. Pesar 25 + 0,2 g da mistura
de gemas em sacos para “stomacher”.

No caso de ovos de codorna, pesar 25 *+ 0,2 g de gema com a clara.

Ovo liquido integral e ovo em po6:

Pesar assepticamente 25 + 0,2 g da amostra em frasco erlenmeyer ou saco para
“stomacher”.
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ANEXO VI
PROCEDIMENTOS DE MICROSCOPIA

1. COMPONENTES BASICOS DO MICROSCOPIO
1.1 Estativa
E o corpo do microscépio que da suporte aos outros componentes.

1.2 Revolver porta objetivas

Suporte rotativo de objetivas, acoplado no brago da estativa.

1.3 Obijetivas

Tubos de lentes que formam a primeira imagem ampliada do objeto. Fornecida
geralmente nos aumentos 10x (vezes), 20x, 40x e 100x. As objetivas modernas de 40x vém
com a lente frontal mével para evitar danos a Idmina e a lente frontal. A objetiva de 40x
moderna possui diafragma-iris acionada por anéis para corregdo da espessura da laminula.

1.4 Tubo de observagao

Suporte de oculares. Existem trés tipos: monoculares, bioculares e trioculares. Neste
ultimo caso, o terceiro tubo serve para fixagdo da maquina fotografica.

1.4.1 Ajuste de dioptria

Dioptria é a diferenca de capacidade visual de cada olho.

Nos tubos destinados as oculares, existem controles giratorios que permitem o ajuste da
dioptria.

1.4.2 Ajuste da distancia interpupilar

Os tubos das oculares sdao moveis, para permitir o ajuste da distancia interpupilar, que
varia individualmente.

1.5 Oculares

Tubos com lentes por onde se realizam as observagdes microscépicas.

Fornecidos com aumentos de 10x e 16x.

Para maior comodidade dos usuarios de dculos, existem as oculares de campo amplo
que permitem a observagdo com os 6culos.

Estas lentes aumentam a imagem virtual formada pelas objetivas.

Se a objetiva for de 100x e a ocular de 10x, o resultado serd um aumento de 1.000x (10
x 100).

1.6 Platina

Mesa onde sdo colocadas as preparacfes para observacgGes microscopicas. Nelas, se
encontram acopladas o “charriot”, com comandos coaxiais que permitem a movimentagdao nas
coordenadas X e Y.

1.7 Charriot
O “charriot” serve para fixar a lamina microscépica e movimenta-la em todas as
diregdes.

1.8 Condensador

E um conjunto de lentes colocado logo abaixo da platina do microscépio que concentra e
fornece luz necessaria a iluminagdo do objeto em estudo.

O diafragma-iris do condensador (diafragma de abertura) é critico na formacao da
imagem.

Se estiver totalmente aberto, a imagem torna-se menos nitida devido a reflexdo da luz
ao longo do trajeto dtico e a outros fatores.

Quando muito fechado, se obtém menor resolucdo e diminuicdo da nitidez com o
aumento da refringéncia do material. Para se obter uma boa imagem, o condensador devera
estar mais préximo possivel da lamina.

Organismos de maior tamanho e mais refringentes, como ovos de helmintos e
protozoarios, tornam-se mais facilmente evidenciados com o condensador um pouco baixo e o
diafragma de abertura mais fechado.



1.9 Lentes auxiliares

Existentes em alguns modelos de microscépio que possuem lentes auxiliares abaixo do
condensador. Quando disponiveis sdo somente utilizadas junto com as objetivas de 10x
e 20x. Sem estas lentes, ndo é possivel obter uma boa iluminagdo do campo
microscdpico.

1.10 Diafragma de campo Situado na base da estativa e serve para controlar a
intensidade luminosa. Possui um diafragma-iris que pode ser aberto ou fechado através do anel
de controle.

1.11 Lente fosca
Esta localizada sobre o diafragma de campo e se destina a melhorar a difusdo do feixe
luminoso.

1.12 Lente luz do dia
Lente cinza azulada utilizada para que o feixe luminoso se aproxime da aparéncia da luz
natural. Geralmente é colocada sobre o diafragma de campo.

1.13 Controles de ajuste macrométrico e micrométrico
O controle macrométrico serve para focalizagdo inicial do objeto e o micrométrico para
ajustes finos de focalizacao.

1.14 Freio do controle macrométrico
Encontrado na maioria dos microscopios modernos junto ao controle macrométrico,
permitindo a regulagem de sua pressao.

1.15 Iluminador

Situado na parte posterior da base da estativa.

O feixe luminoso emitido pela lampada é conduzido através de um sistema de lentes até
o espelho, situado abaixo do diafragma de campo luminoso, que o conduz para o condensador,
passando pela lamina, objetiva e ocular.

1.16 Voltimetro
Para redugdo da energia elétrica de rede para a voltagem da lampada.

1.17 LAmpadas
Existem dois tipos: incandescentes e de halogénio. As de halogénios fornecem uma
iluminacdo mais eficiente.

2. MICROSCOPIA DE CAMPO CLARO

A microscopia de campo claro tem como aplicagdes a observagdo de microrganismos e
tecidos corados, a observacdo de objetos com bastante contraste a fresco, como helmintos e
seus ovos, € a observagdo de suspensées de bactérias sem tratamento prévio em
ldaminas escavadas.

Este tipo de microscopia baseia-se na formacdo de imagem pela multiplicacdo do
aumento da objetiva pelo aumento da ocular.

A formacdo de uma imagem nitida estad relacionada ndo s6 com o grande aumento das
objetivas, mas também com sua capacidade de resolugdo, que é o poder de separar dois pontos
muito préximos.

Uma ocular de grande capacidade pode produzir uma imagem maior que uma ocular
padrdo de 10x, mas como ndo havera um aumento correspondente do poder de resolucdo, ndo
mostrara maiores detalhes.

2.1 Acessorios

Os acessorios necessarios para microscopia de campo claro sdo:

a) Lente fosca;

b) Lente luz do dia;

¢) Oculares de campo amplo.

2.2 Procedimento



Ligar o cabo elétrico na tomada.

Ligar a lampada.

Colocar o preparado no microscopio.

Ajustar a distancia interpupilar (ver 1.4.2) e a dioptria (ver 1.4.1).

Colocar a objetiva de 10x no trajeto de luz.

Encostar o condensador na lamina.

Regular a intensidade luminosa com o botdo de ajuste correspondente, quando existir
este dispositivo. A intensidade luminosa deve ser ajustada para cada tipo de objetiva. Quanto
maior a capacidade de aumento, maior sera a necessidade de iluminagao.

Colocar a lente auxiliar em posigdo, nos microscopios com este dispositivo.

Fixar o preparado microscépico, montado em I|éaminas perfeitamente limpas, no
“charriot” e colocar na posicao desejada por meio dos controles coaxiais (Controles nas
coordenadas X e Y).

Focalizar com o macrométrico.

Realizar a focalizagdo fina com o controle micrométrico.

Movimentar o controle micrométrico para evidenciar estruturas existentes em varios
niveis do preparado.

Movimentar toda lamina através dos controles coaxiais de modo regular até encontrar a
estrutura procurada.

Se necessitar de maior aumento, colocar as lentes correspondentes em posicdo e
focalizar.

Nota: N&o utilizar lentes auxiliares em observagdes com objetivas de 40x e 100x, pois prejudicam a nitidez da
imagem.

A lente frontal do condensador devera estar na sua posigdo mais alta para que se possa
aproveitar toda a sua capacidade.

2.3 Observacao com aumento de 10x e 20x
Geralmente utilizada para organismos grandes como helmintos e seus ovos e para
focalizacdo de laminas.

2.4 Observagao com aumento de 40x

E possivel a observagdo de alguns organismos maiores ou células neste aumento.

E utilizado para pré-focagem do campo, pois torna mais cdmoda a focalizagdo fina com a
objetiva de 100x.

Para observacao com este aumento € necessario a utilizacdo de laminulas.

A espessura da laminula ndo deve ultrapassar a 0,17 mm.

Esta medida vem gravada na objetiva de 40x.

A espessura da montagem da peca (corte histoldgico ou esfregaco mais meio de
montagem e laminula) deve ser o mais fina possivel.

A espessura excessiva interfere na formacdao da imagem devido a difracdo da trajetoria
do feixe luminoso.

2.5 Observacdo com aumento de 100x (em dleo de imersé&o) E necessario utilizar éleo de
imersao para que os raios luminosos nao sejam desviados pela camada de ar entre a lente e a
[dmina.

- Focalizar o preparado com a objetiva de 40x;

- Colocar uma gota de dleo de imersdo sobre o preparado (6leo de imersdo deve
apresentar indice de refragcdo ne = 1,518 e de dispersdo de y = 43);

- Colocar a objetiva de imersao (100x) em posigao;

- Encostar a lente frontal da objetiva no dleo por meio da manipulacdo dos controles
coaxiais do “charriot”;

- Focalizar através do controle micrométrico.

2.6 Observacado de preparados frescos em laminas escavadas

Esta técnica se utiliza para a observagdo de movimento bacteriano em suspensdo sem
tratamento prévio;

- Colocar uma gota de suspensdo bacteriana sobre uma laminula, com uma pipeta de
Pasteur;

- Colocar uma pequena quantidade de vaselina sélida nos cantos da laminula com a



gota;

- Colar a laminula com a gota para baixo na area da escavacgdo da lamina;

- Focalizar com aumento de 10x e depois de 40x, com a area escavada da lamina para
cima.

Os organismos apresentam-se estaticos ou com movimentos retilineos, ondulantes,
espiralados, sempre progressivos.

Os movimentos trémulos sdo causados pelo movimento browniano que é provocado por
fendmeno fisico observado em meio fluido se diferenciando do movimento microbiano.

3. MICROSCOPIA DE CONTRASTE DE FASE

A microscopia de contraste de fase é utilizada para a observacdo de preparados sem
tratamento prévio com corantes (movimentos bacterianos, presenca de flagelos, estruturas
celulares).

Nesta técnica, a formacdo de imagem segue o principio fisico da interferéncia de ondas
luminosas em diferentes fases que se intensificam ou se anulam entre si.

3.1 Acessorios de microscopia de contraste de fase
3.1.1 Objetivas anulares de 10x, 20x, 40x e 100x
Sdo lentes com uma série de anéis concéntricos (anéis de fase).
3.1.2 Discos de diafragmas anulares

Sao discos acoplados sobre o condensador onde podemos colocar os diafragmas
anulares em posicdo, por meio de movimento em revolver. Os anéis de cada um correspondem
aos espacos existentes entre os anéis de fase da objetiva correspondente. Existem modelos em
que o condensador vem conjugado neste disco. O disco contém marcas indicando o aumento da
objetiva correspondente na sua borda externa, além da marca zero onde nenhum diafragma
encontra-se no trajeto luminoso.

3.1.3 Lente ou microscopio auxiliar

Usado para centralizacdo dos anéis de fase do diafragma anular. Tubo tipo telescépio
colocado no tubo de observagao para centralizacao dos diafragmas anulares.
3.1.4 Filtro verde para diafragma de campo

3.2 Procedimento

- Colocar o disco de diafragma anular correspondente ao aumento de cada objetiva;

- Ligar o microscoépio;

- Colocar o disco na posicdao zero e centralizar o diafragma de campo com a objetiva de
10x em posigao;

- Colocar a lente auxiliar no tubo de observacgao;

- Soltar o parafuso de fixagdo da lente frontal telescdpica da lente auxiliar e movimenta-
la para cima e para baixo, até obter uma imagem nitida dos anéis de fase das objetivas e dos
diafragmas anulares; fixar o tubo telescopico;

- Fazer com que os anéis de fase coincidam entre si através dos controles existentes nas
laterais de cada diafragma anular com auxilio da pequena chave que o acompanha. Realizar este
ajuste em todos os aumentos;

- Colocar o filtro verde sobre o diafragma de campo;

- Colocar uma gota da suspensdo de microrganismos em meio liquido ou diluida em
solugdo fisiolégica com uma pipeta de Pasteur, e cobrir com uma laminula;

- Seguir o mesmo procedimento para microscopia de campo claro, sempre utilizando o
diafragma anular com a objetiva correspondente.

Observacgdes:

- Listeria spp apresentam movimentos de tombamento sobre o seu proéprio eixo.
Campylobacter apresenta movimento tipico espiral (saca-rolha);

- O microscépio de contraste de fase pode ser utilizado para observagdes em campo
claro com o disco de diafragmas anulares colocado na posigao zero.

4. MICROSCOPIA DE CAMPO ESCURO

A microscopia de campo escuro aplica-se a observagdo de microrganismos vivos, sem
preparacao prévia.

Os raios luminosos sdao projetados obliqguamente sobre o preparado pela acao do
condensador cardidide e, quando encontram obstaculos com capacidade de desvia-los, como por



exemplo bactérias, sdo refratados e atingem a objetiva, formando uma imagem
com contorno brilhante no campo microscépico.

Quando ndo existe nenhum corpo que desvie estes raios, 0 campo microscopico aparece
escuro porque os raios obliquos ndo conseguem penetrar na objetiva.

4.1 Acessorio de microscopia de campo escuro

4.1.1 Condensador cardidide

Sdo condensadores que desviam obliquamente o trajeto dos raios luminosos originarios
da fonte luminosa. Existem dois tipos: o seco e o Umido.

O condensador Umido necessita de um meio liquido entre a lente frontal e a lamina, para
que o feixe luminoso possa atingir de forma correta a preparacao.

O condensador seco é mais pratico, mas a imagem formada ndo é muito nitida.

4.2 Procedimentos

- Colocar o condensador cardidide;

Colocar uma gota de dleo de imersao sobre a lente frontal do condensador; no caso de
condensador seco, este procedimento é dispensavel, entretanto a utilizacdo na forma Umida
aumenta a nitidez da imagem. O condensador seco é bastante Util para exames rotineiros de
grande quantidade de amostras como nos testes de microaglutinacdao para leptospiras.

- Colocar uma gota da suspensdao de microrganismos em meio liquido ou diluida em
solucdo fisiologica;

- Encostar a lente frontal do condensador na lamina;

- Focalizar com a objetiva de 10x;

- Fechar o diafragma de campo;

- Centralizar a imagem do diafragma de campo acionando os parafusos de centralizagao;

- Colocar outras objetivas em posicao e realizar o exame.

Observacdes

- A visualizagdo é de um campo escuro com microrganismos com halos brilhantes, em
movimentos retilineos, ondulatérios ou espiralados;

- As objetivas acima de 20x ndo sdo eficientes para este tipo de observacdo devido a
pequena capacidade de captagdo de luz;

- As laminas para campo escuro devem medir entre 0,8 a 1,1mm.

5. ILUMINACAO DE KOEHLER PARA MICROSCOPIO DE CAMPO CLARO

Esta técnica refere-se aos procedimentos gerais de regulagem do sistema 6tico de
microscopios.

Por meio deste método de iluminacdo, pode ser evitada a formacdo da imagem do
filamento da lampada no campo luminoso, com a obtengdo de melhor rendimento do sistema
otico.

5.1 Procedimento Centralizagcdo da lampada: nos microscopios que possuem
parafusos para centralizacdo da lampada, retirar as oculares e observar a imagem do filamento
da lampada.

Se ndo estiver centralizada, atuar sobre os parafusos de controles, até que a imagem
figue no centro do campo, ou, nos aparelhos em que isto ndo seja possivel, fechar o diafragma-
iris do condensador e movimentar o suporte da ldmpada para frente e para tras até que a
imagem do filamento da ldmpada seja projetada nitidamente no diafragma-iris.

Fixar o suporte da ldmpada e depois centralizar a imagem.

- Colocar em posicao a objetiva de 10x;

- Colocar a lamina com o preparado microscopico;

- Focalizar a lamina;

- Realizar o ajuste da distancia interpupilar;

- Focalizar através da objetiva sem o controle de ajuste de dioptria e depois ajustar o

foco para o outro olho por meio de manobras no controle de ajuste da dioptria;

- Afastar a lente auxiliar, quando existir;

- Fechar o diafragma de campo;

- Baixar e levantar o condensador até que a imagem da borda do diafragma de campo
surja nitidamente em foco;



- Centralizar a imagem do diafragma de campo através dos parafusos de controles
existentes no condensador;

- Levantar o condensador até a sua posicdo maxima;

- Para que o condensador funcione com o maximo rendimento, abrir totalmente o
diafragma de campo e fecha-lo até que comece a diminuir a intensidade luminosa;

- Centralizagdo do diaframa-iris do condensador:

Alguns modelos possuem diaframa-iris que precisam ser centralizados e possuem quatro
parafusos de controle, sendo dois para centralizacdo do condensador e dois para centralizagao
do diafragma-iris do condensador.

A centralizacdo do diafragma-iris pode ser realizada seguindo o processo de
centralizagdo do condensador.

O diafragma-iris do condensador deve ser fechado em torno de 1/3 de sua abertura
maxima para melhor eficiéncia do sistema 6tico.

O condensador deve ser colocado na sua posicdao mais alta para aproveitamento de toda
a sua eficiéncia.

6. UTILIZAGAO DE LAMINAS E LAMINULAS

As laminas devem ser transparentes, livres de manchas e devem medir um milimetro de
espessura. As laminulas devem medir 0,17 mm de espessura para permitir a formagdo de uma
boa imagem.

6.1 Preparo

- Lavar as ldaminas e laminulas com detergente comum, esfregando uma a uma;
- Enxagliar em agua destilada duas vezes para retirar os residuos;

- Secar e manter em frascos com alcool etilico comercial até o momento do uso.

6.2 Descarte

As técnicas de coloracdo nem sempre sdo suficientes para inativar o organismo presente
na lamina ou laminula.

As laminas e laminulas devem ser tratadas como as demais vidrarias de laboratério,
depositadas em frascos contendo desinfetante apds o uso e descartadas por meio de tratamento
pelo calor imido.

7. CUIDADOS COM O MICROSCOPIO

7.1 Durante o uso 7.1.1 Nunca soprar as lentes para retirar a poeira, pois
microparticulas de saliva podem se depositar nas lentes.

7.1.2 Nunca usar lengos faciais para limpeza de lentes pois estes podem conter
filamentos de vidro que riscam a lente. Poderdo ser usados tecido de linho ou algoddo hidrdfilo.

7.1.3 Nunca limpar as lentes com o tecido especial para limpeza de lentes seco.

7.1.4 Seguir rigorosamente as instrugdes do fabricante do equipamento quanto ao uso
de solventes para a limpeza.

7.1.5 Nunca usar alcool para limpeza de lentes, pois a cola usada na montagem das
mesmas é freqlientemente sollvel em alcool.

7.1.6 Limpar o oleo residual das objetivas ao final de cada uso com algodao hidroéfilo, ou
uma flanela macia, umedecido em xilol ou em éter-acetona 1:1.

7.1.7 Nunca deixar os orificios de conexdo das objetivas e oculares abertos.

Manté-los fechados por plug de protecdo adequados ou com as proprias oculares ou
objetivas.

