
MINISTÉRIO DA AGRICULTURA, PECUÁRIA E ABASTECIMENTO

SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA.

PORTARIA Nº 101, DE 11 DE AGOSTO DE 1993.

O SECRETÁRIO DE DEFESA AGROPECUÁRIA, no uso da atribuição que lhe confere o artigo 78,
item VII do Regimento Interno da Secretaria, aprovado pela Portaria Ministerial nº 212, de 21 de agosto
de 1992, resolve:

Art. 1º - Aprovar e oficializar os métodos analíticos para controle de produtos de origem animal e seus
ingredientes - métodos microbiológicos (anexo) determinando seu emprego em todas as atividades
desenvolvidas pela rede oficial do sistema coordenado pela Coordenação Geral de Laboratório Animal 
CGLA do Departamento de Defesa Animal - DDA.

Parágrafo Único - Os métodos analíticos de que trata o artigo 1º poderão ser periodicamente atualizados,
por propostas da Coordenação Geral de Laboratório Animal - CGLA, sempre que o desenvolvimento de
novas técnicas assim o recomende.

Art. 2º - Esta Portaria entra em vigor na data de sua publicação revogadas as disposições em contrário.

JORGE SALIM WAQUIM

ANEXO

PARTE I

1 - NORMAS DE SEGURANÇA NO LABORATÓRIO DE MICROBIOLOGIA.

1.01 - Não comer, beber ou fumar dentro do laboratório;

1.02- Não usar os refrigeradores ou estufas para conservar ou aquecer alimentos;

1.03- Usar sempre avental de algodão;

1.04- As mesas ou bancadas de trabalho devem ter superfície lisa, de fácil limpeza e desinfecção;

1.05- Quando da manipulação de material tóxico ou infectante, usar luvas de proteção;

1.06- Usar óculos especiais quando da manipulação de culturas de C.botulinum ou toxina botulínica.

Manter as mãos longe da boca, nariz, olhos e rosto;

1.07- O trabalho com organismos de alto risco deve ser feito em câmaras de segurança biológica
adequada;

1.08- Proteger a superfície de trabalho com papel ou outro material embebido com solução desinfetante;

1.09- Não pipetar material tóxico ou infeccioso com a boca.

O trabalho de pipetagem devera ser realizado com o auxílio de ajudantes de pipeta mecânicos ou elétricos.

1.10- As pipetas usadas devem ser colocadas horizontalmente em solução desinfetante imediatamente
após o uso, antes de esterilizar em autoclave;

1.11- Descartar todo o material contaminado em recipiente apropriado e esterilizar em autoclave;



1.12- Esterilizar os aventais na autoclave antes de lavar.

Não lavá-los em casa;

1.13- No caso de derramamento de algum material infeccioso, cobrir imediatamente a área com um
desinfetante adequado e deixar de 15 a 30 minutos antes da limpeza; se o material derramado contiver
toxina botulínica cobri-lo com carbonato de sódio;

1.14- Todas as etiquetas devem ser auto-adesivas;

1.15- Evitar a formação de aérossóis quando da centrifugação de materiais infectantes ou de culturas.

Não parar bruscamente a centrífuga, esperar que pare naturalmente uma vez concluído o ciclo.

Após a parada, esperar 10 minutos para abrí- la.

Após o uso, limpar a superfície interna com desinfetante;

1.16- Devem ser registrados os acidentes como o derrame de culturas, ferimentos, etc.

Os ferimentos devem ser desinfetados e cobertos com esparadrapo;

1.17- Os tubos com culturas devem ser conservados sempre em suas respectivas estantes;

1.18- As culturas de fungos, quando esporuladas, apresentam risco de infecção respiratória ou de reação
alérgica, mesmo sem formar aerossóis.

Estas culturas devem ser manipuladas rapidamente e sem movimentos bruscos, em câmaras de aspiração
de ar;

1.19- As placas de contagem de bactérias, preparadas com meios inócuos como o ágar nutritivo, não
podem ser consideradas inofensivas.

Muitos patogênicos como staphylocuccus e Salmonella desenvolvem-se bem nestes meios.

As bactérias presentes em pequeno número no alimento se reproduzem no meio de cultura podendo
provocar infecção por inalação;

1.20- Não cheirar os meios de culturas inoculados;

1.21- A expulsão rápida e violenta do conteúdo da pipeta pode produzir aerossóis; geralmente, no trabalho
microbiológico é preferível movimentação suave e tranqüila;

1.22- As lâminas e lamínulas usadas devem ser colocadas em recipiente com desinfetante;

1.23- Ter especial cuidado quando do uso de injetores (aparelhos de injeção), em relação à produção de
aerossóis, como também quando se efetuam as inoculações;

1.24- Lavar as mãos com freqüência, usando solução desinfetante, com água corrente e sabão,
especialmente antes e após o trabalho laboratorial e manipulação de animais de laboratório;

1.25- Limpar a mesa de trabalho, antes e depois de cada sessão de trabalho, usando desinfetante;

1.26- Todos os que trabalham no laboratório devem saber onde estão e como usar as garrafas lava-olhos,
chuveiros e o extintor de incêndio. Deve-se elaborar e colocar a disposição de todos, uma lista de perigos
específicos dos produtos químicos e de microrganismos manipulados no laboratório, para que, em casos
de acidentes, seja possível informar corretamente ao médico;



1.27- Não permitir a entrada e a permanência de pessoas estranhas no laboratório;

2 - NORMAS DE COLHEITA DE AMOSTRAS

2.01- A colheita da amostra constitui a primeira fase da análise do produto.

2.02- Dentro do conceito de que a análise começa com a colheita da amostra, este serviço deve estar bem
integrado com o laboratório devendo haver sincronismo entre a remessa e a capacidade do laboratório em
executar as análises.

2.03- As amostras para exame microbiológico deverão ser enviadas separadamente daquelas destinadas
aos exames físico-químicos;

2.04- Sempre que possível, tais amostras deverão ser enviadas em sua embalagem original para evitar
modificações em suas características.

Quando tal procedimento for inviável, em função do volume mínimo disponível para colheita, aceita-se o
fracionamento desde que o mesmo seja realizado em condições assépticas, cabendo, nesse caso, ao
fracionador da amostra, toda a responsabilidade por qualquer alteração da mesma;

2.05- As amostras para exame microbiológico deverão ser acondicionadas em recipientes limpos, estéreis
e íntegros (sem perfurações, rachaduras, etc.) na quantidade mínima de 500 (quinhentos) gramas.

Quando o peso unitário não atingir o mínimo aqui estabelecido, deverão ser colhidas tantas amostras
quantas necessárias para se obter aquele quantitativo.

Nesse caso, cuidados especiais são necessários para que todas as unidades pertençam ao mesmo lote,
partida, data de fabricação, etc., a fim de serem mantidas as características de homogeneidade da amostra.

No caso de enlatados, remeter no mínimo duas latas.

2.06- Para colheita e remessa de água, observar as instruções especificadas a seguir:

Utilizar material estéril;

Os frascos para colheita de água clorada devem ser adicionados de tiosulfato de sódio (0,1ml de solução a
15% por frasco de 250ml).

Não abrir os frascos até o momento da colheita;

Evitar que a tampa entre em contato com qualquer objeto;

Ser breve na colheita;

O frasco com amostra deve ser colocado em saco plástico acondicionado em recipiente isotérmico com
gelo.

O tempo entre a colheita e o recebimento no laboratório não deve exceder de 24 horas para águas tratadas,
12 horas para águas não tratadas e 6 horas para águas muito poluídas.

No caso de amostras transportadas em temperatura ambiente, o prazo não deve exceder a 2 horas.

2.06.1 - TORNEIRAS COM INSTALAÇÃO DE AGUA CORRENTE:

Limpar a parte externa da torneira. Deixar correr a água durante 3 a 5 minutos.



Passar álcool e flambar.

Deixar correr um filete pouco intenso de água.

Retirar a tampa, flambar a tampa do frasco e colher 2/3 de sua capacidade.

Flambar novamente e tampar, vedando com fita adesiva ou parafina.

Acondicionar sob refrigeração até a entrega no laboratório.

2.06.2 - DE POÇOS ARTESIANOS E SEMI-ARTESIANOS:

Convém utilizar uma torneira colocada no conduto ascendente do poço (torneira de descarga). Deixar a
água correr durante 10 minutos e proceder como no item 2.06.1.

2.06.3  DE POÇOS

Utilizar, de preferência um balde de metal. Lavá-lo interna e externamente e flambá-lo. Submergir o balde
na água quente após a flambagem e, uma vez cheio, verter para o frasco estéril.

2.06.4  RESERVATÓRIOS

Utilizar o próprio frasco de colheita usando uma pinça de braços longos.

Havendo essa impossibilidade, proceder como no item 2.06.3

2.06.5  RIOS, ARROIOS, LAGOS, VERTENTES, ETC.

Proceder como no item 2.06.4 tomando-se o cuidado de dirigir a boca do frasco em sentido contrário à
corrente.

3 - NORMAS DE ACONDICIONAMENTO E MANUTENÇÃO DAS AMOSTRAS

3.01- Somente serão aceitas pelo laboratório as amostras que vierem acompanhadas de cintas de
identificação no produto (protegidas para evitar danificações), e certificado oficial de análise devidamente
preenchido com indicação precisa do(s) tipo(s) de exame(s) a ser(em) realizado(s).

3.02- Em casos especiais a amostra poderá ser acompanhada de relatório adicional, contendo informações
que possam auxiliar o analista na condução de seu trabalho.

3.03- Depois de colhidas, as amostras deverão ser acondicionadas adequadamente para evitar qualquer
alteração nas mesmas, até sua chegada ao laboratório.

Para produtos que não exijam estocagem sob refrigeração, o envio poderá ser feito à temperatura
ambiente em embalagens resistentes.

Às amostras de produtos facilmente alteráveis poderão ser acondicionadas em recipientes isotérmicos, e
acompanhadas de gelo ou outra substância refrigerante, cuidando-se sempre para que não haja contato
destes com a amostra, especialmente no caso da água proveniente do degelo. No caso de produtos
congelados, realizar a remessa em tempo hábil, que não permita alterações no seu estado de
congelamento.

Providências especiais deverão ser tomadas para que o tempo decorrido entre a colheita da amostra e sua
chegada ao laboratório seja o menor possível.

No caso de leite pasteurizado, esse tempo não deverá exceder a 24 horas, respeitando-se o prazo de
validade do produto.



Deve-se evitar a utilização de mecanismos que impliquem em estocagem intermediária entre o ponto de
colheita e o laboratório.

3.04- Somente serão aceitas para análise, amostras em embalagens lacradas pela pessoa que efetuou a
colheita, sugerindo-se, para tal, a utilização de lacre ou outro tipo de fechamento hermético, que não
possa ser violado sem que se torne evidente.

Tal providência se faz necessária para evitar a substituição ou adulteração da amostra entre o ponto de
colheita e o laboratório; com reflexos no resultado da análise.

3.05- Todas as amostras que chegarem ao laboratório em condições diferentes das preconizadas nestas
normas de colheita serão recusadas, cabendo ao laboratório notificar à pessoa que realizou a colheita, as
razões da não aceitação.

3.06- Após o recebimento, as amostras deverão ser estocadas adequadamente até o momento da análise.

As refrigeradas perecíveis deverão ser analisadas em um período máximo de 12 horas; as congeladas
deverão ser mantidas a 18ºC, no mínimo, por período não superior a 7 dias.

Amostras não perecíveis deverão ser estocadas em lugar fresco e protegidas da umidade, e analisadas em
um prazo máximo de 3 dias.

3.07- Manter registros de recebimento, números de protocolo, datas de liberação e outros registros que se
fizerem necessários.

PARTE II

CONTROLE DE QUALIDADE

1 - INTRODUÇÃO

Controle de qualidade é um componente necessário de um programa de garantia de qualidade do trabalho
realizado pelo laboratório.

Pelo desenvolvimento efetivo de uma série de atividades, visa melhorar o desempenho do laboratório e
assegura resultados corretos e confiáveis.

O controle de qualidade permite também o reconhecimento de erros, quando ocorrem, e a tomada de
medidas corretivas imediatas impedindo que a informação saia incorreta do laboratório.

A aplicação deste programa de controle de qualidade deve ser compartilhada por todos os membros do
laboratório, entretanto, deve ser escolhida uma pessoa responsável pelo programa.

Um benefício indireto do programa de garantia de qualidade é a padronização de metodologias, pois a
uniformidade de procedimentos analíticos é um dos fatores
mais importantes que influenciam as variações de resultados nos diferentes laboratórios.

O programa deve estabelecer métodos e manter registros necessários na avaliação do nível de precisão e
coerência.

Deve estabelecer procedimentos corretivos quando é detectada a qualidade inaceitável.  

2 - INSTALAÇÕES

O ambiente de trabalho deve estar isento de pó tanto quanto possível, e a área deve ter uma distribuição
que permita a circulação fácil de acordo com o fluxo de trabalho.



Os materiais e equipamentos devem ser armazenados e dispostos adequadamente de acordo com o
fluxograma.

As bancadas ou mesas de trabalho devem ser limpas e desinfetadas sempre que necessário ou pelo menos
duas vezes ao dia, o piso nunca deve ser limpo com
vassoura e sim com pano umedecido em solução desinfetante/detergente, usando-se dois baldes, de modo
que se tenha sempre um deles com a solução água/desinfetante limpa e outro, com água, para enxaguar o
pano sujo.

3 - EQUIPAMENTOS

O bom funcionamento dos equipamentos é fundamental para a realização satisfatória de todas as análises.
As instruções para o funcionamento de cada aparelho devem ser colocadas junto ao mesmo, para
verificação quando necessário.

Os equipamentos elétricos e mecânicos devem ser incluídos em programa de manutenção preventiva. É
necessário lubrificar e ajustar os aparelhos mecânicos, como centrífugas, pipetadores automáticos,
stomacher, etc. A manutenção corretiva poderá somente ser realizada por pessoal especializado.

Consultar o quadro a seguir para o controle dos equipamentos de uso mais comum.

QUADRO PARA CONTROLE DE EQUIPAMENTOS

Equipamento Procedimento Freqüência Limite de
Tolerância

Observação

Banho-maria
Registro de
temperatura Diária ± 1ºC

Limpeza quinzenal.
Adicionar substância
fungicida na água
(formol ou azida de
sódio)

Banho-maria/colifecais
Registro de
temperatura Diária ± 0,2ºC

Limpeza quinzenal.
Adicionar substância
fungicida na água
(formol ou azida de
sódio)

Cabine de fluxo
Medir a
velocidade do
ar

Trimestral
50
pés/min ±
pés min

1)Trocar ou limpar os
filtros a cada 3 meses.
2)Expor placas de
ágar sangue
diariamente por 10
minutos. Incubar e
observar a presença
de colônias. Tomar
medidas corretivas.
3)A cada 15 dias
limpar as lâmpadas
ultravioletas com
pano macio e úmido.

Incubadores
Registro de
temperatura Diária ± 1ºC

1) Utilizar
termômetros de
máxima e mínima,
anotar pelo menos 2
vezes ao dia.

Fornos
Registro de

Diária -.-

1) Limpar
mensalmente.
2) Utilizar esporos B.



temperatura stearothermophilus
para controle mensal.

Termômetros Aferição Anual    
Balança Calibração Diária    

pHmetro Calibração Diária
± 0,05 um
de pH

1) Calibrar com 2
padrões(pH 4,0 e 7,0
ou 7,0 e 10,0).
2) Semanalmente
comparar com
leituras de padrões
em outro pHmetro.
Quando a diferença
for maior que 0,05
unidades, solicitar a
revisão dos aparelhos.

Jarra de anaerobiose Uso de
indicador

A cada
ciclo de
uso

-.-

Regenerar o
catalizalidor a 160ºC
2 horas após 10
utilizações das jarras.

Espectro-fotômetro
Calibração de
exatidão
fotométrica

Quinzenal
Máximo
1%

2 21) Usar solução de K Cr

7 2 4O (60,25mg/l de H SO

0,01N) e realizar a
leitura de absorbância
nos comprimentos de
onda:
nm absorbância
235 0,747
257 0,869
313 0,293
350 0,644

 
Medir a
exatidão e
reprodutividade

Quinzenal
Máximo
de 1,0nm

2)Com didímetro,
verificar dois
espectros no mínimo.

 

  com
didímetro

     

Autoclave

Controle de
temperatura

A cada
ciclo de
uso

-.- 1) Com fitas para autoclave.

Controle de
eficiência
Biológica

Trimestral   2) Utilizar esporos B.sterothermophilus.

4 - REAGENTES

O controle de qualidade de reagentes tem inicio no recebimento, com a observação externa de suas
características.

Adquirir quantidades pequenas para garantia da estabilidade e validade do produto.

Preparados os reagentes, deve constar no rótulo: o nome da prova para qual foi preparado, o nome do
reagente, a data de preparação, as iniciais de quem preparou, a data de validade ou qualquer outra
indicação ou advertência especial.



Todos os reagentes utilizados para identificar agentes microbianos devem ser testados periodicamente,
para comprovar sua correta reatividade com meios e microrganismos apropriados e testados cada vez que
forem utilizados para reação positiva e negativa com microrganismos apropriados.

Os corantes utilizados nos trabalhos microbiológicos devem ser testados, assegurando que os mesmos
sejam de boa qualidade e que seu desempenho seja uniforme e reprodutível.

Adquirir os anti-soros em laboratórios ou instituições reconhecidas.

Testar periodicamente após a reidratração ou diluição.

Quando da sua utilização, verificar a limpidez, turbidez ou presença de floculação que indicam
contaminação.

5 - VIDRARIA

A vidraria utilizada deve ser de borosilicato neutro.

Frascos rachados, com bordas quebradas e graduação apagada devem ser descartados.

O Material de vidro contaminado deve ser esterilizado em autoclave (30 a 45 min: a 121ºC) antes da
lavagem.

A lavagem deve ser feita com detergente apropriado e água quente.

Quando necessário deixar em solução sulfocrômica (dissolver 100g de cromato de potássio (K2Cr2O7)
em 600ml de água destilada; adicionar 400ml de ácido sulfúrico concentrado comercial (H2SO4).

Manter resfriamento durante a adição do ácido), antes da lavagem.

Após a lavagem proceder rigorosa enxaguadura de maneira a assegurar a retirada de todo o detergente.

Testar rotineiramente toda a vidraria quanto à presença de resíduos alcalinos ou ácidos pela adição de
algumas gotas de azul de bromotimol a 0,04g/l, indicador que oferece viragem de cor do amarelo ao azul
esverdeado na faixa de pH 6,5 a 7,3.

Após a lavagem e secagem (máximo 60ºC) preparar a vidraria, acondicionando adequadamente.

Esterilizar o material não volumétrico a 170ºC por 2 horas (calor seco).

A esterilidade da vidraria deve ser avaliada mensalmente e sempre que necessário conforme indicação a
seguir:

a) Placas de petri - verter ágar não seletivo em diversas placas coletadas ao acaso.

Deixar solidificar e incubar em aerobiose e/ou anaerobiose (a 30ºC por 48 horas).

b) Frascos ou sacos para colheita de amostras - adicionar caldo nutritivo como o caldo tioglicolato ou BHI
e incubar a 30ºC por 48 horas.

c) Tubos erlenmeyer e outros - adicionar caldo tioglicolato ou BHI e observar crescimento após incubação
a 30ºC por 48 horas.

d) Pipetas - pipetar diluente estéril e semear em caldo não seletivo e observar crescimento após incubação
a 30ºC por 48 horas.



Quando for comprovada a não esterilidade do material, descartar e corrigir falhas.

Manter registros dos resultados dos controles de vidraria e das medidas tomadas para corrigir falhas.

6 - MEIOS DE CULTURA

O desempenho dos meios de cultura depende de sua composição, modo de preparação, etc.

É necessária a avaliação sistemática dos meios adquiridos desidratados ou aqueles preparados no
laboratório com ingredientes básicos.

A estocagem dos meios desidratados, reagentes e ingredientes deve ser feita em lugar fresco, protegidos
da luz e da umidade.

Quando especificado no rótulo, manter sob refrigeração ou em frasco escuro.

Verificar prazos de validade.

Descartar meios e reagentes hidratados ou com coloração alterada.

Os corantes e meios que os contenham devem ser guardados protegidos da luz, em frascos escuros ou
cobertos por papel metálico ou outro tipo que os proteja da claridade.

Para ajuste de pH de meios, nunca utilizar ácidos ou bases fracas.

Normalmente utiliza-se HCl ou NaOH 0,1N.

Os pontos críticos na preparação dos meios de cultura são os seguintes:

a) Pesagem do material;

b) Material desidratado não alterado pela exposição ao ar, umidade, oxidação, etc.

c) Água de hidratação (deionizada ou destilada recentemente);

d) Vidrarias (resíduos de detergentes ou outras substâncias químicas ou biológicas);

e) Mistura e dissolução;

f) Temperaturas e tempos de preparação e esterilização, podendo resultar na hidrólise do ágar,
caramelização dos carbohidratos, diminuição do pH, aumento da ação de inibição, alteração de corantes
em meio seletivo ou diferencial e formação de precipitados;

g) Temperatura de determinação de pH;

h) Adição de suplementos;

i) Teste de eficiência dos meios antes do uso;

j) Controle dos meios desidratados adquiridos comercialmente, principalmente com relação à
produtividade-seletividade.

Consultar o quadro 2 a seguir para o controle dos meios de cultura.

QUADRO 2

CONTROLE DE QUALIDADE DE MEIOS DE CULTURA



Meio Microrganismo Reação
Esperada

Observação

Ágar Baird Parker

S. Aureus

Colônias
negras de
lecitinase e
lipólise

1) Descartara a solução de
telurito de potássio quando
apresentar precipitado

S. epidermidis Colonias pretas
sem halo

2) A emulsão da gema de ovo e
a solução de piruvato de sódio
podem ser mantidos sob
refrigeração por até 30 dias,
desde que protegidos de
contaminação

Agar OGY S.cerevisiae
E.coli

Crescimento
inibido

 

Caldo Tetrationato S.typhimurium Crescimento Evidenciar o crescimento ou
inibição por repique em meios
seletivos diferenciais
específicos

Caldo Rappaport
vassiliadis E.coli

Inibição
parcial ou total

 

Caldo E C E.coli Crescimento
com gás

N distribuição do meio colocar
tubos de Duhram invertidos
antes de esterelização. Incubar a
45,5ºC por 24 a 48 horas.

Ágar Vermelho
Neutro bile Lactose

E. coli

Colônias
púrpura com
ou sem
precipitado
central

O meio preparado pode ser
mantido por 5 dias sob
refrigeração. Incubar a 45,5ºC
por 24 a 48 horas.

S. aureus Inibido

Agar sangue

B. cereus

Colônias
rodeadas por
ß-hemólise
completa.

 

S. viridans

Colônias
pequenas
rodeadas por
B - hemólise

 

Agar Fenilalanina
desaminase

P. vulgaris Bisel verde
(+) Reação observada após a adição

de cloreto férrico a 10%
E. coli Sem mudança

(-)

Caldo Tioglicolato C.perfringens Crescimento

Quando o meio apresentar
alteração de cor, antes do uso,
regenerar em banho-maria
fervente por 5 minutos.

Agar ou caldo
tripticase Soja

B.subtilis
Crescimento  

S.aureus
Agar ou caldo
Nutritivo

S.aureus
Crescimento  

B.subtilis

E.coli
Crescimento
difuso no
meio (+)

 



Meio de motilidade K.pneumoniae Crescimento
na linha de
inoculação (-)

 

Ágar ou caldo cérbro
coração

S.aureus
Crescimento  

E.coli

Ágar verde brilhante

S.
typhimurium

Colônias
rosas ou
vermelhas
translúcidas
Inibido ou
colônias
amarelas

Conservar o meio distribuído em
placas em sacos plásticos, sob
refrigeração por no máximo por
5 dias.E. coli

Ágar DNASE
S.aureus

Zona rosada
ao redor do
orifício  

S.epidermidis Sem alteração

Ágar eosina azul de
metileno

E.coli Colônia azul
púrpura quase
sempre com
brilho verde
metálico
Colônia
incolor
Crescimento
inibido

 

S.sonnei

S.aureus

Ágar batata glicose
E.coli
S.cerevisiae

Crescimento
inibido  
Crescimento.

Caldo malonato Salmonella
E.coli

Verde (-)
 

Azul (+)

Agar ferro lisina
E.aerogenes Base e biseI

violeta
Bisel de pequena inclinação

Proteus Base amarela
e biseI

 

    violeta  

Agar TSI

E. coli Base e bisel
amarelos com gás

2  Biselsem H S

alcalino, base 
2ácida com gás e H

 Bisel e baseS

alcalina, sem gás e

2  Basesem H S

ácida, Bisel
alcalino com gás
e 2H S

P. aeruginosa. Não cresce na
base. Preparar bisel de
pequena inclinação.

P. mirabilis
P. aeruginosa

S.
typhimurium

Caldo ou ágar uréia
P. vulgaris Vermelha (+)  
S.
typhimurium

Sem mudança de
cor (-)

 

Caldo verde
E. coli

Crescimento
Na distribuição do meio
colocar tubos de Durham



Brilhante Bile lactose com gás Inibido invertidos antes da
esterelização.

S. aureus

Caldo Lauril sulfato

E. coli

Crescimento
com gás Inibido

Com tubos de Durham
invertidos. Pode ser usado até
um mês da preparação se
conservado sob refrigeração e
protegido da desidratação.

S. aureus

Caldo glicose azida
S. faecalis Crescimento em

botão no fundo
do tubo. Inibido

 
S. aureus

Caldo EVA

S. faecalis Crescimento Crescimento e reação
bioquímica verificada pela
formação de botão violeta no
fundo do tubo.

S. aureus Inibido

S. pyogenes Inibido

Caldo de carne
cozida

C.
perfringens

Crescimento  

Agar XLD

S.
typhimurium

Colônias
vermelhas com
centro Negro.

O meio distribuído em placa
deve ser conservado sob
refrigeração (sacos plásticos)
e utilizados até 5 dias.

E. aerogenes
Colônias
amarelas com
precipitado.

E. coli
Colônias
amarelas ou
inibido.

S. aureus Inibido

Meio O/F P. aeruginosa

Superfície do
meio com
camada oleosa,
sem mudança de
cor

Quando o açúcar utilizado
não for a glicose fazer os
contrles positivos e negativos
para os respectivos açúcares

Caldo VP

E. coli Marrom (-) A reação é verificada até 2
horas após a adição dos
reativos. Para uma resposta
mais rápida, adicionar 3 gotas
de creatina a 5%.