7.1.8 Ndo tocar nas lentes com as maos.

7.1.9 Somente usar Oleo de imersdo que atenda a especificacdo estabelecida pelo
fabricante.

7.1.10 Nunca usar Oleo de imersdo para trabalhos com objetivas que ndo sejam de
imersdo. Estes dleos danificam as substdncias de montagem destas objetivas.

7.1.11 Os microscopios devem ser colocados em superficies isentas de vibragdes e ndo
sao recomendadas mudangas de localizagdo.

7.2 Limpeza
7.2.1 Corpo
Usar alcool ou uma flanela levemente umedecida com agua para limpeza do corpo do



microscoépio.

Quando usar a flanela Umida, secar imediatamente com uma flanela seca.

Lubrificar as partes moéveis com lubrificante derivado do petrdéleo, como a vaselina, ou
outro lubrificante recomendado pelo fabricante.

7.2.2 Lentes e partes oticas

Retirar a poeira usando ar expulso por bulbo de borracha. Para limpar as lentes, usar
tecido especial para limpeza de lentes levemente umedecido em solugdo limpadora (ex.: Kodak),
especifica para lentes de microscopios e equipamentos 6ticos.

Residuos de corantes podem ser retirados com algodao hidréfilo embebido em xilol.

8. CONSERVACAO DE MICROSCOPIOS
Esta instrugdo se destina a estabelecer procedimentos de limpeza e conservacdao de
microscdpios e a prevencdo contra fungos nos componentes oéticos.

8.1 Materiais necessarios

Pincéis de pélo natural desengordurado com alcool-éter;
Panos de algodao macio;

Xilol ou benzina;

Silica-gel;

Tabletes de paraformaldeido;

Vaselina liquida.

Oleo lubrificante fino para maquina de costura.

Solugao Eter-acetona 1:1.

8.2 Procedimento

Retirar a poeira das lentes com pincel. Nao usar espanador, pano ou camurca para este
fim.

As marcas de dedos ou manchas de gorduras devem ser removidas com panos
embebidos em benzina ou xilol. Ndo utilizar alcool que pode dissolver a cola que une as lentes.

A limpeza das objetivas deve ser limitada as lentes frontais e posteriores, roscas e
superficies externas.

Imediatamente apds finalizagdo do trabalho, limpar o 6leo de imersdo da objetiva com
flanela limpa e macia, embebida em solugdo 1:1 de éter-acetona.

Manter o instrumento em local ventilado e seco.

Os microscépios devem ser mantidos em ambiente com umidade relativa abaixo de
65%.

Os microscopios devem ser submetidos periodicamente ao arejamento, colocando-os
proximos a um ventilador.

Os pequenos componentes que nao se encontram em uso devem ser guardados em
compartimentos bem secos com silica-gel no seu interior, salvo instrugées em contrario do
fabricante.

A silica-gel hidratada toma a cor rdsea e pode ser regenerada em estufa a temperatura
de 120°C por algumas horas, recuperando a cor azulada.

Instrumentos quando guardados em caixas devem ser protegidos com tabletes de
paraformaldeido.

Cobrir os instrumentos que sdao mantidos no local de trabalho com protetor que permita
a ventilacdo e colocar tabletes de paraformaldeido sobre a platina.

As partes brilhantes, foscas ou fosfatadas devem ser protegidas com vaselina liquida
neutra.

Os parafusos de controle e de fixacdo de componentes devem ser retirados pelo menos
anualmente, lavados com solvente e lubrificados com 6leo, pois a graxa utilizada pelo fabricante
seca e dificulta a manobra com estas pegas. O mesmo deve ser realizado com a engrenagem do
“charriot”.

8.3 Condigdes consideradas inadequadas para o armazenamento

- Ambiente com umidade relativa do ar acima de 75%;

- Escuriddo e falta de movimento de ar;

- P6 e marcas de dedos nas superficies de vidro;

- Estocagem em caixa de madeira por longo periodo sem protecdo de desinfetantes ou



agentes dissecantes.
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ANEXO VIl
PROCEDIMENTOS DE COLORAGAO

1. OBJETIVO

As técnicas de coloracdo usadas em microbiologia se destinam a observacdo de
estruturas morfolégicas como esporos, flagelos e forma das células, diferenciando
microrganismos.

2. PREPARACAO DE ESFREGACO

Para sucesso na observacgéo, é necessario que o esfregaco seja bem feito, apresentando-
se em monocamadas, suficientemente concentrado de forma a facilitar a visualizag¢ao.

A secagem dos esfregacos deve ocorrer ao ar. Depois de secos, os esfregagcos podem ser
fixados com calor, passando rapidamente 2 a 3 vezes através da chama de bico de Bunsen.

3. COLORACAO DE GRAM

A coloracdo de Gram utiliza caracteristicas diferenciais das células bacterianas. Estas
caracteristicas diferenciais se referem a estrutura da parede celular dos microrganismos.

Os microrganismos que contém altos teores de &cido teicéico em sua parede celular se
coram, pela coloracdo de Gram, em azul intenso e sdo chamados de “Gram positivos”.

Os microrganismos que contém lipopolissacarideos na membrana externa somente se
coram com o contracorante, mostrando-se da cor do mesmo (vermelho), e sdo denominados
“Gram negativos”.

3.1 Reagentes

3.1.1 Cristal Violeta

Este composto cora toda a célula em azul intenso.
Preparo Solucao A

Cristal violeta (90-95% de pureza) - 2 g

Etanol 95% - 20 mL

Filtrar em papel de filtro.

Preparo Solucdo B

Oxalato de aménio - 0,2 g

Agua destilada - 80 mL

Preparo Solucao de trabalho

Misturar as solu¢des colocando-se a solucéo B sobre a A.
Deixar em repouso por 24 horas, filtrando em seguida. Estocar em frasco ambar.

3.1.2 Solucao de lugol (iodo iodeto de potassio)

O iodeto substitui o cloro do cristal violeta, formando um complexo insoltvel em agua.
Preparo da solucédo de trabalho:

Cristais de iodo (ou ressiblimado) - 1 g

lodeto de potéassio - 2 g

Agua destilada. - 300 mL

Misturar e deixar em repouso até dissolucao.

3.1.3 Descorante

A solucéo de etanol 95% - acetona atua como descorante. A descoloracdo ocorre apenas
nas células de microrganismos Gram negativos.

Alguns autores sugerem que o alcool altera a permeabilidade da membrana externa dos
organismos Gram negativos, devido a sua ac¢do sobre a membrana lipopolissacaridica,
permitindo a retirada do complexo cristal violeta-iodeto da célula.

Preparo da solugdo descorante de etanol - acetona:

Acetona - 10 mL

Etanol 95% - 100 mL

3.1.4 Safranina (contracorante)
A safranina atua como contracorante tornando as células Gram negativas coradas e
visiveis. As células de microrganismos Gram positivos provenientes de culturas velhas, lesadas



por qualquer motivo ou mortas, também podem ser coradas pela safranina.
Preparo do contracorante - Safranina O - Solugcdo estoque Safranina O - 2,5 mL
Etanol 95% - 100 mL
Solugéo de trabalho
Solugao estoque de safranina O - 10 mL
Agua destilada - 90 mL

3.2 Procedimento de coloracdo de Gram modificado por Hucker

Originalmente, a coloracdo descrita por Christiam Gram usava violeta de genciana, que é
uma mistura de cristal violeta com outros componentes. Hucker modificou 0 método substituindo
a violeta genciana pelo cristal violeta puro, que é muito estavel e permite uma melhor
diferenciacdo dos microrganismos.

a) Cobrir o esfregaco com cristal violeta por 1 minuto;

b) Retirar o excesso de cristal violeta;

¢) Cobrir com lugol por 1 minuto;

d) Escorrer e lavar suavemente em agua;

e) Descorar com &lcool-acetona ou etanol 95% por 1 a 5 segundos (até que a maior
parte do cristal violeta seja removido);

d) Lavar delicadamente em agua;

e) Adicionar solucdo de contracorante - safranina - por 30 segundos;

f) Lavar delicadamente em agua;

g) Deixar secar no ambiente.

4. COLORACAO DE GRAM PARA ANAEROBIOS

Esta coloragdo se baseia na substituicdo da safranina por arbol fucsina, que é mais
efetiva para a coloracdo de alguns anaerdbios Gram negativos e Legionella.

O aumento do tempo de exposicdo ao contracorante (carbol fucsina) permite uma maior
penetracdo do mesmo dentro destas células, o que as tornara mais facilmente visiveis.

Para anaerdbios o descorante usado € o etanol.

4.1 Procedimento de coloragéo

a) Corar o esfregacgo por 30 segundos com cristal violeta;

b) Retirar o excesso de cristal violeta;

¢) Cobrir com lugol por 30 segundos;

d) Escorrer e lavar com agua corrente (fluxo suave);

e) Descorar com etanol 95% por 30 segundos;

f) Lavar com agua corrente (fluxo suave);

g) Adicionar solugcdo de contracorante carbol fucsina por 1 minuto ou mais (solugéo
aquosa de fucsina basica 0,8% (m/v);

h) Deixar secar em ambiente.

5. TECNICAS DE COLORACAO PARA FLAGELOS

5.1 Coloracéo para flagelos

Os flagelos séo organelas das bactérias responsaveis pela motilidade, os quais possuem,
em sua constituicdo, moléculas protéicas denominadas “flagelinas”. O flagelo é formado por
milhares de monémeros polimerizados de flagelina ordenados de maneira a formar
um Unico flagelo.

Algumas dificuldades podem ser encontradas quando se deseja demonstrar este tipo de
estrutura em uma bactéria:

a) A producao de flagelos nas bactérias ndo € continua e € dependente de varios fatores
como temperatura, substrato, estagio do crescimento, etc;

b) Os flagelos podem ser acidentalmente removidos da bactéria pela pipetagem ou
homogeneizagdo muito vigorosa;
¢) O flagelo se despolimeriza facilmente, isto é, se dissocia
em mondémeros de flagelina com freqiiéncia (quando a temperatura
alcanca mais de 60°C, quando o pH se torna muito acido (pH 4,0) e
quando a célula estd em presenca de alcalis, de uréia e de solventes
organicos);

d) E necessaria a aplicacédo de técnicas para aumentar o diametro dos flagelos, de forma



a torna-los visiveis pelas técnicas microscopicas usualmente adotadas em laboratérios
microbioldgicos.

O &cido tanico contido no corante se ligara ao flagelo, tornando-o mais grosso. A
demonstracéo do flagelo ocorrera devido a ligacado do corante ao acido tanico.

5.2 Procedimento

a) Preparar cultura da bactéria em estudo sobre a superficie de agar infusdo de cérebro
ou em agar soja triptona (com ou sem sangue), incubando em temperatura e tempo adequados;

b) Transferir delicadamente uma alcada do crescimento para tubo contendo cerca de
3mL de &gua destilada. Inverter o tubo uma vez para homogeneizar a suspensao. Colocar uma
gota desta suspenséo sobre uma lamina e deixar secar ao ar;

¢) Cobrir a ldamina com o corante e deixar por 5 minutos, até que um brilho metélico
esverdeado cubra metade da area. Nao deixar o corante secar sobre a lamina;

d) Retirar o corante enxaguando com agua;

e) Secar;

f) Observar ao microscépio com objetiva de imersao.

5.3 Preparo do corante - Solucdo A

Fucsina (certificada para coloracdo de flagelo) - 0,5 g

Alcool etilico 95% - 50 mL

Misturar e deixar em repouso de um dia para o outro para dissolucao.

Preparo do corante - Solucdo B

Cloreto de sddio - 0,75 g

Acido tanico - 1,5 g

Agua destilada - 100 mL

Misturar vigorosamente as solugdes A e B.

A mistura de corantes pode ser usada até 2 meses ap6s o preparo, se mantida sob
refrigeracdo. Podera se formar um precipitado.

O precipitado ndo deve ser homogeneizado com o restante da solucdo durante
procedimento de coloragéo.

6. TECNICA PARA COLORACAO DE ESPOROS (Wirtz-Conklin)

6.1 Coloragdo com verde malaquita

A parede dos esporos constitui uma barreira eficaz contra a entrada e a saida de
materiais do esporo.

O tempo prolongado de exposicdo ao corante (verde malaquita), associado ao
aquecimento, permite o rompimento desta barreira obtendo-se, entdo, o esporo corado em
verde intenso. Como contracorante é utilizada a safranina, que cora outras estruturas em rosa,
facilitando a diferenciacdo dos esporos.

6.1.1 Preparo de solucdes

Solucao A : Verde malaquita 5%

Verde malaquita - 2,5 g

Agua destilada - 50 mL

Misturar e deixar em repouso de um dia para o outro para dissolucéo.

Solucao B: Safranina - Solugédo estoque

Safranina O - 50 g

Etanol 95% - 2000 mL

Solucao B: Safranina - Solugéo de trabalho

Solucéo estoque de safranina O - 300 mL

Agua destilada - 2700 mL

6.1.2 Procedimento

a) Preparar esfregaco e fixar pelo calor;

b) Cobrir o esfregaco com o corante verde malaquita;

¢) Aquecer agua em um becker até comecar a sair vapor.

Colocar a lamina sobre este becker, mantendo o corante aquecido por 5 minutos.
Alternativamente, cobrir a ldAmina com verde malaquita e aproximar o maximo possivel de uma
chama de bico de Bunsen e deixar até que desprenda vapor. Afastar do fogo e apdés 1 a 2
minutos
repetir a operacgéo por 3 a 4 vezes;



d) Lavar suavemente com agua. Evitar o choque térmico que
podera quebrar a lamina;

e) Contracorar com solucdo de safranina por 30 segundos;

f) Lavar e secar;

g) Observar ao microscépio com objetiva de imerséo.

7. COLORACAO PARA CORPUSCULOS DE INCLUSAO CRISTALINA

A deteccdo de corpusculos de inclusdo cristalina é uma das provas usadas para
caracterizar algumas variedades de Bacillus thuringiensis, sendo utilizada como prova diferencial
de Bacillus cereus.

Os corpusculos de inclusao cristalina de algumas variedades de Bacillus thuringiensis séo
cristais tetragonais de toxina, abundantes em culturas velhas (3-4 dias), que somente s&o
liberados apds a lise do esporangio.

Dois métodos estdo descritos para esta finalidade: coloragdo a quente, com solugao de
fucsina basica 0,5%, e coloracao a frio, com solucao corante a base de azul de Coomasie.

7.1 Coloragédo com fucsina béasica
a) Repicar a cultura em agar nutriente inclinado;
b) Incubar a 30 *+ 1°C por 24 horas e posteriormente em ambiente por 2 a 3 dias;
¢) Preparar esfregaco em lamina de vidro limpa;
d) Secar ao ar e fixar rapidamente passando sobre uma chama de bico de Bunsen; e Mergulhar
em alcool metilico, deixando em contato por 30
segundos. Retirar e deixar secar ao ar.

f) Corar com solucédo de fucsina basica 0,5% a quente (aproximaro maximo possivel de
uma chama de bico de Bunsen e deixar até que desprenda vapor. Afastar do fogo e apés 1 a 2
minutos repetir a operacao;
g) Esperar cerca de 30 segundos para que a lamina esfrie e
h) Observar ao microscépio com objetiva de imerséo.

Os corpusculos de inclusao cristalina do Bacillus thuringiensis se apresentam como
pequenos discos de bordas convexas (em forma de gréo de lentilha) de cor rosa intensa.

7.2 Coloragéo com azul de Coomasie

7.2.1 Preparo da solucdo Corante - azul de Coomasie
Azul coomasie - 0,25 g

Metanol - 50 mL

Acido acético glacial - 7 mL

Agua destilada - 100 mL

7.2.2 Procedimento

a) Repicar a cultura em agar nutriente inclinado;

b) Incubar a 30 + 1°C por 24 horas e, posteriormente, em ambiente por 3 a 4 dias;

c) Preparar esfregaco em lamina de vidro limpa;

d) Secar ao ar e fixar rapidamente passando sobre uma chama de bico de Bunsen;

e) Cobrir o esfregaco com a solugdo de azul de Coomasie por 3 minutos;

f) Escorrer e lavar suavemente com agua corrente;

g) Secar;

h) Observar ao microscépio com objetiva de imerséo.

Os corpusculos de inclusao cristalina do Bacillus thuringiensis se apresentam como
estruturas tetragonais de cor azul intensa.

7.3 Alternativamente, pode ser utilizada a coloracdo de Wirst-Konklin (verde malaquita)
para corar os corpusculos de incluséo cristalina.

Os corpusculos de inclusao cristalina do Bacillus thuringiensis se apresentam como
estruturas tetragonais de cor rosa, enquanto os esporos se coram em verde.

8. COLORAGAO DE GRAM - CARBOL FUCSINA MODIFICADA POR HUCKER PARA Campylobacter

8.1 Procedimento
a) Preparar esfregacgo dos cultivos suspeitos;



b) Deixar secar ao ar e fixar delicadamente passando sobre uma chama de bico de
Bunsen;

c) Corar pelo método de Gram modificado por Hucker;

d) Corar por 1 minuto com cristal violeta oxalato de aménio;

e) Lavar com agua;

f) Cobrir com lugol por 1 minuto;

g) Lavar com agua;

h) Descorar com etanol 95% até que saia todo o corante;

i) Lavar com agua;

j) Contracorar com carbol fucsina por 10 a 20 segundos;

k) Lavar com agua;

I) Secar e examinar em microscéopio de campo claro com objetiva de imerséo.

Todos os cultivos de Campylobacter se apresentam como bastonetes Gram negativos,
curvos ou espiralados, com arranjo tipico em forma de asa de gaivota.

Preparo dos corantes de Gram modificados por Hucker para Campylobacter

8.2.1 Solucado Corante Cristal violeta-oxalato de amonio

Solugéo A

Cristal violeta (90-95% de pureza) - 2,0 g

Etanol 95% - 200 mL

Solugcdo B

Oxalato de Ambnio - 8,0 g

Etanol 95% - 800 mL

Preparo da solugéo final

Misturar a solucdo A e B. Deixar em repouso por uma noite ou mais em temperatura
ambiente. Filtrar em filtro de papel grosso.

8.2.2 Preparo da solucdo de lugol para coloracédo de Campylobacter

Cristais de iodo ou iodo ressiblimado - 1,0 g

lodeto de potassio - 2,0 g

Agua destilada - 300 mL

8.2.3 Descorante
Etanol 95%

8.2.4 Preparo da carbol Fucsina 0,3%
Solucgéo A:

Fucsina basica - 0,3 g

Alcool etilico - 10 mL

Solucgao B:

Fenol (cristais fundidos) - 5,0 mL
Agua destilada - 95 mL

Misturar as solucdes A e B.

9. COLORACAO PARA OBSERVACAO DE MOVIMENTO BROWNIANO DE ESPOROS (Paenibacillus
larvae)

a) Preparar o esfregagco em uma laminula limpa;

b) Secar ao ar ou sob o calor de uma lampada;

¢) Fixar sob o calor de uma lampada ou fixar passando, rapidamente, por 2 ou 3 vezes,
sobre uma chama de bico de Bunsen.