E. aerogenes Vermelha (+)

Ágar Hektoen

E.coli Inibido ou
colônias laranja

Distribuir em placas
imediatamente após a
preparação, manter em sacos
plásticos sob refrigeração e
utilizar em até 5 dias.

P. mirabilis

Colônias verdes
com ou sem
centro negro.
Inibido

Streptococcus Colônias verdes
com ou sem
centro negroSalmonella

Água peptonada
E. coli Anel vermelho

(+).
A leitura da reação é
observada após a adição do
reativo de Kovacs.E. aerogenes Sem alteração (-)

6.1 - TESTE DE PRODUTIVIDADE E SELETIVIDADE

Mossel é colaboradores desenvolveram uma técnica simples para avaliado de meios seletivos, que foi
denominada de Método Ecométrico por avaliar, a suscetibilidade do meio para colonização do
microrganismo desejado, assim como a resistência à colonização por cepas interferentes.



6.1.1 - MÉTODO ECOMÉTRICO PARA AVALIAÇÃO DE MEIOS SÓLIDOS SELETIVOS E NÃO
SELETIVOS

Tomar: uma cultura fresca em fase estacionária{18 horas a 30ºC) de uma cepa que tenha sido semeada em
caldo BHI ou tripticase soja.

Adequar o tempo..e temperatura de acordo com a cepa em estudo;

Preparar placas de petri com o meio em teste. A espessura do meio não deve ser menor que 4mm. Da
mesma forma preparar placas com meio de referência.

Secar as placas invertidas em estufa a 45ºC por 1 hora.

Dividir as placas em quadrantes conforme figura abaixo. (marcá-Ia convenientemente.

A partir de cada cultura em caldo tripticase soja ou BHI, com alça calibrada de 1µl, traçar 5 estrias em cada
quadrante, e uma estria central de forma progressiva sem carregar nem flambar a alça. Proceder da mesma
forma no meio de referência.

Incubar as placas por tempo e temperatura especificados, para os meios de cultura em teste e de
referência;

6.1.1.1 - CÁLCULO DO ÍNDICE DE CRESCIMENTO ABSOLUTO (ICA)

A cada estria se dá um valor de 0,2 (precisão do método).

Este valor se multiplica pelo número de estrias nas quais se observou crescimento.

Por exemplo: se observou crescimento .nas cinco estrias do mesmo quadrante, o valor é 1 (um).



Quando se observar crescimento completo nas cinco estrias dos quatro quadrantes e na estria central, o
índice de crescimento absoluto é igual a 5.

O ICA será igual ao número do quadrante quando todas as estrias deste quadrante e dos quadrantes
anteriores mostrarem um crescimento completo, enquanto não se observar crescimento em nenhuma estria
do próximo quadrante.

Quando aproximadamente a metade das estrias de um quadrante mostrarem desenvolvimento completo ou
quase completo, o ICA será igual ao número do quadrante menos 0,5.

Calcular o ICA pela soma dos valores obtidos.

6.1.1.2 - CÁLCULO DO ÍNDICE DE CRESCIMENTO RELATIVO (ICR)

O ICR para uma cepa determinada é a comparação entre o ICA em um meio em estudo e o ICA .no meio
de referência (ICA-ME/ICA-MR).

6.1.1.3 - CRITÉRIO DE AVALIAÇÃO

a) Produtividade

Para todas as cepas em um meio de cultivo não seletivo o ICA deve ser pelo menos igual a 3,5.

b) Seletividade

Para as cepas não desejadas nos meios seletivos o ICA não deve ser maior que 2.

Para as cepas desejadas não deve ser menor que 3.

6.1.2 - MEIOS LÍQUIDOS SELETIVOS E NÃO SELETIVOS

Este é um método geral para avaliar a taxa de crescimento em meios de cultura líquidos seletivos e não
seletivos, No controle dos meios seletivos pode ser conveniente acrescentar uma amostra comparável ao
material a ser analisado.

Distribuir 10ml do caldo de referência e do caldo em teste em tubos com tampa de rosca. Autotclavar
segundo as especificações do fabricante.

Preparar culturas em fase estacionária dos microrganismos teste, homogeneizar e fazer diluições em
solução salina peptonada até a concentração aproximada de 10UFC/ml.

Semear os caldos em duplicata, com 0,1ml do cultivo de cada microrganismo em estudo, que contenha
aproximadamente 105 UFc/ml.

Retirar 0,1ml do caldo em teste e colocá-lo numa placa de petri que contenha ágar não seletivo com
superfície seca. Espalhar com auxilio de bastão tipo "hockey".

Repetir o procedimento sobre outra placa de petri semeando 0,1ml do caldo de referência.

Incubar os caldos e as placas de petri sob condições especificas para os meios e microrganismos em
estudo. Em diversos intervalos de tempo retirar uma porção de cada caldo, por meio de alça calibrada,
pipeta ou micropipeta. Diluir se for necessário e distribuir sobre placas de Petri que contenham o mesmo
meio usado no item, anterior.

Os resultados podem ser avaliados visualmente e também pode ser graficada a contagem em função do
tempo.



SOLUÇÃO SALINA PEPTONADA
Cloreto de Sódio(NaCl) 8,5g
Peptona 1,0g
Água destilada 1000,0ml.
  pH 7,0 a 7,2

6.1.3 - AVALIAÇÃO DO DESEMPENHO DE CALDO SELETIVO COM UMA MISTURA DE
CULTIVOS DESEJADOS E NÃO DESEJADOS

Este método foi desenvolvido para controlar os meios seletivos de enriquecimento de salmonelas. Quando
se utiliza com este propósito, deve-se usar como cepa desejada Salmonella typhimurium Lfd TM 98,
resistente ao ácido nalidíxico. Deve-se preparar placas de petri com ágar tripticase soja ou outro ágar não
seletivo, com e sem ácido nalidíxico.

Preparar, a partir de cultivo em fase estacionária da cepa, diluições decimais consecutivas (10-1 a 10-10)
em solução salina peptonada.

Em paralelo, preparar cultivos em fase estacionária das cepas não desejadas Citrobacter freundii NCTC
6272, E. coli ATCC 11775/NCTC 9001, Proteus mirabilis ATCC 29906 e Pseudomonas aeruginosa
ATCC 25668/NCTC-10662;

6.1.3.1 - Preparar cultivos em fase estacionária de todas as cepas. 

6.1.3.2 - Preparar uma mistura contendo 1ml de cada um dos microrganismos em fase estacionária não
desejados e dilui-la a 10-1, em solução salina peptonada.

6.1.3.3 - Diluir o microrganismo desejado a 10-1 até 10-10, em solução salina peptonada.

6.1.3.4 - Estimar o número de UFC/ml do microrganismo desejado por meio de contagem em superfície
de ágar tripticase soja (com e sem ácido nalidíxico).

De cada diluição preparada, selecionar a maior diluição que revelar contagem.

6.1.3.5 - Determinar a habilidade de recuperar pequenos números do microrganismo desejado, do caldo
de enriquecimento seletivo, semeando 1ml de cada diluição em 10ml de caldo de enriquecimento seletivo.
Incubar na temperatura ótima por 18.a 24 horas e após estriar sobre a superfície de ágar tripticase soja
com e sem ácido nalidlxico.

6.1.3.6 - Observar as placas e calcular o número de microrganismos necessários para iniciar o
desenvolvimento no caldo de enriquecimento seletivo.

Verificar se a cepa resistente ao ácido nalidíxico não é inibida no ágar que o contém.

6.1.3.7 - Para determinar a habilidade do caldo de enriquecimento seletivo de recuperar pequenos
números do microrganismo desejado a partir de uma mistura de cepas, transferir 1ml de cada uma das
diluições em solução salina peptonada (6.1.3.3) em tubos separados que .contenham 10 ml de caldo de
enriquecimento e 0,02ml da diluição 10-1 da mistura de cepas indesejáveis. Incubar em temperatura
apropriada por 18 a 24 horas e após estriar sobre placas de ágar tripticase soja com e sem ácido nalidíxico,
e, se desejar, em outro ágar seletivo (XLD, HEKTOEN).

Após incubação, observar as colônias da cepa desejada. Registrar os resultados, incluindo a maior
diluição que permite o isolamento do microrganismo desejado separadamente ou em conjunto com os não
desejados.

6.1.3.8 - INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS



a) Produtividade: O caldo de cultivo seletivo deve permitir o desenvolvimento de um cultivo puro da cepa
desejada a partir de um inóculo de 20 ou menos células.

Ao plaquear nos ágares seletivos e não seletivos qualquer interação entre os meios líquidos e sólidos,
pode também colocar-se em evidência.

b) Seletividade: O desenvolvimento das cepas desejadas nos caldos de enriquecimento que contém
microrganismos competidores (não desejáveis) deve ser detectado utilizando-se a diluição mais alta que
permite o desenvolvimento do cultivo puro.

6.2 - TESTE DE ESTERILIDADE

Cada lote de meio preparado no laboratório ou adquirido pronto deve ser submetido ao teste de
esterilidade. Selecionar aleatoriamente uma quantidade representativa de tubos e placas (5%) e incubar
antes ou durante a utilização do lote de meios. A temperatura .de incubação será e mesma utilizada na
análise.

6.3 - OUTRAS RECOMENDAÇÕES

Os reagentes e meios empregados devem ser testados semanalmente com culturas-controle positivas e
negativas (veja quadro 2, parte II, item 6).

Anti-soros devem ser estocados conforme as instruções do fabricante e testados frente a culturas-controle
positivas e negativas, rotineiramente.

Todo laboratório deve manter uma coleção de culturas para utilização nos testes de
produtividade/seletividade, e checagem de características bioquímicas diferenciais de cada meio ou
reagente utilizado no laboratório:

As culturas-estoque podem ser mantidas liofilizadas, sob ultracongelamento ou em meios apropriados
com freqüentes repiques.

Registro de todos os controles devem ser efetuados e mantidos disponíveis para apreciação após término
do trabalho analítico.

6.4 - INSTRUÇÕES PARA REIDRATAÇÃO DE CULTURAS LIOFILIZIDAS

1) Serrar a base da parte superior da ampola.

2) Quebrar a ampola no lugar serrado, protegendo com .uma gaze embebida em ácool.

3) Proceder conforme abaixo descrito quando quando não estiver disponível serrinha para vidro:

a) Aquecer a parte superior da ampola na chama do bico de Bunsen.

b) Adicionar algumas gotas de solução salina estéril (NaCl 0,05%), na parte aquecida da ampola para que
o vidro quebre por chcoque térmico.

c) Retirar a parte superior fragmentada com auxílio de uma pinça estéril.

d) Adicionar, com uma pipeta de Pasteur estéril de 0,3 a 0,5ml do meio liquido recomendado, para o
interior da ampola.

e) Ressuspender o sedimento homogeneizando-o.

f) Transferir a suspensão para tubos ou placas contendo o meio recomendado nas formas líquida ou
sólida.



g) Incubar na temperatura e período de tempo indicados.

Obs: Caso o microrganismo não apresente crescimento durante o período de tempo indicado, prolongar a
incubação ao dobro, antes de ser descartado como inviável.

PARTE III

PREPARO DA AMOSTRA

1 - PRODUTOS ESTERILIZADOS

Cuidados especiais deverão ser observados na abertura de recipientes enlatados, hermeticamente
fechados. Posicionar a lata com a borda não codificado para cima e costura lateral voltada para o lado
oposto ao analista.

Fazer desinfecção da embalagem com algodão embebido em álcool iodado e flambar.

Usando um abridor de latas metálico, previamente esterilizado, abrir um pequeno orifício. Abrir a lata e
transferir porções do conteúdo para os meios de cultivo indicados.

Para leite e creme de leite Longa Vida, proceder conforme item 2.3.

2 - PRODUTOS NÃO ESTERILIZADOS

2.1 - PRODUTOS SÓLIDOS: Com o auxilio de pinças, tesouras ou bisturis estéreis, cortar e pesar
assepticamente 25g representativos da amostra, em copos de homogeneizador ou sacos plásticos
(Stomacher), tarados.

Adicionar 225ml de água peptonada a 0,1% homogeneizar no máximo por 2 minutos a 8.000 - 25.000
rpm ou aproximadamente 60 segundos no Stomacher.

Esta é a diluição 10-1.

Homogeneizar e pipetar 1ml para tubo contendo 9ml do mesmo diluente (diluição 10-2), e assim, preparar
as diluições de trabalho desejadas, segundo o tipo de análise a ser realizada.

Obs: Produtos congelados devem ser descongelados em refrigerador de 2 a 8ºC, por um tempo máximo de
18 horas antes da análise.

2.1.1 - Para contagem de halófilos, pesar 10g de amostra e diluir em 90ml de água peptonada 0,1%
adicionada de 3% de NaCl. Homogeneizar e preparar as diluições com o mesmo diluente.

2.1.2 - Para pesquisa de salmonella pesar separadamente 25g e adicionar 225ml de água peptonada a 1 %
tamponada.

2.2 - PRODUTOS EM PÓ, GRANULADOS, ETC.

Com o auxilio de espátula ou colher estéril, pesar assepticamente 25 gramas da amostra em copos de
homogeneizador ou sacos plásticos (Stomacher), tarados.

Adicionar 225ml de água peptonada a 0,1%.

Homogeneizar e preparar as diluições de trabalho de acordo com o item 2.1.

2.3 - PRODUTOS LÍQUIDOS E ÁGUA



Agitar ou inverter o recipiente com a amostra por 25 vezes. No caso do mesmo estar sem espaço livre,
aspirar 10 vezes com pipeta.

Pipetar assepticamente 1ml da amostra, transferindo para um tubo com 9ml de água peptonada a 0,1%
(diluição 10-1). Homogeneizar e pipetar 1ml para tubo contendo 9ml do mesmo diluente (diluição 10-2).
Preparar assim as diluições sucessivas necessárias às análises a serem efetuadas.

2.4 - PRODUTOS GORDUROSOS

Com o auxilio de espátula estéril pesar, assépticamente, 25g da amostra em frasco estéril e colocar em
banho-maria a 45ºC por um período máximo de 15 minutos. Após liquefação, adicionar 225ml de água
peptonada a 0,1% à mesma temperatura. Agitar, de forma a obter uma suspensão homogênea e preparar as
diluições de acordo com o item 2.3.

2.5 - OVOS COM CASCA

O ovo deve ser lavado com sabão e enxaguado em água morna e seco com gaze. Fazer assepsia no local
de abertura com álcool iodado e flambar. Homogeneizar a clara com a gema e retirar 25g. Caso seja
necessário, utilizar água peptonada a 6,1% para efetuar diluições. Para pesquisa de salmonella proceder
conforme item 2.1.2, parte III.

2.6 - (Revogado(a) pelo(a) Portaria 8/1995/SDA/MAPA)

_______________________________________________ Redação(ões) Anterior(es)

2.7 - SEMI-CONSERVAS

Proceder conforme item 2.1, parte III.

3 - CUIDADOS DURANTE O PROCESSO ANALÍTICO

3.01 - Identificar devidamente todo o material utilizado, incluindo a data de início da análise.

3.02 - Assegurar-se da perfeita homogeneização da primeira diluição, o que interferirá em todo restante da
análise.

3.03 - Selecionar diluições que ofereçam contagens entre 25-250 colônias por placa, aproximadamente.

3.04 - Não utilizar a mesma pipeta em diluições diferentes.

3.05 - Quando o volume a ser semeado for 0,1ml deixá-lo verter livremente sobre a placa ou superfície do
ágar sem tocar a ponta da pipeta nos mesmos.

3.06 - Distribuir a amostra homogeneamente em todo o meio de cultivo através de movimentos rotatórios
ou de vai-e-vem suaves.

3.07 - O tempo decorrido desde a primeira diluição da amostra até a adição do ágar nas placas não deve
exceder a 20 minutos.

3.08 - Não deixar o ágar fundido permanecer no banho-maria (44 a 46ºC) por tempo superior a 60
minutos.

3.09 - Após verter o ágar nas placas, o tempo necessário para solidificação não deve exceder 10 minutos.

3.10 - Nos casos em que há a expectativa de contagens padrões muito baixas, devido ao tipo de
processamento que sofreu o produto, em que a amostra deverá ser pouco diluída, partículas do alimento
poderão acarretar dificuldades durante a contagem. Para facilitar a visualização de colônias, adicionar ao



ágar fundido, imediatamente antes de vertê-lo nas placas, 1ml de solução aquosa a 0,5% p/v de cloreto de
2,3,5 trifeniltetrazolium (TTC) por 100ml de ágar.

A maioria das bactérias formam colônias vermelhas no ágar adicionado de TTC, o que facilita a leitura.

Conservar a solução de TTC abrigado da luz e calor.

PARTE IV

DETERMINAÇÕES ANALÍTICAS

A - TÉCNICAS BÁSICAS DE CONTAGEM

A.1 - TÉCNICA DE CONTAGEM EM PLACAS

As técnicas de contagem em placas permitem a visualização de formação de colônias a partir de um
número "fixo" de células viáveis. São utilizadas, portanto, para obter a contagem de unidades formadores
de colônias (UFC) presentes na amostra sob análise.

Os meios de cultura usados para a obtenção do número de colônias, podem ser de uso geral (meios com
ingredientes nutritivos básicos), enriquecidos (meios com nutriente adicional, como sangue, gema de ovo
e soro), acrescidos ou não de sistemas inibidores e sistemas indicadores.

A aplicação das técnicas tem por base o uso de diluições seriadas obtidas a partir da homogeneização de
amostras sólidas e semi-sólidas ou a partir de diluições diretas de amostras líquidas.

As técnicas básicas de contagem em placas incluem: Semeadura em Profundidade. Distribuir a alíquota
das diluições escolhidas em placas de petri estéreis.

Acrescentar 12 a 15ml do ágar e misturar.

Deixar solidificar e incubar de acordo com o requerido para a pesquisa específica.

Semeadura em superfície. Usar meio já distribuído em placas, solidificado.

Promover a secagem da superfície, quando necessário. Usar 0,1ml das diluições escolhidas, podendo ser
inoculado, no máximo, até 0,5ml da(s) diluição (ões) em questão.

Observar que o inóculo deve ser depositado no centro da superfície do ágar, evitando tocar a ponta da
pipeta no meio, mantendo-a entretanto, o mais próximo posslvel. Espalhar, com auxílio de alça de
Drigalski, ou bastão de vidro tipo "hockey" por toda a superfície do ágar ou até absorção completa do
inóculo.

Inverter as placas e incubar como requerido.

Semeadura por Sobrecamada. Proceder como para semeadura em profundidade.

Após mistura e solidificação, acrescentar de 10 a 12ml de ágar fundido.

Não misturar, deixar solidificar e incubar as placas invertidas, conforme requerido.

Pode-se proceder à semeadura em superfície e, após espalhar o inóculo adequadamente, acrescentar 10 a
12ml de ágar fundido e mantido a 45ºC.

Não misturar, deixar solidificar e incubar.

O tempo entre a inoculação da primeira camada e a adição da sobrecamada pode ser dilatado, quando se



pretende a recuperação de células em "stress". Nestes casos, em geral, o ágar usado para a semeadura não
é seletivo-diferencial sendo que o usado para a sobrecamada tem estas características.

Ecometria - Este método, usado para o controle de qualidade de meios de cultura, está descrito na parte II
deste manual.

A.2 - NÚMERO MAIS PROVÁVEL

A técnica do Número Mais Provável (NMP) é um método que permite estimar a densidade de organismos
viáveis presentes em uma amostra sob análise.

Esta técnica tem por base a probabilidade estatística relacionada com a freqüência e ocorrência de
resultados positivos mais prováveis em função do número real dos microrganismos presentes.

A avaliação estimativa do número de células viáveis presentes é obtida através de 3 diluições decimais
sucessivas e a transferência de alíquotas determinadas (também decimais, como 10 e 1ml) de cada
diluição em séries de tubos.

O número de tubos por série é variável, podendo ser de 2 a 10.

Os mais comumente usados, são séries de 3 e de 5 tubos por diluições.

O arranjo de tubos positivos das 3 diluições é transposto para tabelas estatísticas, que incluem os limites
de confiança dos números mais prováveis dos microrganismos pesquisados em função da tabela em
questão.

Entretanto, a expressão do NMP é feita somente através do numero mais provável que corresponde aos
tubos positivos por série.

A expressão do NMP por g ou ml do produto sob análise é feita considerando o fator de diluição usado.
Em geral, as tabelas já estão corrigidas considerando g ou ml (e conseqüentemente, as diluições), para a
obtenção do NMP.

Podem ser inoculadas mais do que 3 diluições seriadas. Entretanto, a leitura final do NMP deve
considerar somente as 3 diluições mais significativas.

Os exemplos a seguir permitem a seleção das diluições significativas, dentre as possibilidades
descritas.

Exemplo     Diluição (g ou
ml)

  Combinação de

  1,0 0,1 0,01 0,001 0,0001 tubos
1 3/3* 3/3 1/3**     3-3-1
2 3/3 3/3 2/3 1/3 0/3 3-2-1
3 3/3 2/3 0/3 0/3   3-2-0
4 2/3 2/3 0/3     2-2-0
5 3/3 3/3 2/3 1/3 1/3 3-2-2
6 3/3 2/3 0/3 1/3 0/3 3-2-1

* Numerador = número de tubos positivos

Denominador = número de tubos semeados

** 3 diluições consideradas significativas para a obtenção do NMP

INTERPRETAÇÃO



a) Quando da inoculação de mais do que 3 diluições seriadas, selecionar a maior diluição na qual todos os
tubos inoculados são positivos e considerar as 2 diluições seguintes maiores que a selecionada (exemplos
2 e 3).

b) Nos casos em que mais do que 2 diluições seguintes à escolhida revelarem tubos positivos, repassar um
tubo positivo da maior diluição positiva para a imediatamente anterior, sucessivamente, até obter arranjo
de tubos que se enquadre na situação anterior (exemplos 5 e 6).

c) Nos casos de inoculação de somente 3 diluições seriadas, proceder a leitura diretamente na tabela
(exemplos 1 e 4).

A técnica do NMP não permite contagem "fixa" de células viáveis ou de UFC, como acontece com a
técnica de contagem em placas.

O uso desta técnica, entretanto, se justifica principalmente quando é necessário estimar o número de
células viáveis não detectadas (visualizadas) pela contagem em placas em razão do volume possível do
inóculo por esta técnica e na recuperação de células em "stress" fisiológico, uma vez que são usados
meios líquidos na técnica do NMP.

Quanto maior o número esperado do microrganismo pesquisado, maiores deverão ser as diluições usadas.

O uso de meios de cultura com maior ou menor impediência é explorado pela técnica do NMP, seja para
recuperar células sob "stress", seja para obter resultados mais rápidos.

Por outro lado, esta técnica não permite confiabilidade ou confirmação do microrganismo pesquisado no
mesmo período de tempo do que a contagem em placas.

A técnica de NMP deve ser realizada pelas seguintes etapas analiticas: teste presuntivo (leitura da série de
tubos positivos); teste confirmatório (subcultura dos tubos do teste presuntivo em caldo de maior
impediência ou em ágar seletivodiferencial para o microorganismo pesquisado) e teste completo
(identificação da(s) espécie(s) microbiana(s) presente(s).

1 - CONTAGEM PADRÃO DE MICRORGANISMOS AERÓBIOS ESTRITOS E FACULTATIVOS
VIÁVEIS: MESÓFILOS, PSIOOTRÓFICOS E TERMÓFILOS.

Os métodos de contagem padrão em placa oferecem o número de microrganismos viáveis no alimento,
pela utilização do meio de cultivo adequado, de maneira a promover o crescimento do mais amplo
espectro de microrganismos presentes na amostra sob análise. Alguma seletividade será exercida pela
temperatura de incubação.

Em muitos casos, como nos alimentos processados, a contagem padrão demonstra o nível geral de higiene
durante a fábricação, condições de armazenamento e transporte, etc. daquele alimento, enquanto em
produtos não processados pode ser indicador da qualidade do alimento.

A precisão do método pode ser limitada pela incapacidade de alguns microrganismos formarem colônias
visíveis no meio e condições utilizadas, como também, pela presença de substâncias inibidoras produzidas
por microrganismos do próprio alimento durante o crescimento no ágar.

Visando à obtenção de melhores resultados, observar as recomendações contidas na parte III, item 3.

Quando presentes em números elevados, os psicrotróficos podem causar Uma variedade de alterações em
produtos conservados sob refrigeração.

A maioria dos organismos psicrotróficos são destruídos pelo calor. Assim, sua presença pode significar
subprocessamento térmico ou contaminação pós-processamento em produtos pasteurizados; a elevação do
seu número está associada a uma estocagem prolongada sob refrigeração ou manutenção a frio



inadequada, ou ainda, pode significar risco de alteração tanto para produtos processados como não
processados.

Microrganismos termófilos são aqueles que podem sobreviver de forma significativa ao tratamento
térmico.

Usualmente o tratamento térmico inclui temperaturas de pasteurização ou superiores. A presença de
termófilos em grande número está relacionada com a qualidade higiênica da matéria prima ou
processamento térmico insuficiente.

1.1 - MEIOS UTILIZADOS

Água peptonada a 0,1%

Ágar padrão para contagem (PCA) r

1.2 - TÉCNICA

Pipetar, assepticamente, porções de 1ml das diluições selecionadas transferindo-as para placas de petri
devidamente identificadas; semear utilizando, no mínimo, duas diluições diferentes.

Adicionar a cada placa cerca de 15ml de PCA previamente fundido e mantido a 45ºC. Homogeneizar
cuidadosamente.

Para contagem de psicrotróficos deve-se realizar a semeadura de 0,1ml das diluições desejadas sobre a
superfície seca do ágar previamente distribuído em placas. Após solidificação, incubar as placas
invertidas de acordo com o que segue:

Termófilos  55ºC/48 horas

Mesófilos  35ºC/48 horas

Psicrotróficos - 7 a 10ºC/7- a 10 dias

Após incubação, selecionar as placas e contar todas as colônias.

Calcular, de acordo com as diluições, o número de unidades formadores de colônias por grama ou rol da
amostra.

Ver técnica de contagem no Anexo I.

a) ÁGUA PEPTONADA 0,1%
Peptona de carne 1,0g
Água destilada/deionizada 1000,0ml

Dissolver a peptona na água destilada/deionizada. Distribuir 9ml em tubos e autoclavar a 121ºC por 15
minutos.

  pH final 7,0 ± 0,2
b) AGAR PADRÃO PARA
CONTAGEM (PCA)

 

Extrato de levedura 2,5g
Triptona 5,0g

6 12 6Glicose (C H O ) 1,0g
Ágar 15,0g



Suspender os componentes em 1 litro de água destilada/deionizada.

Deixar em repouso por 15 minutos. Ferver até dissolução completa.

Distribuir em tubos ou frascos apropriados. Autoclavar a 121ºC por 15 minutos.

pH final: 7,0 ± 0,1

2 - CONTAGEM PADRÃO DE MICRORGANISMOS ANAERÓBIOS ESTRITOS OU
FACULTATIVOS VIÁVEIS - MESÓFILOS E TERMÓFILOS

Os anaeróbios estão presentes na natureza. Algumas espécies são encontradas comumente no trato
intestinal do homem e animais, no solo, em pescados e ambiente marinho.

Os clostrídios podem ser proteolíticos (putrefativos) ou não, o que demonstra sua importância na
deterioração de alimentos; algumas espécies são patogênicas para o homem e a isto se deve o maior
interesse do seu controle nos alimentos.

Os anaeróbios putrefativos podem ser demonstrados em meios com proteína (OVO, soro, leite, cérebro ou
carne) pois são capazes de decompor proteínas, peptonas e aminoácidos anaerobicamente, resultando em
aminas primárias, ácido sulfídrico (H2S), metil e etilsulfito, amônia, mercaptanos, dióxido de carbono
(CO2), H2, indol e escatol.

A maioria é capaz de crescer entre 10 e 50ºC, o que abrange a temperatura de armazenamento de
alimentos refrigerados e curados.

Os esporos dos anaeróbios putrefativos são mais resistentes ao calor que os dos não putrefativos, e por
esta razão são mais freqüentemente encontrados em produtos subprocessados.

A presença de anaeróbios não putretativos em alimentos processados térmicamente é indício de
contaminação pós-processo e não de subprocessamento.

A importância do controle dos mesófilos anaeróbicos nos alimentos de baixa acidez, mantidos em
embalagens herméticas está relacionada a sua alta resistência ao calor, habilidade de crescer em
anaerobiose e nas temperaturas normais de armazenamento destes produtos.

Os anaeróbios deteriorantes, devem ser considerados como um problema potencial em relação a
deterioração de todos os alimentos de baixa acidez que supram
as necessidades de crescimento e, particularmente de anaerobiose.

Nos alimentos processados termicamente ou não, submetidos a operações que visam a prevenção de
deterioração, como acidificação artificial ou redução de atividade de água, a presença de pequenos
números de anaeróbios mesófilos não tem significância em relação ao risco potencial de deterioração.

Os esporos de anaeróbios termófilos têm uma excepcional resistência ao calor e produtos químicos.
Podem chegar ao alimento com ingredientes adicionados ao mesmo.

2.1 - MEIOS UTILIZADOS

Água peptonada a 0,1%

Ágar para contagem de anaeróbios

2.2 - TÉCNICA

Proceder conforme o indicado na Parte IV, item 1.2, utilizando como meio o ágar, para contagem de
anaeróbios. Para anaeróbios mesófilos incubar a 35ºC por 48



horas, e para termófilos incubar a 55ºC por 48 horas, ambos em anaerobiose.

2.3 - COMPOSIÇÃO E PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

a) Água Peptonada 0,1%

Peptonada de carne 1,0g
Água destilada/deionizada 1000,0ml

Dissolver a peptona na água destilada/deionizada.

Distribuir 9ml em tubos e autoclavar a 121ºC por 15 minutos.

  pH final 7,0 ± 0,1
b) Ágar para Contagem de Anaeróbios  
Extrato de levedura 5,0g
Extrato de carne 3,0g
Triptona 15,0g

6 12 6Glicose (C H O ) 0,5g
Cloreto de Sódio (NaCl) 2,5g

2 4 Fosfato dissódico dihidratado (Na HPO 2H

2O) 2,5g

Cisteína hidrocloreto 0,5g
Ágar 15,0g

Suspender os componentes em 1 litro de água destilada deionizada.

Deixar em repouso por 15 minutos. Ferver até dissolução completa.

Distribuir em frascos ou tubos e autoclavar a 121ºC, por 20 minutos.

pH final 7,1 ± 0,1

3 - CONTAGEM DE MICRORGANISMOS HALÓFILOS

O nível de sal requerido pelos microrganismos halófilos varia enormemente.

A microflora associada a alimentos salgados depende da concentração de sal, do tipo de sal e do tipo de
alimento. A classificação de halófilos, mais prática, baseia-se na tolerância à concentração salina na qual
apresenta ótimo crescimento.

- Levemente halófilos 0,5 a 3% cloreto de sódio
- Moderadamente
halófilos

3,0 a 15% cloreto de sódio

- Extremamente halófilos 15,0 a 30% cloreto de sódio

Os halófilos psicrotróficos de origem marinha dos gêneros pseudomonas, Morazella, Acinetobacter e
Flavobacterium contribuem para a deterioração de alimentos de origem marinha.

Alguns psicrotróficos halófilos necessitam de íons Mg++ e K+ além de NaCl para o seu crescimento e
atividade proteolítica, enquanto que a
necessidade de sódio em outras bactérias halófilas, é apenas osmótica. Diluições com água destilada
podem causar a lise de halófilos deteriorantes, por isso todos os diluentes devem, no mínimo, conter 3%
de cloreto de sódio.



3.1 - MEIOS UTILIZADOS

Água peptonada 0,1%, com 3% de cloreto de sódio Meio de Gibbons modificado, adicionado de 20% de
cloreto de sódio.

3.2 - TÉCNICA

Utilizando diluente adicionado de 3% de NaCl, semear, em duplicata, 0,1ml do inóculo sobre a superfície
do meio de cultura.

Espalhar cuidadosamente, com o auxilio de alça de Drigalsky ou bastão tipo "hockey". Incubar as placas
invertidas conforme indicado abaixo:

Produtos de estocagem recomendada em temperatura ambiente: 25ºC por 4 dias.

Produtos de estocagem recomendada em refrigeração: 7ºC por 10 dias.

Em pescado salgado, preparar 4 placas e incubar nas duas temperaturas (7ºC por 10 dias e 25ºC por 4
dias).

Ver técnica de contagem no Anexo I.

3.3 - COMPOSIÇÃO E PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

a) Água Peptonada a 0,1% com 3% de Cloreto de Sódio (NaCl)

Peptona 1,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 30,0g
Água destilada/deionizada 1000,0ml

Dissolver os componentes na água destilada/deionizada.

Distribuir 9ml em tubos e autoclavar a 121ºC por 15 minutos.

pH final 7,0 ± 0,2

b) MEIO DE GIBBONS MODIFICADO

Casoaminoácido 10,0g
Extrato de levedura 5,0g

5 9 3Ácido L-Glutâmico (C H NO ) 2,5g

6 5 7 3 2citrato trisódico (C H O Na H 0) 3,Og
Cloreto de potássio (KCl) 2,0g

4Sulfato de magnésio hepta hidratado (MgSO  27H O) 2,5g
Cloreto de sódio (NaCl) 200,0g
Água deionizada/destilada 950,0ml

Dissolver os componentes na água e ajustar o pH 7,5 - 7,6.

Autoclavar a 120ºC por 15 minutos. Filtrar, ajustar o pH para 7,0.

Acrescentar 20g de ágar, completar o volume para 1000ml com água deionizada, distribuir em frascos e
autoclavar a 121ºC por 15 minutos.



4 - CONTAGEM DE BOLORES E LEVEDURAS C

Os bolores e leveduras estão presentes no meio ambiente e podem fazer parte da flora do alimento. Às
vezes podem ser responsáveis pela deterioração de muitos tipos de alimentos, os quais, pelas suas
características de baixo pH e de atividade de água, conteúdo de sal ou de açúcar e estocagem em baixa
temperatura, favorecem seu a desenvolvimento. Alguns podem causar problemas nos alimentos devido a
sua resistência ao calor, congelamento, antibióticos e irradiação, além da formação de toxinas. Podem
também transformar substratos impróprios em favoráveis ao desenvolvimento de bactérias patogênicas.

4.1 - MEIOS UTILIZADOS.

Água peptonada 0,1%

Agar batata glicosado

Agar batata glicosado 20%

Agar OGY (opcional)

4.2 - REAGENTES

Ácido tartárico, solução aquosa 10%

Oxitetraclicina, solução a 1% em 0,01N ácido clorídrico (HCl)

4.3 - TÉCNICA

Proceder conforme o item 1.2 da parte IV utilizando o ágar batata glicosado, acidificando imediatamente
antes do uso, a pH 3,5 com ácido tartárico a 10% em
solução aquosa. Incubar as placas invertidas em 22 a 25ºC durante 3 a 5 dias.

Selecionar placas que contenham 10 a 150 colônias e contar conforme Anexo I.

No caso de amostras de mel, e outros produtos com altas concentrações de açúcares, contar bolores e
leveduras osmofílicas, utilizando ágar batata glicosado adicionado de 20% de glicose, em paralelo ao ágar
batata glicosado normal. Neste caso, as diluições devem ser efetuadas com água peptonada 0,1%,
acrescida de 20% de glicose e o pH do meio deve ser 4,5.

No caso de utilizar o meio opcional, incorporar 0,1g/l de oxitetraciclina em solução aquosa, ao ágar
previamente fundido e mantido a 50ºC, imediatamente antes do uso.

4.4 - COMPOSIÇÃO E PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

a) AGUA PEPTONADA A 0,1%

Peptona 1,0g
Agua destilada/deionizada 1000,0ml

Dissolver a peptona na água destilada/deionizada.

Distribuir 9ml em tubos e autoclavar a 121ºC por 15 minutos.

pH final 7,0 ± 0,2

b) AGAR BATATA GLICOSADO



6 12 6Glicose (C H 0 ) 20,0g

Agar 15,0g

Quando tratar-se de meio desidratado observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo ou
manual. No momento da utilização, fundir, resfriar a 45ºC e acidificar até pH 3,5 com ácido tartárico a
10% estéril.

Não aquecer após a adição do ácido.

c) AGAR BATATA GLICOSE 20%

Preparar da mesma forma que o ágar batata glicosado. Adicionado de 180g de glicose por litro de meio.

d) AGAR OGY (ÁGAR OXITETRACICLINA - GLICOSE - EXTRATO DE LEVEDURA)

Extrato de levedura 5,0g

2 4 2D (+) glicose (Na HPO 2H O) 10,0g
Ágar 15,0g

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo ou
manual. Antes do uso fundir o meio e esfriar a 50ºC. Adicionar a cada litro 0,1g de oxitetraciclina em
solução aquosa.

pH final 6,5 ± 0,2

5 - CONTAGEM DE MICRORGANISMOS LIPOLÍTICOS

As gorduras dos alimentos são suscetíveis à hidrólise e oxidação, o que pode ser causado por bactérias,
bolores e leveduras, como também por processos químicos.

A deterioração hidrolítica e oxidativa das gorduras do alimento levam a alterações do odor do mesmo e
diminuição da qualidade até deterioração.

Os alimentos mais freqüentemente envolvidos em problemas da lipólise são os cremes de leite, manteigas,
margarinas e outros produtos com grande proporção de gorduras.

A temperatura e umidade durante o armazenamento podem proporcionar condições de desenvolvimento
de microrganismos lipolíticos.

Os gêneros Pseudomonas, Alcaligenes e Staphylococcus possuem espécies lipolíticas.

As lipases são relativamente ativas em baixa atividade de água (congelados, alimentos em pó) embora o
aumento nas condições de atividade de água aumente a ação enzimática.

As lipases são enzimas exocelulares podendo estar atuando na gordura do alimento mesmo após a
destruição da célula microbiana por processos tecnológicos.

5.1 - MEIOS UTILIZADOS.

Água peptonada a 0,1%

Ágar tributirina

5.2 - TÉCNICA

Proceder como na parte IV item 1.2, semeando em superfície.



Utilizar como meio de cultura o ágar tributirina.

Incubar a 22ºC, durante 5 dias.

Contar as colônias rodeadas por um halo transparente.

5.3 - COMPOSIÇÃO E PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

a) AGUA PEPTONADA A 0,1%

Peptona 1,0g

Agua destilada/deionizada 1000,0ml

Dissolver a peptona na água destilada/deionizada.

Distribuir 9ml em tubos e autoclavar a 121ºC por 15 minutos.

  pH final 7,0 ± 0,2

b) AGAR TRIBUTIRINA

Peptona 5,0g
Extrato de levedura 3,0g
Ágar 15,0g

Suspender os componentes em 1 litro de água destilada/deionizada.

Deixar repousar por 15 minutos.

Ferver até dissolução completa.

Distribuir em frascos (volume conhecido) e autoclavar a 121ºC por 15 minutos.

O pH do meio base deverá ser 7,5 ± 0,1 a 30ºC.

Para preparação do ágar tributirina adicionar a um litro de meio base, fundido e resfriado a ± 80ºC, 10g de
tributirina (glicerina tributirato) neutra, aquecida a 80ºC, homogeneizar.

Em lugar de tributirina pode-se usar outros glicerídeos como trioleína e trilinoleína.

  pH final: 7,5 ± 0,1

6 - CONTAGEM DE MICRORGANISMOS PROTEOLÍTICOS

Alterações no sabor e odor dos alimentos podem ser produzidas por microrganismos proteolíticos.

Alguns psicrotróficos deteriorantes são fortemente proteolíticos, causando alterações indesejáveis em
produtos cárneos, laticínios e pescado.

Em alguns alimentos, o número de proteolíticos pode projetar o tempo de vida do produto estocado sob
refrigeração e avaliar o processamento tecnológico.

Proteases termoresistentes são produzidas por algumas espécies de Pseudomonas e podem alterar leites
esterilizados.



Espécies proteolíticas são comuns entre os gêneros Bacillus, Clostridium, Pseudomonas e Proteus.

O nível de bactérias proteolíticas e/ou a proporção em termos da flora total pode ser útil para indicar a
qualidade de alguns tipos de alimentos (vida-útil sob refrigeração).

As colônias de bactérias proteolíticas no ágar leite apresentam-se rodeadas por uma zona clara como
resultado da conversão da caseína em compostos nitrogenados solúveis.

Como o meio é opaco, utiliza-se um precipitante químico (HCl ou ácido acético) para detectar a proteólise
e para confirmar se as zonas claras são causadas por proteólise ou pela formação de ácidos devida à
fermentação de carbohidratos.

Após o tratamento com o precipitante químico, as colônias não podem ser usadas para outras análises.

6.1 - MEIOS UTILIZADOS

Água peptonada 0,1%

Ágar leite

6.2 - REAGENTES

Ácido cloridrico a 1%, solução aquosa

Ácido acético a 10%, solução aquosa

Ao manipular o ácido clorídrico fumegante e o ácido acético glacial para o preparo destas soluções,
cuidados devem ser tomados para evitar o contato com mucosas, pele e inalação.

Utilizar pró-pipetas para pipetá-los. Realizar este trabalho em capela.

6.3 - TÉCNICA

Proceder como na parte IV, item 1.2, exceto nos seguintes pontos:

a) Semear em superfície.

b) utilizar o ágar leite

c) Incubação a 22ºC por 72 horas

d) Após a incubação, cobrir o ágar com solução de ácido clorídrico (HCl) a 1% ou ácido acético a 10%
por 1 (um) minuto. Retirar o excesso de líquido e contar as colônias rodeadas por um halo transparente.

6.4 - COMPOSIÇÃO E PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

a) ÁGUA PEPTONADA A 0,1%

Peptona 1,0g
Água destilada/deionizada 1000,0ml

Dissolver a peptona na água destilada/deionizada, distribuir 9ml em tubos e autoclavar a 121ºC por 15
minutos.

  pH final 7,0 ± 0,2



b) ÁGAR LEITE

Peptona de carne 5,0g
Extrato de levedura 3,0g
Ágar 12,0g

Suspender os componentes em 900ml de água destilada/deionizada.

Deixar repousar por 15 minutos. Ferver até dissolução completa.

Distribuir em frascos e autoclavar a 121ºC, por 15 minutos.

Adicionar 100ml de leite desnatado reconstituído (10%), estéril, na hora da utilização.

  pH final 7,0 ± 0,2

7 - CONTAGEM DE COLIFORMES

Coliformes são bastonetes Gram-negativos, aeróbicos e facultativamente anaeróbicos, que fermentam a
lactose com formação de gás em 48 horas a 35ºC.

Para produtos lácteos, alguns pesquisadores especificam a temperatura de 32ºC.

A especificação do meio e da temperatura é crítica para a interpretação dos resultados. com base nas
evidências disponíveis, 20 ou mais espécies representativas atendem aos critérios que definem o grupo
coliforme. O grupo coliforme, que não identifica os membros individualmente, tem menor valor
interpretativo que o único organismo índice, a E.coli, bem como o grupo coliforme de origem fecal, pois
o grupo coliforme pode conter alguns membros não entéricos como o gênero Serratia e Aeromonas.

7.1 - MEIOS UTILIZADOS

Água peptonada a 0,1%

Ágar cristal violeta vermelho neutro bile (VRBL)

Caldo verde brilhante bile 2% lactose

7.2 - TÉCNICA

Semear em placas, 1ml das diluições selecionadas. Adicionar a cada uma ± 15ml de ágar cristal violeta
vermelho neutro bile, previamente fundido e mantido a 45ºC e homogeneizar.

Deixar solidificar em superfície plana.

Acrescentar uma segunda camada menos espessa do meio e deixar solidificar.

Alternativamente, semear 0,1ml de cada diluição em superfície de ágar tripticase soja, espalhar
homogeneamente e deixar as placas em temperatura ambiente por 5 a 6 horas para revitalização.

Após este período, cobrir cada placa com 10ml de VRBL, deixar solidificar e incubar a 35ºC por 24 a 48
horas.

Incubar as placas invertidas a 35ºC, por 24 a 48 horas. Selecionar as placas que contenham de 10 a 150
colônias.

Características das colônias: 0,5 - 2mm de diâmetro, de cor avermelhada.



Contar as colônias típicas e calcular o número de coliformes por g ou ml da amostra. Em caso de dúvida,
confirmar 3 a 5 colônias em caldo verde brilhante bile 2% lactose. Ver técnica de contagem no Anexo I.

7.3 - COMPOSIÇÃO E PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

a) Água Peptonada A 0,1%

Peptona 1,0g
Água destilada/deionizada 1000,0ml

Dissolver a peptona na água destilada/deoinizada, distribuir 9ml em tubos e autoclavar 121ºC por 15
minutos.

b) Ágar Cristal-Violeta Vermelho Neutro Bile.

12 22 11 2Lactose (C H O H O) 10,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g
Sais biliares (nº 3) l,5g

15 17 4Vermelho neutro (C H ClN ) 0,03g

25 30 3Cristal violeta (C H ClN ) 0,002g
Ágar 15,0g

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo ou
manual. Não autoclavar.

  pH final 7,4 ± 0,1

c) Caldo Verde Brilhante Bile 2% Lactose

Peptona 10,0g

12 22 11 2Lactose (C H O H O) 10,0g
Bile concentrado 20,0g

21 14 4 5Verde brilhante (C H Br O S) 0,0133g

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo ou
manual.

  pH final 7,4 ± 0,1

8 - NÚMERO MAIS PROVÁVEL DE COLIFORMES

8.1 - MEIOS UTILIZADOS

Caldo lauril sulfato

Caldo verde brilhante bile 2% lactose

Ágar eosina azul de metileno lactose segundo Levine

8.2 - TÉCNICA

Utilizar o caldo lauril sulfato para o exame presuntivo de coliformes em água e caldo verde brilhante bile
2% lactose ou caldo lauril sulfato para os produtos em geral.



Semear três séries de 3 tubos utilizando 10ml, 1ml. e 0,1ml ou outras diluições decimais em caldo lauril
sulfato ou verde brilhante bile 2% lactose, contendo tubos de fermentação (Durhan).

A última diluição empregada deverá ser suficientemente alta para dar um tubo com resultado negativo.

Homogeneizar com cuidado e incubar a 35°C, por 24 a 48 horas.

Quando for necessário semear 10ml da amostra original ou diluição, utilizando meio preparado com dupla
concentração.

Anotar os tubos positivos em cada uma das três séries de 3 tubos, (presença de gás nos tubos de Durhan).

Confirmar os tubos positivos em ágar Levine.

Verificar a tabela no Anexo II para o cálculo do NMP de coliformes.

Quando necessário, realizar as provas complementares do IMVIC.

8.3 - COMPOSIÇÃO E PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

a) Caldo Lauril Sulfato

Triptona 20,0g

12 22 11 2Lactose (C H O H O) 5,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g

3 2 10 2 3Lauril Sulfato de Sódio (CH (CH ) CH OSO Na) 0,1g

2 4Fostato dipotássico (K HPO ) 2,75g

2 4Fosfato Monopotássico (KH PO ) 2,75g

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas na embalagem ou
manual.

  pH final: 6,8 ± 0,1

b) Caldo Verde Brilhante Bile 2% Lactose

Peptona 10,0g

12 22 11 2Lactose (C H O H O) 10,0g
Bile concentrado 20,0g

21 14 4 5Verde brilhante (C H Br O S) 0,0133g

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas na embalagem ou
manual.

c) Ágar Eosina Azul De Metileno Lactose Segundo Levine

Peptona de carne 10,0g

12 22 11 2Lactose (C H O H O) 10,0g

2 4Fosfato dipotássico (K HPO ) 2,0g

20 6 4 2 5Eosina amarela (C H Br Na O ) 0,4g

16 18 3 2Azul de metileno (C H ClN S.2H O) 0,065g
Agar 15,0G
  pH final: 7,0 ± 0,2



Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas na embalagem ou
manual.

9 - CONTAGEM DE COLIFORMES DE ORIGEM FECAL

A separação dos coliformes de origem fecal, daqueles de origem não fecal é feita através de testes
baseados em incubação à temperaturas elevadas.

Tais testes são usados internacionalmente com algumas variações. Entretanto, estes métodos não são
absolutos.

O termo coliforme de origem fecal não tem validade taxômica, pois não pretende identificar, mas apenas
indicar, a presença de E.coli, não separando esta bactéria das demais, geralmente consideradas de pouco
ou nenhum significado em saúde pública. Por outro lado, a presença de microrganismo do grupo de
origem fecal no alimento pode ser atribuída a uma contaminação pelo ambiente e não necessariamente a
uma contaminação fecal direta, e o seu número pode estar associado ao desenvolvimento no próprio
produto.

Como para os demais coliformes, a tolerância ou não para este grupo, depende do tipo de produto em
análise, e das condições necessárias de higienização/sanitarização nos locais de estocagem, fabricação e
processamento de alimentos. Sua interpretação e tolerância, portanto, tem mais sentido quando da
comparação dos resultados obtidos em função da padronização da metodologia analítica.

9.1 - MEIOS UTILIZADOS

Caldo EC

Caldo triptona

Caldo VM-VP

Agar citrato de Simmons

9.2 - REAGENTES

a) Reativo de Kovacs

9 11Paradimetilaminobenzaldeído (C H NO) 5,0g

11 11Alcool isoamílico (C H OH) 75,0ml
Acido clorídrico concentrado (HCl) 25,0ml

Dissolver o benzaldeído em álcool isoamílico e após adicionar o ácido clorídrico.

Estocar em frasco escuro, sob refrigeração.

b) Vermelho de metila solução alcoólica - pesar 0,04g de vermelho de metila e dissolver em 60ml de
etanol absoluto.

VM em pH 4,4 - Vermelho

VM em pH 6,2 - Amarelo

c) Alfa-naftol, solução alcoólica a 5% - Estocar em frasco escuro e sob refrigeração. Evitar contato com
mucosas e pele.



d) Hidróxido de potássio, solução aquosa 40%.

9.3 - TÉCNICA

A partir das placas de ágar cristal violeta vermelho neutro bile utilizado na contagem de coliformes,
selecionar 3-5 colônias típicas e realizar as provas do IMVEC:

I - Indol  35ºC/48h

M - Vermelho de metila  35ºC/48h

V - Voges Proskauer  35ºC por 5 dias

E - Eijkman  Banho-maria a 45,5ºC/48h

C - Citrato  35ºC/48h

Para leitura verificar:

a) Fermentação da Lactose - Verificar no tubo de Durban a presença de gás.

b) Teste de Presença de Indol - Adicionar no tubo com caldo triptona ± 3ml do reativo de Kovacs.

Agitar, deixar em repouso por 10 minutos.

O aparecimento de uma coloração vermelho escura na camada de álcool isoamílico representa uma reação
positiva. Considerar como coliforme fecal os que demonstrarem positividade em ambas as provas.

c) VM-VP - incubar a 35ºC por 5 dias, após pipetar 1 e 5ml para dois tubos estéreis.

No primeiro colocar 2 a 3 gotas de solução de vermelho de metila e no outro tubo adicionar 0,6ml de
solução alcoólica de alfa-naftol a 5% e 0,2ml de solução
aquosa de KOH a 40%.

Agitar, deixando em repouso por 1 a 2 horas.

O aparecimento da coloração vermelha no tubo com vermelho de metila indica reação VM positiva, e
vermelho-escuro no tubo com alfa-naftol e KOH indica reação VP-positiva.

Para uma resposta mais rápida da reação de VP adicionar algumas gotas de solução de creatina a 5% em
hidróxido de sódio (NaOH) 0,1N.

d) Agar citrato de Simmons - incubar a 35ºC por 24 a 48 horas.

Observar a alteração ou não de cor do indicador.

A cor azul indica reação positiva. Calcular o número de coliformes fecais por g ou ml do produto,
utilizando a fórmula:

R = C x c x d
________________
            r

R=Resultado

C=colônias contadas



c=colônias confirmadas

d=Diluição utilizada para contagem

r=Colônias repicadas

9.4 - COMPOSIÇÃO E PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

a) Caldo EC

Peptona de caseína 20,0g

12 22 11 2Lactose (C H O H O) 5,0g
Sais biliares 1,5g

2 4Fosfato dipotássico (K HPO ) 4,0g

2 4Fosfato monopotássico (KH PO ) 1,5g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g

Por tratar-se de meio desidratado observar rigorosamente as recomendações
contidas na embalagem ou manual.

  pH final: 6,9 ± 0,2

b) Caldo triptona

Triptona 10,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g
Dissolver os componentes em 1 litro de água destilada/deionizada.
Distribuir em tubos e autoclavar a 121ºC, por 15 minutos.