Os esporos de P. larvae nao se fixam na laminula;

d) Corar com solucéo carbol-fucsina por 10 segundos;

e) Tirar o excesso de corante, deixando escorrer;

f) Cobrir uma lamina de vidro com uma camada fina de 6leo de imersédo e sobre esta
colocar a laminula ainda imida, em posigdo invertida, preparada conforme descrito acima;

g) Observar em microscépio com objetiva de imerséao.

Os esporos se coram em rosa mais intenso que as células e apresentam movimento
vibratério (movimento Browniano).
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ANEXO VIII
PROCEDIMENTOS PARA EMISSAO DE RESULTADOS
CERTIFICADO OFICIAL DE ANALISE (COA)

Os resultados das analises microbiologicas deverdao ser emitidos a méao, no proprio
Certificado Oficial de Anélise (COA) que acompanha a amostra.

No COA deverao constar as assinaturas do analista e do
responsavel pelo setor de microbiologia e seus respectivos carimbos,
bem como as datas do inicio e término das analises.

Caso haja necessidade de se fazer alguma observacgao pertinente
a analise além do resultado , utilizar o campo destinado a
“observacdes”.

No caso de rasura durante o preenchimento, danificacdo ou inutilizagdo (por qualquer
motivo) do COA, substitui-lo por outro em branco, copiando todas as informag¢fes do certificado
original. Neste caso, no campo 16, devera constar “COA substituido no laboratério” e a
assinatura ou rubrica da pessoa que o substituiu.

2. CODIGOS DAS ANALISES

No campo referente aos resultados, devera constar o n® de codigo de cada analise
realizada. Os cdédigos a serem usados sd0 0s seguintes:

MO1 - Contagem de Bacillus cereus;

MO2 - Pesquisa de Paenibacillus larvae subsp. larvae;

MO3 - Pesquisa de Listeria monocytogenes;

MO4 - Contagem de Clostridium Sulfito Redutores;

MO5 - Contagem de Clostridium perfringens;

MO06 - Contagem de coliformes totais;

MO7 - Contagem de coliformes termotolerantes;

MO8 - Contagem de bolores e leveduras;

M09 - Contagem padrao de microrganismos mesofilos aerdbios estritos e facultativos

viaveis;

M14 - Contagem de Staphylococcus aureus;

M15 - NMP de Staphylococcus aureus;

M16 - NMP de coliformes totais;

M17 - NMP de coliformes termotolerantes;

M19 - NMP de Vibrio parahaemolyticus;

M20 - Pesquisa de Salmonella;

M21 - Pesquisa de microrganismos mesofilos aerébios;

M22 - Pesquisa de microrganismos termofilos aerébios;

M23 - Pesquisa de microrganismos mesofilos anaerdbios;

M24 - Pesquisa de microrganismos termoéfilos anaerdbios;

M25 - Pré-incubagéo a 35°C por 10 dias em produtos enlatados;

M26 - Pré-incubagdo a 55°C por 5 a 7 dias em produtos enlatados;

M29 - Pré-incubagao por 7 dias a 36°C em produtos UHT;

M30 - Contagem de microrganismos mesofilos aerdbios viaveis a 30°C;

M31 - NMP de microrganismos mesofilos aerdbios viaveis a 30°C;

M32 - Contagem total de Enterobactérias.

3. EXPRESSAO DOS RESULTADOS

Os resultados deveréo ser expressos de acordo com o indicado abaixo:

3.1 Resultados de provas de contagem

O resultado final serd expresso em UFC/g ou mL, levando-se em conta a diluicdo
empregada, seguindo as orienta¢cbes contidas no Anexo IV, “Procedimentos para contagem de
colénias”, deste Manual.

3.2 Resultados de provas de NMP

O resultado final sera expresso em NMP/ mL ou g , ou ainda NMP/100 mL, no caso de
analise de agua de abastecimento e gelo, de acordo com o Anexo Ill, “Procedimentos basicos de
contagem”, deste Manual.

3.3 Resultados de provas de pesquisa O resultado final devera ser expresso como:



Auséncia ou Presenca em 20 mL (P.larvae subsp. larvae).

Auséncia ou Presenca em 25 g ou mL (outros microrganismos).

Auséncia ou Presenca em 100 mL (para aguas de estabelecimentos exportadores para a
Comunidade Econdmica Européia).

3.4 Provas de Pré-incubacao de enlatados e produtos UHT

Expressar o resultado como “Alterado” ou “Sem alteracao”.

3.4.1 Teste de esterilidade comercial

Para as analises M21, M22, M23 e M24, expressar o resultado como “Negativa” ou
“Positiva”.

3.5 EMISSAO DE RESULTADOS POR LABORATORIOS CREDENCIADOS

Cada laboratério credenciado pela Coordenacdo de Laboratdrio Animal (CLA) para
realizacdo de analises microbiolégicas devera elaborar um certificado para emissdo dos
resultados oficiais e submeté-los a aprovagédo da CLA, pois estes laboratérios ndo poderao emitir
os resultados de andlise no Certificado Oficial do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, encaminhado pelo Servico de Inspecdo Federal (SIF) juntamente com as
amostras oficiais.
Os laboratoérios credenciados deverdo seguir os mesmos critérios aqui estabelecidos para a
emisséo de resultados oficiais.



ANEXO IX
MEIOS DE CULTURA

Meios de cultura desidratados fornecidos por diferentes fabricantes podem
apresentar pequenas diferengas em suas composicoes.

Observar atentamente a quantidade necessaria de meio desidratado, em
gramas por litro de meio a ser preparado, o modo de preparo, o tempo e a
temperatura de esterilizagdo em cada caso.

Ao adquirir meios de cultura, observar atentamente a formulagdo, comparando-
a com aquela indicada neste manual. As vezes, as diferentes marcas utilizam
diferentes termos para uma mesma substancia. Por exemplo, os termos triptona e
tripticase referem-se a peptona de casema obtida por digestao triptica ou pancreatica.
Assim, os produtos Agar tripticase soja, Agar soja tr|ptona Caso Agar (antigo Casoy)
referem-se a um produto que contém peptona de caseina (obtida por digestdo triptica
ou pancreatica) e peptona de farinha de soja.

Como medida de seguranca, as substancias componentes dos meios de cultura,
das solugbes e dos reagentes incluidas nos anexos estdo sinalizados com uma letra,
indicando o grupo de risco ao qual pertencem, sendo:

N = nocivo;
I = irritante;
T = téxico;

= hidropoluente;
= perigoso para o meio ambiente;

C = corrosivo;

O = oxidante;

F = inflamavel;

E = explosivo;

M = mutagénico;

Co = comburente.

Recomenda-se que, antes da manipulacdo e descarte das referidas substéancias,
sejam consultadas fichas proprias ou manuais de seguranca, visando o reconhecimento
dos principais riscos inerentes e das medidas indispensaveis para prevenir ou evitar a
ocorréncia de acidentes e minimizar os danos a salde do usuario e ao meio ambiente.

1. Agar azul de toluidina - DNA

Pesar separadamente os seguintes ingredientes:

Agar DNAse - 4,2 g

Cloreto de sédio- 1,0 g

Tris (Hidroximetil) aminometano(I*). - 0,61 g

Solugdo de Azul de Toluidina(H) 1 % - 0,92 mL

pH 9,0+0,2

(H) -hidropoluente

(I*) - irrita os olhos e a pele

Adicionar 100 mL de Aagua destilada/deionizada aos componentes da
formulacdo, com excecao do azul de toluidina.

Agitar com auxilio de bastdo de vidro até completa dissolugdo.

Deixar repousar por 15 minutos.

Aquecer até completa dissolugdo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratorio.

Adicionar a solucdo de azul de orto-toluidina.

N&o é necessario esterilizar.

Distribuir em placas cerca de 25 mL e deixar solidificar em superficie plana.



2. Agar Bacillus larvae (ABL)

Preparar, separadamente, aliquotas de 100 mL de agar cereus (PEMBA) base,
agar soja triptona e agar estoque de acordo com o descrito neste capitulo para cada
um dos meios especificos.

Fundir os meios e resfriar até 47 £1°C, mantendo em banhomaria.

Em um erlenmeyer estéril, com capacidade minima de 500 mL, misturar:

Agar cereus (PEMBA) base - 100,0 mL

Agar soja triptona (TSA) - 100,0 mL

Agar estoque - 100,0 mL

Emulsdo de gema de ovo a 50% estéril (*) - 30,0 mL

Solugao de acido pipemidico(H) 0,2% (**) - 3,0 mL

Solugao de acido nalidixico(H) 0,1% (**) - 3,0 mL

*) - Ultimo ingrediente a ser misturado para evitar a formacdo excessiva de
espuma.

(**) - esterilizadas por filtracdo

(H) - hidropoluente.

Homogeneizar bem e distribuir cerca de 20 mL em placas estéreis.

Deixar solidificar em superficie plana.

Identificar, datar e armazenar adequadamente.

Antes do uso, secar as placas invertidas, semi-abertas, em estufa a 45-50°C
por cerca de 15 minutos.

3. Agar Baird-Parker

Pesar o agar Baird-Parker de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporgao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado e adicionar o volume de 4agua
destilada/deionizada correspondente.

Deixar repousar por 15 minutos.

Aquecer até completa dissolugdo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir em frascos apropriados, datar e identificar o volume.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

A composicao basica do agar Baird Parker devera ser a seguinte, por litro de
meio:

Extrato de carne - 5,0 g

Triptona - 10,0 g

Extrato de levedura - 1,0 g

Piruvato de sédio - 10,0 g

Glicina-12,0g

Cloreto de litio(N/I).- 5,0 g

Agar - 20,0 g

pH 6,8 £ 0,2

(N) - nocivo por ingestao (I ) - irrita os olhos e a pele

Antes do plagueamento, fundir e resfriar até cerca de 50°C.

A cada litro de meio base, adicionar 50 mL de emulsdo de esterilizada por
filtracao.

Homogeneizar bem e distribuir em placas, tomando o cuidado de evitar a
formacdo de espuma.

Antes do uso, secar as placas a 45-50°C por cerca de 15 minutos, abertas e
invertidas, apoiando a base com a superficie do agar invertido sobre a borda da tampa
da placa.



Pode-se ainda utilizar o fluxo laminar para secar as placas de Baird Parker,
mantendo-as semi-abertas, sem inverté-las, pelo tempo necessario para a secagem
completa de sua superficie.

4. Agar batata glicose 2%

Pesar o agar batata glicose 2% de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporcao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por cerca de 15 minutos.

Aquecer até completa dissolucao.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de acordo com a necessidade.

Identificar e datar.

Esterilizar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.

A composicao basica do agar batata glicose 2% devera ser a seguinte, por litro
de meio:

Infusdo de 200g de batata - 4,0 g

Glicose - 20,0 g

Agar-15,0g

pH 5,6 £ 0,1

Fundir o agar batata e resfriar até a 46-48°C.

Adicionar cerca de 1,5 mL de solugdo aquosa de acido tartarico 10% para cada
100 mL, de forma a baixar o pH até 3,5.

Homogeneizar. Verter nas placas cerca de 15 a 20 mL.

Deixar solidificar em superficie plana.

Identificar, datar e armazenar adequadamente.

Antes do uso, secar as placas a 45-50°C por cerca de 15 minutos, abertas e
invertidas, apoiando a base com a superficie do agar invertido sobre a borda da tampa
da placa ou em fluxo laminar expondo a superficie pelo tempo necessario para a
completa secagem.

5. Agar cérebro-coracdo (ABHI)

Pesar o agar cérebro-coracdo (ABHI) de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporgao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado e adicionar o volume de 4agua
destilada/deionizada correspondente.

Aquecer até completa dissolugdo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de acordo com a necessidade e tampar.

Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 19C por 15 minutos.Armazenar adequadamente.

A composigdo basica do agar cérebro-coracdo devera ser a seguinte, por litro de
meio:

Infusdo de cérebro de carneiro - 12,5 g

Infusdo de coragao - 5,0 g

Proteose-peptona - 10,0 g

Cloreto de sodio - 5,0 g

D (+) glicose - 2,0 g

Agar - 15,0 g



pH 7,4 £ 0,2

6. Agar cereus (PEMBA)

Pesar o meio desidratado de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporgao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado e adicionar o volume de 4agua
destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por 15 minutos.

Aquecer até completa dissolugao.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de 90 mL em frascos.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

A composicao basica do agar cereus (PEMBA) base devera ser a seguinte, por
litro de meio:

Peptona - 1,0 g

Manitol - 10,0 g

Cloreto de sédio - 2,0 g

Sulfato de magnésio - 0,1 g

Fosfato de sédio bibasico - 2,5 g

Fosfato de potassio monobasico - 0,25 g

Azul de bromotimol - 0,12 g

Piruvato de soédio - 10,0 g

Agar-14,0g

Ph7,2+0,2

No momento da utilizagdo, adicionar a 90 mL de agar base fundido e resfriado a
49-50°C:

a) 10 mL de emulsdao de gema de ovo a 50%;

b) 1 mL de sulfato de polimixina B(H) a 0,1% esterilizada por filtracao.

(H) - hidropoluente

Homogeneizar, tomando o cuidado para ndo formar espuma, e distribuir cerca
de 15 mL em placas estéreis.

Deixar solidificar em superficie plana.

Identificar e datar.

Manter as placas sob refrigeracao, protegidas de modo a evitar desidratacao.

Antes do uso, secar as placas a 45-50°C por cerca de 15 minutos, abertas e
invertidas, apoiando a base com a superficie do agar invertido sobre a borda da tampa
da placa ou em fluxo laminar expondo a superficie pelo tempo necessario para a
completa secagem.

7. Agar Columbia-base

Preparar o agar Columbia-base de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporgao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por cerca de 15 minutos.

Aquecer até completa dissolugdo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de acordo com a necessidade.

Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.



A composicao basica do agar Columbia-base devera ser a seguinte, por litro de
meio:

Peptona especial - 23,0 g

Amido soltvel - 1,0 g

Cloreto de sodio - 5,0 g

Agar-15,0g

pH 7,3 £ 0,2

8. Agar Columbia-CNA com sangue desfibrinado de carneiro ou de
cobaio.

Preparar o agar Columbia-base de acordo com o indicado no item anterior, e
adicionar 2 mL de solucdo 1% de acido nalidixico por litro de meio.

Antes da utilizacdo, fundir o meio e deixar resfriar em banho- maria até 49-
500C .

Distribuir cerca de 12 mL do agar base em placas de Petri estéreis.

Deixar solidificar em superficie plana.

Com pipeta, distribuir sobre a superficie do agar previamente distribuido e
solidificado 5 mL de agar Columbia-CNA adicionado de 5% de sangue desfibrinado de
carneiro ou de cobaio, tomando o cuidado para que se distribua homogeneamente
sobre toda a superficie.

Deixar solidificar e manter sob refrigeracdo, protegidas de modo a evitar e
desidratacdo, por até duas semanas.

9. Agar com extrato de levedura

Pesar, separadamente, os componentes do agar com extrato de levedura
conforme a formulagdo abaixo de acordo com o volume de meio a ser preparado.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por 15 minutos.

Aquecer até completa dissolugdo.

Verificar necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de acordo com a necessidade, tampar e identificar
adequadamente.

Autoclavar a 121 £ 19C por 15 minutos.

A composicdo basica do dgar com extrato de levedura deverd ser a seguinte,
por litro de meio:

Agar - 20,0 g

Extrato de levedura - 10,0 g

pH 7,4 £ 0,2

10. Agar cristal violeta vermelho neutro bile (VRBA)

Pesar o agar cristal violeta vermelho neutro bile de acordo com o volume de
meio a ser preparado, respeitando a proporcao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado e adicionar o volume de 4agua
destilada/deionizada correspondente.

Deixar repousar por 15 minutos.

Aquecer até completa dissolugdo.

Normalmente, ndo é necessario esterilizar este meio, porém, se for preciso,
este meio pode ser autoclavado a 121°C £ 1°C por 5 minutos.

A composicdo basica de agar cristal violeta vermelho neutro bile devera ser a
seguinte, por litro de meio:

Peptona de carne - 7,0 g



Extrato de levedura - 3,0 g
Lactose - 10,0 g
Cloreto de sédio - 5,0 g
Sais biliaresn® 3-1,5¢g
Vermelho neutro (N*).- 0,03 g
Cristal violeta (N/I/H/P)..- 0,002 g
Agar - 15,0g
pH 7,4 £ 0,2
(N*) - nocivo por ingestao, por contato com os olhos e pele
(N) - nocivo por ingestao
(I ) - pode causar lesbes oculares graves
(H) - muito téxico para os organismos aquaticos
(P) - a longo prazo, pode causar efeitos negativos no meio ambiente aquatico

11. Agar cristal violeta vermelho neutro bile glicose(VRBG)

Pesar o agar cristal violeta vermelho neutro bile glicose de acordo com o
volume de meio a ser preparado, respeitando a proporcdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar repousar por 15 minutos.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Aquecer até completa dissolucao.

Normalmente, ndo é necessario esterilizar este meio, porém, se for preciso,
este meio pode ser autoclavado a 121°C £+ 1°C por 5 minutos.

A composicdo basica de agar cristal violeta vermelho neutro bile glicose devera
ser a seguinte, por litro de meio:

Peptona de carne - 7,0 g

Extrato de levedura - 3,0 g

Glicose - 10,0 g

Cloreto de sédio - 5,0 g

Sais biliaresn® 3-1,5¢g

Vermelho neutro (N*).- 0,03 g

Cristal violeta (N/I/H/P.- 0,002 g

Agar-13,0g

pH: 7,4 £ 0,2

(N*) - nocivo por ingestao, por contato com os olhos e pele

(N) - nocivo por ingestao

(I ) - pode causar lesbes oculares graves

(H) - muito toxico para os organismos aquaticos

(P) - a longo prazo pode causar efeitos negativos no meio ambiente aquatico

12. Agar eosina azul de metileno (EMB)

Pesar o agar EMB de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporcgdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Deixar em repouso por cerca de 15 minutos.

Aquecer até completa dissolugdo.

Distribuir volumes de acordo com a necessidade.

Identificar e datar.



Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.
Armazenar adequadamente.

A composicdo basica do agar EMB devera ser a seguinte, por litro de meio:
Peptona de carne - 10,0 g

Lactose - 10,0 g

Fosfato de potassio bibasico - 2,0 g
Eosina amarela - 0,4 g

Azul de metileno (N/H). - 0,065 g

Agar - 15,0 g

pH 7,0 £ 0,2

(N) - nocivo por ingestao

(H) - substancia muito perigosa para agua

13. Agar esculina

Pesar o agar esculina de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporcgdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por cerca de 15 minutos.

Aquecer até completa dissolucdao do agar.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de 3 a 5 mL em tubos.

Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.