 

  PH final 6,9 ± 0,2

c) Caldo VM-VP

Proteose peptona 7,0g

6 12 6Glicose (C O 0 ) 5,0g

2 4Fosfato dipotássico (K HPO ) 5,0g

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas na embalagem ou
manual.

  pH final: 6,9 ± 0,2

d) Ágar Citrato Seg. Simons

2 4Dihidrogenofosfato de amônio (NH PO ) 1,0g

2 4Fosfato dipotássico (K HPO ) 1,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g

6 5 7 3 2Citrato de sódio (C H O Na .2H O) 2,0g

4 2Sulfato de magnésio (MgSO .7H O) 0,2g

27 28 2 5Azul de bromotimol (C H Br O S) 0,08g



Agar 15,0g
  pH final 6,9 ± 0,1

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo ou
manual.

10 - NÚMERO MAIS PROVÁVEL DE COLIFORMES DE ORIGEM FECAL

10.1 - MEIOS UTILIZADOS

Caldo triptona

Caldo EC

Ágar EMB (Levine)

10.2 - REAGENTES

a) Reativo de Kovacs

9 11Paradimetilaminobenzaldeído(C H NO) 5,0g

5 11Alcool isoamílico (C H OH) 75,0ml
Ácido clorídrico concentrado (HCl) 25,0ml

Dissolver o berizaldeído no álcool isoamílico, e após adicionar o ácido clorídrico.

10.3 - TÉCNICA

A partir de cada um dos tubos positivos no NMP de coliformes, semear um tubo de caldo EC e um tubo
de caldo triptona. Incubar ambos os tubos a 45,5ºC, ± 0,2ºC por 24-48 horas em banho-maria com
agitação.

Após incubação, verificar:

a) Fermentação da Lactose  verificar a presença de gás no tubo de Durhan.

b) Teste da presença de Indol - adicionar ao tubo com caldo triptona ± 0,3ml do reativo de Kovacs.

Agitar.

O aparecimento de coloração vermelho escura na camada do álcool isoamílico representa uma reação
positiva.

Considerar como coliforme fecal quando ambas as provas apresentarem resultados positivos.

Quando necessário, realizar as provas da IMVEC selecionando as colônias do ágar Levine.

Calcular o NMP de coliformes fecais através do número de tubos confirmados, verificando a tabela do
Anexo II.

10..4 - COMPOSIÇÃO E PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

a) Caldo EC

Peptona de caseína 20,0g



12 22 11 2Lactose (C H O H O) 5,0g

Sais Biliares 1,5g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g

2 4Fosfato dipotássico (K HPO ) 4,0g

2 4Fosfato monopotássico (KH PO ) 1,5g

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas na embalagem ou
manual.

  pH final: 6,9 ± 0,2

b) Caldo Triptona

Triptona 10,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas na embalagem.

  pH final: 6,9 ± 0,2

c) Ágar Emb (Eosina - Azul De Metileno - Lactose) - Levine

12 22 11 2Lactose (C H O H O) 10,0g

2 4Fosfato dipotássico (K HPO ) 2,0g

20 6 4 2 5Eosina amarela (C H Br Na O ) 0,4g

16 18 3 2Azul de metileno (C H ClN S.2H O) 0,065
Ágar 15,0g

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas na embalagem ou
manual.

  pH f1nal: 7,0 ± 0,2

11 - CONTAGEM DE E. coli

Investigações ecológicas tem demonstrado que a E. coli procede do intestino do homem e dos animais de
sangue quente. A presença de E. coli em um alimento indica que ocorreu uma contaminação de origem
fecal e que conseqüentemente existe o risco potencial de que tenham chegado ao alimento outros
microrganismos patogênicos de origem entérica.

Até o momento a E. coli é o marcador sanitário ideal na análise microbiológica de alimentos crús ou que
não tenham sido submetidos a nenhum tratamento térmico para assegurar sua inocuidade.

A E. coli é o índice fecal melhor conhecido, mas pode apresentar comportamento anômalo nos testes de
identificação laboratorial.

Devido a isto ela se torna um indicador de contaminação fecal não perfeito, nos casos negativos. A
identificação é feita com base no padrão do teste de INVEC.

11.1 - MEIO UTILIZADO

Caldo lauril triptose - MUG (4 metil-umbeliferil-Beta-D-Glicuronídeo)



11.2 - TÉCNICA

A partir das placas de cristal violeta vermelho neutro bile, utilizadas para a contagem de coliformes,
selecionar 3-5 colônias típicas e semear em caldo lauril triptose - MUG.

Incubar a 35ºC por 20 horas.

Fazer a leitura em câmara com lâmpada de UV, com emissão de luz de 366 nm. A Beta-Glicoronidase da
E. coli hidrolisa o MUG (incolor) liberando o composto 4-metil-umbeliferona, fortemente fluorescente.

Após a leitura da fluorescência, adicionar ao meio algumas gotas do reativo de Kovacs, para verificar a
formação de indol.

Considerar como E. coli as colônias que apresentarem fluorescência e indol positivos.

Calcular o número de E. coli, utilizando a fórmula:

R = C x c x d
___________________
            r

R=Resultado

C=Colônias contadas

c=Colônias confirmadas

d=Diluição utilizada para contagem

r=Colônias repicadas

Microrganismo Indol VM VP Citrato Lactose
E. coli típica + + - - +
E. coli inativa* + + - - -
E. blattae - + - ± -
E. fergusoni - + - - -
E. ewingii + + - - ±
Plesiomonas
shiqelloides

+ + - - ±

Klebsiella taxon 53* - ± ± - ±
Klebsiella taxon 62 - ± ± ± +
Klebsiella taxon 68* - ± ± ± +
Hafnia alvei - ± ± - -
2Aeromonas hidrophila + + ± ± -
E. hermannii + + - - ±
E.vulneris - + - - +

* grupos ensaiados reconhecidos no CDC, Atlanta, USA - tabela retirada do Compendium APHA, 1984.

11.3 - COMPOSIÇÃO E PREPARO DO MEIO DE CULTURA

a) Caldo Lauril - Triptose - Mug

Triptose 20,0g

2 4Fosfato dipotássico (K HPO ) 2,75g



2 4Fosfato monopotássico (KH PO ) 2,75g

Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g

12 22 11 2Lactose (C H O H O) 5,0g

3 2 10 2 3Lauril sulfato de sódio (CH (CH ) CH OSO

Na) 0,1g

4-Metilumbeliferil-Beta-D-Glicuronídeo 100,0mg

Dissolver em 1 litro de água destilada/deionizada.

Distribuir em tubos de ensaio com tubos de Durham, esterilizar a 121ºC por 15 minutos.

  pH final 6,8 ± 0,2

12 - NMP DE E. coli

12.1 - MEIO DE CULTURA

Caldo lauril triptose - MUG (4-metil-umbeliferil-beta-D-glicuronídeo)

12.2 - TÉCNICA

A partir dos tubos de caldo EC incubados a 45,5ºC positivos, utilizados para confirmação de NMP
coliformes fecais, semear tubos com caldo Lauril triptose-MUG.

Incubar a 35ºC por 20 horas.

Fazer a leitura em câmara de UV, com emissão de luz em 366nm.

A Beta-glicuronidase da E. coli hidrolisa o MUG (incolor) liberando o composto 4- metilumbeliferona,
fortemente fluorescente.

Após a leitura da fluorescência adicionar reativo de Kovacs para verificação da produção de Indol.

Considerar presença de E. coli nos tubos que forem positivos para fluorescência e indol.

Calcular o NMP de E. coli consultando a tabela do Anexo no II.

12.3 - COMPOSIÇÃO E PREPARO DO MEIO DE CULTURA

a) Caldo Lauril - Triptose - MUG

Triptose 20,0g

2 4Fosfato dipotássico (K HPO ) 2,75g

2 4Fosfato monopotássico (KH PO ) 2,75g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g

12 22 11 2Lactose (C H O H O) 5,0g

3 2 10 2 3Lauril sulfato de sódio (CH (CH ) CH OSO

Na) 0,1g

4-Metilumbeliferil-Beta-D-Glicuronídeo 100,0mg

Dissolver em 1 litro de água destilada/deionizada.

Distribuir em tubos de ensaio com tubos de Durham, esterilizar a 121ºC por 15 minutos.



  pH final 6,8 ± 0,2

12 - NMP DE E. coli

12.1 - MEIO DE CULTURA

Caldo lauril triptose - MUG (4-metil-umbeliferil-beta-D-glicuronídeo)

12.2 - TÉCNICA

A partir dos tubos de caldo EC incubados a 45,5ºC positivos, utilizados para confirmação de NMP
coliformes fecais, semear tubos com caldo Lauril triptose-MUG.

Incubar a 35ºC por 20 horas.

Fazer a leitura em câmara de UV, com emissão de luz em 366nm.

A Beta-glicuronidase da E. coli hidrolisa o MUG (incolor) liberando o composto 4- metilumbeliferona,
fortemente fluorescente.

Após a leitura da fluorescência adicionar reativo de Kovacs para verificação da produção de Indol.

Considerar presença de E. coli nos tubos que forem positivos para fluorescência e indol. Calcular o NMP
de E. coli consultando a tabela do Anexo no II.

12.3 - COMPOSIÇÃO E PREPARO DO MEIO DE CULTURA

a) Caldo Lauril - Triptose - MUG

Triptose 20,0g

2 4Fosfato Monopotássico (KH PO ) 2,75g

2 4Fosfato dipotássico (K HPO ) 2,75g
Cloretode sódio (NaCl) 5,0g

12 22 11 2Lactose (C H O H O) 5,0g

3 2 10 2 3Lauril Sulfato de Sódio (CH (CH ) CH OSO

Na) 0,1g

4-Metilumbeliferil-Beta-D-glicuronídeo 100,0mg

Dissolver os componentes em 1 litro de água destilada/deionizada.

Distribuir em tubos de ensaio, cerca de 10ml por tubo. Esterilizar a 121ºC por 15 minutos.

  pH final: 6,8 ± 0,2

13 - CONTAGEM DE S. aureus

O S. aureus representa um risco para a saúde pública pela produção de enterotoxina estafilocócica, agente
causal de intoxicação alimentar.

A determinação do S" aureus é importante para:

- Confirmar que este microrganismo é agente de doença veiculada por alimento;

- Identificar os alimentos veiculadores desta bactéria;



- Demonstrar contaminação pós processamento por manipulação humana de produtos processados
termicamente.

A interpretação da determinação quantitativa de S. aureus deve considerar o conjunto das razões
,assinaladas, associada a possibilidade deste microrganismo se desenvolver no produto alimentício, em
função de suas características e das condições de conservação e manuseio do produto acabado.

No que se refere às matérias primas, deve-se considerar a possibilidade de sobrevivência durante o
processo de transformação das mesmas.

A presença de S. aureus em produtos fermentados pode indicar fermentação imprópria.

13.1 - MEIOS UTILIZADOS

Água peptonada a 0,1%

Ágar Baird-parker

Caldo cérebro coração (BHI)

Ágar azul de toluidina (DNA)

Meio para fermentação aer6bica de maltose

13.2 - REAGENTES

Telurito de potássio a 3,5%

Solução salina a 0,85%

Plasma de coelho oxalatado, ou com EDTA

Emulsão de gema de ovo a 50%

Solução de piruvato de sódio a 10% 

Cloreto de mercúrio a 1%

Solução aquosa de maltose a 10%

13.3 - TÉCNICA

Semear sobre a superfície do Ágar Baird-Parker, 0,1ml de cada diluição selecionada.

Com o auxIlio de alça de Drigalsky ou bastão tipo "hockey", espalhar o inóculo cuidadosamente, por toda
a superfície do meio.

Incubar as placas invertidas a 35ºC por 30-48 horas.

Selecionar placas que contenham entre 10-150 colônias.

Contar as colônias típicas, negras brilhantes com anel opaco, rodeado por um halo claro transparente,
destacando-se sobre a opacidade do meio.

Contar também as colônias atípicas, acinzentadas ou negras brilhantes, sem halo ou com apenas um dos
halos.



Ver técnica de contagem no Anexo I.

De cada placa selecionar 3-5 colônias típicas e atípicas, semear em tubos contendo caldo cérebro-coração.

Incubar a 35ºC, por 24 horas.

A partir do caldo cérebro-coração efetuar as seguinte provas:

13.3.1 - PESQUISA DA PRESENÇA DE COAGULASE

Transferir 0,3ml do cultivo de caldo cérebro-coração para tubos contendo 0,5ml de plasma de coelho
oxalatado, ou com EDTA. Incubar a 35ºC por 6 horas.

Verificar a presença de coágulos evidentes (reaçao positiva).

Quando negativa, reincubar até 12 horas.

Em caso de dúvida, na prova de coagulase, corar pelo método de Gram, para evidenciar cocos Gram
positivos e realizar a prova da termonuclease.

Neste caso, considerar como S. aureus quando a termonuclease for positiva (Mossel).

13.3.2 - PESQUISA DA PRESENÇA DE TERMONUCLEASE

Com pipeta de Pasteur ou alça de platina, fazer orifícios, eqüidistantes com ± 2mm de diâmetro, no ágar
azul de toluidina DNA, em placas previamente preparadas.

Colocar nos orifícios uma gota (0,03ml) do cultivo em caldo cérebro-coraçao, aquecido previamente em
banho-maria fervente por 15 minutos.

Incubar a 35ºC, por 4 horas, em câmara úmida.

O aparecimento de um halo cor-de-rosa de mais de 1mm ao redor dos orifícios demonstrará a presença da
termonuclease.

Considerar como S. aureus aqueles que apresentarem positividade em uma ou outra prova
(coagulase/termonuclease).

13.3.3 - FERMENTAÇÃO AERÓBICA DA MALTOSE

A partir da cultura em caldo cérebro-coração semear, por estrias, placas de ágar para fermentação
aeróbica da maltose.

Incubar a 35ºC por 24/72h.

Verificar a presença de colônias rodeadas de zona amarela, fermentadoras da maltose.

O S. aureus fermenta a maltose aerobicamente.

Colônias de s. intermedium e de S. hycus apresentam-se com zona amarelada apenas embaixo da linha de
semeadura ou sobre meio sem alteração.

13.4 - COMPOSIÇÃO E PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

a) Água Peptonada a 0,1%

Peptona 1,0g



Agua destilada/deionizada 1000,0ml

Dissolver a peptona na água destilada/deionizada. Distribuir 9ml em tubos e autoclavar a 121ºC por 15
minutos.

  pH final 7,0 ± 0,2

b) Ágar Baird-Parker

Extrato de carne 5,0g
Triptona 10,0g
Extrato de levedura 1,0g

9 11Piruvato de sódio (C H NO) 10,0g

2 2Glicina (H NCH COOH) 12,0g

2 2Cloreto de lítio (Li Cl.6H O) 5,0g
Ágar 20,0g

Suspender os componentes em 1 litro de água destilada/deionizada.

Deixar repousar por 15 minutos. Ferver até dissolução completa.

Distribuir em frascos (volume conhecido) e autoclavar a 121ºC, por 15 minutos.

  pH final: 6,8 ± 0,2

Antes do uso, fundir e resfriar a 50ºC.

Adicionar, para cada litro de meio base, 50ml de emulsão de gema de ovo a 50% e 3ml de uma solução
aquosa de telurito de potássio a 3,5%, esterilizada por filtração.

Homogeneizar bem e distribuir em placas.

Obs: Preparação de gema de ovo a 50%: Escolher ovos com casca perfeita e lavar com sabão e água
morna. Secar, imergir em solução aquosa de cloreto de mercúrio a 1% durante 10 minutos,
aproximadamente. Secar com toalha estéril.

Quebrar a casca assepticamente, separar a gema do ovo e colocar em copo graduado estéril.

Adicionar o mesmo volume de solução salina a 0,85% estéril, misturar bem.

c) Caldo Cérebro-Coração

Infusão de cérebro de terneiro 12,5g
Infusão de coração de boi 5,0g
Peptona 10,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g

2Fosfato dissódico (Na HPO.) 2,5g

6 12 6Glicose (C H O ) 2,0g

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo e manual.

  pH final: 7,4 ± 0,1



d) Ágar azul de toluidina - DNA

Acido desoxiribonucleico (DNA) 0,3g
Cloreto de cálcio (CaCl) 0,00011g
Cloreto de sódio (NaCl) 10,0g
Azul de toluidina O(Solução aquosa a 1%)* 9,2ml

4 11 3Tris (hidroximetil) aminometano (C H NO ) 6,1g
Ágar 10,0g
   

Dissolver tris (hidroximetil) aminometano em 1 litro de água destilada/deionizada e ajustar o pH para 9,0.
Adicionar os demais componentes (exceto azul de toluidina) e aquecer até dissolução completa.

Finalmente, adicionar azul de toluidina. Não é necessário esterilizar.

* - Proteger o pó da ação da luz e umidade. Evitar contato com a pele, mucosas e ingestão.

e) Meio para Fermentação Aeróbica da Maltose.

Proteose Peptona 10,0g
Extrato de carne 1,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g

21 16 2 5Púrpura de bromocresol (C H Br O S) 0,02g
Ágar 15,0g

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo e manual.
Antes do uso adicionar a 100ml do ágar, 20ml da solução de maltose a 10%, esterilizada por filtração.

  pH final: 6,8 ± 0,1

14  NMP DE Staphylococcus aureus

14.1 - MEIOS

Água peptona a 0,1%

Caldo telurito manitol glicina (Giolitti e Cantoni)

Ágar Baird-Parker

Caldo cérebro-coração

Ágar azul de toluidina - DNA

Meio para fermentação aeróbica da maltose

14.2 - REAGENTES

Solução salina 0,85%

Plasma de coelho oxalatado

Cloreto de mercúrio a 1%

Maltose solução aquosa a 10%



14.3 - TÉCNICA

Semear 3 séries de três tubos, em caldo telurito manitol glicina utilizando porções de 1ml de cada uma
das diluições escolhidas.

Colocar em cada tubo uma camada de 1-2ml de parafina estéril. Incubar a 35ºC por 48 horas.

O S. aureus formará precipitado negro ou escurecerá todo o meio.

Com pipetas de Pasteur, estéreis, remover gotas de cultura do fundo dos tubos positivos e repicar sobre a
superfície de ágar Baird-Parker de modo a formar colônias isoladas. Incubar a 35ºC por 30-48 horas.
Selecionar as colônias negras, brilhantes, com anel opaco, rodeadas por um halo claro transparente.

Repicar em caldo cérebrocoração e realizar os testes para produção de coagulase, termunoclease e
fermentação da maltose (ver item 13.3.1, 13.3.2 e 13.3.3).

Calcular o NMP do S. aureus através de tubos positivos confirmados (coagulase e/ou termonuclease
positivos, e maltose positivos) verificando tabela do Anexo II.

14.4 - COMPOSIÇÃO E PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

a) Água Peptonada a 0,1%

Peptona 1,0g
Agua destilada/deionizada 1000,0ml

Dissolver a peptona na água destilada/deionizada. Distribuir 9ml em tubos.

Autoclavar a 121ºC por 15 minutos.

  pH final: 7,0 ± 0,2

b) Caldo Telurito Manitol Glicina (Giolitti e Cantoni)

Triptona 10,0g
Extrato de carne 5,0g
Extrato de levedura 5,0g
Cloreto de lítio (LiCl) 5,0g

6 14 6D - Manitol (C H O ) 20,0q
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g

2 2Glicina (H NCH COOH) 1,2g
Piruvato de s6dio (C,HIINO) 3,og  

Dissolver os ingredientes em 1 litro de água destilada e ajustar o pH para 6,9.

Distribuir em volumes de 19ml em tubos e esterilizar a 121ºC, por 20 minutos. o meio base pode ser
estocado a 4ºC por 10-12 dias.

Antes de usar, regenerar o meio aquecendo a 100ºC, por 20 minutos.

Esfriar e adicionar 0,1ml de uma solução de telurito de potássio a 1% esterilizada por filtração.

Manter a solução de telurito de potássio sob refrigeração.



c) Ágar Baird-Parker

Extrato de carne 5,0g
Triptona 10,0g
Extrato de levedura 1,0g

9 11Piruvato de sódio (C H NO) 10,0g

2 2Glicina (H NCH COOH) 12,0g

2 2Cloreto de lítio (Li Cl.6H O) 5,0g
Ágar 20,0g

Suspender os componentes em 1 litro de água destilada/deionizada.

Deixar repousar por 15 minutos.

Ferver até dissolução completa.

Distribuir em frascos (volume conhecido) e autoclavar a 121ºC, por 15 minutos. pH final: 6,7 ± 0,1

Antes do uso, fundir e resfriar a 50ºC.

Adicionar para cada litro do meio base, 50ml de emulsão de gema de ovo a 50% e 3ml de uma solução
aquosa de telurito de potássio a 3,5% esterilizada por filtração.

Homogeneizar bem e distribuir em placas.

Obs: Preparação de gema de ovo a 50%:

Escolher ovos com cascas perfeitas e lavar com sabão e água morna.

Secar.

Imergir em solução aquosa de cloreto de mercúrio a 1% durante 10 minutos, aproximadamente.

Secar com toalha estéril.

Quebrar a casca assepticamente, separar a gema da clara e colocar em copo graduado estéril.

Adicionar, a gema, o mesmo volume de solução salina estéril a 0,85% e misturar bem.

c) Caldo Cérebro-Coração

Infusão de cérebro de terneiro 12,5g
Infusão de coração de boi 5,0g
Peptona 10,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g

2Fosfato dissódico (Na HPO.) 2,5g

6 12 6Glicose (C H O ) 2,0g

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo e manual.

  pH final: 7,4 ± 0,2

d) Ágar azul de toluidina - DNA



Acido desoxiribonucleico (DNA) 0,3g
Cloreto de cálcio (CaCl) 0,00011g
Cloreto de sódio (NaCl) 10,0g
Azul de toluidina O(Solução aquosa a
1%)*

9,2ml

4 11 3Tris (hidroximetil) aminometano (C H NO ) 6,1g
Ágar 10,0g

Dissolver tris (hidroximetil) aminometano em 1 litro de água destilada/deionizada e ajustar o pH para 9,0.

Adicionar os demais componentes (exceto azul de toluidina) e aquecer até dissolução completa.

Finalmente, adicionar azul de toluidina.

Não é necessário esterilizar. 

Manter o pó protegido da luz e umidade. Evitar contato com a pele, mucosas e ingestão.

e) Meio para Fermentação Aeróbica da Maltose.

Proteose Peptona 10,0g
Extrato de carne 1,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g

21 16 2 5Púrpura de bromocresol (C H Br O S) 0,02g
Ágar 15,0g

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo e manual.

Antes do uso adicionar a 100ml do ágar, 20ml da solução maltose a 10%, esterilizada por filtração.

  pH final: 6,8 ± 0,1

15 - CONTAGEM DE Clostridium perfringens

O C. perfrinqens é um bastonete reto, gram positivo, formador de esporos ovais, subterminais.

A temperatura ótima de crescimento é de 45ºC, crescendo no intervalo de 20 a 50ºC.

Pode ser encontrado no solo, sedimentos marinhos, fezes e ferimentos.

Sua presença não é rara em carnes cruas, aves, sopas desidratadas, vegetais crús, etc.

No alimento pode ser encontrado na forma esporulada e/ou vegetativa.

A forma esporulada é resistente ao frio e a temperaturas elevadas.

Esta forma não é considerada como agente causal de doença por alimentos, entretanto, esporos que
sobrevivem à cocção germinam e se multiplicam rapidamente em alimentos cozidos que são
inadequadamente refrigerados.

A forma vegetativa é destruída por temperaturas baixas e altas, sendo porém a forma que causa
toxiinfecção alimentar quando em números elevados (acima de 105/g).

O significado e interpretação da presença de C. perfringens depende da forma e número encontrados, bem
como da possibilidade de multiplicação deste microrganismo no produto sob análise.



Cabe assinalar que este microrganismo não altera o produto de forma a ser perceptível pelos caracteres
organolépticos nas quantidades capazes de provocar toxiinfecção alimentar. 

15.1 - MEIOS UTILIZADOS 

Ágar Sulfito de polimixina Sulfadiazina (SPS) 

Ágar Sahid Ferguson Perfringens (SFP) 

Ágar cérebro-coração

Ágar motilidade - nitrato tamponado

Meio de leite com ferro

Meio lactose - gelatina

15.2 - REAGENTES

Alfa-naftilamina solução aquosa 0,5% em ácido acético 5N

Acido sulfanllico solução aquosa 0,8% em ácido acético 5N

Acido acético 5N - adicionar 28,75 ml de ácido acético glacial a 71,25ml

de água destilada. Evitar inalação, ingestão e contato dos reagentes com a pele e mucosas.

15.3 - TÉCNICA

A partir das diluições escolhidas, semear alíquotas de 0,1ml na superfície de placas com ágar SFP ou em
profundidade em ágar SPS.

Com auxílio de bastão tipo "hockey", espalhar o inóculo.

Incubar em anaerobiose a 35ºC por 24-48 horas. 

Selecionar placas que contenham entre 10-150 colônias típicas negras.

Ver técnica de contagem no Anexo I.

Repicar 3-5 colônias típicas em tubos com ágar cérebro-coração, inclinado.

Incubar em anaerobiose a 35ºC por 24 horas, Corar pelo método de Gram verificando a presença de
bastonetes grandes Gram positivos, com extremidades arredondadas.

A partir destas, realizar as provas:

15.3.1 - FERMENTAÇÃO TEMPESTUOSA (STORM-TEST)

A partir das culturas puras, semear meio de leite com ferro (adicionar cerca de 2ml de vaspar estéril),
incubar a 46ºC em banho-maria, no máximo por 5 horas.

Verificar coagulação do leite com fermentação "tempestuosa", característica do C. perfringens.

15.3.2 - PROVA DE MOTILIDADE



A partir das culturas puras semear com agulha, tubos com ágar motilidadenitrato.

Incubar em anaerobiose.

O C.perfrinqens é imóvel e reduz o nitrato a nitrito.

15.3.3 - PROVA DE REDUÇÃO DO NITRATO

Após a leitura da motilidade acrescentar 0,5 - 1ml da solução de alfanaftilamina e 0,5 a 1ml de ácido
sulfanílico ao ágar.

O aparecimento da cor vermelha indicará redução de nitrato a nitrito.