A composicdao basica do agar bile esculina deverd ser a seguinte, por litro de
meio:

Extrato de carne - 3,0 g

Peptona de carne - 5,0 g

Esculina-0,1g

Citrato férrico - 0,5 g

Agar - 14,5¢g

pH 6,6 £ 0,2

14. Agar estoque

Pesar, separadamente, os ingredientes de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporgao indicada em sua formulacdo.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por 15 minutos.

Aquecer até completa dissolucao.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratorio.

Distribuir em tubos volumes que permitam a formacdo de um bisel longo.

Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Apos autoclavacédo, deixar os tubos solidificarem em posicdo inclinada.

Quando o meio for destinado a estocagem de culturas referenciais, distribuir em
tubos pequenos com tampa de rosca ou em frascos tipo penicilina, deixando solidificar
em posigao vertical.

Armazenar adequadamente.

A composicdo basica do agar estoque devera ser a seguinte, por litro de meio:



Peptona bacterioldgica - 13,8 g
Extrato de levedura - 6,0 g
Extrato de carne - 12,2 g
Cloreto de sédio - 10,0 g
Fosfato de sodio bibasico - 2,0 g
Agar - 15,0g

pH 7,4 £ 0,2

15. Agar fenilalanina

Pesar o agar fenilalanina de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporcgdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por cerca de 15 minutos.

Aquecer até completa dissolucdao do agar.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir em tubos volumes de 3 a 5 mL.

Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.

A composicdo basica do agar fenilalanina devera ser a seguinte, por litro de
meio:

Extrato de levedura - 3,0 g

Cloreto de sédio - 5,0 g

DL-Fenilalanina - 2,0 g

Fosfato de sédio monobasico - 1,0 g

Agar-15,0g

pH 7,3 £ 0,2

16. Agar ferro dois acicares (Agar Kligler)

Pesar o agar ferro dois aclUcares de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporgao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar repousar por cerca de 15 minutos.

Aquecer, sob agitagdo, até completa dissolucdo do meio.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volume compativel com o tubo disponivel, capaz de, quando inclinado,
formar uma base de + 3,0 cm de altura e, sobre ela, um bisel de 2 a 3 cm.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

A composigdo basica de agar ferro dois acUcares devera ser a seguinte, por litro
de meio:

Extrato de carne - 3,0 g

Extrato de levedura - 3,0 g

Peptona de caseina - 15,0 g

Peptona de carne - 5,0 g

Cloreto de sédio - 5,0 g

Lactose - 10,0 g

D (+)Glicose - 1,0 g

Citrato férrico - 0,3 g

Tiosulfato de sédio - 0,3 g



Vermelho de fenol - 0,05 g
Agar-12,0g
pH 7,4 £ 0,2

17. Agar ferro dois acucares (Agar Kligler) sal 3% ,
Proceder conforme o indicado pelo fabricante para o preparo do Agar Kligler,
acrescentando 25 g de cloreto de sodio a cada litro de meio preparado.

18. Agar ferro trés acicares (TSI)

Pesar o agar TSI de acordo com o volume de meio a ser preparado, respeitando
a proporcdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar repousar por cerca de 15 minutos.

Aquecer até completa dissolucao.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volume compativel com o tubo disponivel, capaz de formar uma base
de £ 3,0 cm de altura e, sobre ela, um bisel de 2 a 3 cm quando inclinado.

Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.

A composicdo basica do agar TSI devera ser a seguinte, por litro de meio:

Extrato de carne - 3,0 g

Extrato de levedura - 3,0 g

Peptona de caseina - 15,0 g

Peptona de carne - 5,0 g

Lactose - 10,0 g

Sacarose - 10,0 g

D (+) Glicose-1,0g

Citrato de amoénio e ferro - 0,5 g

Cloreto de sédio - 5,0 g

Tiosulfato de sédio - 0,3 g

Vermelho de fenol - 0,024 g

Agar-12,0g

pH 7,4+ 0,1

19. Agar ferro trés aclcares (TSI) sal 3% )
Proceder conforme o indicado pelo fabricante para o preparo do Agar TSI,
acrescentando 25 g de cloreto de sodio a cada litro de meio preparado.
A composicdo basica do agar gelatina devera ser a seguinte, por litro de meio:
Peptona de carne - 5,0 g
Extrato de carne - 3,0 g
Gelatina - 120,0 g
pH 6,9 £ 0,1

20. Agar glicose triptona

Pesar o agar glicose triptona de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporcgdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado e adicionar o volume de &gua
destilada/deionizada correspondente.

Deixar repousar por cerca de 15 minutos.

Aquecer até completa dissolugdo.



Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de acordo com a necessidade.

Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.

A composicao basica do agar glicose triptona devera ser a seguinte, por litro de

meio:

Triptona - 10,0 g

Glicose - 5,0 g

Parpura de bromocresol - 0,04 g

Agar-12,0g

pH 6,8 £ 0,2

21. Agar leite com tiamina (ALT)

Dissolver o agar com extrato de levedura, preparado conforme o item anterior,
e deixar em banho-maria até atingir 45 a 50°C.

Em um erlenmeyer estéril, com capacidade minima de 500 mL, misturar a cada
300 mL de agar com extrato de levedura, 100 mL de leite UHT desnatado e 6 mL de
solucao de tiamina 0,1% esterilizada por filtracao.

Apos homogeneizacdo, distribuir cerca de 20 mL assepticamente em placas
estéreis deixando solidificar em superficie plana.

A composicdo basica do agar leite com tiamina devera ser a seguinte, por litro
de meio:

Agar com extrato de levedura - 300 mL

Leite UHT desnatado - 100 mL

Tiamina cloridrato sol. a 0,1% - 6 mL

22. Agar lisina ferro (LIA)

Pesar o agar lisina ferro (LIA) de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporcao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado e adicionar o volume de 4agua
destilada/deionizada correspondente.

Deixar repousar por cerca de 15 minutos.

Aquecer até completa dissolucao.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir em tubos, em volumes compativeis com a formacdao de uma base de
cerca de 3 cm e bisel de aproximadamente 2cm quando inclinados.

Datar e identificar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos. Armazenar adequadamente.

A composicdo basica do agar LIA devera ser a seguinte, por litro de meio:

Peptona de carne - 5,0 g

Extrato de Levedura - 3,0 g

L-lisina - 10,0 g

Glicose - 1,0 g

Citrato Férrico Amoniacal - 0,5 g

Tiosulfato de Sddio - 0,04 g

Parpura de Bromocresol - 0,02 g

Agar-12,5¢

pH 6,7 £ 0,1

23. Agar MacConkey-sorbitol (MCS)



Pesar o agar MacConkey-sorbitol (MCS) de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporgao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado e adicionar o volume de 4agua
destilada/deionizada correspondente.

Deixar repousar por cerca de 15 minutos.

Aquecer até completa dissolucao.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de 100 mL em frascos adequados.

Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.

A composicao basica do agar MacConkey-sorbitol deverd ser a seguinte, por
litro de meio:

Peptona de caseina - 17,0 g

Peptona de carne - 3,0 g

Sorbitol - 10,0 g

Cloreto de sédio - 5,0 g

Sais biliares - 1,5 g

Vermelho neutro (N*) - 0,03 g

Cristal violeta (N/I/H/P) - 0,001 g

Agar - 13,5¢g

pH 7,1 £ 0,1

(N*) - nocivo por ingestdo, por contato com os olhos e pele

(N) - nocivo por ingestao

(I ) - pode causar lesbes oculares graves

(H) - muito téxico para os organismos aquaticos

(P) - a longo prazo, pode causar efeitos negativos no meio ambiente aquatico

24, Agar manitol-gema de ovo-polimixina segundo Mossel (MYP)

Pesar o meio desidratado de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporcgdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado e adicionar o volume de &gua
destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por cerca de 15 minutos.

Aquecer até completa dissolugdo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de 90 mL em frascos adequados.

Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.

A composicdo basica do agar manitol-gema de ovo-polimixina segundo Mossel
devera ser a seguinte, por litro de meio:

Extrato de carne - 1,0 g

Peptona de carne e peptona de caseina (1:1) - 10,0 g

D-manitol - 10,0 g

Cloreto de sodio - 10,0 g

Vermelho de fenol - 0,025 g

Agar - 15,0 g

pH 7,1 +£0,1

Fundir o meio e resfriar em banho-maria até 49-500°C.

Adicionar a cada 90 mL de agar fundido e resfriado:



a) 10 mL de emulsdao de gema de ovo a 50%;
b) 1 mL de solucao de sulfato de polimixina B 0,1% esterilizada por filtragao.

25. Agar manitol lisina cristal violeta verde brilhante (MLCB)

Pesar o agar MLCB de acordo com volume de meio a ser preparado, respeitando
a proporcdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado e adicionar o volume de 4agua
destilada/deionizada correspondente.

Deixar repousar por cerca de 15 minutos.

Aquecer até completa dissolucao.

Evitar superaquecimento.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Nao autoclavar.

Deixar resfriar até 49-50°C, em banho-maria.

Distribuir em placas estéreis.

Deixar solidificar em superficie plana.

Identificar, datar e armazenar adequadamente.

Manter as placas sob refrigeracdo, invertidas e protegidas contra desidratagao.

Antes do uso, secar a superficie do meio, colocando as placas semi-abertas e
invertidas em estufa a 45-50°C por cerca de 15 minutos.

A composicdo basica do agar MLCB devera ser a seguinte, por litro de meio:

Extrato de Levedura - 5,0 g

Peptona - 10,0 g

Extrato de carne - 2,0 g

Cloreto de sodio - 4,0 g

Manitol - 3,0 g

L-Lisina cloridrato - 5,0 g

Tiosulfato de sédio - 4,0 g

Citrato de ferro e amoénio - 1,0 g

Verde brilhante (N*) - 0,0125 g

(;ristal violeta (N/I/H/P) - 0,01 g

Agar - 15,0 g

pH 6,8 £ 0,1

(N*) - nocivo por ingestdo, por contato com os olhos e pele

(N) - nocivo por ingestdo

(I ) - pode causar lesbes oculares graves

(H) - muito téxico para os organismos aquaticos

(P) - a longo prazo, pode causar efeitos negativos no meio ambiente aquatico

26. Agar motilidade

Pesar, separadamente, os ingredientes de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporgao indicada pelo fabricante.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por 15 minutos.

Aquecer até completa dissolugao.

Distribuir em tubos. Identificar e datar.

Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

Solidificar em posigao vertical.

Armazenar adequadamente.

A composicdo basica de agar motilidade deverd ser a seguinte, por litro de
meio:
Triptose - 10 g



Cloreto de sédio - 5,0 g
Agar-5,0g
pH 7,2 £ 0,2

27. Agar motilidade-nitrato

Pesar, separadamente, os ingredientes de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporgao indicada em sua formulacdo.

Transferir para recipiente adequado e adicionar o volume de 4agua
destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por 15 minutos.

Aquecer até completa dissolucao.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir em tubos. Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Deixar solidificar o meio em posicdo vertical.

A composicdo basica de agar motilidade-nitrato devera ser a seguinte, por litro
de meio:

Peptona de carne - 8,6 g

Cloreto de sédio - 6,4 g

Nitrato de potassio(Co). - 1,5 g

Agar-3,0g

pH 7,0 £ 0,2

(Co) - perigo de fogo em contato com materiais combustiveis

28. Agar motilidade-nitrato tamponado

Pesar, separadamente, os ingredientes de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporgao indicada em sua formulacdo.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de &gua destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por 15 minutos.

Aquecer até completa dissolucao.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir em tubos. Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Deixar o meio solidificar em posicdo vertical.

A composicdo basica do agar motilidade-nitrato tamponado deverd ser a
seguinte, por litro de meio:

Extrato de carne - 3,0 g

Peptona de carne - 5,0 g

Nitrato de potassio(Co) - 1,0 g

Fosfato de sodio bibasico - 2,5 g

Agar-3,0g

Galactose - 5,0 g

Glicerina - 5,0 mL

pH 7,0 £ 0,2

(Co) - perigo de fogo em contato com materiais combustiveis

29. Agar motilidade sal 3%

Pesar, separadamente, os ingredientes de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporgao indicada em sua formulacdo.

Transferir para recipiente adequado e adicionar o volume de &gua



destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por 15 minutos. Aquecer até completa dissolucdo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir em tubos. Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Deixar solidificar o meio em posicdo vertical.

A composicao basica de agar motilidade sal 3% devera ser a seguinte, por litro
de meio:

Peptona de carne - 8,6 g

Cloreto de sédio - 30,0 g

Agar-3,0g

pH 7,0 £ 0,2

30. Agar Mueller-Hinton sal 3%

Pesar o agar Mueller-Hinton de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporcgdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar repousar por 15 minutos.

Aqguecer, sob agitacdo, até completa dissolucdo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de 100 mL em frascos apropriados.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

A composicdo basica do agar Mueller-Hinton sal 3% devera ser a seguinte, por
litro de meio:

Infusdo de carne bovina - 300,0 g

Peptona de caseina acida - 17,5 g

Cloreto de sodio - 30,0 g

Amido - 1,5¢

Agar-17,0g

pH 7,3 +£0,2

31. Agar nutriente

Pesar o agar nutriente de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporgao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por 15 minutos.

Aquecer até completa dissolucao do agar.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do

laboratério.

Distribuir aliquotas de 10 mL em tubos apropriados.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Apos autoclavagdo, deixar solidificar em posicdo inclinada, de forma a obter um
bisel longo.

Identificar, datar e armazenar adequadamente.

A composicdo basica do agar nutriente devera ser a seguinte, por litro de meio:

Peptona - 5,0 g

Extrato de carne - 1,0 g

Extrato de levedura - 2,0 g

Cloreto de sodio - 5,0 g



Agar - 15,0 g
pH 7,4 £0,2

32. Agar nutriente com sulfato de manganés

Preparar o agar nutriente conforme descrito no item anterior e adicionar 300
mg de sulfato de manganés a cada litro de meio.

Fundir o meio e deixar resfriar em banho-maria até 45-50°C.

Distribuir cerca de 10 mL em tubos.

Deixar solidificar de forma inclinada, de maneira a obter um bisel maior ou igual
a4 cm.

Identificar, datar e armazenar adequadamente.

33. Agar nutriente isento de extrato de levedura

Pesar o agar nutriente de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporcgdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por 15 minutos.

Aquecer até completa dissolucdao do agar.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir aliquotas de 10 mL em tubos apropriados.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Apds autoclavacdo, deixar solidificar em posicao inclinada, de forma a obter um
bisel longo.

Identificar, datar e armazenar adequadamente.

A composicdo basica do agar nutriente isento de extrato de levedura devera ser
a seqguinte, por litro de meio:

Peptona de carne - 5,0 g

Extrato de carne - 1,0 g

Cloreto de sédio - 5,0 g

Agar - 15,0 g

pH 7,4 £0,2

34. Agar nutriente sal 3%

Preparar conforme descrito para o agar nutriente e adicionar 25 g de cloreto de
sodio, por litro de meio.

Fundir o meio e deixar resfriar em banho-maria até 45-50°C.

Distribuir em placas ou tubos, conforme a necessidade.

Identificar, datar e armazenar adequadamente.

35. Agar Oxford (AO)

Pesar o meio agar Oxford base de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporgao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por 15 minutos.

Aquecer até completa dissolucdo do agar.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de acordo com a necessidade. Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.



A composigdo basica do agar Oxford devera ser a seguinte, por litro de meio:

Agar Columbia base - 39,0 g

Esculina-1,0g

itrato de amoénio e ferro III - 0,5 g

Cloreto de litio (N/I) . - 15,0 g

pH 7,0 £ 0,2

(N) - nocivo por ingestao

(1) - irrita os olhos e a pele

Fundir o agar Oxford e resfriar em banho-maria até 45-48°C.

Dissolver o suplemento seletivo (vial) em 5 mL de etanol/ agua (1:1). Agitar
cuidadosamente.

Adicionar, a cada 500 mL de meio, 1 vial de suplemento.

Distribuir em placas de Petri estéreis.

Identificar, datar e armazenar sob refrigeracao, protegidas da luz e envoltas em
sacos plasticos, por até 4 semanas.
OBS: O suplemento para o agar Oxford contido em cada vial, comercialmente
disponivel, tem em sua composicdao as seguintes substancias:

Cicloheximide - 200 mg

Sulfato de Colistina - 10 mg

Acriflavina(T). - 2,5 mg

Fosfomicina - 5,0 mg

(T) - téxico por ingestado e por inalagdo

36. i\gar padrao para contagem (PCA)

Pesar o agar padrao para contagem de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporgao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por 15 minutos.

Aquecer até completa dissolucdo do agar.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de acordo com a necessidade.

Esterilizar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Identificar e armazenar adequadamente.

A composicdo basica do agar padrdo para contagem devera ser a seguinte, por
litro de meio:

Extrato de levedura - 2,5 g

Triptona - 5,0 g

Glicose - 1,0 g

Agar-15,0g

pH 7,0 £ 0,2

37. Agar PALCAM (AP)

Pesar o agar PALCAM base de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporgao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de &gua destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por 15 minutos.

Aquecer até completa dissolucdo do agar.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de acordo com a necessidade. Identificar e datar.



Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.

A composigdo basica do agar PALCAM devera ser a seguinte, por litro de meio:

Agar Columbia base - 39,0 g

Extrato de levedura - 3,0 g

Esculina-0,8g

D(-)manitol - 10,0 g

Citrato de amoénio e ferro III - 0,5 g

Glicose - 0,5 g

Cloreto de litio (N/I). - 15,0 g

Vermelho de fenol - 0,08 g

Agar-13,0g

pH 7,0 £ 0,1

(N) - nocivo por ingestao

(1) - irrita os olhos e a pele

Fundir o meio e deixar esfriar até 45-480°C.

Dissolver o suplemento seletivo de cada vial em 2 mL de agua destilada estéril
e misturar até completa dissolucao.

Adicionar um vial para cada 500 mL de meio.

Distribuir em placas estéreis, deixando solidificar em superficie plana.

Identificar, datar e armazenar sob refrigeracdo, protegidas da luz, por até 4
semanas.

O suplemento para o agar PALCAM contido em cada vial, comercialmente
disponivel, tem em sua composicdao as seguintes substancias:

Sulfato de Polimixina B - 5,0 mg

Ceftazidina - 10 mg

Acriflavina(T). - 2,5 mg

(T) - téxico por ingestdo e por inalagdo

38. Agar para ensaio de DNAse com verde de metila

Pesar separadamente os seguintes ingredientes:

Agar DNAse - 4,2 g

Verde de metila(H). - 0,05g

pH 7,3+0,2

(H) - hidropoluente

Adicionar 100 mL de dgua destilada/deionizada ao agar DNAse.

Agitar com auxilio de bastdo de vidro até completa dissolugdo.

Aquecer até completa dissolucao.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Adicionar o verde de metila.

Nao é necessario esterilizar.

Distribuir em placas cerca de 25 mL e deixar solidificar em superficie plana.

39. Agar para esporulacido

Pesar o agar para esporulacdo de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporgao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por cerca de 15 minutos.

Aquecer até completa dissolugdo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratorio.



Distribuir volumes de acordo com a necessidade. Identificar e datar.

Esterilizar a 121 £ 1°C por 20 minutos.

Armazenar adequadamente.

A composicdo basica do agar para esporulacdo deverd ser a seguinte, por litro
de meio:

Polipeptona - 15,0 g

Extrato de levedura - 3,0 g

Amido soltvel - 3,0 g

Sulfato de manganés - 0,1 g

Tioglicolato de sédio - 1,0 g

Fosfato de sédio bibasico - 11,0 g

Agar-15,0g

pH 7,8 £ 0,1
40. Agar para fermentacdo de carboidratos - base com parpura de
bromocresol

Pesar os componentes da formulacdo de acordo com o volume de meio a ser
preparado.
Transferir para recipiente adequado e adicionar o volume de agua destilada/deionizada
correspondente.

Deixar repousar por 15 minutos.

Aquecer até completa dissolucao.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir em frascos, identificar o volume.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

A composicdo basica do agar para fermentacdao de carboidratos devera ser a
seguinte por litro de meio:

Triptona - 10,0 g

Extrato de carne - 5,0 g

Parpura de bromocresol(H) (solugdo 1,6%) - 2,5 mL

Agar - 15,0g

pH 6,7 £ 0,2

(H)- hidropoluente

Antes do uso, adicionar ao meio, dissolvido e resfriado a 46-48°C, o carboidrato
desejado (previamente esterilizado por filtragdo), na concentragcdo e proporcao
indicadas na técnica.

Verter cerca de 20 mL nas placas. Identificar, datar e armazenar
adequadamente.

41. Agar Rambach
Hidratar a quantidade de meio Rambach, de acordo com o volume de meio
necessario (o meio é fornecido em fragGes suficientes para preparar 250 mL).
Transferir para recipiente adequado.
Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.
Aquecer até completa dissolugdo.
Evitar aquecimento excessivo.
Adicionar 1 vial de suplemento para cada 250 mL de meio preparado.
Homogeneizar bem.
Ndo autoclavar.
Resfriar a 49-50°C em banho-maria.
Distribuir em placas de Petri estéreis.
Deixar solidificar em superficie plana.



Identificar e datar.

Armazenar invertidas, protegidas em sacos plasticos, sob refrigeragao.

O meio se mantém estavel em temperatura ambiente por 12 horas e em
refrigeracdo por 3 semanas.

Antes do uso, secar a superficie do meio, colocando as placas semi-abertas e
invertidas em estufa a 45-50°C por cerca de 15 minutos.

A composicdo basica do dgar Rambach devera ser a seguinte, por litro de meio:

Peptona - 8,0 g

Cloreto de sodio - 5,0 g

Desoxicolato de sédio (N). - 1,0 g

Mistura cromoégena - 1,5 g

Propilenoglicol - 10,5 g

Agar - 15,0g

pH final: 7,3 £ 0,2

(N) - nocivo por ingestao

42, Agar Sahid Ferguson perfringens (SFP)

Pesar o agar SFP de acordo com o volume de meio a ser preparado, respeitando
a proporcdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por cerca de 15 minutos.

Aquecer até completa dissolucao.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir em frascos apropriados.

Identificar e datar.

Esterilizar em autoclave a 121 + 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.

A composicdo basica do agar SFP devera ser a seguinte, por litro de meio:

Peptona de carne - 15,0 g

Peptona de soja- 5,0 g

Extrato de levedura - 5,0 g

Bisulfito de sédio - 1,0 g

Citrato de amoénio e ferro III - 1,0 g

Agar - 20,0 g

pH 7,4 £ 0,2

Para a preparacdo das placas de agar SFP, incorporar 3 mg de polimixina B e 12
mg de kanamicina, a cada 1000 mL do meio fundido e resfriado a 45-50°C.

43. Agar sal triptona (T1N1)

Pesar separadamente os seguintes componentes:

Triptona - 10,0 g

Cloreto de sodio - 10,0 g

Agar - 20,0 g

pH 7,2 £ 0,2

Transferir para recipiente apropriado.

Adicionar 1000 mL de agua destilada/deionizada.

Deixar em repouso por cerca de 15 minutos.

Aquecer, sob agitagdo, até completa dissolugdo do meio.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de 10 mL em tubos de ensaio.



Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Deixar solidificar em posigao inclinada, de forma a obter um bisel de cerca de 4
cm.

Identificar, datar e armazenar adequadamente.

44. Agar soja triptona (TSA)

Pesar o meio desidratado de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporcgdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado e adicionar o volume de &gua
destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por 15 minutos.

Aquecer até completa dissolucao.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de 100 mL em frascos adequados.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

A composicdo basica do agar soja triptona devera ser a seguinte, por litro de
meio:
Triptona (Peptona de caseina-digestdo triptica ou pancreatica) - 15,0 g

Peptona de farinha de soja - 5,0 g

Cloreto de sédio - 5,0 g

Agar - 15,0g

pH 7,3 £ 0,2

45. Agar soja triptona (TSA) com CaCl2 e eritrécitos lavados de carneiro

Manter frascos com 200 e 100 mL de TSA base, preparado conforme o item
anterior, em banho-maria a 45°C.

Usar 200 mL dos frascos para preparar placas com uma camada base de cerca
de 10 mL.

Deixar solidificar em superficie plana.

A 100 mL de TSA base, adicionar 5 mL de eritrécitos lavados de carneiro e 1 mL
de uma solugdo de cloreto de calcio 1M, mantendo o meio em banho-maria a 45°C no
maximo por 15 minutos.

Pipetar uma segunda camada de 5 mL de agar TSA com eritrécitos de carneiro
e cloreto de cdlcio sobre a camada base solidificada.

46. Agar soja triptona (TSA) sal 3%
Preparar o agar soja triptona de acordo com as recomendacgbes contidas neste
capitulo e adicionar 25 g de cloreto de sédio para cada litro de meio.

47. Agar tiosulfato-citrato-sacarose-sais biliares (TCBS)

Pesar o agar tiosulfato-citrato-sais biliares-sacarose (TCBS) de acordo com o
volume de meio a ser preparado, respeitando a proporgao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por cerca de 15 minutos.

Aquecer até completa dissolugdo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Nao autoclavar.

Distribuir, assepticamente, volumes de 15 mL em placas de Petri previamente
esterilizadas.

Antes do uso, secar a superficie do meio, colocando as placas semi-abertas e



invertidas em estufa a 45-50°C por cerca de 15 minutos.

A composicdo basica de agar tiosulfato-citrato-sais biliaressacarose devera ser a
seguinte, por litro de meio:

Extrato de levedura - 5,0 g

Peptona de carne - 5,0 g

Peptona de caseina - 5,0 g

Tiosulfato de sédio - 10,0 g

Citrato de sédio - 10,0 g

Bile- 5,09

Sacarose - 20,0 g

Colato de sodio - 3,0 g

Cloreto de sédio - 10,0 g

Citrato férrico - 1,0 g

Azul de bromotimol - 0,04 g

Azul de timol - 0,04 g

Agar - 15,0g

pH 8,6 £ 0,2

48. Agar tirosina

Pesar, separadamente, os ingredientes de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporgao indicada em sua formulacdo.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por 15 minutos.

Aquecer até completa dissolucao.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de 100 ou 50 mL em frascos adequados.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

A composicdo do agar tirosina base devera ser a seguinte, por litro de meio:

Extrato de carne - 8,6 g

Peptona - 1,0 g

Agar - 15,0 g

pH 7,0 £ 0,2

A 100 mL do meio base, fundido e resfriado a 45-50°C, adicionar 10 mL de
solugdo aquosa estéril de tirosina a 5% e misturar bem.

Distribuir cerca de 10 mL em tubos de ensaio estéreis, agitando para evitar a
separacao da tirosina.

Este meio também pode ser distribuido em placas.

49. Agar triptose (AT)

Pesar o meio agar triptose de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporgdo indicada pelo fabricante.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Adicionar a cada litro de meio 2 mL de solugdo de acido nalidixico a 1%.

Homogeneizar.

Deixar repousar por 15 minutos.

Aquecer, sob agitagdo, até completa dissolucdo do meio.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir porcoes de 100 e 50 mL em frascos apropriados.

Aquecer até completa dissolucao.

Identificar e datar.



Autoclavar a 121 £ 1°C, por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.

A composicdo basica do agar AT devera ser a seguinte por litro de meio:
Bacto triptose - 20,0 g

Cloreto de sodio - 5,0 g

Dextrose - 1,0 g

Extrato de levedura - 6,0 g

Agar-15,0g

pH 7,4 £ 0,2

(N) - nocivo por ingestao

50. Agar Triptose com acido nalidixico (ATN)
Preparar o AT de acordo com o item anterior.
Adicionar a cada litro de meio 2 mL de solugdo de acido nalidixico a 1%.
Homogeneizar.

51. Agar triptose sulfito cicloserina (TSC)

Pesar o agar TSC de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporcgdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar repousar por 15 minutos.

Aquecer, sob agitacdo, até completa dissolucdo do meio.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir em frascos. Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.

A composicdo basica de agar TSC devera ser a seguinte, por litro de meio:

Peptona de carne - 15,0 g

Peptona de soja- 5,0 g

Extrato de levedura - 5,0 g

Bisulfito de sédio - 1,0 g

Citrato de amoénio e ferro III - 1,0 g

Agar - 20,0 g

pH 7,4 £ 0,2 .

No momento do uso, fundir o Agar e resfriar até 46-48°C em banho-maria.

Incorporar ao meio fundido e resfriado 10 mL de uma solugdo a 5% de
cicloserina esterilizada por filtracdo, por cada litro de meio.

52. Agar uréia
Pesar o agar uréia base de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporgao indicada pelo fabricante.
Transferir para recipiente adequado.
Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.
Homogeneizar até completa dissolugdo.
Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.
Distribuir em frascos. Identificar e datar.
Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.
Armazenar adequadamente.
A composicdo basica do agar uréia devera ser a seguinte, por litro de meio:
Peptona de Carne - 1,0 g



Fosfato de potassio monobasico - 2,0 g

D+Glicose - 1,0 g

Vermelho de fenol - 0,012 g

Cloreto de sédio - 5,0 g

Agar-12,0g

pH 6,8 £ 0,2

Antes do uso, fundir o agar uréia e resfriar até 50°C em banho-maria.

Assepticamente, adicionar 50 mL de solucdo de uréia 40% esterilizada por
filtracao, por litro de meio.

Distribuir de acordo com o uso.

53. Agar verde brilhante vermelho de fenol lactose sacarose(BPLS)

Pesar o agar BPLS, de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporcgdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por cerca de 15 minutos.

Aquecer até completa dissolucao.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de acordo com a necessidade.

Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.

A composicdo basica do agar BPLS devera ser a seguinte, por litro de meio:

Peptona de carne - 5,0 g

Peptona de caseina - 5,0 g

Extrato de levedura - 3,0 g

Lactose - 10,0 g

Sacarose - 10,0 g

Cloreto de sédio - 5,0 g

Fosfato de sédio bibasico - 2,0 g

Verde brilhante (N). - 0,0125 g

Vermelho de fenol - 0,08 g

Agar-12,0g

pH 6,9 £ 0,1

(N) - nocivo por ingestdo

Antes do uso, apds dissolucdo do meio e resfriamento até cerca de 50°C,
adicionar a cada 100 mL de meio 0,1 mL de solucdo de novobiocina a 4%.

Distribuir em placas estéreis.

Deixar solidificar em superficie plana.

Manter as placas sob refrigeracdo, invertidas e protegidas contra desidratagao.

Antes do uso, secar a superficie do meio, colocando as placas semi-abertas e
invertidas em estufa a 45-50°C por cerca de 15 minutos.

54. Agar xilose-lisina-desoxicolato (XLD)

Pesar o agar XLD de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporgdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por cerca de 15 minutos.

Aquecer até completa dissolucdo. Evitar superaquecimento.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do



laboratério.

Nao autoclavar.

Distribuir em placas estéreis.

Deixar solidificar em superficie plana.

Antes do uso, secar a superficie do meio, colocando as placas semi-abertas e
invertidas em estufa a 45-50°C por cerca de 15 minutos.

A composicdo basica do agar XLD devera ser a seguinte, por litro de meio:

Extrato de levedura - .3,0 g

L(+)Lisina-5,0g

Lactose - 7,5 g

D(+)Xilose - 3,5 g

Sacarose - 7,5 g

Cloreto de sddio - 5,0 g

Desoxicolato de sddio - 2,5 g

Vermelho de fenol - 0,08 g

Tiosulfato de sédio - 6,8 g

Citrato de amoénio e ferro III - 0,8 g

Agar - 13,5¢g

pH 7,4 £ 0,2

55. Agar XLT4

Pesar o agar XLT4 de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporcgdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por cerca de 15 minutos.

Adicionar 4,6 mL do suplemento (solugdo a 26-28% de Tergitol-
4/Tetradecylsulfato de Sédio) a cada litro de meio preparado.

Aquecer até completa dissolucdo, evitando superaquecimento.
OBS. O meio nao deve ser mantido mais do que 45 minutos a 50°C para evitar
formacdo de precipitados.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Nao autoclavar.

Distribuir em placas estéreis.

Deixar solidificar em superficie plana.

Antes do uso, secar a superficie do meio, colocando as placas semi-abertas e
invertidas em estufa a 45-50°C por cerca de 15 minutos.

A composicdo basica do agar XLT4 devera ser a seguinte, por litro de meio:

Extrato de levedura - 3,0 g

Proteose peptona - 1,6 g

L-Lisina-5,0¢

Lactose - 7,5 g

D + Xilose - 3,75 g

Sacarose - 7,5 g

Cloreto de sodio - 5,0 g

Vermelho de fenol - 0,08 g

Tiosulfato de Sddio - 6,8 g

Citrato de Amoénio e Ferro III - 0,8 g

Agar - 18,0 g

pH 7,4 £ 0,2

56. Agua peptonada alcalina para Vibrio cholerae (APHA 3% ed.)



Pesar o meio agua peptonada alcalina de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporcao indicada pelo fabricante ou compondo a
formulacao no laboratério.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por 15 minutos.

Alcalinizar até pH 8,6 = 0,2

Distribuir volume de 10 mL em tubos.

Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.

A composicdo basica da agua peptonada devera ser a seguinte por litro de
meio:

Peptona - 10,0 g

Cloreto de sédio - 10,0 g

pH 8,6 £ 0,2

57. Caldo para fermentacdo de carboidratos - base com puarpura de
bromocresol

Pesar o caldo base de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporcgdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Homogeneizar até completa dissolucgéo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de 90 mL em frascos apropriados.

Este meio base pode ser autoclavado a 121 £+ 1°C por 15 minutos. Nesse caso,
a solucdo de carboidrato a ser adicionada devera ser previamente esterilizada por
filtracao.

Apos a adigdo dos carboidratos, distribuir 3 a 10 mL em tubos estéreis
apropriados.
Identificar os tubos com informagdao sobre o carboidrato que foi adicionado ao meio.

Manter sob refrigeracdo até o momento do uso.
OBS: Quando o meio base ndo for autoclavado, prepara-lo conforme instrucdes acima
e adicionar, a cada fracao de 90 mL, 10mL da solugdo a 5 ou 10% do carboidrato
desejado (ver instrucdes especificas sobre o preparo das solugdes de carboidratos no
capitulo de “solucdes e reagentes” deste anexo.

Esterilizar por filtragdao, dispensando de 3 a 10 mL diretamente em tubos
estéreis.

A composicdo basica do caldo para fermentacdo - base com purpura de
bromocresol devera ser a seguinte por litro de meio:

Extrato de carne - 3,0 g

Peptona - 10,0 g

Cloreto de sédio - 5,0 g

Purpura de bromocresol - 0,04 g

pH 7,0 £ 0,2

58. Caldo cérebro-coragdao (BHI)

Pesar o meio caldo cérebro-coracdo (BHI) de acordo com o volume de meio a
ser preparado, respeitando a proporgao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.



Homogeneizar até completa dissolucgéo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir 10 mL em tubos com tampa de rosca.

Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.

A composicao basica do caldo cérebro-coracao (BHI) devera ser a seguinte, por
litro de meio:

Infusdo de cérebro de carneiro - 12,5 g

Infusdo de coracdo de boi. - 5,0 g

Proteose-peptona - 10,0 g

D (+) glicose - 2,0 g

Cloreto de sédio - 5,0 g

Fosfato dissédico - 2,5 g

pH 6,6 £ 0,2

59. Caldo cérebro-coracdo concentracdo dupla-sal 0,65%-extrato de levedura
0,6%(BHI-SE)

Pesar 2 vezes a quantidade de meio caldo cérebro-coracao (BHI) indicada pelo
fabricante, adicionando 1,5 g de Cloreto de sédio e 6,0 g por litro de meio a ser
preparado.

60. Caldo cérebro-coracao nitrato (BHI-NO3)

Pesar o meio caldo cérebro-coracdao, de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporgao indicada pelo fabricante.

Adicionar 1,5 g de nitrato de potassio(Co) para cada litro de meio.

(Co) - perigo de fogo em contato com materiais combustiveis

61. Caldo cérebro-coragdo-sal 0,65%- extrato de levedura 0,6% (BHI-SE)
Pesar o meio caldo cérebro-coracao (BHI), de acordo com o volume de meio a
ser preparado, respeitando a proporcdo indicada pelo fabricante.
Adicionar 1,5 g de Cloreto de sddio e 6,0 g de extrato de levedura, por litro de
meio a ser preparado.

62. Caldo Cérebro-coragao tiamina (BHI-T)

Pesar o meio caldo cérebro-coragdo (BHI), de acordo com o volume de meio a
ser preparado, respeitando a proporcdo indicada pelo fabricante.

Antes do uso, adicionar, em cada tubo com 10 mL, 0,2 mL de solucdo aquosa
de tiamina a 0,01%, esterilizada por filtracao.

63. Caldo de carne cozida (CCC)

Em cada tubo selecionado para uso, distribuir 10 mL de &gua
destilada/deionizada e 1 g do granulado (ou conforme a indicagao do fabricante).
Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.

A composigdo basica do caldo de carne cozida devera ser a seguinte por litro de

meio:

Musculo cardiaco de boi - 454,0 g

Proteose peptona - 20,0 g

D (+) Glicose - 2,0 g

Cloreto de sodio - 5,0 g



pH 7,4 £ 0,1

64. Caldo de Enriquecimento para Listeria (LEB)

Pesar os componentes da formulacdo do meio LEB de acordo com o volume de
meio a ser preparado.

Transferir para recipiente adequado.Adicionar o volume de 4agua
destilada/deionizada correspondente.

Agitar até completa dissolugdo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de 225 mL. Identificar e datar.

Autoclavar a 121 + 1°C por 15 minutos.Esfriar logo apdés a esterilizacdo e
manter sob refrigeracdo.