Para confirmação do resultado negativo, acrescentar algumas miligramas de pó de zinco.

O aparecimento de cor rosa indicará a não redução do nitrato.

O C. perfringens reduz o nitrato a nitrito.

15.3.4 - LACT05E GELATINA

Quando utilizado após 8 horas da preparação, regenerar o meio para eliminar o oxigênio do mesmo.

A partir das culturas puras semear o meio de lactose-gelatina com agulha, inoculando vários pontos do
mesmo.

Incubar a 35ºC por 24 a 48 horas, em anaerobiose.

Após incubação manter os tubos em geladeira por 1 hora.

Observar a fermentação da lactose pela viragem do indicador e a liquefação da gelatina.

O C. perfringens fermenta a lactose e liquefaz a gelatina.

Para calcular o nº de Clostridium perfringens por grama ou ml da amostra, utilizar a fórmula:

R = C x c x d
________________
          r

R = resultado

C = colônias contadas

c = colônias confirmadas

r = colônias repicadas c

d = diluição utilizada

15.4 - COMPOSIÇÃO E PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

a) SFP Ágar base

Extrato de levedura 5,0g
Triptose 15,0g
Peptona de soja 5,0g



Citrato de ferro e Amônia 1,0g

2 2 5Bissulfito de sódio (Na S 0 ) 1,0g
Ágar 20,0g
Água destilada/deionizada 900,0ml

 

  pH final: 7,6 ± 0,2

Aquecer até a dissolução completa do meio.

Distribuir em frascos e esterilizar a 121ºC por 15 minutos.

Adicionar 100ml de emulsão de gema de ovo a 50% a 900ml do meio base fundido e resfriado a 50ºC.

Adicionar 30.000 UI de polimixina B e 25.000 mcg de Kanamicina.

Homogeneizar e utilizar.

Após solidificação, acrescentar uma segunda camada do meio base adicionado apenas de polimixina B e
de Kanamicina (sem gema de ovo).

Obs: a Kanamicina pode ser substituída por Neomicina ou Estreptomicina.

b) Ágar Motilidade - Nitrato Tamponado

Extrato de carne 3,0g
Peptona 5,0g

3Nitrato de potássio (KNO ) 1,0g

2 4Fosfato dissódico (Na HPO ) 2,5g
Ágar 3,0g

6 12 6Galactose (C H 0 ) 5,0g

3 8 3Glicerina (C H O ) 5,0ml

Suspender os componentes em 1 litro de água destilada/deionizada.

Deixar em repouso por 15 minutos.

Ferver até dissolução completa e distribuir em tubos de ensaio, autoclavar a 121ºC por l5 minutos.

Solidificar o meio em posição vertical. 

  pH final: 7,0 ± 0,2

c) Meio de Leite com Ferro

Leite integral 1000,0ml
Sulfato ferroso Heptahidratado 1,0g
Água destilada 50,0ml

Dissolver o sulfato ferroso heptahidratado em 50ml de água destilada e adicionar lentamente ao leite..

Autoclavar a 118ºC durante 12 minutos.



Preparar imediatamente antes do uso.

d) Ágar Cérebro Coração

Infusão de cérebro de carneiro 12,5g
Infusão de coração de boi 5,0g
Proteose-peptona 10,0g

6 12 6 2D (+) glicose (C H O .H O) 2,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g

2 4Fosfato dissódico (Na HPO ) 2,5g
Ágar 15,0g

 

  pH final: 7,4 ± 0,2

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo e manual.

e) Meio Lactose Gelatina

Triptose 15,0g
Extrato de levedura 10,0g

12 22 11 2Lactose (C H O H O) 10,0g

19 14 5Vermelho de fenol (C H O S) 0,05g
Gelatina 120,0g

Suspender os componentes em 1 litro de água destilada/deionizada.

Ferver até dissolução completa, distribuir em tubos e autoclavar a 121ºC por 10 minutos.

  pH final: 7,5 ± 0,2

Obs: Antes de usar, o meio deve ser colocado em banho-maria a 5O-70ºC por 2 horas para eliminar o
oxigênio.

16 - NMP DE ESPOROS DE CLOSTRIDIUM SULFITO REDUTORES

16.1 - MEIO DE CULTURA

Caldo diferencial para Clostrídios

16.2 - TÉCNICA

Semear três séries de 3 tubos, respectivamente com 10ml, 1ml e 0,1ml da amostra em análise.

Na primeira série utilizar o caldo com dupla concentração.

Aquecer em banho-maria 75 a 80ºC, durante 15 minutos.

Verificar a ausência de bolhas de ar. Incubar a 35ºC por 48 horas.

Após a leitura os tubos negativos devem ser reincubados por até 7 dias.

Observar turvação e escurecimento do meio.



Calcular o NMP com auxílio da tabela do Anexo II.

16.3 - COMPOSIÇÃO E PREPARO DO MEIO DE CULTURA

a) Caldo Diferencial para Clostrídios (DRCM)

Peptona de caseína 5,0g
Peptona de carne 5,0g
Extrato de carne 8,0g
Extrato de levedura 1,0g
Amido 1,0g

6 12 6D (+) glicose (C H O ) 1,0g

3 8 2 2Cloreto de L-cisteIna (C H ClNO S.H O) 0,5g

2 3 2 2Acetato de sódio (C H O Na.3H O) 5,0g

2 3Sulfito de sódio (Na S0 ) 0,4g
Citrato férrico 0,7g

12 6 4Resasurina sódica (C H NnaO ) 0,002g
Água destilada 1000,0ml

 

  pH final: 7,1 ± 0,1

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo e manual.

17 - CONTAGEM DE Bacillus cereus

O Bacillus cereus é um bastonete, gram-positivo, esporulado, aeróbio e anaeróbio facultativo, com
temperatura ótima de crescimento entre 28 a 35ºC.

É comum no solo, vegetais, alimentos crús e processados.

Alimentos com contagens superiores a 106 UFC/g podem produzir intoxicação alimentar.

Normalmente os alimentos implicados em intoxicações foram submetidos a um tratamento pelo calor
porém não foram esfriados com rapidez, nem conservados em temperaturas de refrigeração, permitindo
deste modo que os poucos esporos que sobreviveram ao tratamento térmico, germinassem e
posteriormente multiplicassem produzindo enterotoxinas.

17.1 - MEIOS UTILIZADOS

Água peptonada

Ágar nutritivo

Ágar polimixina gema de ovo vermelho de fenol

Ágar B.cereus base

Ágar sangue de carneiro

Ágar motilidade nitrato

Ágar tirosina



17.2 - REAGENTES

Alfa-naftilamina solução aquosa 0,5% em ácido acético 5N.

Ácido sulfan!lico solução aquosa 0,8% em ácido acético 5N.

Ácido acético 5N - adicionar 28,75ml de ácido acético glacial a 71,25ml de água destilada.

Evitar inalação, ingestão e contato com a pele e mucosas.

Polimixina B - solução contendo 5.000 UI/ml.

Emulsão de gema de ovo a 50%.

Sangue de carneiro desfribinado.

17.3 - TÉCNICA

A partir das diluições escolhidas, semear 0,1ml de cada diluição na superfície de placas de ágar
polimixina gema de ovo vermelho de fenol e/ou em superfície de ágar B.cereus base.

Com auxílio de uma alça de Drigalsky ou bastão tipo "hockey", espalhar cuidadosamente o inóculo em
toda a superfície do ágar, até completa absorção.

Incubar as placas invertidas a 30ºC, por 24 a 48 horas.

Selecionar placas que contenham entre 10-150 colônias.

Contar as colônias rodeadas por um halo de precipitação opaco, sobre um fundo róseo, no ágar polimixina
gema de ovo vermelho de fenol, e azuis turquesa de aspecto recortado, com cerca de 5mm de diâmetro e
rodeadas por halo de precipitação da lecitina hidrolizada no ágar B.cereus base.

Ver técnica de contagem no Anexo I.

Selecionar 3-5 colônias típicas e semeá-las em tubos com ágar nutritivo inclinado.

Incubar a 30ºC por 24 horas.

De cada tubo, fazer esfregaço e corar pelo método de Gram, para verificar a presença de bastonetes
curtos, Gram positivos, com extremidades quadradas, em cadeias curtas ou longas emaranhadas.

Os esporos são centrais ou subterminais.

Das culturas puras em ágar inclinado, realizar as seguintes provas:

17.3.1 - BETA-HEMÓLISE EM ÁGAR SANGUE DE CARNEIRO.

A partir de cultivos puros em ágar nutritivo inclinado, semear por estria em placas de ágar sangue de
carneiro.

Incubar,a 30ºC, por 18 a 24 horas.

Observar a produção de Beta-hemólise característica do B. cereus.

17.3.2 - REDUÇÃO DE NITRATO



A partir de cultivos puros em ágar nutritivo inclinado, semear tubos com ágar motilidade nitrato.

Incubar a 30ºC, em aerobiose por 24 horas.

Observar item 15.3.3.

O B. cereus reduz o nitrato a nitrito e apresenta motilidade positiva em 50 a 90% dos casos.

17.3.3 - DECOMPOSIÇÃO DA TIROSINA

A partir de cultivos puros, inocular em estria, a superfície de ágar tirosina inclinado.

Incubar a 35ºC por 48 horas. Após incubação observar a zona clara próxima ao crescimento produzida
pela decomposição da tirosina.

Nos casos em que houver dúvida reincubar até 7 dias a 35ºC. O B. cereus decompõe a tirosina.

17.3.4 - TESTE PARA VERIFICAÇÃO DOS CORPOS DE INCLUSÃO CRISTALINA

Repicar a cultura suspeita em ágar nutritivo inclinado.

Incubar a 30ºC, 24 horas e posteriormente deixar em temperatura ambiente por 2-3 dias.

Preparar esfregaço, secar e fixar ligeiramente ao fogo.

Mergulhar em álcool metílico, deixando em contato por 30 segundos.

Secar. 

Corar com solução de fucsina básica a 0,5% à quente, isto é, colocar lâmina com o corante sobre a chama
do bico de Bunsen até o aparecimento de vapor, repetir a operação 1-2 minutos depois esperar 30
segundos e lavar com água.

Secar e observar ao microscópio em objetiva de imersão.

Alternativamente, após fixação do esfregaço pelo calor, pode-se corar por 3 minutos com o seguinte
corante:

Azul coomasie 0,25g

3Metanol (CH OH) 50,0ml

2 2 2Ácido acético glacial (C H O ) 7,0ml
Água destilada 100,0ml

Após, escorrer e lavar com água corrente.

A presença de cristais tetragonais de toxina são abundantes em culturas velhas (3-4 dias) de B.
thuringiensis mas são liberados somente após a lise do esporângio.

Verifica-se então a presença dos cristais e esporos livres.

O B. cereus não produz corpos de inclusão cristalina.

Bacillus megaterium cereus thuringiensis mycoides anthracis
Coloração de Gram + +a + + +
Catalase + + + + +
Motilidade ± ±b ± -c -



Redução de Nitrato -d + ± + +
Hemólise em sangue
de carneiro

- + + + -d

Decomposição da
Tirosina

± + + ± -d

Corpos de Inclusão
Cristalina

- - + - -

a: 90 a 100% são positivos

b: 50 a 90% são positivos

c: 90 a 100% são negativos

d: a maioria é negativa

17.4 - COMPOSIÇÃO E PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

a) Água Peptonada a 0,1%

Peptona 1,0g
Água destilada/deionizada 1000,0ml

Dissolver a peptona na água destilada/deionizada.

Distribuir 9ml em tubos e autoclavar a 121ºC por 15 minutos.

  pH final 7,0 ± 0,2

b) Ágar Polimixina Gema de Ovo Vermelho de Fenol

Extrato de carne 1,0g
Peptona 10,0g

6 14 6D-manitol .(C H O ) 10,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 10,0g

19 14 5Vermelho de fenol (C H O S) 0,025g
Ágar 15,0g

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas na embalagem.

No momento da utilização, adicionar ao ágar fundido e resfriado a 50ºC, em volumes de 90ml:

a) 10ml de emulsão de gema de ovo a 50%

b) 1ml de sulfato de polimixina B a 0,1% esterilizada por filtração.

  pH final: 7,1 ± 0,1

c) Ágar B.Cereus Base

Peptona 1,0g,

6 14 6Manitol (C H O ) 10,0g
Cloreto de Sódio (NaCl) 2,0g,

4 20Sulfato de magnésio (MnSO H ) 0,1g



2 4Fosfato dissódico (Na HPO ) 2,5g

2 4Fosfato monopotássico (KH PO ) 0,25g
Azul de bromotimol 0,12g
Piruvato de sódio 10,0g
Ágar 14,0g

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas na embalagem ou
manual.

No momento do uso adicionar ao ágar fundido e resfriado a 50ºC, em volume de 90ml:

a) 2,5ml de emulsão de gema de ovo a 50%

b) 1ml de solução de polimixina B 5.000 UI/ml

  pH final: 7,2 ± 0,2

d) Ágar Nutritivo

Extrato de levedura 2,0g
Extrado de carne 1,0g
Peptona 5,0g
Ágar 15,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g

Suspender os componentes em 1 litro de água destilada/deionizada.

Deixar em repouso por 15 minutos.

Ferver até dissolução completa.

Distribuir em tubos e autoclavar a 121ºC, por 15 minutos.

  pH final: 7,0 ± 0,2

Após a esterilização colocar os tubos em posição inclinada, até solidificação do ágar.

e) Ágar Sangue de Carneiro

Adicionar 5% de sangue de carneiro desfibrinado ao ágar casoy ou ágar cérebrocoração fundido e
mantido a 48-50ºC.

Homogeneizar e distribuir ± 12ml em cada placa de petri. Guardar sob refrigeração, acondicionados em
sacos plásticos até o momento do uso.

f) Caldo Nitrato

Peptona de carne 8,6g
Cloreto de sódio (NaCl) 6,4g

3Nitrato de potássio (KN0 ) 1,5g

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas na embalagem e
manual.



  pH final: 7,2 ± 0,1

g) Ágar Tirosina

1) Base

Extrato de carne 3,0g
Peptona 1,0g
Ágar 15,0g

Suspender os componentes em 1 litro de água destilada/deionizada.

Deixar em repouso por 15 minutos.

Ferver até dissolução completa e distribuir em volumes de 100 ou 50ml, em frascos adequados.

Autoclavar a 121ºC por 15 minutos.

  pH final: 7,0 ± 0,2

2) Solução de tirosina

9 11 3L-Tirosina (C h N0 ) 0,5g
Água destilada 10,0ml

Dissolver a tirosina e esterilizar a 121'C por 15 minutos.

3) Preparação

A 100ml do meio base, fundido e resfriado a 48ºC, adicionar 10ml de solução aquosa de tirosina a 5% e
misturar bem.

Distribuir 3,5ml por tubo de ensaio estéril, agitando freqüentemente.

Inclinar os tubos e resfriar rapidamente para evitar a separação da tirosina.

18 - NMP DE streptococcus

DO GRUPO D

Os streptococcus do grupo D são também denominados de estreptococos fecais e enterococos.

Pertencem a este grupo os S. faecalis, S. faecium e suas variedades.

A inclusão do S. bovis, S. equinus e S. avium, se justifica por apresentarem antígenos de Estreptococos do
grupo D.

O habitat original dos enterococos é o intestino. dos animais.

Entretanto, membros deste grupo podem se desenvolver no ambiente, notadamente nos vegetais em
crescimento.

Desta forma, os animais não podem ser considerados como hospedeiros específicos absolutos.

O grupo apresenta resistência considerável: são cloreto de sódio tolerantes (6,5%), crescem a 45ºC,
suportam refrigeração e congelamento.



O S. faecium é termo-resistente, sendo uma das causas de alteração em produtos enlatados
sub-processados termicamente.

Além destes aspectos, os Streptococcus do grupo D podem representar um risco a saúde em pessoas
debilitadas ou com saúde comprometida.

Por não ser comum, este risco é considerado marginal.

A presença deste grupo de bactérias nos alimentos não é facilmente interpretada.

Apesar da semelhança quanto a fonte inicial do grupo com a E. coli (intestino), sua permanência e até
multiplicação no ambiente e nos animais de sangue frio, incluindo os insetos, o assemelha também com
os coliformes de origem não fecal.

18.1 - MEIOS DE CULTURA

Água peptonada

Caldo azida glicose

Caldo de Etil-violeta azida

Ágar triptose

Caldo cérebro-coração

Caldo cérebro-coração 6,5% de sal

18.2 - REAGENTES

Púrpura de Bromocresol solução alcoólica a 1,6%: dissolver 1,6g em 100ml de etanol absoluto p.a.
utilizar 1ml por litro do meio.

Peróxido de hidrogênio 10 volumes.

Conservar em frasco escuro, sob refrigeração.

18.3 - TÉCNICA

Semear três séries de três tubos de caldo azida glicose, utilizando 10ml, 1ml e 0,1ml ou outras diluições
decimais sucessivas.

A última diluição empregada deverá ser, suficientemente alta para dar um tubo com resultado negativo.

Homogeneizar e incubar a 35ºC, por 24-48 horas.

Quando for necessário semear 10ml da amostra original ou da diluição, utilizar meio preparado com dupla
concentração.

Realizar a leitura, considerando positivos os tubos que apresentarem turbidez.

Quando for acrescentado púrpura de bromocresol ao meio, a resposta positiva será indicada pela mudança
da cor violeta para amarela. Anotar os tubos positivos de cada série.

A partir de cada tubo positivo, semear três gotas em tubos de caldo etil-violeta azida.



Incubar a 35ºC, por 24 horas;

Considerar como positivos os tubos que apresentarem turbidez e sedimento no fundo.

Dos tubos positivos semear em ágar triptose inclinado.

Incubar a 35ºC por 24 horas.

Fazer um esfregaço para verificar a presença de cocos Gram positivos.

A partir dos cu1tivos puros, realizar as seguintes provas diferencias:

a) Prova da Catalase:

Retirar, com alça, uma pequena quantidade do cultivo e depositar em uma lâmina.

Adicionar gotas de peróxido de hidrogênio a 10 volumes e observar a formação ou não de borbulhas.

Streptococcus do grupo D são catalase negativa, isto é, não formam borbulhas.

b) Crescimento a 45ºC:

A partir dos cultivos puros, semear tubos com caldo cérebro-coração.

Incubar a 45ºC, por 24 horas.

Verificar o crescimento.

Streptococcus do grupo D crescem a 45ºC.

c) Crescimento em 6,5% de Cloreto de Sódio (NaCl):

A partir dos cultivos puros, semear tubos com caldo cérebro-coração adicionado de 6,5% de cloreto de
sódio (NaCl). Incubar a 35ºC por 24 horas.

Ocorrendo turvação do meio, considerar a prova como positiva.

Os Streptococcus do grupo D crescem em 6,5% de cloreto de sódio (NaCl).

Calcular o NMP de streptococcus do grupo D com o auxílio da tabela do Anexo II.

18.4 - COMPOSIÇÃO E PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

a) Água Peptonada a 0,1%

Peptona 1,0g
Água destilada/deionizada 1000,0ml

Dissolver a peptona na água destilada/deionizada.

Distribuir 9ml em tubos e autoclavar a 121ºC por 15 minutos.

  pH final: 7,0:± 0,2

b) Caldo Azida Glicose



Triptose 15,0g

6 12 6Glicose (C H O ) 7,5g
Cloreto de sódio (NaCl) 7,5g

3Azida sódica (NaN ) 0,2g

 

  pH final: 7,2 ± 0,2

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo e manual.

c) Caldo Etil Violeta Azida (EVA)

Triptose 20,0g

6 12 6Glicose (C H O ) 5,0g

2 2 4Fosfato dipotássico 3H O (K HPO ) 2,7g

2 4Fosfato monopotássico (KH PO ) 2,7g
Cloreto de sódio (NaCl) 7,5g

3Azida sódica (NaN ) 0,2g
Violeta de etila 0,00083g

Por tratar-se de meio desidratado, observar. rigorosamente as recomendações contidas no rótulo e manual.

  pH final: 7,0 ± 0,2

d) Ágar Triptose

Triptose 20,0g

6 12 6Glicose (C H O ) 1,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g
Ágar 13,0g

12 17 4 2Cloridrato de Tiamina (C H ON SClHCl.H O) 0,005g

Suspender os ingredientes em 1 litro de água destilada/deionizada e deixar em repouso por 15 minutos.

Ferver até dissolução completa.

Distribuir em tubos e esterilizar a 121ºC, por 15 minutos.

Deixar solidificar o ágar com tubos em posição inclinada.

e) Caldo Cérebro-Coração

Infusão sólido de cérebro de terneiro 12,5g
Infusão sólido de coração de boi 5,0g
Peptona 10,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g

2 4Fosfato dissódico (Na HPO ) 2,5g

6 12 6Glicose (C H O ) 2,0g

Por se tratar de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo e manual.



  pH final: 7,4 ± 0,2

f) Caldo Cérebro-Coração Sal 6,5%

Adicionar ao caldo cérebro-coração normal, 60g de NaCl por litro, antes de autoclavar.

19 - NMP de Vibrio parahaemolyticus

O Vibrio parahaemolyticus é habitante saprofítico normal da costa marítima, e se multiplica nos meses
mais quentes, é encontrado nas espécies de pescado
provenientes dessas áreas.

Pesquisadores japoneses separaram cepas virulentas e não virulentas do V. parahaemolyticus.

Na maioria das vezes, as cepas Kanagawa negativas não causam gastroenterite humana.

As Kanagawa negativas são freqüentemente isoladas em pescados marinhos, enquanto que cepas
Kanagawa positiva são mais freqüentemente isoladas a partir de
fezes de pessoas afetadas.

O significado e a interpretação de sua presença nos pescados tem importância do ponto de vista de saúde
pública, quando associada às características próprias do
produto e das condições em que é processado e mantido.

19.1 - MEIOS DE CULTURA

Solução salina 3%

Caldo glicose sal-teepol

Ágar tiosulfato citrato sacarose sais biliares (TCBS)

Ágar tríplice açúcar ferro sal 3%

Ágar nutritivo sal 3%

Caldo peptonado sal 3%, 7% e 11%

Ágar motilidade sal 3%

Meio de Hugh-Leifson sal 3%

Caldo Arginina descarboxilase sal 3%

Caldo Lisina descarboxilase sal 3%

Caldo vermelho de fenol base (manitol e sacarose)

Ágar Wagatsuma

19.2 - REAGENTES

Parafina Líquida, estéril

Púrpura de bromocresol, solução alcoólica a 1,6%

Cristal violeta - solução alcoólica a 1%



Sol. aquosas a 10% de manitol e sacarose esterilizadas por filtração.

19.3 - TÉCNICA

Preparar as diluições, usando como diluente solução salina a 3%.

Tomar três séries de três tubos em caldo teepol glicose, sal 3%. Semear porções de 10ml, 1ml e 0,1ml da
diluição 10-1.

Na primeira série utilizar o caldo com dupla concentração dos ingredientes. Incubar a 35ºC por 18-24
horas.

Anotar os tubos com turvação do meio (positivo). Dos tubos positivos repicar em ágar tiosulfato citrato
sacarose sais biliares. Incubar as placas invertidas a 35ºC por 24-48 horas.

Verificar a presença de colônias típicas, arredondadas de cor azul esverdeadas. selecionar 2-3 colônias e
semeá-las em ágar motilidade sal 3%, caldo peptonado sal 3%, ágar nutritivo sal 3% inclinado e ágar TSI
sal 3%.

Incubar todos os tubos a 35ºC, por 24 horas.

A partir dos cultivos constituídos de organismos móveis, bastonetes retos ou curvos Gram negativos, com
base ácida e bisel alcalino no TSI e sem produção de gás
e H2S, efetuar os seguintes testes bioquímicos:

a) Teste de Halofilismo

A partir de cultivo puro em caldo, semear uma alça em tubo com caldo peptonado cloreto de sódio 7% e
11%. incubar a 35ºC, por 24 horas.

O V. parahaemolyticus cresce em presença do cloreto de sódio a 7% mas não a 11%.

b) Crescimento a 42ºC

A partir de cultivo puro semear em caldo peptonado cloreto de sódio 3%. Incubar a 42ºC, por 24 horas. O
V. parahaemolyticus cresce em temperatura de 42ºC.

c) Teste de Kanagawa

A partir de cultivo puro em caldo, semear várias alças em placas de ágar Wagatsuma, de modo que forme
pontes de semeadura circulares.

Utilizar uma placa para cada cultura. Incubar a 35ºC por 18-24 horas.

O aparecimento de zonas claras, transparentes ao redor das colônias significa um teste positivo.

O V. parahaemolyticus patogénico é Kanagawa positivo.

d) Prova de Hugh-Leifson

A partir dos cultivos puros em ágar nutritivo cloreto de sódio 3% inclinado semear dois tubos com meio
de Hugh-Leifson cloreto de sódio 3%.

Cobrir o meio de um dos tubos com parafina líquida (1 a 2,5cm de espessura). Incubar ambos os tubos a
35ºC, por 18-24 horas.



Verificar a viragem da cor do meio e presença de gás. A cor amarela em ambos os tubos significa
fermentação da glicose.

O crescimento somente no tubo sem parafina significa utilização oxidativa da glicose.

O V.parahaemolyticus fermenta a glicose sem produção de gás.

e) Descarboxilação da Lisina

A partir de cultivo puro em ágar nutritivo sal 3% semear tubos de caldo lisina descarboxilase sal 3%.

Incubar a 35ºC por até 4 dias. Semear também um tubo do meio base para controle..

O meio torna-se de cor amarela pela produção de ácido a partir da fermentação da glicose e, ocorrendo
descarboxilação o meio retorna à sua cor púrpura original pela produção de aminas primárias e dióxido de
carbono (CO2).

O V. parahaemolyticus é LDC positiva.

f) Descarboxilação da Arginina

Proceder como no item acima, utilizando o caldo arginina descarboxilase. O V.

parahaemolyticus e ADC negativa.

g) Fermentação de Carbohidratos

A partir de cultivo puro em ágar nutritivo sal 3%, semear tubos de caldo manitol sal 3% e caldo sacarose
sal 3%. Incubar a 35ºC por 24 horas.

Verificar mudança da cor do meio.

O V. parahaemolyticus fermenta o manitol mas não fermenta a sacarose.

Calcular o NMP de V. parahaemolyticus com o auxIlio da tabela do Anexo II.