A composicdo basica do caldo LEB devera ser a seguinte, por litro de meio:

Proteose peptona - 5,0 g

Triptona - 5,0 g

Extrato de carne purificado - 5,0 g

Extrato de levedura - 5,0 g

Cloreto de sédio - 20,0 g

Fosfato de potassio monobasico - 1,35 g

Fosfato de sédio bibasico - 12,0 g

Acido Nalidixico sol. a 1% - 2,0 mL

pH 7,4 £ 0,2

Imediatamente antes do uso adicionar 0,25 mL de solucdo aquosa a 1,0% de
acriflavina cloridrato (T) por frasco de 225 mL.

(T) - téxico por ingestdo e por inalagdo

65. Caldo de enriquecimento para Listeria (UVM)

Pesar o0 meio UVM de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporgdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Agitar até completa dissolugdo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir em frascos, volumes de 225 mL.Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £+ 1°C por 15 minutos.Esfriar logo apds a esterilizacdo e
manter sob refrigeracdo.

A composicdo basica do caldo UVM devera ser a seguinte, por litro de meio:

Proteose peptona - 5,0 g

Triptona - 5,0 g

Extrato de carne purificado - 5,0 g

Extrato de levedura - 5,0 g

Cloreto de sodio - 20,0 g

Fosfato de potassio monobasico - 1,35 g

Fosfato de sodio bibasico - 12,0 g

Esculina-1,0g

pH 7,4 £ 0,2

Imediatamente antes do uso, assepticamente adicionar 1 vial de suplemento
especifico para cada 500 mL de caldo.

Na auséncia do suplemento vial, adicionar 1,2 mL de solucdo aquosa a 1,0% de
acriflavina cloridrato (T) e 2 mL de acido nalidixico solucdo 1% em NaOH 0,1N
(esterilizadas por filtracao) por litro de caldo.



(T) - téxico por ingestado e por inalagdo

(N) - nocivo por ingestdo
OBS: Algumas marcas ja contém os suplementos. Outras contém o acido nalidixico,
necessitando apenas a complementacao com acriflavina.

O conteldo do suplemento vial para o caldo UVM, comercialmente disponivel, é
0 seguinte:

Acriflavina(T/H).- 6,0 mg

Acido nalidixico(N/H) .- 10,0 mg

Agua destilada ou deionizada - 5,0 mL

(T) - téxico por ingestao e por inalagdo

(N) - nocivo por ingestdo, e em contato com a pele e com

olhos

(H) - hidropoluente classe 3

66. Caldo EC

Pesar o caldo EC de acordo com o volume de meio a ser preparado, respeitando
a proporcdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Agitar até completa dissolucdo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de 10 mL em tubos de ensaio previamente preparados com
tubos de Durhan invertidos.

Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

A composicdo basica de caldo EC devera ser a seguinte, por litro de meio:

Peptona - 20,0 g

Lactose - 5,0 g

Bile bovina-1,5¢

Cloreto de sédio - 5,0 g

Fosfato de potassio bibasico - 4,0 g

Fosfato de potassio monobasico - 1,5 g

pH 6,9 £ 0,2

67. Caldo EC com novobiocina (EC + n)

Pesar o caldo EC de acordo com o volume de meio a ser preparado, respeitando
a proporcdo indicada pelo fabricante.

Apos preparo e autoclavacdo, adicionar, a cada tubo com 10 mL de meio, 0,5
mL de uma solugdo de novobiocina a 4 mg/mL.

68. Caldo experimental para anaerdbios segundo R.F.Corseuil (caldo
Rogert)

Pesar separadamente os seguintes ingredientes:

Peptona - 20,0 g

Extrato de levedura - 5,0 g

Extrato de carne - 3,0 g

Glicose - 12,5¢

Cloreto de sédio - 5,0 g

L-cisteina - 0,5 g

Caldo de figado - 500 mL

pH 7,6 £ 0,2

Transferir para recipiente adequado. Adicionar 500 mL de &gua



destilada/deionizada.

Agitar até completa dissolugdo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 20 minutos.
OBS. Para preparar o caldo de figado, ferver durante uma hora o figado bovino moido
na proporcao de 500g para cada litro de agua. Filtrar em papel filtro, fracionar em
aliquotas de 500 mL e congelar até a sua utilizagao.

Pode-se substituir o extrato de carne e a agua destilada por caldo de carne,
previamente preparado da mesma forma que o caldo de figado, utilizando-se musculo
bovino.

69. Caldo Fraser

Pesar o caldo fraser base, de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporcgdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Misturar até completa dissolugao.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de 10 mL em tubos. Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Resfriar imediatamente apds a autoclavacdo. Armazenar sob refrigeracao.

A composicdo basica do caldo Fraser devera ser a seguinte, por litro de meio:

Proteose peptona - 5,0 g

Triptona - 5,0 g

Extrato de carne - 5,0 g

Extrato de levedura - 5,0 g

Cloreto de sédio - 20,0 g

Fosfato de potassio monobasico - 1,35 g

Fosfato de sédio bibasico - 12,0 g

Esculina-1,0g

Cloreto de litio (N/I).- 3,0 g

pH 7,2 + 0,1

(N) - nocivo por ingestao

(I) - irrita os olhos e a pele

Imediatamente antes do uso, adicionar assepticamente a cada tubo 0,1 mL do
suplemento (vial) dissolvido em 5 mL de agua/etanol 1:1.

* O vial comercialmente disponivel contém suplemento suficiente para 500 mL
de meio. A composicdo do vial é a seguinte:

Citrato de Amoénio e Ferro III - 250 mg

Acriflavina - 12,5 mg

Acido Nalidixico - 10 mg
OBS: Algumas marcas deste meio ja incluem em sua formulacdo uma ou mais das
substancias do suplemento. Nesse caso, 0os componentes ausentes na formulacdao
deverao ser adicionados individualmente na seguinte proporgdao: para cada tubo de 10
mL do
caldo:

- 0,1 mL da solucgédo de citrato de amoénio e ferro III a 5%;

- 0,25 mL de solugao de acriflavina cloridrato a 0,1%;

- 0,2 mL da solugdo de acido nalidixico a 0,2%.

Manter o meio protegido da luz.



70. Caldo gelatina fosfato sal (GPS)
Pesar separadamente os seguintes componentes:
Gelatina - 10,0 g
Cloreto de sédio - 10,0 g
Fosfato de potassio bibasico - 5,0 g
pH: 7,2 £ 0,2
Transferir para recipiente apropriado.
Adicionar 1000 mL de agua destilada/deionizada.
Aquecer, sob agitagdo, até completa dissolucdo do meio.
Distribuir de acordo com a utilizacdo.
Identificar e datar.
Autoclavar a 121 £ 19C por 15 minutos.
Armazenar adequadamente.

71. Caldo Glicose-sal 3%-teepol (GSTB)

Pesar o meio caldo glicose sal 3% teepol, de acordo com o volume de meio a
ser preparado, respeitando a proporcdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Homogeneizar até completa dissolucgéo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do

laboratério.

Distribuir 10 mL em tubos com tampa de rosca.

Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.

A composicdo basica do caldo glicose-sal 3%-teepol devera ser a seguinte, por

litro de meio:

Extrato de carne - 3,0 g

Peptona - 10,0 g

Cloreto de sédio - 30,0 g

Glicose - 5,0 g

Violeta de Metila - 0,002 g

Teepol - 4,0 mL

pH 8,8 £ 0,2

72. Caldo glicose triptona (caldo dextrose triptona)

Pesar o meio glicose triptona, de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporcao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Homogeneizar até completa dissolucgéo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de 10 mL em tubos com tampa de rosca.

Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.

A composicao basica do caldo dextrose triptona devera ser a seguinte, por litro

de meio:
Triptona - 10,0 g
Glicose - 5,0 g

Extrato de carne - 5,0 g



pH 6,7 £ 0,2

73. Caldo Horie arabinose violeta de etila (HAEB)

Pesar separadamente os seguintes ingredientes:

Peptona - 5,0 g

Cloreto de sédio - 30,0 g

Extrato de carne - 3,0 g

Violeta de Etila - 0,001 g

Azul de Bromotimol - 0,03 g

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar 900 mL de agua destilada/deionizada.

Agitar até completa dissolucdo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Preparar separadamente 100 mL de uma solucdo aquosa a 5% de arabinose,
esterilizar por filtracdo e adiciona-la assepticamente aos 900 mL do caldo.

Distribuir assepticamente 10 mL em tubos estéreis de 15 x 180 mm.

74. Caldo lauril sulfato de sédio simples

Pesar o caldo lauril sulfato de sédio de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporcao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Agitar até completa dissolugdo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do

laboratério.

Distribuir volumes de 10 mL em tubos de ensaio contendo tubos de Durhan

invertidos.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

A composicdo basica de caldo lauril sulfato de soédio devera ser a seguinte por
litro de meio:

Triptona - 20,0 g

Lactose - 5,0 g

Cloreto de sédio - 5,0 g

Lauril sulfato de sédio - 0,1 g

Fosfato de potassio bibasico - 2,7 g

Fosfato de potassio monobasico - 2,75 g

pH 6,8 £ 0,2

75. Caldo lauril sulfato de sédio concentracao dupla
Seguir o procedimento do caldo simples (item anterior), dobrando a quantidade
dos ingredientes para o mesmo volume de agua.

76. Caldo lisina descarboxilase
Pesar o caldo lisina descarboxilase de acordo com o volume de meio a ser
preparado.
Transferir para recipiente adequado.
Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.
Homogeneizar até completa dissolugdo.
Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.
Distribuir 5 mL em tubos de ensaio.



Identificar e datar.
Autoclavar a 121 £ 1°C por 10 minutos.
Armazenar adequadamente.
A composicdo basica do caldo lisina devera ser a seguinte, por litro de meio:
Peptona - 5,0 g
Extrato de levedura - 3,0 g
Glicose - 1,0 g
L-Lisina-5,0¢
Purpura de bromocresol - 0,02 g
pH 6,1 £ 0,2

77. Caldo ONPG

Preparar a solucdo de agua peptonada 1% de acordo com o volume de meio a
ser preparado, respeitando a proporcao indicada pelo fabricante ou compondo a
formulacdo de acordo com as orientagdes contidas neste anexo. Ajustar o pH, se
necessario. Distribuir em frascos.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Esfriar e reservar.

Preparar a solucao de ONPG dissolvendo 0,6 g de O-nitrofenil-Beta-D-
Galactopiranosideo em 100 mL de solugdo 0,01 M de

Fosfato de Sdédio Bibasico. Esterilizar por filtracdo. Manter sob refrigeracdo,
envolvido em papel aluminio.

Preparo do Caldo ONPG: Misturar assepticamente 25 mL da solucao ONPG em
75 mL da agua peptonada.

Distribuir 0,5 mL do caldo em tubos esterilizados.
OBS: nao usar se ficar amarelo.

Validade: 30 dias sob congelamento.

78. Caldo ONPG sal 3%

Preparar a solucdo de agua peptonada 1% de acordo com o volume de meio a
ser preparado, respeitando a proporcao indicada pelo fabricante ou compondo a
formulacao de acordo com as orientacdes contidas neste capitulo. Adicionar 25,0 g de
cloreto de sddio por litro de meio.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Esfriar e reservar.

Preparo do Caldo ONPG sal 3%:

Misturar assepticamente 25 mL da solugdo ONPG em 75 mL da &gua

peptonada-sal 3%.

OBS. Ver preparo da solucao de ONPG item anterior.

79. Caldo peptonado sem sal
Pesar, em recipiente apropriado, o seguinte componente:
Peptona (ou triptona) - 10,0 g
Agua destilada/deionizada - 1000 mL
pH 7,4 £ 0,2
Agitar até a completa dissolugao.
Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.
Distribuir volumes de 10 mL em tubos de ensaio.
Identificar e datar.
Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.
Armazenar adequadamente.



80. Caldo peptonado sal (3%, 6%, 8% ou 10%)

Pesar, em recipiente apropriado, 0os seguintes componentes:

Peptona (ou triptona) - 10,0 g

Cloreto de sddio para atingir a concentracao desejada - gsp

Agua destilada/deionizada - 1000 mL

pH 7,4 £ 0,2

Agitar até a completa dissolucao.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de 10 mL em tubos de ensaio.

Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.

81. Caldo Rappaport Vassiliadis

Pesar o caldo Rappaport Vassiliadis, de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporcao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Agitar até completa dissolucdo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do

laboratério.

Distribuir 10 mL em tubos de ensaio.

Identificar e datar.

Autoclavar a 115 £ 1°C por 10 minutos.

Armazenar adequadamente.

A composicdo basica do caldo Rappaport Vassiliadis devera ser a seguinte, por

litro de meio:

Peptona de soja- 5,0 g

Cloreto de sodio - 8,0 g

Fosfato de potassio monobasico - 1,6 g

Cloreto de magnésio* - 40,0 g

Verde malaquita* (N).- 0,04 g

pH 5,2 £ 0,2

(N) - nocivo por contato com a pele e por ingestdo

* - algumas marcas de meio Rappaport Vassiliadis ndo incluem cloreto de
magnésio e verde malaquita em sua formulacdo. Ao utilizar este meio, verificar a
necessidade de suplementagdo.
OBS. O meio preparado pode ser estocado em refrigeracdo por até 7 meses
(Vassiliadis et al. 1985)

82. Caldo selenito cistina

Pesar o caldo selenito cistina, de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporgao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Aquecer, se necessario, até no maximo 60°C, para completa dissolucéo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir 10 mL em tubos de ensaio.

Nao autoclavar.

Usar imediatamente apds o preparo.

Descartar o meio que ndo for utilizado.



A composicdo basica do caldo selenito cistina devera ser a seguinte, por litro de
meio:

Peptona de caseina - 5,0 g

L (-) cistina- 0,01 g

Lactose - 4,0 g

Fosfato de sédio bibasico - 2,0 g

Bi-selenito de sédio (T) - 4,0 g

pH 7,0 £ 0,2

(T) - téxico por inalagdo e ingestdo / pode ter efeitos cumulativos

83. Caldo soja triptona (TSB)

Pesar o caldo TSB, de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporcgdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Agitar, com auxilio de bastdo de vidro ou agitador magnético, até completa
dissolugao.
Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do laboratério.

Distribuir volumes de acordo com a necessidade.

Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.

A composicdo basica do caldo TSB devera ser a seguinte, por litro de meio:

Triptona (peptona de caseina-digestdo pancreatica) - 17,0 g

Peptona de farinha de soja - 3,0g

D(+) glicose - 2,5 g

Cloreto de sédio - 5,0 g

Fosfato de potassio bibasico - 2,5 g

pH 7,3 £ 0,1

84. Caldo soja triptona (TSB)- NaCl 10% - piruvato de sédio 1%

Pesar o caldo TSB de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporgdo indicada pelo fabricante.

Adicionar 95,0 g de cloreto de sédio e 10,0 g de piruvato de sédio, por litro de
meio a ser preparado.

85. Caldo telurito manitol glicina segundo Giolitti-Cantoni Pesar o meio caldo
telurito-manitol-glicina de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporgao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Homogeneizar até completa dissolucgéo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir 19 mL em tubos com tampa de rosca.

Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.

A composicao basica do caldo telurito manitol glicina devera ser a seguinte, por
litro de meio:

Triptona - 10,0 g

Extrato de carne - 5,0 g

Extrato de levedura - 5,0 g



Cloreto de litio (N/I).- 5,0 g

D - manitol - 20,0 g

Cloreto de sédio - 5,0 g

Glicina-1,2g

Piruvato de sédio - 3,0 g

pH 6,9 £ 0,2

(N) - nocivo por ingestao

(1) - irrita os olhos e a pele

No momento da utilizacdao, adicionar 0,1 mL de uma solugdo de telurito de
potassio a 1% a cada tubo de meio.
OBS. O meio base (sem a adicdo de telurito de potdssio) pode ser armazenado por
duas semanas sob refrigeragao.

86. Caldo tetrationato

Pesar o caldo tetrationato base de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporcao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Aqguecer brevemente, até 60°C no maximo, e resfriar rapidamente.

Distribuir assepticamente em tubos estéreis.

Identificar, datar e armazenar adequadamente.

Ndo autoclavar.

A composicdo do caldo tetrationato base deverd ser a seguinte, por litro de
meio:

Peptona de caseina - 2,5 g

Peptona de carne-2,5¢g

Mistura de sais biliares - 1,0 g

Carbonato de calcio - 10,0 g

Tiosulfato de sédio - 30,0 g

pH 8,4+ 0,2

No momento do uso, adicionar 20 mL de solugao iodoiodeto e 10 mL de solugao
verde brilhante a 0,1%, por litro de meio.
OBS. Ao dispensar o meio, certifique-se de que qualquer precipitado formado esteja
suspendido. Este meio apresenta-se turvo e verde, com sedimento branco de
carbonato de calcio.

87. Caldo Triptose Fosfato (TPB)

Pesar o caldo TPB de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporcgdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Aquecer, se necessario, até no maximo 60°C, para completa dissolucgao.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes conforme a necessidade.

Identificar e datar.

Autoclavar a 115 £ 1°C por 10 minutos.

Armazenar adequadamente.

A composicdo basica do Caldo Triptose Fosfato deverd ser a seguinte, por litro
de meio:

Triptose - 20,0 g

Glicose - 2,0 g

Cloreto de sodio - 5,0 g



Fosfato de sédio bibasico - 2,5 g
pH 7,3 £ 0,2

88. Caldo uréia

Pesar o caldo uréia de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporcgdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Homogeneizar até completa dissolugdo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Esterilizar por filtracdo, distribuindo volumes de cerca de 3 mL diretamente em
tubos estéreis.

Identificar, datar e armazenar adequadamente.

A composicdo basica do caldo uréia devera ser a seguinte, por litro de meio:
Extrato de levedura - 0,1 g

Fosfato de potassio monobasico - 9,1 g

Fosfato de sédio bibasico - 9,5 g

Uréia - 20,0 g

Vermelho de fenol - 0,1 g

pH 6,8 £ 0,1

89. Caldo Verde brilhante bile lactose 2%

Pesar o caldo Verde brilhante bile lactose 2%, de acordo com o volume de meio
a ser preparado, respeitando a proporcao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado e adicionar o volume de &gua
destilada/deionizada correspondente. Agitar até completa dissolugdo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de 10 mL em tubos de ensaio com tubos de Durhan
invertidos.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

A composicdo basica de caldo Verde brilhante-bile 2%-lactose devera ser a
seguinte, por litro de meio:

Peptona - 10,0 g

Lactose - 10,0 g

Bile Bovina - 20,0 g

Verde brilhante (N).- 0,0133 g

pH 7,4 £ 0,2

(N) - nocivo por ingestdo

90. Caldo Verde brilhante-bile-lactose 2% - MUG (BRILAMUG)

Pesar o caldo Brila-MUG de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporgao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Misturar até completa dissolucdo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de 10 mL em tubos de ensaio com tubos de Durhan
invertidos.

Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.



Armazenar adequadamente.

A composicdo basica do caldo Brila-MUG devera ser a seguinte, por litro de
meio:

Peptona - 10,0 g

Lactose - 10,0 g

L-triptofano - 1,0 g

Bile concentrado - 20,0 g

Verde brilhante (N).- 0,0133 g

4 - Metilumbeliferil - B- D- glicuronideo - 0,1 g

pH 7,2 £0,1

(N) - nocivo por ingestao

91. Caldo vermelho de fenol - base (para fermentacao de carboidratos)

Pesar o caldo vermelho de fenol - base de acordo com o volume de meio a ser
preparado, respeitando a proporcao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Agitar até completa dissolucdo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.
Distribuir volumes de 90 mL em frascos.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos ou esterilizar por filtracdo apds a adicdo
da solucao de carboidrato.

A composicdo basica de caldo vermelho de fenol base devera ser a seguinte,
por litro de meio:

Proteose peptona - 10,0 g

Extrato de carne - 1,0 g

Cloreto de sédio - 5,0 g

Vermelho de fenol - 0,018 g

pH 7,4 £ 0,2

Adicionar aos frascos com 90 mL de meio autoclavado e resfriado a 45-50°C 10
mL de solucdo de carboidrato esterilizada por filtracdo; caso se opte por ndo
autoclavar o meio base, adicionar a solucao de carboidrato e esterilizar a mistura por
filtracdo. As solucdes de carboidratos deverao estar em concentracdo final de 5,0 a
10,0 g por litro de meio.

O preparo das solugGes de carboidratos podera ser verificada no capitulo
“Reagentes e Solugdes”, deste Anexo.

Distribuir em tubos, de acordo com a necessidade.

Tampar e identificar os tubos.

Manter sob refrigeracdo até o momento do uso.

92. Caldo Vermelho de fenol sal 3%
Preparar o caldo vermelho de fenol base de acordo com o indicado, adicionando
30 g de cloreto de sddio por litro de meio.

93. Caldo vermelho de fenol sal 3%-lisina

Preparar o caldo vermelho de fenol-sal de acordo com o indicado.

Adicionar 1 mL de solugdo de lisina a 10% esterilizada por filtracao a cada tubo
com 10 mL de meio basico.

94, Caldo VM-VP
Pesar o caldo VM-VP de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporgao indicada pelo fabricante.



Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Agitar até completa dissolucdo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de 10 mL em tubos de ensaio.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

A composicdo basica de caldo VM-VP devera ser a seguinte, por litro de meio:

Proteose peptona - 7,0 g

Glicose - 5,0 g

Fosfato de potassio bibasico - 5,0 g

pH 6,9 £ 0,2

95. Meio gelatina

Pesar o agar gelatina, de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporcao indicada pelo fabricante ou compondo a formulacdo.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Deixar em repouso por cerca de 15 minutos.

Aquecer até completa dissolucao.

Distribuir volumes de acordo com a necessidade.

Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.

A composicdo basica do agar gelatina devera ser a seguinte, por litro de meio:
Peptona de carne - 5,0 g

Extrato de carne - 3,0 g

Gelatina - 120,0 g

pH 6,9 £ 0,1

96. Meio gelatina sal 3%
Preparar o agar gelatina de acordo com o item anterior, adicionando 30 g de
cloreto de sédio por litro de meio.

97. Meio leite com ferro

Preparar uma solucdo 2% de sulfato ferroso heptahidratado e adicionar,
lentamente, 50 mL desta solucdo a um litro de leite integral.

Autoclavar a 118 = 1°C durante 12 minutos.
Observacdo: este meio deve ser preparado imediatamente antes do uso.

A composicdo basica do meio leite com ferro devera ser a seguinte:

Leite integral - 1000 mL

Sulfato ferroso heptahidratado - 1,0 g

Agua destilada - 50 mL

98. Meio lactose-gelatina

Pesar os componentes de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporcdo estabelecida na formulacdo abaixo descrita.

Suspender os componentes no volume de agua destilada/deionizada.

Deixar em repouso por 15 minutos.

Aquecer até completa dissolucao.

Distribuir em tubos.



Autoclavar a 121 £ 1°C por 10 minutos.

Antes do uso colocar o meio em banho-maria a 50-70°C por 2 horas para
eliminar o oxigénio.

A composicdo basica do meio lactose gelatina devera ser a seguinte, por litro de
meio:

Triptose - 15,0 g

Extrato de levedura - 10,0 g

Lactose - 10,0 g

Vermelho fenol - 0,05 g

Gelatina - 120,0 g

pH 7,5 £ 0,2

99. Meio O/F (Hugh-Leifson) sal 3%

Pesar o meio OF glicose de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporcdo indicada pelo fabricante, adicionando 30 g de cloreto de sédio
por litro de meio a ser preparado.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar repousar por 15 minutos.

Aquecer, sob agitacdo, até completa dissolucdo do meio.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de 4 mL em tubos de ensaio.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

A composicao basica de meio OF glicose devera ser a seguinte, por litro de
meio:

Triptona - 2,0 g

Cloreto de sédio - 5,0 g

Fosfato de potassio bibasico - 0,3 g

Azul de bromotimol - 0,08 g

Glicose - 10,0 g

Agar-2,0g

pH 6,8 £ 0,2
100. Meio SIM

Pesar o meio SIM de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporgao indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Deixar em repouso por cerca de 15 minutos.

Aquecer até completa dissolugdo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de 10 mL em tubos.

Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.

A composicdo basica do meio SIM devera ser a seguinte, por litro de meio:

Peptona de caseina - 20,0 g

Peptona de carne - 6,6 g

Citrato de amoénio e ferro III - 0,2 g

Tiosulfato de sddio - 0,2 g

Agar-3,0g

pH: 7,3 £ 0,1



101. Meio tioglicolato

Pesar o meio tioglicolato de acordo com o volume de meio a ser preparado,
respeitando a proporcgdo indicada pelo fabricante.

Transferir para recipiente adequado.

Adicionar o volume de agua destilada/deionizada correspondente.

Homogeneizar.

Deixar em repouso por cerca de 15 minutos.

Aquecer até completa dissolugdo.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir volumes de 10 mL em tubos.

Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.
OBS.: Algumas marcas deste meio, vendidas na forma desidratada, ndo incluem o agar
em sua formulacdo. Nesses casos, devera ser adicionada quantidade de agar que, no
meio pronto, corresponda a 0,75 g/L.

A composicdao basica do meio tioglicolato devera ser a seguinte, por litro de
meio:

Peptona caseina - 15,0 g

Extrato de levedura - 5,0 g

D(+) glicose - 5,5 g

L(+) cisteina-0,5g

Cloreto de sédio - 2,5 g

Tioglicolato de sédio - 0,5 g

Resazurina sodica - 0,001 g

Agar-0,75¢g

pH 7,2 £ 0,2

102. Solugao salina 0,85%
Pesar 8,5 g de cloreto de sédio.
Transferir para um recipiente adequado.
Adicionar 1L de agua destilada/deionizada.
Agitar com auxilio de bastao de vidro até dissolucao.
Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.
Distribuir de forma a garantir o volume desejado apos a autoclavacao.
Autoclavar a 121 £ 19C por 15 minutos.
Identificar, datar e armazenar adequadamente.

103. Solugao salina 2%

Pesar 20,0 g de Cloreto de sodio.

Transferir para um recipiente adequado.

Adicionar 1L de agua destilada/deionizada.

Agitar com auxilio de bastdo de vidro até dissolucao.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do

laboratério.

Distribuir de acordo com a utilizacdo, de forma a garantir o volume desejado
apés a autoclavacgao.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Identificar, datar e armazenar adequadamente.



104. Solucgao salina fosfatada tamponada pH 7,2 (PBS)
Preparo das solugdes estoque:
Solugao fosfato de potassio monobasico (KH2P0O4) 0,15M
Dessecar o KH2P0O4 a 110°C por 1 (uma) hora.
Pesar 20,419 do sal e dissolver em agua deionizada.
Completar o volume para 1000 mL em baldo volumétrico.
Solugao fosfato de sodio bibasico (Na2HPO4) 0,15M
Dessecar o Na2HPO4 a 1300°C por 2 (duas) horas.
Pesar 21,299 do sal e dissolver em agua deionizada.
Completar o volume para 1000 mL em baldao volumétrico.
A composicdo basica da solucdo salina fosfatada tamponada devera ser a
seguinte, por litro:
Cloreto de sédio - 1,7 g
Solugao fosfato de potassio monobasico 0,15M - 24 mL
Solugdo de fosfato de sodio bibasico 0,15 M - 76 mL
Agua destilada/deionizada - gsp 1000 mL
pH 7,2 £ 0,2
Distribuir volumes conforme a necessidade.
Autoclavar a 121 £ 19C por 15 minutos.

105. Solugao salina peptonada 0,1%
Pesar separadamente os seguintes componentes:
Cloreto de sddio - 8,5 g
Peptona - 1,0 g
Agua destilada/deionizada - 1000 mL
pH 7,0 £ 0,2
Transferir para recipiente adequado.
Agitar com auxilio de bastdo de vidro até dissolucao.
Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.
Distribuir de forma a garantir o volume desejado apos a autoclavacao.
Identificar e datar.
Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.
Armazenar adequadamente.

106. Solucgao salina peptonada 0,1%-sal 3%
Seguir o procedimento do item anterior, adicionando 30 g de Cloreto de sddio por litro
de solugao.

107. Solugao salina peptonada 1% tamponada (ISO 6579, 1993)

Pesar, separadamente, os ingredientes de acordo com a formulacdo,respeitando
a proporcdo adequada para o volume de meio a ser preparado.

Transferir para um recipiente adequado e adicionar o volume de agua
destilada/deionizada correspondente.

Agitar com auxilio de bastdo de vidro até completa dissolucao.

Verificar a necessidade de ajuste de pH, conforme norma especifica do
laboratério.

Distribuir 225 mL em frascos erlenmeyer com capacidade para 500 mL.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

A composicdo basica da solucdo Salina peptonada 1% tamponada devera ser a
seguinte, por litro:

Peptona de carne - 10,0 g

Cloreto de sodio - 5,0 g



Fosfato de sddio bibasico anidro (Na2HPO4) - 3,5 g
Fosfato de potassio monobasico anidro (KH2P0O4) - 1,5 g
pH 7,0 £ 0,2

108. Solucao salina peptonada 1% tamponada, adicionada de 0,02% de
tween 20

Preparar o meio de acordo com o descrito para solucdo salina peptonada 1%
tamponada.
A cada litro da solugdo, adicionar 0,2 mL de Tween 20 (concentragao final 0,02%).
Distribuir aliquotas de 100 mL em frascos.

Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.

109. Solugao salina peptonada 1% tamponada adicionada de 1% de tween 80

Preparar o meio de acordo com o descrito para solugdo Salina peptonada 1%
tamponada.

A cada litro da solucdo, adicionar 10,0 mL de Tween 80 (concentracgdo final
1%).

Distribuir aliquotas de 225 mL em frascos e tampar.

Identificar e datar.

Autoclavar a 121 £ 1°C por 15 minutos.

Armazenar adequadamente.

110. Solucao salina peptonada 1% tamponada, adicionada de vancomicina,
cefsulodin e cefixime

Preparar a solucdo salina peptonada 1% tamponada (ISSO 6579, 1993)
conforme descrito no item anterior.

Transferir para um recipiente adequado e adicionar o volume de &gua
destilada/deionizada correspondente.

Imediatamente antes do uso, adicionar, a cada litro de meio,

as solugdes abaixo relacionadas, esterilizadas por filtragdo:

1 mL de solugdo de vancomicina a 0,8%;

1 mL de solucdo de cefixime a 1%;

1 mL da solucdo de cefsulodin a 1%.

REAGENTES E SOLUCOES
GRUPOS DE RISCO DAS SUBSTANCIAS

Como medida de seguranga, as substdncias componentes das solucbes e
reagentes constantes do Anexo IX estdo sinalizados com uma letra, indicando o grupo
de risco ao qual pertencem, sendo:

N = nocivo;
I = irritante;
T = téxico;

H = hidropoluente;

P = perigoso para o meio ambiente;
C = corrosivo;

O = oxidante;

F = inflamavel;

E = explosivo;

M = mutagénico.



Recomenda-se que, antes da manipulacdo e descarte das referidas substéancias,
sejam consultadas as fichas préprias de cada substancia ou os manuais de seguranca,
visando ao reconhecimento dos principais riscos inerentes e das medidas
indispensaveis para prevenir ou evitar a ocorréncia de acidentes e minimizar os danos
a saude do usuario e ao meio ambiente.

Quando houver manipulacdo de materiais corrosivos, usar sempre luvas
adequadas e mascaras; sendo material toxico, utilizar sempre a cabine quimica.

CONVENCOES

As solucOes preparadas por meio da dissolucdo do reativo em alcool, seguida ou
nao da adicdo de agua destilada/deionizada, neste anexo serdo denominadas como
“solucdo alcodlica”.
Ex.: Alfa-naftol solucdo alcodlica 5%.

As solucdes preparadas por meio da dissolucdo do reativo em agua
destilada/deionizada, neste anexo serdo denominadas como “solucao aquosa”.
Ex.: Novobiocina solucao aquosa 4%.

As solugdes preparadas por meio da dissolucdo do reativo em meio alcalino ou
acido, neste anexo serdo acompanhadas da indicacdo do diluente usado para sua
preparacao.

Ex.: Acido nalidixico solucdo 2% em NaOH 0,1 N.

Alfa-naftilamina solucdo 0,5% em acido acético 5N.
Onde houver a indicacao “Esterilizar por Filtracdo” utilizar filtro com membrana
de 0,22 micrémetros previamente preparado e esterilizado.

PREPARO DE REAGENTES E SOLUCOES

1. Acido acético 5N

Adicionar 28,75 mL de &cido acético glacial(C/F) a 71,25 mL de agua
destilada/deionizada. Armazenar em frasco de vidro. Identificar e datar.

(C) - corrosivo / provoca queimaduras graves

(F) - inflamavel

2. Acido cloridrico 0,01N

Adicionar a 10 mL de 4&cido cloridrico 0,1N quantidade de 4agua
destilada/deionizada suficiente para completar 100 mL. Usar vidraria volumétrica para
a preparacao. Armazenar em frasco de vidro.
Identificar e datar.

3. Acido cloridrico 0,1N

Adicionar a 10 mL de 4acido cloridrico 1N quantidade de &agua
destilada/deionizada suficiente para completar 100 mL. Usar vidraria volumétrica para
a preparacao. Armazenar em frasco de vidro.

Identificar e datar.

4. Acido cloridrico 1N

Dissolver 82,3 mL de acido cloridrico fumegante(C/I) (concentragdo 37%) em
volume de agua destilada/deionizada suficiente para completar 1000 mL. Armazenar
em frasco de vidro. Identificar e datar.

(C) - corrosivo / provoca queimaduras



(1) - irrita as vias respiratérias

5. Acido nalidixico solugdo 0,1% em PBS pH 7,2

Transferir 10 mL da solucdo de acido nalidixico 1% para baldao volumétrico de
capacidade para 100 mL e completar o volume com tampdo fosfato pH 7,2.

Esterilizar por filtragao.

Distribuir em aliquotas de 20 mL, em frascos de vidro estéreis identificados e
datados.

Manter a -20°C por até 6 meses.

Manter uma das aliquotas sob refrigeracdo, para uso diario.

Usar 1 mL desta solucdo para cada 100 mL de agar ABL.

6. Acido nalidixico solucdo 1% em NaOH 0,1N

Pesar 1,0 g de acido nalidixico(N), colocar em baldo volumétrico de 100 mL e
adicionar NaOH 0,1 N, agitando para dissolucdo, até completar o volume.

Distribuir em frasco plastico identificado e datado, e manter protegido da luz.

7. Acido nalidixico solugdo 2% em NaOH 0,1 N

Pesar 2,0 g de acido nalidixico(N), colocar em baldo volumétrico de 100 mL e
adicionar NaOH 0,1 N, agitando para dissolucdo, até completar o volume.

Distribuir em aliquotas de 10 mL, em frascos plasticos identificados e datados,
protegidos da luz.

Manter a -20°C por até 12 meses.

Manter uma das aliquotas sob refrigeracdo para utilizacdo diaria.

(N) - nocivo por ingestao

8. Acido peracético solucdo aquosa 0,02%

Diluir 6,5 mL de acido peracético(C/I/E) (produto comercial a 15%) em 5 litros
de agua destilada/deionizada.

Manter em frasco de plastico identificado e datado.

Utilizar a solugao preparada, no maximo, em 48 horas.

(C) - corrosivo / provoca queimaduras

(I) - irritante para o aparelho respiratério, pele e olhos

(E) - potencialmente explosivo

9. Acido pipemidico solugdo 0,2% em PBS pH 7,2

Transferir 10 mL da solugdo de acido pipemidico 2% para baldo volumétrico de
capacidade 100 mL e completar o volume com tampao fosfato pH 7,2.

Esterilizar por filtragao.

Distribuir em aliquotas de 20 mL, em frasco de vidro estéril identificado e
datado.

Manter a -20°C por até 6 meses.

Manter uma das aliquotas sob refrigeracdo, para uso diario.

Usar 1 mL desta solugdo para cada 100 mL de agar ABL.

10. Acido pipemidico solugdo 2% em NaOH 0,1N
Pesar 2,0 g de acido pipemidico e adicionar NaOH 0,1N até que se dissolva
completamente.
Transferir para baldo volumétrico de capacidade para 100 mL e completar o volume
com NaOH 0,1N.

Distribuir em frasco plastico identificado e datado, e manter protegido da luz,
sob refrigeracao.



11. Acido sulfanilico solucdo 0,8% em acido acético 5N
Dissolver 0,8 g de acido sulfanilico(N) em 100 mL de acido acético 5N.
Manter em frasco de vidro, protegido da luz, sob refrigeracao.
(N) - nocivo por ingestdo, por inalacdo e por contato com a pele

12. Acido tartarico solucdo aquosa 10%

Pesar 10 gramas de acido tartarico(I). Transferir para um recipiente adequado.
Adicionar 90 mL de agua destilada/deionizada.

Agitar com auxilio de bastdo de vidro até dissolucao.

Esterilizar por filtragao.

Distribuir em frasco de vidro estéril.

Identificar, datar e manter sob refrigeracao, protegido da luz.

(1) - irrita a pele

13. Acriflavina solugao aquosa 0,25%

Pesar 0,25 g de acriflavina(T) em frascos separados com capacidade para 100
mL.

Completar os volumes a 100 mL com agua destilada/deionizada.

Esterilizar por filtragao.

Distribuir em frasco de vidro estéril.

Identificar, datar e manter sob refrigeracao, por até 4 semanas.