19.4 - COMPOSIÇÃO E PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

a) Caldo Glicose Sal Teepol (GSTB)

Extrato de carne 3,0g
Peptona 10,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 30,0g

6 12 6Glicose (C H O ) 5,0g
Violeta de metila 0,002g
Teepol 4,0ml

Dissolver os componentes em 1 litro de água destilada/deionizada.

Distribuir volumes de 10ml em tubos e esterilizar a 121ºC, por l5 minutos.

  pH final: 7,4 ± 0,2

b) Ágar Tiosulfato Citrato Sais Biliares Sacarose (TCBS)

Proteose peptona 10,0g



Extrato de levedura 5,0g

6 5 7 3 2Citrato de sódio C H O Na .2H 0) 10,0g

2 2 3 2Tiosulfato de sódio (Na S O 5H O) 10,0g
Bile desidratada 5,0g
Colato de sódio 3,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 10,0g
Citrato férrico 1,0g

27 30 5Azul de timol (C H O S) 0,04g

27 28 2 5Azul de bromotimol (C H Br O S) 0,04g

12 22 11Sacarose(C H O ) 20,0g
Ágar 15,0g

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo ou
manual. Não autoclavado.

  pH final: 8,6 ± 0,2

c) Ágar Tríplice Açúcar Ferro (TSI) Sal 3%

Extrato de carne 3,0g
Extrato de levedura 3,0g
Peptona de caseína 15,0g
Peptona de carne 5,0g

12 22 11 2Lactose (C H O H O) 10,0g

12 22 11Sacarose (C H O ) 10,0g

6 12 6 2D {+) Glicose (C H O H 0) 1,0g
Citrato de amônia e ferro 0,5g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g

2 2 3Tiosulfato de sódio (Na S O ) 0,3g

19 14 5Vermelho de fenol (C H O S) 0,024g
Ágar 12,0g

Suspender os componentes em 1 litro de água destilada/deionizada e deixar em repouso por 15 minutos.

Acrescentar 25g de cloreto de sódio. 

Ferver até dissolução completa.

Distribuir em tubos e autoclavar a 121ºC, por 15 minutos..

Solidificar o ágar com os tubos em posição inclinada, de modo a obter uma coluna de ± 3cm e sobre ela
uma superfície inclinada de igual comprimento.

  pH final: 7,4 ± 0,1

d) Ágar Nutritivo Sal 3%

Extrato de levedura 2,0g
Extrato de carne 1,0g
Peptona 5,0g
Ágar 15,0g



Cloreto de sódio (NaCl) 30,0g

Suspender os componentes em 1 litro de água destilada/deionizada.

Deixar em repouso por 15 minutos.

Ferver até dissolução completa.

Distribuir em tubos e autoclavar a 121ºC, por 15 minutos.

  pH final: 7,2 ± 0,1

Após a esterilização colocar os tubos em posição inclinada, até solidificar o ágar.

e) Caldo Peptonado Sal 3%, 7% e 11%

Dissolver 10g de peptona em 1 litro de água destilada/deionizada.

Acrescentar cloreto de sódio na quantidade desejada (30 70 ou 110g).

Distribuir em tubos e esterilizar a 121ºC por 15 minutos.

  pH final: 7,2 ± 0,1

f) Ágar Motilidade Sal 3%

Extrato de carne 3,0g
Peptona 5,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 30,0g
Ágar 3,0g

Suspender os componentes em litro de água destilada/deionizada e deixar em repouso por 15 minutos.

Ferver até dissolução completa.

Distribuir 10ml em tubos 16 x 150 e esterilizar a 121ºC, por 15 minutos.

Solidificar o ágar em posição vertical.

  pH final: 7,2 ± 0,2

g) Meio De Hugh-Leifson Sal 3%

Peptona de caseína 2,0g
Extrato de levedura 1,0g

2 4Fosfato Dipotássico (K HPO ) 0,2g

27 28 2 5Azul de bromotimol (C H Br O S) 0,08g

 

Cloreto de sódio (NaCl) 30,0g
Ágar 2,5g

6 12 6Aditivo: Glicose (C H O ) 10,0g



Suspender os componentes em 1 litro deáqua destilada/deionizada.

Deixar em repouso por 15 minutos. Ferver até dissolução completa.

Distribuir em tubos e esterilizar a 121ºC por 15 minutos.

  pH final: 7,1 ± 0,2

h) Caldo Arginina-Lisina Descarboxllase Sal 3%

Extrato de levedura 3,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 30,0g

6 12 6Glicose (C H O ) 1,0g
Púrpura de bromocresol (Sol.alcoólica 1,6%) 1,0ml

Dissolver os componentes em 1 litro de água destilada/deionizada.

Ajustar o pH 6,7 ± 0,1 e dividir em três partes: adicionar 0,5% de L-arginina na primeira e 0,5% de
L-lisina na segunda.

A terceira parte destina-se ao controle.

Distribuir 3ml em tubos (13X100) com tampa de rosca.

Autoclavar a 121ºC por 10 minutos.

  pH final: 6,8 ± 0,2

i) Caldo Vermelho de Fenol Base - Sal 3%

Triptona 5,0g
Peptona de carne 5,0g
Cloreto de s6dio (NaCl) 5,0g

19 14 5Vermelho de fenol (C H O S) 0,018g

Aos ingredientes do meio desidratado, acrescentar 25g de cloreto de sódio.

Após seguir rigorosamente as recomendações contidas no rótulo ou manual.

Antes de uso acrescentar 10ml de sol. de manitol e de sacarose separadamente, para 100ml do meio.

Distribuir em tubos.

  pH final: 7,4 ±
0,2

j) Ágar Wagatsuma

Extrato de levedura 3,0g
Peptona 10,0g

2 4Fosfato dipotássico (K HPO ) 5,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 70,0g

6 14 6D - Manitol (C H O ) 10,0g



25 30 3Cristal violeta (Sol.alc. 1%)(C H ClN ) 1,0ml

Ágar 15,0g

Suspender os componentes em 1 litro de água destilada, deixar em repouso por 15 minutos.

Ferver até dissolução completa.

Ajustar o pH para 8,0 ± 0,2.

Colocar em vapor fluente por 30 minutos, resfriar a 50ºC.

Acrescentar 5% de eritrócitos humanos ou de coelho.

Homogeneizar e plaquear.

Para se obter os eritrócitos, centrifugar o sangue, lavar o sedimento por três vezes com solução salina
0,85%.

20 - CONTAGEM TOTAL DE ENTEROBACTÉRIAS

As Enterobactérias são bastonetespequenos Gram negativos, móveis ou não, não formadores de esporos,
aeróbios e anaeróbios facultativos.

Metabolismo oxidativo e fermentativo. Produzem ácido da glicose, são catalase positivos, com exceção
de um sorotipo de Shiqella. Oxidase negativos, reduzem nitrato a nitrito (exceto algumas cepas de
Erwinia).

A utilização do grupo completo de Enterobacteriaceae como indicador foi sugerida para avaliação da
qualidade microbiolóqica de produtos processados termicamente (leite pasteurizado) e água clorada.

Nesses produtos, todos os membros da familia Enterobacteriaceae, tem um significado equivalente,
devido a expectativa de sua eliminação dos alimentos e da água pelos tratamentos citados.

Sua presença em números significativos indica falhas no processo e, conseqüentemente, risco para o
consumidor.

Embora estas considerações sejam válidas também para às bactérias do grupo coli -aerogenes, não se
recomenda limitar as provas somente para os membros lactose positivos da família Enterobacteriacea pelo
menos por 3 razões:

1) Taxonomicamente, o grupo coli-aerogenes não está bem definido.

2) Uma prova para lactose pode dar resultados falso-negativos, nos casos em que predominam os
microrganismos lactose negativos ou nos casos de presença de lentofermentadores da lactose.

3) A sensibilidade de prova é reduzida por estar limitada aos tipos lactose positivos.

20.1 - MEIO DE CULTURA

Ágar Cristal Violeta-Vermelho neutro bile glicose sego Mossel (VRBG)

20.2 - TÉCNICA

Semear aliquotas de 1ml de cada diluição selecionada, em placas de Petri, em duplicata.

Adicionar 15ml de ágar Cristal violeta vermelho neutro bile glicose, previamente fundido e mantido a
45ºC. Homogeneizar e deixar solidificar em superfície plana.



Cobrir com uma segunda camada do mesmo ágar (± 5ml) e deixar solidificar em superficie plana. Incubar
as placas invertidas a 35ºC por 24-48 horas.

Alternativamente, e quando necessária a recuperação de células em "stress", proceder a semeadura em
superfície de ágar tripticase soja.

Deixar em temperatura ambiente por 5-6 horas.

Cobrir com ± 15ml de ágar VRBG fundido e mantido a 45ºC. Incubar a 35ºC por 24-48 horas.

Selecionar placas que apresentem entre 10-150 colônias, roxo-avermelhadas, rodeadas por halo de
precipitação da mesma cor.

Ver técnica de contagem no Anexo I.

20.3 - COMPOSIÇÃO É PREPARO DO MEIO DE CULTURA.

a) Ágar Cristal Violeta Vermelho Neutro Bile Glicose

Extrato de .levedura 3,0g
Peptona de carne 7,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g
Sais biliares 1,5g

6 12 6Glicose (C H O ) 10,0g

15 17 4Vermelho neutro (C H ClN ) 0,03g

25 30 3Cristal violeta (C H ClN ) 0,002g
Ágar 15,0G

 

  pH final: 7,3 ± 0,1

Por tratar-se de meio de desidratado observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo ou
manual.

21 - (Revogado(a) pelo(a) )Portaria 8/1995/SDA/MAPA

_______________________________________________ Redação(ões) Anterior(es)

21.1 (Revogado(a) pelo(a) Portaria 8/1995/SDA/MAPA)

_______________________________________________ Redação(ões) Anterior(es)

21.2 - (Revogado(a) pelo(a) Portaria 8/1995/SDA/MAPA)

_______________________________________________ Redação(ões) Anterior(es)

21.3 - (Revogado(a) pelo(a) Portaria 8/1995/SDA/MAPA)

_______________________________________________ Redação(ões) Anterior(es)

21.4 - (Revogado(a) pelo(a) )Portaria 8/1995/SDA/MAPA

_______________________________________________ Redação(ões) Anterior(es)



22 - PESQUISA DE Listeria monocytogenes

A L. monocytogenes é um microrganismo Gram positivo, facultativamente anaeróbio, capaz de produzir
doença no homem, estando amplamente distribuído no meio ambiente.

É um organismos psicrotrófico capaz de multiplicar-se em temperaturas entre 1 a 45ºC, que pode
sobreviver no leite por mais de um ano, quando estocado a 5ºC.

Sobrevive em pH entre 4,8 e 13,0 sendo que seu pH ótimo é de 5,5 a 9,6.

Pode sobreviver em soluções a 18% de sal por 6 meses, demonstrando também tolerância ao nitrito de
sódio.

Não sobrevive ao aquecimento a 60ºC por 30 minutos nem à pasteurização.

No homem a infecção pode ser marcada por um quadro semelhante ao estado gripal acompanhado de
diarréia e febre branda.

Esta fase pode passar despercebida com formação de portadores (5% deles eliminam a L.monocytogene
nas fezes).

A L. monocytogenes invade os macrófagos onde cepas virulentas se multiplicam e, após a ruptura destas
células causam septicemia, que é a manifestação mais freqüente, acompanhada de febre (adultos).

A mortalidade dentro do grupo de risco é de 30%.

As formas de listeriose envolvendo o sistema nervoso central tem como manifestação mais comum a
meningite, sendo que a mortalidade, nestes casos, pode alcançar 70%.

O número de células necessárias para induzir à doença não está bem definido, porém alguns autores
acreditam que, entre 102 e 103 células por grama de alimento sejam suficientes para produzir listeriose
em pessoas do grupo de risco (gestantes, imunodeprimidos, faixas etárias extremas, etc.).

O grau de desenvolvimento da L. monocytoqenes em produtos estocados sob refrigeração depende
largamente do tipo de produto e pH do mesmo.

Nos produtos prontos para consumo é muito importante a prevenção da contaminação pós-processamento,
tendo em vista sua habilidade de crescer sob refrigeração.

Dentro do gênero Listeria, existem duas espécies capazes de produzir doença no homem: L.
monocytoqenes e L. ivanovii, sendo que a incidência desta última é
extremamente rara no homem.

Estas duas espécies são hemolíticas, o que está diretamente relacionado com sua virulencia.

A presença de L. monocytogenes em produtos processados termicamente, indica tratamento inadequado
ou contaminação pós-processamento.

22.1 - MEIOS UTILIZADOS

Caldo de enriquecimento para Listeria (LEB1)

Ágar triptose com ácido nalidíxico (ATN)

Ágar triptose com ácido nalidíxico e sangue desfibrinado de cobaio (ATNS)

Ágar Oxford (AO)



Ágar motilidade-nitrato modificado (Hatano, Schuch)

Ágar sangue de cobaio desfibrinado

Ágar tripticase soja-sangue de carneiro

Ágar cérebro-coração

Caldo VM-VP

Caldo vermelho de fenol-base

22.2 - REAGENTES

a) Ácido nalidíxico solução 2% em 0,1 N hidróxido de sódio (NaOH)

b) 0,1N hidróxido de sódio(NaOH) - dissolver 4g de hidróxido de sódio (NaOH) em água destilada,
completar para 1 litro

c) Acriflavina - soluções aquosas a 1,0% e 0,2% esterilizadas por filtração

d) peróxido de hidrogênio 10 volume. Conservar em frasco escuro, sob refrigeração

e) Vermelho de metila solução alcoólica - pesar 0,04 de vermelho de metila e dissolver em 60ml de etanol
absoluto

f) Alfa-naftol - solução álcoólica a 5%

g) Hidróxido de potássio solução aquosa a 40%

h) Ácido acético glacial 5N - adicionar 28,75 ml de ácido acético glacial a 71,25ml de água destilada.

i) Ácido sulfanílico solução a 0,8% em ácido acético 5N - adicionar 1g de ácido sulfanílico a 125ml de
ácido acético 5N

j) Alfa-naftilamina solução a 0,5% em ácido acético 5N

l) Solução salina tamponada pH 7,2 com 0,067M de fosfato de potássio monobásico (Dissolver 9,118 g de
fosfato de potássio monobásico em água destilada).

Adicionar

8,5g de cloreto de sódio (NaCl) e completar o volume para 1 litro.

m) Soro anti-Listeria polivalente "O"

n) Xilose solução aquosa a 5%, esterilizada por filtração

o) Manitol solução aquosa a 10%, esterilizada por filtração

p) Ramnose solução aquosa a 5%, esterilizada por filtração

q) Glicose solução aquosa a 10% esterilizada por filtração

r) Metilmanopiranosideo solução aquosa 5% esterilizada por filtração Alfa-metil-Dmanosídeo).



s) Sangue desfibrinado de carneiro e cobaio.

Coletar o sangue em frasco com pérolas de vidro (estéreis), movimentando suavemente até que a fibrina
fique aderida às pérolas.

Deixar repousar em temperatura ambiente por 1 a 2 horas.

Separar o sangue desfibrinado e distribuir em frascos estéreis.

Guardar sob refrigeração.

22.3 - TÉCNICA

22.3.1 - ENRIQUECIMENTO SELETIVO

Pesar assepticamente 25 g da amostra em saco plástico resistente (para stomacher) ou copo
homogeneizador estéril.

Acrescentar 225ml de LEB adicionado de 1ml de solução acriflavina a 1,0% por litro de caldo.

Homogeneizar e incubar a 30ºC por 24 horas.

Transferir 0,2 ml desta cultura para tubo contendo 10ml de LEB adicionado de acriflavina a 0,2 % por
tubo (LEB2). Incubar por 24 horas a 30ºC, e após, até 7 dias em temperatura ambiente.

22.3.2 - ISOLAMENTO E SELEÇÃO

Utilizando alça de platina de 5mm de diâmetro, semear do LEB2 para placas contendo ATN, ATNS e AO
de modo a obter colônias isoladas.

Incubar a 30ºC, por 24 a 48 horas.

Com auxílio de estereoscópio ou lupa e iluminação angular de 45. Selecionar 3 a 5 colônias de cor
azulada ou azul-acinzentada em ATN e hemolíticas em ATNS.

No ágar Oxford as colônias típicas são verde-amareladas rodeadas por zona escura devido a degradação
da esculina.

Repicar em ágar triptose com ácido nalidíxico, para obtenção de culturas puras.

Incubar a 30ºC, por 24 horas.

Após incubação, realizar prova de catalase, depositando a cultura pura sobre uma lâmina de vidro ou
fundo de placa de Petri, quimicamente limpos e recobrindo-a com algumas gotas de H2O2 a 10 volume.

A presença de catalase se traduz por desprendimento de borbulhas de oxigênio (catalase positiva).

Das culturas catalasepositivas, fazer um esfregaço para coloração de Gram.

As culturas que apresentam bastonetes curtos ou em forma cocóide Gram positivos, devem ser repicados:

a) Com agulha, em ágar motilidade-nitrato modificado incubando a 22 a 25ºC por 2 a 5 dias, para
verificar o crescimento móvel característico em forma de guardachuva.

b) Com alça, em ágar sangue desfibrinado de cobaio, incubando a 35ºC por 24 a 48 horas.

As placas de ágar sangue de cobaio devem ser preparadas em ágar Columbia ou ATN, utilizando uma



camada base de aproximadamente 12ml do ágar sem sangue deixando-a solidificar em superfície plana, e
após pipetando 5 do mesmo ágar adicionado de 5% de sangue desfibrinado sobre a camada base.

A reação positiva se traduz pelo aparecimento de zona clara transparente (beta-hemólise) ao redor das
colônias.

c) Com agulha, em ágar tripticase soja adicionado de 5% de sangue de carneiro desfibrinado
perpendicular as linhas, previamente semeadas com S. aureus ATCC 25923. Incubar em atmosfera de 2 a
5% de dióxido de carbono (CO2) a 35ºC por 72 horas.

A L. monocytogenes produz zona clara de hemólise total, acentuada próximo à linha de crescimento de
S.aureus.

Esta prova chama-se CAMP-test.

d) Com alça, em ágar cérebro-coração inclinado, incubado a 30ºC por 24 horas.

22.3.3 - CONFIRMAÇÃO E IDENTIFICAÇÃO

A partir do ágar cérebro-coração inclinado, realizar as seguintes provas bioquímicas das culturas beta
hemolíticas:

a) VM-VP: Semear tubos de caldo VM-VP, incubar a 35ºC, por 5 dias.

Após a incubação pipetar 5 e 1ml para dois tubos estéreis.

No primeiro colocar 2 a 3 gotas de vermelho de metila solução alcoólica.

O aparecimento da cor vermelha indica reação VM positiva.

No outro tubo adicionar 0,6ml de solução alcoólica de alfa naftol a 5% e 0,2ml de solução aquosa de
hidróxido de potássio (KOH) 40% e agitar.

Deixar em repouso por 1 a 2 horas.

O aparecimento da cor vermelho-escuro indica reação VP positiva.

b) REDUÇÃO DE NITRATO:

Após a leitura da motilidade adicionar 2 a 3 gotas de ácido sulfanílico e 2 a 3 gotas de alfa-naftilamina
0,5%.

O aparecimento de coloração rosa indica positividade.

Quando não houver desenvolvimento de coloração, adicionar ao meio alguns miligramas de pó de zinco.

O aparecimento de coloração rosa indica reação negativa e a não alteração de cor indica positividade.

c) FERMENTAÇÃO DE CARBOIDRATOS:

Semear tubos com caldo vermelho de fenolbase adicionado dos açúcares glicose, xilose, manitol, ramnose
e alfa-metil-Dmanosideo, separadamente (adicionar a 100ml do caldo base estéril, 10ml das soluções de
açúcares previamente preparadas e esterilizadas por filtração (conforme 22.2-n, o, p, q, r). Incubar a 30ºC,
por 36 horas.

A viragem de cor do indicador vermelho de fenol para amarelo indica a fermentação do açúcar presente.



A L. monocytogenes é um bastonete curto ou de forma cocóide, gram positivo, catalase positiva, com
motilidade caractérlstica em meio semi-sólido em forma de guarda-chuva, Beta-hemolítico, CAMP-teste
positivo com S. aureus ATCC 25923 , VMVP positivo, não reduz nitrato a nitrito, fermenta a glicose,
ramnose e
metilmanopiranosideo (metil-D-manosideo) e não fermenta a xilose e manitol.

  ß
hemólise

CAMP-Teste
S. aureus

Xilose Ramnose Metil
Manosídeo

Manitol
Red.

3NO

L.monocytoqenes + + - + + - -
L.ivanovii + - + - - - -
L.innocua - - - V + - -
L.welshimeri - - + V + - -
L.seeligeri + + + - - - -
L.grayi - - - - + + -
L.murrayi - - - V + + +

Berqeys Manual of Sistematic MicrobioloGy VOL. II, 1986.

d) TESTE SOROLÓGICO - SOROAGLUTINAÇÃO RÁPIDA:

Cultivar o microrganismo em ágar triptose ou cérebro-coração em tubo inclinado, por 18 a 24 horas a
30ºC.

Lavar a cultura com 1ml de solução salina tamponada a pH 7,2.

Misturar, em lâmina de vidro, uma gota da suspensão com uma gota de antisoro. Aguardar 1 a 2 minutos.

Simultaneamente, misturar uma gota de suspensão com salina tamponada, para controle. A suspensão de
microrganismo deve aglutinar somente frente ao antisoro homólogo e não frente a solução salina.

e) PROVA DE INVASIVIDADE (ANTON): Cultivar o microrganismo suspeito em tubo com ágar
cérebro-coração inclinado. Incubar a 30ºC por 18 a 24 horas.

Lavar o cultivo com 1ml de solução salina a 0,85% estéril.

Instilar na conjuntiva de cobaio. Observar por até 96 horas.

A prova deve ser acompanhada de controles positivo e negativo.

A prova positiva se caracteriza pela produção de queratoconjuntivite em até 96 horas.

22.4 - COMPOSIÇÃO E PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

a) Caldo De Enriquecimento Para Listeria (LEB )1

Proteose peptona 5,0g
Triptona 5,0g
Extrato de carne purificado 5,0g
Extrato de levedura 5,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 20,0g

2 4Fosfato de potássio (KH PO ) 1,3g

2 4Fosfato dissódico (Na HPO ) 12,0g
Acido nalidíxico (sol. 2% em 0,1N NaOH) 1,0ml



Dissolver os componentes em 1 litro de água destilada/deionizada e esterilizar a 121ºC, por 15 minutos.
Esfriar logo após a esterilização e manter sob refrigeração.

Imediatamente antes do uso adicionar 1ml de solução aquosa a 1,0% de acriflavina (esterilizada por
filtração) por litro de caldo.

  pH final: 7,4 ± 0,2

b) Caldo De Enriquecimento Para Listeria (LEB )2

Este caldo tem a mesma composição do LEB1 exceto na concentração final de acriflavina.

Preparar conforme indicado acima distribuindo em tubos (10ml por tubo);

Imediatamente antes do uso adicionar a cada tubo 0,1ml de acriflavina, solução aquosa a 0,2%.

c) Ágar Triptose com Ácido Nalidíxico (ATN)

Bacto triptose 20,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g

6 12 6 2Dextrose (C H O .H O) 1,0g
Extrato de levedura 6,0g
Acido nalidixico (sol. 2% em 0,1 N NaOH) 1,0ml
Ágar 15,0g

Suspender os componentes em 1 litro de água destilada/deionizada.

Deixar em repouso por 15 minutos.

Aquecer até dissolução completa. Autoclavar a 121ºC por 15 minutos.

  pH final: 7,4 ± 0,2

d) Ágar Triptose com Ácido Nalidixico e Sangue Desfibrinado de Cobaia

Preparar conforme o indicado para ATN.

Fundir o ágar pronto e esterilizado e manter em banho-maria até que alcance temperatura de 50ºC. 

Preparar uma camada base colocando cerca de 12ml de ágar fundido em placas de 100mm de diâmetro.

Deixar solidificar em superfície plana.

Sobre esta distribuir 5ml do mesmo ágar adicionado de 5% de sangue desfibrinado de cobaio.

Estocar em sacos plásticos sob refrigeração.

e) Ágar Motilidade- Nitrato Modificado (HATANO, SCHUCH)

3Nitrato de potássio (KNO ) 1,5g
Peptona 5,0g
Ágar 3,0g

Suspender os componentes em 1 litro de água destilada/deionizada e deixar em repouso por 15 minutos.
Aquecer até dissoluçao completa.



Distribuir 10ml por tubo e autoclavar a 121ºC por 15 minutos.

Solidificar em posiçao vertical.

  pH final 7,0 ± 0,2

f) Ágar Sangue de Cabaio Desfibrinado

Ágar Columbia-base 44,0g
Agua destilada/deionizada 1000,0ml

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo ou
manual. Fundir o ágar e manter em banho-maria a 50ºC.

Preparar uma camada base colocando 12ml do ágar fundido em placas com 100mm de diâmetro. Deixar
solidificar em superfície plana. Sobre esta distribuir 5ml do mesmo ágar adicionado de 5% de sangue de
cobaio desfibrinado. Estocar em sacos plásticos, sob refrigeração.

OBS: Este meio pode ser preparado com ágar ATN ao invés de ágar Columbia.

g) Ágar Tripticase-Soja-Sangue de Carneiro

Peptona de caseína 15,0g
Peptona de farinha de soja 5,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g
Ágar 15,0g

 

  pH final: 7,3 ± 0,1

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo ou
manual. Fundir o ágar e resfriá-lo até 50°C, em banho-maria.

Adicionar 5% de sangue de carneiro desfibrinado.

Distribuir 12ml em placas de Petri.

Guardar em sacos plásticos sob refrigeração.

h) Ágar Cérebro-Coração

Infusão de cérebro de terneiro 12,5g
Infusão de coração 5,0g
Proteose-peptona 10,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g

6 12 6 2D (+) Glicose (C H O ) .H 0) 2,0g
Ágar 15,0g

 

  pH final: 7,4 ± 0,2



Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo ou
manual.

i) Caldo VM-VP

Proteose peptona 5,0g

6 12 6Glicose (C H O ) 5,0g

2 4Fosfato Dipotássio (K HPO ) 5,0g

 

  pH final: 7,5 ± 0,1

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo ou
manual.

j) Caldo Vermelho de Fenol-Base

Triptona 5,0g
Peptona de carne 5,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g

19 14 5Vermelho de fenol (C H O S) 0,018

 

  pH final: 7,4 ± 0,2

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo ou
manual.

l) Ágar Bile Esculina

Extrato de carne 3,0g
Peptona de carne 5,0g
Bile desidratada 40,0g

15 16 9 2Esculina (C H O .1,5H O) 0,1g
Citrato férrico 0,5g
Ágar 14,5g

 

  pH final: 6,6 ± 0,2

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo ou
manual.

m) Ágar Columbia-CNA

Pantona 10,0g
Bitona 10,0g
Coração de boi digerido 3,0g
Amido de milho 1,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g



Ágar 15,0g

 

  pH final: 7,3 ± 0,2

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo ou
manual.

23- Pesquisa de Vibrio cholerae

A cólera é uma infecção intestinal transmitida por água, pescado cru ou impropriamente cozido, frutas e
vegetais contaminados pelo V.cholerae, sendo a transmissão direta, pessoa a pessoa, muito rara.

A doença se caracteriza por um período de incubação de um a quatro dias, náuseas, vômitos, cólicas
abdominais e diarréia profusa (com aspecto de água de arroz).

A perda de grande volume de água leva à desidratação, que é acompanhada de hipotensão arterial,
hipotermia, anúria e colapso circulatório.

O V. cholerae é um bastonete Gram negativo, curto, ligeiramente encurvado, aeróbico, móvel (um flagelo
polar), que cresce em temperaturas de 25ºC a 42ºC em
pH 6;9 a 9,6, possuindo baixa resistência a ácidos.

Nas culturas artificiais pode perder a forma encurvada tipica.

Produz catalase, lecitinase, oxidase, indol, lisina e ornitina descaboxilase, reduz nitrato a nitrito, fermenta
a sacarose, a manose, sem formação de gás; não fermenta a lactose, a ramnose e dulcitol; liquefaz
lentamente a gelatina, não produz ácido sulfídrico (H2S), é resistente ao telurito de potássio formando
colônias negras nos meios que o contém, hidrolisa ativamente o amido em meios alcalinos.

O biotipo clássico, ao contrário do biotipo El Tor, não é hemolítico, porém ambos podem ser toxigênicos;
possui antígenos O específicos, termoestáveis (100ºC/3 horas) e antigenos flagelares termolábeis.

Tanto o biotipo clássico como El Tor se incluem no grupo 0-1 de Gardner & Ventrakaman, que
compreende 3 antigenos major (a,b,c) combinados com 3 sorotipos: OGAWA (AB), INABA (AC) e
HIKOJIMA (ABC).

O biotipo clássico é sensivel ao fago IV de Mukerjee.

Quando injetado intraperitonealmente em cobaio ou camundongo, o V. cholerae produz morte por
toxemia em 20 a 40 horas.

A cólera ocorre somente em humanos, mas é possivel reproduzi-la em coelhos por administração oral
após prévia neutralização da acidez gástrica.

No coelho se observa diarréia com perda considerável de peso e morte por colapso circulatório em 10 a
48 horas.

23.1 - MEIOS UTILIZADOS

Água peptonada alcalina

Ágar TCBS

Ágar estoque



Ágár sal-triptoria (T1Nl)

Ágar TSI ou Kliegler

Ágar lisina descarboxilase (LIA)

Água peptonada alcalina a 0%, 3% e 7%

Meio de Hugh-Leifson

Caldo para descarboxilação de amino-ácidos base

Caldo para fermentação de carboidratos-base

23.2 - REAGENTES

a) Solução desoxicolato de sódio a 0,5% solução aquosa

b) Tetrametil-para-fenileno diamina dihidrocloreto, solução aquosa a 1% ou oxalato de
para-amino-dimetil anilina, solução aquosa a 1%.

c) Óleo mineral estéril (calor seco a 180ºC/2 horas)

d) Manose, solução aquosa a 10% esterilizada por filtração

e) D-manitol, solução aquosa a 10% esterilizada por filtração

f) L-inositol, solução aquosa a 10% esterilizada por filtração

g) Arabinose, solução aquosa a 10% esterilizada por filtração

h) Solução salina formalizada de iodeto de mercúrio

i) L-lisina

j) L-arginina

l) L-ornitina

23.3 - TtCNICA

Pesar assepticamente 25g .da amostra e homogeneizar com 225ml de água peptonada alcalina.

Incubar a 35-37ºC por cerca de 6 horas.

Repicar para placas secas de ágar TCBS.

Incubar a 35-37ºC por 24 horas.

Paralelamente repicar com alça de platina, para 2 tubos com 10ml de água peptonada alcalina.

Incubar a 35-37ºC e 42ºC por 18 horas.

Dos tubos de água peptonada alcalina, repicar para ágar TCBS e incubar a 35-37ºC.

Selecionar 3 ou mais colônias típicas de cada meio utilizado e repicá-las para tubo com ágar sal triptona
inclinado.



As caracterlsticas das colônias típicas são as seguintes no ágar TCBS:

Coiônias de 2 a 3mm, lisas, amarelas e ligeiramente elevadas no centro com bordas translúcidas.

A partir do ágar sal triptona inclinado realizar as seguintes provas:

23.3.1 - STRING-TESTE (Prova de filamentosidade):

Emulsionar os cultivos puros suspeitos em uma gota grande de solução aquosa de desoxicolato de sódio a
0,5%.

Em cerca de um minuto se forma uma massa mucóide filamentosa.

Todos os biotipos de V.cholerae são string teste positivos.

23.3.2 - PROVA DE OXIDASE

Colocar um disco de papel filtro dentro de uma placa de petri estéril e adicionar 3 gotas de soluçao de
oxalato de para-amino-dimetilanilina a 1% ou de uma solução de tetrametil-para-fenilenodiamina.

Este reativo é menos estável que o anterior.

A solução deve ser descartada quando desenvolver coloração azul.

O oxalato de para-amino-dimetilanilina deve ser conservado sob congelamento e pode ser utilizado até 30
dias após a preparação. 

Usando alça de platina ou bastão de vidro extender o cultivo suspeito sobre o papel impregnado.

O aparecimento de uma cor azul intenso é indicativo de positividade quando for usado reativo
tetrametil-para-fenilenodiamina e cor púrpura escura quando o reativo for o oxalato de
para-amino-dimetilanilina.

A partir das culturas que derem resultados positivos em ambas as provas realizar repiques em ágar
nutritivo inclinado e nos seguintes meios:

23.3.3 - TSI OU KLIEGLER

Incubar por 18 a 24 horas a 35-37ºC.

O V.cholerae produz ácido na base e bisel do ágar TSI e apenas na base quando em Ágar Kliegler, ambos
sem produção de ácido sulfídrico (H2S).

23.3.4 - LIA

Incubar por 18 a 24 horas a 35-37ºC.

O V.cholerae descarboxila a lisina tornando o meio mais alcalino (violeta).

23.3.5 - ÁGUA PEPTONADA ALCALINA SEM CLORETO DE SÓDIO COM 3% E 7% DE
CLORETO DE SÓDIO

Incubar por 18 a 24 horas a 35-37ºC.

O V.cholerae cresce em ausência total e a 3% de cloreto de sódio.



Não cresce a 7% de cloreto de sódio (NaCl).

Das culturas que se comportarem como o V. cholerae nas provas acima, realizar as seguintes provas
bioquímicas.

23.3.6 - OXIFERMENTAÇÃO DA GLICOSE

Incubar 2 tubos com meio de Hugh-Leifson com as culturas suspeitas.

Cobrir um dos tubos com óleo mineral estéril.

Incubar por 24 a 48 horas a 35-37ºC.

A formação de ácido em ambos os tubos é indicador de fermentaçao.

A produção de ácido na parte superior do tubo sem óleo é indicador de oxidação.

O V. cholerae produz ácido em ambos os tubos.

23.3.7 - FERMENTAÇÃO DE CARBOIDRATOS

Inocular as culturas suspeitas em caldo vermelho de fenol para fermentaçao de carboidratos adicionado
separadamente dos diferentes açúcares (arabinose, manitol,
sacarose, manose, L-inositol).

Incubar por 24 a 48 horas a 35-37ºC.

A viragem da cor do indicador para amarelo indica formação de ácido pela fermentação do açúcar
presente.

O V.cholerae apresenta as seguintes respostas: manose sacarose e manitol positivos; arabinose e
L-inositol, negativos.

23.3.8 - DESCARBOXILAÇÃO DE AMINOÁCIDOS

Inocular tubos com caldo para descarboxilação de arginina e de ornitina.

Adicionar uma camada de 1 a 2 ml de óleo mineral estéril em ambos os tubos.

Incubar a 35-37ºC e observar por 4 dias.

Os tubos positivos mostram coloração violeta (alcalinizaçao pela liberação de aminas e dióxido de
carbono (C02) e os negativos, cor amarela (acidificação pela fermentação da glicose presente no meio).

Um tubo controle do meio sem aminoácido deve também ser semeado e incubado juntamente com as
amostras suspeitas.

Este tubo deve permanecer amarelo até o final dos 4 dias.

O V. cholerae descarboxila a ornitina e nao a arginina.

23.3.9 - TESTE SOROLÓGICO

Lavar as culturas de 24 horas em ágar nutritivo com solução salina formalizada de iodeto de mercúrio.

Pingar duas gotas separadas sobre uma das gotas e misturar.



A outra gota servirá de controle. Após um minuto observar a formação de grumos (aglutinação).

Caracterização do Vibrio Cholerae
Gram Negativo
Aglutinação Antisoro Poli O Positiva
Oxidase Positiva

2Ácido Sulfídrico(H s) Negativo
Fermentação da glicose Positiva
D-Manitol Positiva
L-Inositol Negativa
Sacarose Positiva
Manose Positiva
Arabinose Negativa
Descarboxilação da Lisina Positiva
Descarboxilação da Ornitina Positiva
Hidrólise da Arginina Negativa
String Teste Positivo
Crescimento em ausência de sal Positivo
Formação de gás da glicose Negativa

As culturas que se comportarem como V. cholerae devem ser remetidas para o Instituto Oswaldo Cruz,
mantidas em ágar estoque.

23.4 - COMPOSIÇÃO E PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

a) Água Peptonada Alcalina

Peptona 10,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 10,0g

Dissolver os ingredientes em um litro de água destilada/deionizada e ajustar o pH a 8,8 a 9,0 com
hidróxico de sódio (NaOH).

Distribuir em frascos erlenmeyer (225ml) e em tubos (10ml). Esterilizar a 121ºC por 15 minutos.

b) Solução Salina Formalizada de Iodeto de Mercúrio

Solução estoque:

Iodeto de potássio (KI) 4,0q
Iodeto de ,mercúrio (HgI) 1,0g
Água destilada 100,0ml

Solução de trabalho:

Solução estoque 10,0
Solução salina 0,85% 90,0ml
Formalina 0,05ml

c) Ágar Sal Triptona (T1N1)

Triptona 10,0g
Cloreto de Sódio (NaCl) 10,0g



Ágár 20,0g
Água destilada 1000,0ml

Dissolver os componentes na água e aquecer até a dissolução completa.

Esterilizar a 121ºC por 15 minutos.

  pH final: 7,2 ± 0,2

d) Ágar Tiosulfato Citrato Sais Biliares Sacarose (TCBS)

Proteose Peptona 10,0g
Extrato de Levedura 5,0g

6 5 7 3 2Citrato de sódio (C H O Na .2H O) 10,0g

2 2 3Tiosulfato de sódio (Na S O  25H O) 10,0g
Bile desidratada 5,0g
Colato de sódio 3,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 10,0g
Citrato férrico 1,0g

27 3 5Azul de timol (C H O S) 0,04g

27 28 2 5Azul de bromotimol(C H Br O S) 0,04g

12 22 11Sacarose (C H O ) 20,0g
Ágar 15,0g

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo ou
manual.

Não autoclavar.

  pH final: 8,6 ± 0,6

e) Ágar Triplice Açúcar Ferro (TSI)

Extrato de carne 3,0g
Extrato de levedura 3,0g
Peptona de caseína 15,0g
Peptona de carne 5,0g

12 22 11 2Lactose (C H O .H O) 10,0g

12 22 11Sacarose (C H O ) 10,0g

6 12 6 2D(+) glicose (C H O H O) 1,0g
Citrato de amônia e ferro 0,5g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g

2 2 3Tiosulfato de sódio (Na S O ) 0,3g

19 14 5Vermelho de fenol (C H O S) 0,024g
Ágar 12,0g

Suspender os componentes em 1 litro de água destilada/deionizada e deixar em repouso por 15 minutos.

Ferver até dissolução completa.

Distribuir em tubos e autoclavar a 121ºC, por 15 minutos.



Solidificar o ágar com os tubos em posição inclinada, de modo a obter uma coluna de 3cm e sobre ela
uma superfície inclinada de igual comprimento.

  pH final: 7,4 ± 0,1

f) Ágar Lisina Ferro (LIA)

Peptona 5,0g
Extrato de levedura 3,0g

6 12 6Glicose (C H O ) 1,0g

6 15 2 2L-Lisina (C H ClN O ) 10,0g
Citrato férrico amoniacal 0,5g

2 2 3Tiosulfato de sódio (Na S O ) 0,04g

21 16 2 5Púrpura de bromocresol (C H Br O S) 0,02g
Ágar 15,0g

Por tratar-se de meio desidratado, seguir rigorosamente as recomendações contidas no rótulo ou manual.

Após autoclavação, deixar os tubos solidificarem em posição inclinada de maneira a formar um bisel de
aproximadamente 2 cm.

  pH final: 6,7 ± 0,1

g) Água Peptonada Alcalina 0%, 3%, 7% Cloreto de Sódio (NaCl)

a) Zero % de cloreto de sódio (NaCl)

Peptona 10,0g
Água destilada/deionizada 1000,0ml

 

b) 3% de Cloreto de Sódio (NaCl) 30,0g
Água destilada/deionizada 1000,0ml

c) 7% de cloreto de sódio (NaCl)

Peptona 10,0g
Cloreto de Sódio (NaCl) 70,0g
Agua destilada/deionizada 1000,0ml

Dissolver os ingredientes e ajustar o pH patra 8,8 a 9,0 com NaOH e autoclavar 121ºC por 15 minutos.

h) Meio de Hugh-Leifson

Peptona de caseína 2,0g
Extrato de levedura 1,0g

2 4Fosfato Dipotássico (K HPO ) 0,2g

27 28 2 5Azul de bromotimol (C H Br O S) 0,08g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g
Ágar 2,5g
Aditivo: Carbohidrato 10,0g



Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo do
manual.

  pH final: 6,8 ± 0,2

i) Caldo para Descarboxilaçao de Amino-Ácidos-Base

Peptona de carne 5,0g
Extrato de levedura 3,0g

6 12 6 2Dextrose (C H O .H O) 1,0g

21 16 2 5Púrpura de bromocresol (C H Br 0 S) 0,02g
Aminoácido 5,0g

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo do
manual.

  pH final: 6,8 ± 0,2

j) Caldo para Fermentação de Carbohidratos-Base I

Proteose peptona 10,0g
Extrato de carne 1,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g

21 16 2 5Púrpura de bromocresol (C H Br O S) 0,02g

19 14 5Vermelho de fenol (C H O S) 0,018g

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as é recomendações contidas no rótulo do
manual.

  pH final: 7,4 ± 0,2

24 - PESQUISA DE INIBIDORES DE CRESCIMENTO BACTERIANO NO LEITE.

A pesquisa de inibidores de Crescimento Bacteriano no leite visa a detecção de resíduos de substâncias
capazes de impedir ou inibir o crescimento microbiano, sejam elas anti-sépticas, antibióticas ou
quimioterápicas.

A presença de resíduos de substâncias anti-sépticas no leite pode ser conseqüência da higienização de
equipamentos e utensílios ou da adição proposital para encobrir deficiente qualidade higiênica do leite e
aumentar o tempo de vida útil.

A presença de reslduos de antibióticos e quimioterápicos no leite, provenientes do uso profilático ou
terapêutico de mamites e outras enfermidades ou da adição intencional para prolongar a vida útil do leite,
representa risco para a saúde do consumidor e para a saúde pública, Resíduos de alguns antibióticos
podem ter ação direta sobre o organismo do consumidor.

Deste modo, resíduos de cloranfenicol podem induzir à anemia aplástica em pessoas suscetlveis enquanto
os resíduos de penicilina podem levar à manifestação de fenômenos de hipersensibilidade imediata ou
tardia nas pessoas alérgicas e previamente sensibilizadas por este antibiótico.

Além dos possíveis efeitos tóxicos diretos dos resíduos de antibióticos e seus metabólitos sobre estruturas
ou funções biológicas (células ou ação de enzimas), das manifestações de reações alérgicas e indução de



quadros patológicos como a anemia aplástica fatal, há o risco de indução de resistência bacteriana e
posterior transferência de multiresistência entre microrganismos, especialmente Gram negativos através
de plasmídeos.

O leite de retenção e o colostro possuem substâncias naturais com ação antimicrobiana e não podem ser
usados para a alimentação humana.

As lactoperoxidases, lactoferrinas, lacteninas, etc., possuem ação inibidora sobre o crescimento
bacteriano.

O aquecimento do leite a 83ºC, antes da análise, visa a inativação de enzimas naturais do leite que
possuem ação antimicrobiana, evitando resultados falso-positivos para presença de inibidores de
crescimento bacteriano.

O B.stearothermophilus é sensível a concentrações de penicilina extremamente baixas.

A adição de penicilinase, visa confirmar que a inibição foi devida à presença de penicilina pois esta
enzima atua sobre a molécula do referido antibiótico rompendo o anel beta-lactâmico tornando-a inativa
biologicamente. Além da penicilina, outros antibióticos serão detectados no ágar semeado com
B.stearothermophilus.

O uso paralelo de B. subtilis e B.cereus var mycoides visa a detecção de outros antibióticos aos quais o
B.stearothermophilus é pouco ou não é sensível.

24.1 - MEIOS UTILIZADOS

Ágar p/ensaio de estreptomicina com extrato de levedura (ágar nº 5)

Ágar para ensaio de antibióticos com baixo pH (ágar nº 8)

Ágar glicose triptona púrpura de bromocresol

Caldo glicose triptona púrpura de bromocresol

24.2 - REAGENTES .

a) penicilinase 10.000.000 UI

24.3 - ORGANISMOS-TESTE

Bacillus subtilis, ATCC 6633

Bacillus cereus, var mycoides ATCC 11778

Baoillus stearothermophilus, var calidolactis

24.4 - B. subtilis - PADRONIZAÇÃO DA SUSPENSÃO DE ESPOROS

24.4.1- Para determinar o número de esporos de cada suspensão estoque proceder conforme abaixo:

- Preparar uma série de diluições decimais (10-2 a 10-1) da suspensão de esporos com solução salina
0,85% estéril.

- Semear, em duplicata, 1ml de cada diluição em ágar nº 5. Incubar a 29 ± 1ºC por 18 a 24 horas.

- Selecionar placas com 30-300 colônias fazer a contagem nas duas placas correspondentes, e tirar a
média aritmética.



24.4.2 - Determinar o número ótimo de células na camada semeada, conforme o que se segue:

Diluir a suspensão estoque, em solução salina 0,85% que corresponda a 1x105 esporos por rol. Para
determinar a diluição necessária para obter 1x105 esporos/ml na suspensão usar a seguinte fórmula:

Volume x concentração = Volume x Concentração desejada Exemplo:

A leitura em 24.4.1 foi de 30 colônias na diluição 108 (1ml).

(30x108) = (x).

(1X105) x = (1) (30x10 ) = 30 X 108 3

      __________

       (1) (1X10 )5

Neste exemplo, a suspensão e.stoque deverá ser diluída a 1:300 em solução salina 0,85% estéril e manter
sob refrigeração. Adicionar 1ml desta suspensão em 100ml de ágar para fazer a camada semeada. Cada
rol do ágar semeado terá 1x105 esporos de B. subtilis.

Para preparar as placas, colocar 10ml de ágar n° 5 em placas de petri (15 x 100)mm e deixar solidificar
em superfície plana. Pipetar sobre esta, 4ml de ágar semeado com a diluição da suspensão de esporos em
teste tomando cuidado para que esta camada fique uniformemente distribuída por toda a superfície da
camada base.

Controlar a sensibilidade da camada semeada com disco de Neomicina 5mcg, incubando a 29ºC ± 1ºC por
18 a 24 horas é esperada a obtenção de halos de inibição de 22 a 23mm.

Fracionar a suspensão padronizada em tubos com tampa de rosca e guardar sob refrigeração. Pode-se usar
esta suspensão padronizada por longo tempo desde que não ocorra contaminação ou turvação da mesma.

24.4.3 - PREPARAÇÃO DAS PLACAS PARA USO

Fundir um frasco com 100ml e outro com 50ml de ágar nº 5 e manter em banho-maria a 50ºC até que o
meio alcance esta temperatura.

Após semear o frasco com 50ml de ágar com quantidade adequada de suspensão padronizada de B.
subtilis e manter em banho-maria a 50ºC por 75 minutos para ativação dos esporos.

De 5 a 10 minutos antes de completar o período de ativação da suspensão de esporos, colocar em placas
de Petri (15 x 100) estéreis cerca de 10ml de ágar nº 5 do frasco de 100ml, que não foi semeado.

Deixar solidificar em superfície plana e após ter completado o período de ativação dos esporos,adicionar
0,5ml de penicilinase pipetar 4ml do ágar semeado sobre a camada base distribuindo homogeneamente
sobre toda a superfície.

Testar a sensibilidade da camada semeada com disco de Estreptomicina 2mcg incubando a placa a 30ºC,
por 18 a 24 horas. O halo de inibição deve ser em torno de 30mm. Guardar as placas invertidas em
refrigerador até o momento da sua utilização que deve ser de no máximo 72 horas.

24.5 - Bacillus cereus, var mycoides PADRONIZAÇÃO DA SUSPENSÃO DE ESPOROS.

Para padronização da suspensão de esporos de B.cereus proceder de forma semelhante a utilizada para
B.subtilis em 24.4.1. usando ágar n° 8. Determinar a quantidade ótima de células na camada semeada por
tentativas, testando a sensibilidade da mesma com disco de oxitetraciclina 5mcg. Incubando a 30ºC por 18
a 24 horas e após fazendo a leitura do halo de inibição. É esperada uma zona de inibição de 37 a 39mm.



24.5.1 - PREPARAÇAO DAS PLACAS PARA USO

Fundir 1 frasco com 100ml e outro com 50ml de ágar nº 8 e após manter em banho-maria a 50ºC até que o
meio alcance esta temperatura.

Semear o frasco com 50ml com a quantidade adequada de suspensão de esporos e deixar no banho-maria
a 50ºC por 45 minutos para ativação dos esporos.

De 5 a 10 minutos antes de completar o período de ativação dos esporos, colocar em placas de petri (15 x
100) estéreis, cerca de 10ml de ágar nº.8 do frasco que não foi semeado.

Deixar solidificar em superfície plana e após ter completado o tempo de ativação, adicionar 0,5ml de
Penicilinase. pipetar 4ml do ágar semeado sobre a camada base, distribuindo homogeneamente sobre toda
a superfície Testar a sensibilidade da camada semeada com disco de oxitetraciclina 5mcg incubando a
30ºC por 18 a 24 horas.

O halo de inibição deve ser de 37 a 39mm. Guardar as placas invertidas sob refrigeração até sua utilização
que não deve ultrapassar 48 horas do preparo.

24.6 - Bacillus stearothermophilus varo calidolactis

PREPARAÇAo DA SUSPENSÃO BACTERIANA 

Para preparar a suspensão de B.stearothermophilus, semear maciçamente em caldo glicose triptona
púrpura de bromocresol ou caldo BHI. Incubar a 55ºC por 24 a 30 horas.

24.6.1 - PREPARAÇÃO DAS PLACAS

Inicialmente preparar a camada base, distribuindo em placas (15 x 100) 10ml de ágar glicose triptona
púrpura de bromocresol, fundido e mantido a 50ºC

Deixar solidificar em superfície plana.

Adicionar volume adequado (normalmente 1ml por 100 ml de ágar da suspensão anteriormente preparada
e diluída a 1:10, de modo a obter a sensibilidade desejada na camada semeada. Homogeneizar e colocar
4ml sobre a camada base de cada placa de forma a cobrir toda a superfície.

Em paralelo preparar placas adicionadas de penicilinase.

Testar a sensibilidade com discos de penicilina 2 UI. Incubar a 55ºC Verificar o diâmetro do halo, que
deverá ser de 45-50mm. As placas devem ser utilizadas até 72 horas da preparação e conservadas em
temperaturas próximas a 20ºC.

24.7 - TÉCNICA

Descongelar as amostras de leite em refrigerador por 18 horas.

Pipetar cerca de 5-8ml em tubos quimicamente limpos e estéreis.

Colocar em banho-maria a 82ºC por 3 minutos, para inativação enzimática.

Resfriar imediatamente em água corrente.

Após colocar em cada tubo 4 "swabs" e deixar que fiquem totalmente embebidos com leite.

Após colocá-los sobre a superfície das placas semeadas com B.subtilis, B.cereus e B. stearothermophilus



com e sem penicilinase, previamente preparadas e testadas quanto a sensibilidade.

Incubar as placas semeadas com B.subtilis e B.cereus em 30ºC por 18 a 24 horas, e as de
B.stearothermophilus a 55ºC, por 18 a 24 horas.

Após a incubação observar zonas de inibição de crescimento bacteriano ao redor dos swabs.

Qualquer inibição do crescimento em uma ou mais das três placas indica a presença de inibidores no leite.

Expressar o resultado como "Inibidor de crescimento bacteriano: Positivo".

Quando não for observada inibição em nenhuma das placas, expressar o resultado como "Inibidor de
crescimento bacteriano: não detectado".

24.8 - COMPOSIÇÃO E PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

a) Ágar para Ensaio de Estreptomicina com Extrato de Levedura

   
Extrato de carne 1,5g
Extrato de levedura 3,0g
Gelysate peptona 6,0g
Ágar 15,0g

 

  pH final: 8,0 ± 0,1

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo ou
manual.

b)Ágar Para Antibióticos Com Baixo pH (ÁGAR N° 8)

Extrato de carne 1,5g
Extrato de levedura 3,0g
Gelysate peptona 6,0g
Ágar 15,0g

 

  pH final: 5,7 ± 0,2

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo e manual.