(T) - téxico por ingestado e por inalagdo

14. Acriflavina solugdao aquosa 1%
Pesar 1,0 g de acriflavina(T) em frasco apropriado.
Completar o volume para 100 mL com agua destilada/deionizada.
Esterilizar por filtragao.
Distribuir em frasco ambar estéril.
Identificar, datar e manter sob refrigeragcao por até 4 semanas.
(T) - téxico por ingestédo e por inalagdo

15. Acriflavina solugdao aquosa 2%
Pesar 2,0 g de acriflavina(T) em frasco apropriado.
Completar o volume para 100 mL com agua destilada/deionizada.
Esterilizar por filtragao.
Distribuir em frasco de vidro estéril.
Identificar, datar e manter sob refrigeracdo, por até 4 semanas.
(T) - téxico por ingestado e por inalagdo

16. Alfa-naftilamina solucdo 0,5% em acido acético 5N
Dissolver 0,5 g de alfa-naftilamina(7T) em 100 mL de acido acético 5N.
Identificar, datar e manter sob refrigeracao, protegido da luz.
(T) - téxico por ingestdo e por contato com a pele

17. Alfa-naftol solucao alcodlica 5%
Pesar 5,0 g de alfa-naftol(N/I) e dissolver em 100 mL de etanol.
Identificar, datar e manter sob refrigeragao, protegido da luz.
(N) - nocivo por contato com a pele e por ingestdo
(1) - irrita as vias respiratérias e a pele / risco de lesbes oculares graves

18. Azul de toluidina solucdao aquosa 1%
Pesar 1,0 grama de azul de orto-toluidina.
Transferir para um recipiente adequado.



Adicionar 100 mL de agua destilada/deionizada.

Agitar com auxilio de bastdo de vidro até dissolucao.
Identificar, datar e armazenar sob refrigeracdo, protegido da
luz.

19. Carboidratos-solucoes

Para as provas de fermentacdo de carboidratos, recomenda-se o uso das
solugdes nas concentragoes de 5,0 g ou 10 g por litro de meio.

Arabinose 10%; Glicose 10%; Manitol 10%; Maltose 10%;

Rafinose 10%; Ramnose 5%; Sacarose 10%; Xilose 5%I.

Dissolver 5 ou 10 g do carboidrato desejado em 100 mL 4agua
destilada/deionizada.

Esterilizar por filtragao.

Distribuir volumes de 10 ou 20 mL em frascos estéreis.

Identificar e datar adequadamente.

Manter sob refrigeracao.

20. Cefixime solugao aquosa 1%

Dissolver 1,0 g de cefixime em 100 mL de agua destilada/deionizada.

Esterilizar por filtragao.

Distribuir em aliquotas de 10 mL, em frasco de vidro estéril identificado e
datado, protegido da luz.

Manter a -20°C por até 2 meses.

Manter uma das aliquotas sob refrigeracdo, para utilizacdao diaria.

21. Cefsulodin solucao aquosa 1%
Dissolver 1,0 g de cefsulodin em 100 mL de agua destilada/deionizada.
Esterilizar por filtragao.
Distribuir em aliquotas de 10 mL, em frasco de vidro estéril identificado e
datado, protegido da luz.
Manter a -20°C por até 2 meses.
Manter uma das aliquotas sob refrigeracdo, para utilizacdo diaria.

22. Cicloserina solucdao aquosa 5%
Pesar 1,0 g de cicloserina e dissolver em 20 mL de agua destilada/deionizada.
Esterilizar por filtragao.
Identificar, datar e armazenar sob refrigeragao, protegido da luz.

23. Cloreto de calcio 1 M

Dissolver 11,09 g de CaClI2

(I) p.a em 100 mL de agua destilada/deionizada, usando baldo volumétrico.

Esterilizar por filtragao.

Distribuir em aliquotas de 10 mL, em frasco de vidro estéril identificado e
datado.

Manter em temperatura ambiente.

Usar 1 mL/100 mL de meio para obter uma concentracao final de 10mmol de
cloreto de calcio.

(I) - irritante para o aparelho respiratério, pele e olhos

24. Cloreto férrico solugdo aquosa 10% (prova de TDA)

Pesar 10,0 g de cloreto férrico(C) frasco adequado. Adicionar quantidade de
agua destilada/deionizada suficiente para completar 100 mL.

Identificar, datar e armazenar sob refrigeragao.



(C) - corrosivo

25. Cloreto de Magnésio 40%
Cloreto de Magnésio - 40,0 g
Agua destilada ou deionizada g.s.p. - 100 mL

26. Cloreto de Potassio 0,1N
Cloreto de Potassio - 7,5 g
Agua destilada ou deionizada g.s.p. - 1000 mL
Acidificar a pH 4,0 com solucdo de HCI 1N

27. Cloreto de Potassio 3 M
Cloreto de Potassio - 24,4 g
Agua destilada ou deionizada g.s.p. - 100 mL
Dessecar o KCl em estufa a 110°C por 2 horas.
Acrescentar a agua destilada/deionizada fervida.

28. Desoxicolato de s6dio solugdo 0,5%
Pesar separadamente, em recipiente adequado, os seguintes componentes:
Cloreto de sédio - 0,85 g
Desoxicolato de sddio - 0,5 g
Adicionar 100 mL de agua destilada/deionizada.
Agitar até a completa dissolucao.
Esterilizar por filtragdo, em membrana filtrante de 0,22 pm.
Armazenar sob refrigeragao.

29. Emulsao de gema de ovo 50%

N3o havendo emulsao comercialmente disponivel, escolher ovos com casca
perfeita e lavar com agua morna.

Secar, imergir em etanol a 70°GL durante cerca de 10 minutos ou em solugao
de acido peracético a 0,02% por cerca de 15 minutos.

Secar com toalha estéril.

Quebrar a casca assepticamente e separar a gema da clara, transferindo a
gema para frasco estéril.

Adicionar o mesmo volume de solucao salina 0,85%.

Misturar bem, até a completa homogeneizacdo da solugao.

Pasteurizar a emulsao obtida durante 30 minutos a 63 £ 2°C em banho-maria,
com agitacdo suave e freqlente.

Realizar o controle de esterilidade da emulsdao de gema de ovo conforme abaixo
especificado:

Inocular 0,1 mL da emulsdo de gema de ovo em um tubo contendo caldo BHI.

Incubar a 36 £ 1°C por 48 horas.

Apos incubacdo, repicar com alca para a superficie seca de agar Baird Parker e
PCA incubar a 36 £ 1°C por 48 horas.

Verificar a presenga de crescimento bacteriano.

Em caso de crescimento, descartar a emulsdo.

30. Eritrécitos lavados de carneiro
A partir de sangue de carneiro desfibrinado, fazer tripla lavagem dos eritrécitos
com PBS pH 7,2 estéril, centrifugando a 14.000 rpm por 30 minutos a cada lavagem.
Re-suspender em volume de PBS igual ao volume original de sangue.
Identificar, datar e armazenar sob refrigeracdo.



31. Etanol 70% (Etanol 700 GL)
Adicionar 271 mL de agua destilada a 729 mL de etanol(F) 96° GL.
Armazenar em frasco de plastico, identificar e datar.
(F) - facilmente inflamavel

32. Hidréxido de potassio solucdao aquosa 40%

Pesar 40 g de hidroxido de potassio (KOH)(C) e dissolver em 100 mL de agua
destilada/deionizada.

Identificar, datar e manter em frasco plastico, em temperatura ambiente.

(C) - corrosivo / provoca queimaduras graves

33. Hidroxido de sodio solucdo aquosa 1N
Pesar 40g de hidréoxido de sdédio(C) em recipiente adequado e adicionar
guantidade de agua destilada/deionizada suficiente para completar 1000 mL.
Identificar, datar e manter em frasco plastico, em temperatura ambiente.
(C) - corrosivo / provoca queimaduras graves

34. Hidroxido de sodio solucdo aquosa 40%

Pesar 40g de hidréoxido de sdédio(C) em recipiente adequado e adicionar
quantidade de agua destilada/deionizada suficiente para completar 100 mL.

Identificar, datar e manter em frasco plastico, em temperatura ambiente.

(c) - corrosivo / provoca queimaduras graves

35. Novobiocina solucdao aquosa 1,25%

Dissolver 1,25 g de novobiocina em volume de &agua destilada/deionizada
suficiente para completar 100 mL.

Esterilizar por filtracdo e manter protegido da luz, sob refrigeracdo.

Utilizar a solugdo por até um més do preparo.

36. Novobiocina solucao aquosa 4%

Dissolver 4,0 g de novobiocina em volume de &agua destilada/deionizada
suficiente para completar 100 mL.

Esterilizar por filtracdo e manter protegido da luz, sob refrigeragao.

Utilizar a solugdo por até um més do preparo.

37. Oxitetraciclina solugdo 1% (para agar OGY)

Pesar 500 mg de Oxitetraciclina. Transferir para baldo volumétrico de 50 mL de
capacidade. Completar o volume com &cido cloridrico (HCI) 0,1 N.

Agitar com auxilio de bastdo de vidro até dissolucao.

Esterilizar por filtracdo. Distribuir 10 mL em frascos de vidro estéril.

Identificar e datar. Manter a -20°C, protegido da luz.

Manter uma aliquota sob refrigeracdo para o trabalho rotineiro, protegida da
luz.

38. Peréxido de hidrogénio solucao aquosa 3% (10V)

O peréxido de hidrogénio 3% pode ser adquirido em farmacias ou pode-se
preparar a solugdo 3% a partir de perdxido de hidrogénio(C/I/E) 20V ou 100V
conforme abaixo:

A partir de perdoxido de hidrogénio(C/I/E) 100V (= 30%): pesar 10g do
perdxido e diluir para 100 mL com agua destilada/deionizada.

Perdxido de hidrogénio(C/I/E) 20V (= 6%): medir em proveta 50 mL do
peroxido e completar o volume a 100 mL com agua destilada/deionizada.

Identificar e datar. Manter sob refrigeragao, protegida da luz.



(C) - corrosivo / provoca queimaduras
(I) - extremamente irritante as vias respiratorias e olhos
(E) - potencialmente explosivo

39. Purpura de bromocresol solucao alcodlica 1,6 %

Adicionar a 1,6 g de purpura de bromocresol quantidade de etanol suficiente
para completar 100 mL.

Identificar e datar. Manter sob refrigeracao, protegido da luz.

Manter sob refrigeragao.

40. Reagentes para a coloracao de esporos
Solucgdo A. Verde malaquita solucdo aquosa 5%
Verde malaquita(N).- 2,5 g
Agua destilada ou deionizada - 50 mL
(N) - nocivo por contato com a pele e por ingestdo
Misturar e deixar em repouso durante uma noite para dissolver.
Identificar, datar e armazenar protegido da luz.
Solugao B. Safranina solucao alcodlica 2,5%
B.1. Solugdo estoque
Safranina O -50g¢g
Etanol(95%)(F) - 2000 mL
(F) - facilmente inflamavel
Identificar, datar e armazenar protegido da luz.

B.2. Solucdo de trabalho

Solugdo estoque de safranina O - 300 mL

Agua destilada ou deionizada - 2700 mL
Identificar, datar e armazenar protegido da luz.

41. Reagentes para coloracao de Gram
A. Cristal violeta fenicada solucdo alcodlica 4%

Solugao A1l:

Cristal violeta(N/I/H/P) - 0,4 g

Alcool (F) - 10 mL

(N) - nocivo por ingestdo

(I ) - pode causar lesbes oculares graves

(H) - muito téxico para os organismos aquaticos
(P) - a longo prazo pode causar efeitos negativos no meio ambiente aquatico
(F) - facilmente inflamavel

Solugdo A.2:
Fenol fundido(7/C) - 1 g
Agua destilada ou deionizada - 100 mL
(T) - téxico por contato com a pele e por ingestao
(C) - corrosivo / provoca queimaduras
Misturar A.1 e A.2.
Identificar, datar e armazenar protegido da luz.
Usa-se, ndo diluida, na coloragao de Gram.

B. Solucao aquosa de lugol
B.1. Solugao estoque
Cristais de iodo(N/I) (ou iodo ressublimado(N/I)) - 25 g



Iodeto de potassio - 50 g

Agua destilada ou deionizada - 500 mL

(N) - nocivo por inalagdo

(1) - irrita a pele, olhos e mucosas

Misturar e deixar em repouso até dissolugdo.

B.2. Solugdo de trabalho
Solugdo estoque de lugol - 100 mL
Agua destilada ou deionizada - 1400 mL
Identificar, datar e manter protegido da luz.

C. Fucsina fenicada

Fucsina basica - 1,0 g

Alcool a 959(F) - 10 mL

Fenol fundido(7/C) - 5,0 g

Agua destilada ou deionizada - 100 mL

(F) - facilmente inflamavel

(T) - toxico por contato com a pele

(C) - corrosivo / provoca queimaduras
Identificar, datar e manter protegido da luz

42, Reativo de Kovac's
Pesar 5,0 g de para-dimetil-amino-benzaldeido em recipiente adequado.
Dissolver em 75 mL de alcool isoamilico. Adicionar 25 mL de acido cloridrico.
Identificar, datar e manter protegido da luz, sob refrigeracdo.

43. Reativo de Ehrlich

Pesar 2,0 g de para-dimetil-amino-benzaldeido em recipiente adequado.
Dissolver em 190 mL de alcool etilico (absoluto). Adicionar 40 mL de acido cloridrico
concentrado.

44. Reativo para Oxidase I - N,N,N,N-tetrametil-parafenilenodiamina.

Dissolver 0,5g de N' N' N' N' - tetrametil-parafenilenodiamina em 50 mL de
agua destilada/deionizada.

Distribuir volumes de 5 mL em frascos de cor ambar ou envoltas em papel
aluminio.

Identificar e datar. Manter a -20°C.

A aliguota em utilizacdo deve ser mantida sob refrigeracdo, protegida da luz.

Nao utilizar o reativo se este apresentar coloracao azul.

45, Reativo para Oxidase II - Oxalato de para-amino-dimetilanilina

Pesar 0,59 de oxalato de paramino-dimetilanilina(N/H), em recipiente
apropriado. Adicionar 50 mL de dgua destilada/deionizada.

Agitar até completa dissolugdo.

Distribuir volumes de 5 mL em frascos de cor ambar ou envoltas em papel
aluminio.

Identificar e datar. Manter a -20°C.

A aliquota em utilizacdo deve ser mantida sob refrigeragdo, protegida da luz.

Nao utilizar o reativo se este apresentar coloracdo vermelha ou marrom.

46. Sangue desfibrinado de carneiro, coelho, cobaio ou cavalo
Coletar o sangue em frasco com pérolas de vidro (estéreis), movimentando
suavemente até que a fibrina fique aderida as pérolas.



Deixar repousar em temperatura ambiente por 1 a 2 horas.

Separar o sangue desfibrinado e distribuir em frascos estéreis. Guardar sob
refrigeracdo.

N3o utilizar sangue desfibrinado que apresente evidéncias de contaminagdao ou
hemolise.

47. Sangue de cavalo desfibrinado lisado

Proceder como no item anterior, utilizando somente sangue recentemente
colhido.

Congelar por 1 a 2 dias.

Para lisar e/ou manter, misturar e distribuir 100 mL em frascos de polipropileno
estéril.

Congelar a -20°C.

Descongelar e recongelar uma vez mais.

O congelamento inibe a absorcdo de oxigénio pela hemoglobina.

Manter sob congelamento, descongelando a cada vez que necessite.

Pode ser descongelado e recongelado varias vezes.

Usar o sangue por até 6 meses.

48. Solucao aquosa de iodo-iodeto

Dissolver 8,0 g de iodo(N/I) e 10 g de iodeto de potassio em 40 mL de agua
destilada/deionizada.

Manter em frasco escuro, em local fresco.

(N) - nocivo por inalagdo

(1) - irrita a pele, olhos e mucosas

49. Telurito de potassio 3,5%

Pesar 3,5 g de telurito de potassio(7/I). Transferir para um baldo volumétrico
de 100 mL. Adicionar aproximadamente 50 mL de agua destilada/deionizada. Agitar
até completa dissolugdo. Completar o volume com agua destilada/deionizada.

Esterilizar por filtragdo. Distribuir em frasco estéril. Tampar adequadamente.

Identificar, datar e armazenar sob refrigeracdao.

Usar a solugao estocada entre 0 e 5°C por 6 meses.

(T) - téxico por ingestao

(1) - Irrita os olhos e a pele

50. Tiamina cloridrato solucao 0,01%

Pesar 100mg de tiamina e transferir para o baldo volumétrico de capacidade
para 100mL e completar o volume com agua destilada/deionizada.

Transferir 5mL da solugdo de solucdo 0,1% para um baldo volumétrico de
capacidade para 50mL e completar o volume com agua destilada/deionizada.

Esterelizar por filtragdo. Distribuir em frascos estereis.

Manter protegida da luz, em refrigeragao por até tres meses.

51. Tiosulfato de sédio 2%
Tiosulfato de sddio 2,0g.
Agua destilada/deionizada q.s.p. - 100mL

52. Tirosina suspensao aquosa 5%
Pesar 5,0g de torosina em recipiente adequado. Adicionar 100mL de &gua
destilada/deionizada
A tirosina ndo deve dissolver e, na solucdo deixada, a tirosina deve decantar.
Misturar bem de forma que a tirosina figue homogeneamente distribuida na



suspensao e imediatamente distribuir volumes de 10mL em frascos apropriados.
Tampar

Esterelizar em autoclave a 121 £ 1°C por 15 minutos

53. Tween 80

Tween 80 - 80mL

Agua destilada/deionizada q.s.p. — 1000mL

Adicionar o Tween 80 a dgua morna, sob agitacap. Cuidar quando acrescenter a
agua.

54. Vancomicina solucdao aquosa 0,8%

Dissolver 200mg de  vancomicina em 25mL de agua para
laboratério/deionizada.

Esterelizar por filtracdo. Dispensar em frasco de vidro estéril

Manter sob refrigeracao, protegida da luz.

55. Vaselina
Dissolver a vaselina em um copo de Becker sob fogo indireto usando tela de
amianto, e distribuir em frascos de Erlemeyer na quantidade pedida.
56. Vaspar
Composicao por 1 Kg de vaspar:
Vaselina sélida - 400g;
Parafina 600g;
Pesar separadamente a parafina e a vaselina ;
Misturar as duas partes e dissolver no fogo indireto utilizando tela de amianto;
Aquecer até completa fusdo;
Homogeneizar;
Distribuir em frascos apropriados;
Autoclavar a 121 £1°C por 45 minutos
Identificar, datar e armazenar em temperatura ambiente

57. Verde brilhante solugao aquosa 0,1%
Dissolver 0,1g de verde brilhante (N) quantidade de agua destilada/deionizada.
Esterelizar por filtragdo, dispensando em frasco adequado.
Identificar e datar. Manter sob refrigeracao, protegido da luz.
(n) nocivo por ingestao

58. Verde malaquita, solugdao aquosa 5%

Adionar a 5,0g de verde malaquita (N) quantidade de agua destilada/deionizada
suficiente para completar 100mL.

Identificar, datar. Manter sob refrigeracdo protegido da luz.

59. Vermelho de fenol solugao aquosa 1%
Dissolver 1,0g de vermelho de feno em 100mL de agua destilada/deionizada
Identificar, datar. Manter sob refrigeracdo protegido da luz.

60. Vermelho de metila solucao alcoolica 0,06%
Pesar 0,04 de vermelho de metila e dissolvar em 60mL de etanol absoluto (F).
Identificar, datar. Manter protegido da luz em local fresco.

(F) Facilmente inflamavel
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