O gelysate é um hidrolisado de gelatina obtida por digestão pancreática e, por isso uma peptona pobre em
nutrientes.

c) Ágar Triptona Glicose Púrpura de Bromocresol

Triptona 10,0g

6 12 6Glicose (C H O ) 5,0g
Extrato de carne 5,0g
Púrpura de bromocresol(sol.alcoólica 1,6%) 2,0ml
Ágar 15,0g



 

  pH final: 6,7 ± 0,2

Suspender os componentes em 1 litro de água destilada/deionizada.

Deixar em repouso por 15 minutos e ferver até dissolução completa.

Distribuir em frascos com 50 e 100ml.

Autoclavar a 121ºC por 15 minutos.

d) Caldo Triptona Glicose Purpura de Bromocresol

Este m,eio tem a mesma composição do ágar triptona glicose purpura de bromocresol exceto no fato de
que este não contém ágar por tratar-se de caldo.

25 - TESTE DE ESTERILIDADE COMERCIAL

A esterilização comercial tem o objetivo de impedir a permanência de microrganismos viáveis nas
temperaturas normais de armazenamento e comercialização.

Os alimentos enlatados são estáveis em temperatura ambiente pois são hermeticamente fechados, o que
impede a passagem de gases ou microrganismos para o alimento.

A esterilização comercial visa a obtenção de alimento isento inclusive das formas esporuladas de
microrganismos.

A presença de organismos viáveis nas provas de esterilidade está relacionada com subprocessamento
térmico, defeitos de recravação, manipulação inadequada das latas durante o resfriamento ou má
qualidade da água de resfriamento.

As latas que chegarem ao laboratório para análise já bombeadas (tufadas) devem ser abertas com muito
cuidado de forma a não colocar a saúde do analista em risco.

Não devem ser flambadas como as latas normais, mas apenas desinfectadas com uso de substâncias
comprovadamente eficazes. Após semeadura e incubação deverão ser conduzidas provas de identificação
dos microrganismos presentes visando maior orientação para diagnóstico e solução do problema.

25.1 - PRÉ-INCUBAÇÃO

As latas ou vidros herméticamente fechados deverão ser lavados com água e sabão e posteriormente
secos. Incubar 1 amostra na temperatura de 35ºC, por 14 dias e 1 a 55ºC por 10 dias.

Os recipientes deverão ser incubados sobre papel de filtro ou similar a fim de se constatar possíveis
microfugas.

Os produtos já bombeados (tufados) na chegada ao laboratório deverão ser analisados imediatamente,
dispensando a prova de estufa.

25.2 - MEIOS DE CULTURA

Caldo de carne cozida

Caldo glicose triptona

Ágar nutritivo ou Ágar cérebro-coração



Ágar para esporulação

25.3 - TÉCNICA

Após o período de pré-incubação a 35ºC, semear em dois tubos de caldo de carne cozida e dois tubos de
caldo glicose triptona, 1 a 2g da amostra.

Os tubos de calda de carne cozida após serem semeados, deverão ser aquecidos a 80ºC por 15 minutos.

Após o aquecimento e antes de endurecer o vaspar, tomar medidas para eliminar possiveis bolhas de ar.

Incubar um tubo de cada meio a 35ºC e a 55ºC por 120 horas.

Os tubos que apresentarem turvação deverão ser repicados por estriamento em placas com ágar nutritivo
óu ágar cérebro-coração e incubados por 24 horas nas mesmas condições de temperatura, em aerobiose ou
anaerobiose conforme os tubos de origem. Se houver turvação nos tubos a 35ºC incubar as placas também
a 22ºC.

Do crescimento obtido fazer coloração de Gram.

Quando o tubo de origem for aquele incubado em anaerobiose e ocorrer presença de bastonetes Gram
positivos, realizar prova de catalase.

A prova de catalase positiva indica a presença de Bacillus sp e a negativa indica a presença de
Clostridium sp.

Ocorrendo presença de bastonetes termófilos ou termófilos e mesófilos confirmar a termofilia estrita do
microrganismo presente.

Do caldo glicose triptona incubado a 55ºC, repicar maciçamente em ágar para esporulação.

Incubar a 55ºC por 2 a 10 dias.

A partir do 2º dia verificar a presença de esporos através de esfregaço com coloração específica.

Lavar a cultura esporulada com água destilada estéril e colocar em banho-maria a 80ºC por 10 minutos.

Após o choque térmico, semear 2 tubos com caldo glicose triptona incubar 1 tubo a 35ºC e outro a 55ºC,
por 2 a 4 dias.

Verificar o crescimento nos 2 tubos. Se houver crescimento somente no tubo incubado a 55ºC
confirmar-se o caráter termofílico estrito do microrganismo presente.

Observação: Leite e produtos lácteos submetidos á esterilização comercial deverão ser incubados a 35ºC
por 10 dias.

Após este período não deverão existir sinais de alteração da embalagem nem quaisquer modificações
organolépticas, fisicas ou químicas que evidenciem deterioração do produto.

Quando necessário será verificada a esterilização comercial conforme metodologia específica. 

As análises deverão ser efetuadas em 2 amostras, separadamente.

25.4 - Composição e Preparo dos Meios de Cultura

a) Caldo De Carne Cozida (Cooked Meat Medium)



Coração de boi 454,0g
Proteose peptona 20,0g

6 12 6Glicose (C H O ) 2,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g

Pesar 125g de material desidratado e adicionar 1000ml de água destilada/deionizada. Misturar bem,
deixar em repouso por 10 a 15 minutos.

Distribuir em tubos. Esterilizar a 121ºC por 15 minutos.

Adicionar uma camada de "Vaspar"(partes iguais de vaselina sólida e parafina) de cerca de 2 cm de
espessura antes da esterilização.

b) Caldo Glicose Triptona

Triptona 10,0g

6 12 6Glicose (C H O ) 5,0g
Extrato de carne 3,0g

Dissolver os componentes em 1 litro de água destilada/deionizada e distribuir em tubos (15ml). Esterilizar
a 121ºC por 15 minutos.

  pH final: 6,7 ± 0,2

c) Ágar Nutritivo.

Extrato de levedura 2,0g
Extrato de carne 1,0g
Peptona 5,0g
Cloreto de sódio (NaCl) 5,0g
Ágar 15,0g

 

  pH final: 7,0 ± 0,2

Por tratar-se de meio desidratado, observar rigorosamente as recomendações contidas no rótulo ou
manual.

d) Ágar para Esporulação

Extrato de carne 3,0g
Peptona 5,0g
Ágar 15,0g

4 2Sulfato de magnésio(MnSO H O) (sol.a 3,08%) 1,0ml

Suspender os componentes em 1 litro de água destilada/deionizada.

Deixar em repouso por 15 minutos.

Ferver até dissolução completa e distribuir em tubos ou frascos.

Esterelizar a 121ºC, por 15 minutos.



  pH final: 7,3 ± 0,2

26-DETERMINAÇÃO DE TOXINA BOTULÍNICA EM ALIMENTOS POR BIOENSAIO

A toxina botulínica é produzida e liberada durante o desenvolvimento do Clostridium botulinum.

São produzidas toxinas, sorologicamente, diferentes, denominadas de A, B, C, D, E, F e G, e
possivelmente outras, não classificadas.

A especificidade dos tipos é diferente no reino animal.

As toxinas A, B e E afetam o homem incluindo mais raramente a F, enquanto C e D afetam animais,
como gado e aves.

Não existe até o momento, referência de casos envolvendo a toxina G.

Estas toxinas são consideradas como venenos biológicos dos mais potentes.

níveis de mcg são capazes de provocar a morte de adultos sãos.

O C. botulinum é um microrganismo ubíquo do solo e águas.

Sua presença é considerada comum nos vegetais "in natura".

Por ser um microrganismo formador de esporos, apresenta termoresistência quando nesta forma. 

As células vegetativas são mais tacilmente destruídas pelo uso do calor e sua multiplicação acontece
particularmente em produtos mantidos sob condições de anaerobiose.

Algumas das toxinas botulínicas (não proteolíticas) são ativadas pela tripsina.

As toxinas botulínicas são termolábeis, podendo ser inativadas a 80ºC por 10 minutos.

A pesquisa de toxina botulínica nos alimentos deve ser realizada observando as mais estritas condições de
segurança, por se tratar de substância de alto risco.

As amostras devem ser mantidas refrigeradas ou congeladas uma vez que a toxina é termolábil.

26.1 - REAGENTES

â) Tampão Gel Fosfato pH 6,2

b) Solução de tripsina

c) Solução de HCl 1N

d) Solução de NaOH 1N

e) Antitoxina botulínica polivalente

f) Antitoxinas botulínicas monovalentes

26.2 - TÉCNICA

Manter todos os reagentes e amostras sob refrigeração, executando todas as etapas analíticas com exceção
das etapas assinaladas a seguir em temperatura máxima de 15ºC.



Remover porção da amostra para análise (5, 10 ou 25g ou ainda enxaguadura de embalagem vazia) e
acrescentar volume igual de tampão gel fosfato.

Macerar a amostra com pistilo em Gral pré-refrigerados ou em stomacher, evitando aquecimento.

Acertar para o pH mínimo de 6,0 e máximo de 7,5 se necessário.

Centrifugar para remover a parte sólida em centrifuga refrigerada.

Usar sobrenadante para o bioensaio.

Para a ativação tripsínica das toxinas não proteoliticas, usar uma porção do sobrenadante obtido ou tratar
uma porção da amostra caso se trate de produto liquido.

Para tanto, acertar o pH para 6,2 com solução 1N de ácido clorídrico ou hidróxido de sódio.

Para cada porção de 1,8ml, acrescentar 0,2ml da solução de tripsina. Incubar a 37ºC por 1 hora, agitando
de vez em quando.

Injetar separadamente em dois camundongos de 20 a 25 g cada 0,5ml do extrato tripsinisado e não
tripsinisado por via intraperitoneal.

Em paralelo, aquecer em banho-maria fervente por 10 minutos, 1,5ml do sobrenadante.

Após resfriar, inocular 0,5ml em 2 camundongos via intraperitoneal.

Manter 2 camundongos não inoculados para controle.

Observar continuamente os camundongos por 6 horas e a cada 12 horas por até 72 horas.

Registrar sintomas de intoxicação botulínica que incluem paralisia total ou parcial e dificuldade
respiratória (com implicações diafragmáticas que marcam ou acinturam o animal e respiração lenta, em
fole, elaborada) e morte.

Considerar como suspeita de presença de toxina botulínica quando os camundongos inoculados com o
sobrenadante tratado termicamente se comportarem como os animais controles no final do período de
observação e os demais apresentarem os sintomas acima relatados.

Podem ser observados sintomas somente nos animais inoculados com o sobrenadante tripsinisado.

É importante observar que quando os animais inoculados morrem imediatamente após a injeção, em geral
é devido a presença de alguma substância tóxica, como amônia e alta concentração de sal.

Os que morrem após cerca de 12 horas, com os olhos fechados e alterados, sofreram de síndrome
tóxico-infecciosa por outro agente,

Estes sintomas podem mascarar os de botulismo e, neste caso, o teste permanece indeterminado.

Pode-se filtrar para retirar os contaminantes microbianos, porém esta etapa pode reduzir o nivel de toxina
presente.

Se os animais apresentarem sintomas específicos de botulismo proceder aos testes de inativação com
anti-toxinas polivalentes e monovalentes.

Para tanto, usar o sobrenadante do extrato, tripsinisado ou não de acordo com os resultados da etapa
anterior.



Quando do uso do extrato tripsinisado, realizar a mesma imediatamente antes da inativação pois a ação
contínua da tripsina pode inativar esta toxina.

Preparar diluições de antitoxina, de forma a ter uma unidade internacional de cada (caso da polivalente)
por 0,5ml.

Usar anti-toxinas A, B, E, e F no caso de suspeita ou risco de humanos.

Inocular 0,5ml em pares de camundongos via intrapeitoral.

Após 30 minutos a 1 hora, inocular o extrato.

Observar e registrar os sintomas como já descrito.

Manter 2 camundongos para controle.

Considerar como positiva a pesquisa de toxina quando os animais protegidos pela anti-toxina (polivalente
e uma ou mais monovalentes) se comportarem como.os
animais controle no final da observação (72 horas) e os demais apresentarem sintomas de botulismo.

Os testes podem ser repetidos, usando-se diluições decimais do inóculo, para determinar a quantidade de
toxina presente na amostra.

Neste caso, expressar o resultado de forma quantitativa.

26.3 - PREPARAÇÃO DOS REAGENTES

a) Tampão Gel Fosfato

Gelatina 2,0g

2 4Fosfato de Sódio (Na HPO ) 4,0g
Água destilada 1000,00ml

Dissolver os ingredientes em BOOml de água, sob aquecimento brando.

Ajustar o pH 6,2 com HCl. Adicionar água até completar o volume (200ml menos o volume do ácido
adicionado).

Esterilizar a 121ºC/20 minutos. pH 6,2

b) Solução de Tripsina

Tripsina 1:250 1,0g
Água destilada estéril 10,0ml

Pesar a tripsina em tubo limpo e estéril. Acrescentar a água.

Agitar de vez em quando e manter â temperatura ambiente até que o máximo
de tripsina tenha dissolvido.

  pH 6,0.

c) Ácido Clorídrico 1N

35,6 ml de ácido clor1drico(HCl) fumegante a 97% para 1 litro de água destilada.



d) Hidróxido de Sódio 1N

40g de hidróxido de sódio(NaOH) para 1 litro de água destilada.

e) Antitoxinas Polivalentes e Monovalentes

Usar antitoxinas controladas, grau reagente. As mesmas podem ser adquiridas no "Center for Diseases
Control", Estados Unidos.

27 - RECUPERAÇÃO DE CÉLULAS EM "STRESS"

A recuperação de células em estado fisiol6gico alterado é necessária para a detecção de microrganismos,
que por ação do processamento térmico congelamento, dissecação, irradiação, desinfecção, ou agentes
químicos, etc., estarão incapacitados de multiplicar em meios seletivos para identificação ou quantificação
dos mesmos.

Devido a estas lesões subletais (destruição de integridade da membrana celular ou degradação do ARN
ribossomal), bactérias consideradas mortas ou ausentes em um meio podem demonstrar viabilidade em
outros meios.

O efeito do "stress" se manifesta por um aumento da fase lag que é proporcional à extensão da lesão
celular ou até perda total do poder de multiplicação por parte do microrganismo.

Se o efeito for apenas a ampliação da fase lag por dependência de certas substâncias, as conseqüências
para sua recuperação não são tão graves.

As células lesadas apresentam sensibilidade especial a compostos antimicrobianos tais como o NaCl, sais
biliares agentes tensoativos e corantes.

Este aumento de sensibilidade é a principal característica da alteração fisiológica da célula bacteriana.

Os procedimentos de recuperação de células com lesão subletal são dependentes:

(1) do tipo de microrganismo (esporulado ou não, bacilos ou cocos, gram positivos ou negativos, catalase
positiva ou negativa)

(2) do tipo de "Stress" (aquecimento, congelamento, etc.)

(3) caracterlsticas do alimento (substâncias intrínsecas impedindo impedindo o crescimento)

(4) meio utilizado, e

(5) temperatura de incubação.

Alguns meios como Baird-Parker, permitem, por si só a recuperação de células lesadas em semeaduras
diretas.

É recomendado porém, uma boa padronização de tratamentos para recuperação de células lesadas devido
ao processamento recebido pelo alimento.

27.1 - MÉTODO

A recuperação pode ser realizada de duas formas:

1) Em .eio líquido: ap6s homogeneização da amostra em solução salina peptonada a 0,1 % ou solução
Ringer, deixar por duas horas a 25ºC antes do início da análise propriamente dita. Indicado para análises
que buscam positividade ou negatividade.



2) Em meio sólido: utilizado nos casos em que se julgue necessário um tempo maior de recuperação.
Semear 0,1ml das diluições desejadas do alimento sobre superfície de ágar cérebro-coração ou ágar
tripticase soja e espalhar cuidadosamente sobre toda a superfície. Deixar a 25ºC por seis horas.

Após colocar sobre-camada de cerca de 12ml do agár especifico.

Solidificar e incubar as placas invertidas nas temperaturas adequadas para cada caso.

28 - VERIFICAÇÃO DA EFICIÊNCIA DE DESINFETANTES

O termo "desinfetante é comumente empregado para designar substâncias capazes de destruir
microrganismos patogênicos nãoesporulados em curto espaço de tempo, quando aplicado a objetos
inanimados.

Sanitizantes são desinfetantes que reduzem o número de microrganismos a níveis considerados seguros
para a saúde pública, porém como a grande maioria dos produtos comercializados encontra-se rotulado
como "desinfetante" qualquer germe patogênico que se mostrar resistente ao desinfetante na maior
diluição recomendada pelo fabricante é motivo de reprovação.

A denominação "germicida", isto é, bactericida, virucida, fungicida, amebicida, somente pode ser
aplicado a agentes capazes de destruir os microrganismos.

O fabricante deve especificar quais os germes sensiveis, conforme legislação do Ministério da Agricultura
Abastecimento e Reforma Agrária vigente.

Neste caso os microrganismos-teste serão aqueles citados pelo fabricante.

Na avaliação da eficiência de desinfetantes é necessário considerar a(s) diluição(ões) e as condições de
uso recomendadas pelo fabricante.

Os testes devem ser conduzidos em presença de matéria orgânica, dependendo das indicações do
fabricante.

As diluições do desinfetante devem ser feitas em água destilada.

O uso de matéria orgânica nos testes de eficiência assegura que perdas no poder desinfetante ou
inativação dos mesmos, nas condições de uso sejam detectadas.

Como fonte da matéria orgânica para os testes podem ser usados: extrato de levedura a 1%, albumina
bovina a 1%, soro, sangue, proteínas, leite, etc.

Soluções aquosas de soro bovino a 1% normalmente oferecem concentrações de matéria orgânica em
torno de 0,2 mg/ml, enquanto que soluções aquosas de leite
integral a 1:5000 oferecem concentrações bem maiores de matéria orgânica.

A escolha dos microrganismos-teste deve levar em consideração as condições de uso do desinfetante
recomendadas pelo fabricante, simulando-se assim a condição em questão.

Na análise fiscal torna-se mais prático iniciar os testes com os microrganismos mais resistentes como a
P.aeroginosa, Proteus sp, M.smegmatis, S.faecalis, L.monocytogenes, Clostridium sp, etc, conforme
indicação do produto.

Mostrando-se eficiente frente a estes microrganismos, seguem-se os testes frente a outras bactérias contra
as quais está indicado o produto, fungos e vírus, levando-se em conta a prévia concentração do
microrganismo-teste pois o objetivo do teste é o de uma avaliação com comportamento de cinética de
primeira ordem.



Sempre que um desinfetante for recomendado como esporicida testes devem ser conduzidos frente a
suspensões de esporos.

As suspensões devem ser preparadas a partir de cultivos dos microrganismos desejados em meio
apropriado, incubados nas temperaturas e condições específicas e após deixadas em temperatura ambiente
ou refrigeração por 10 a 15 dias para esporulação.

Os meios utilizados para esta finalidade podem ser adicionados de 300mg de sulfato de manganês por
litro de meio, o que auxilia a esporulação.

Após colhidas, lavadas e centrifugadas, as suspensões de esporos devem ser submetidas a um choque
térmico de 80ºC por 15 minutos, para destruir as células vegetativas, deixando apenas os esporos viáveis.

Após o choque térmico realizar diluições em água peptonada a 0,1% e fazer contagem do número de
esporos por mililitro em meio sólido e condições adequadas. Manter as suspensões de esporos em solução
salina, sob refrigeração.

Alguns produtos químicos tem a capacidade de produzir lesões sub-letais em alguns microrganismos,
exercendo assim, ação bacteriostática e não bactericida.

O prolongamento do período de incubação (mínimo de 96 horas) e o uso de meios ricos apropriados
(livres de inibidores) permite a recuperação das células com lesão fisiológica reversível. Devido a isso, os
ensaios de eficiência de desinfetantes devem prever períodos de incubação nunca inferiores a 96 horas.

28.1 - MEIOS UTILIZADOS

Água peptonada a 0,1%

Caldo Sabouraud

Caldo de carne cozida ou Caldo Tarozzi

Ágar cérebro-coração (BHI) ou

Ágar tripticase soja com 0,6% de extrato de levedura (TSYE)

Meios sólidos específicos para confirmação dos microrganismos utilizados (XLD,

Ágar Baird-Parker,

Ágar vermelho-neutro-bile,

Ágar para anaeróbios,

Ágar Sabouraud,

Ágar batata glicosado, etc).

28.2 - TÉCNICA

28.2.1 - PREPARO DAS CULTURAS-TESTE

- Semear os microrganismos-teste em tubos com caldo BHI ou tripticase soja (bactérias), caldo Sabouraud
(fungos), caldo de carne cozida (anaeróbios), e incubar por 18 a 24 horas (bactérias) e por 3 a 5 dias
(fungos), nas temperaturas e condições de aerobiose/anaerobiose apropriadas.

- Após incubação diluir cada cultura de 10-1 a 10-10 em água peptonada 0,1% e realizar contagem do



número de células (UFC) por mililitro, em meio sólido livre de substâncias impedientes (agar BHI ou
TSYE): utilizar 0,1ml da diluição 1:1000 para os testes de eficiência a qual normalmente oferece entre
105 e 107 UFC/ml.

28.2.2 - PREPARO DA DILUIÇÃO DO DESINFETANTE

Deve ser testada a maior diluição recomendada pelo fabricante.

Preparar, em agua destilada, diluição do desinfetante igual à maior diluição recomendada pelo fabricante
mais 10%, utilizando-se vidraria volumétrica de modo que, após a adição da matéria orgânica, a
concentração final do produto seja igual aquela maior diluição indicada.

Distribuir assepticamente, 9ml do desinfetante diluído em tubos de ensaio estéreis.

28.2.3 - ADIÇÃO DE MATÉRIA ORGANICA

Determinar o conteúdo de matéria orgânica a ser adicionada pelo método oficial da Rede LANARA,
diluindo a fonte escolhida em água destilada.

Imediatamente antes do início dos testes de eficiência, adicionar a cada tubo com 9 ml do desinfetante
diluído, 1ml da solução fonte de matéria orgânica.

28.2.4 - TESTE DE EFICIÊNCIA FRENTE A MICRORGANISMOS

Adicionar 0,1ml da cultura-teste em fase estacionária na diluição 1:100 aos tubos contendo o desinfetante
diluído conforme item 28.2.

Homogeneizar.

Cronometrar o tempo de exposição a partir do momento exato da adição da cultura ao desinfetante.

Após 5, 10, 15 e 20 minutos de exposição repicar para tubos com caldo BHI ou TSYE (bactérias
aeróbias), caldo de carne cozida ou caldo tarozzi (bactérias anaeróbias), caldo sabouraud (fungos), com
alça calibrada de 10 microlitros.

Incubar nas temperaturas e condições apropriadas para cada microrganismo por no mínimo, 96 horas.
Realizar a leitura dos tubos em período de incubação não inferior a 96 horas, verificando turvação,
formação de película na superfície ou de precipitado no fundo dos tubos.

Registrar em livro apropriado.

Confirmar todos os tubos positivos em meios sólidos específicos para cada microrganismo. Incubar em
temperaturas e condições apropriadas para cada caso fazendo a leitura em 24 a 48 horas (bactérias) e,3 a 5
dias (fungos).

Registrar como positivos apenas os tubos confirmados nos meios sólidos.

Registrar os respectivos tempos de exposição.

ANEXO I

I - REGRAS PARA CONTAGEM DE COLÔNIAS

As colônias devem ser contadas com o auxilio de conta-colônias equipado com placa de vidro, dividido
em quadrados com 1 centimetro de quando são contadas placas em duplicata, e/ou diluições sucessivas e
calculada a média aritmética, arredondar em 2 casas significativas somente o resultado final.



Para não criar urna falsa idéia de precisão quando do cálculo da contagem de colônias, registrar somente
as 2 unidades da esquerda substituindo a segunda unidade pelo número imediatamente superior quando a
terceira unidade for igualou maior que 5, e pelo inferior quando for menor que 5.

Registrar também os resultados dos testes de controle e a temperatura de incubação.

O resultado final deverá ser expresso da seguinte maneira:

R = a x 10b UFC/g ou ml

a=1 a 9

b = 1 ou mais de 1

UFC = Unidade formadora de colônias

Quando o número de UFC/g ou ml for determinado por estimativa incluir no registro do resultado a
informação "estimado".

Ex.: 1,7 x 105 UFC/g estimado

> 6,3 x 106 UFC/ml estimado

II - CÁLCULO E REGISTRO DE CONTAGEM

1 - Quando nas Diversas Diluições o Número de Colônias se encontra entre os limites de 25-250.

1.1 - MESMA DILUIÇÃO

Calcular a média aritmética dos resultados encontrados e multiplicar pela diluição correspondente.

Exemplo: Tabela 1 - exemplo 1

Dil: 10-3 = 130 colônias

Dil: 10-3 = 224 colônias

(130 + 224) /2 = 177 x 1000 = 177000--------------180.000 UFC

Resultado: 1,8 x 105 UFC/g ou ml

1.2 - DILUIÇÕES DIFERENTES

1.2.1 - Multiplicar o resultado encontrado em cada placa pelas respectivas diluições e calcular a média
aritmética.

Tabela 1 - Exemplo 2

Dil: 10-3 = 180 colônias

Dil: 10-3 = 210 colônias

(180+210) /2 = 195 x 1000 = 195000

Dil: 104 = 28 colônias

Dil: 104 = 32 colônias



(28+32) /2 = 30 x 10000 = 300000

Fazer a média das diluições diferentes

(195000 + 30000) /2 = 247000 250000

Resultado: 2,5 x 105 UFC/g ou ml

1.3 - PLACAS COM MAIS DE 250 COLÔNIAS

Quando todas as placas apresentarem mais de 250 colônias na maior diluição, multiplicar o resultado
encontrado em cada placa pelas respectivas diluições e calcular a média aritmética.

Tabela 1 - Exemplo 4

Dil: 104 = 380 colônias

Dil: 104 = 410 colônias

(410 + 380) /2 = 395 x 10000 = 3950000 4000000

Resultado: 4,0 x 106 UFC/g ou ml estimada

1.4 - PLACAS COM COLÔNIAS INVASORAS

1.4.1 - Quando a área invadida exceder de 1/4 da área total expressar o resultado com "presença de
colônias invasoras". 

1.4.2 - Quando a área invadida for inferior a 1/4 da área total contar tanto as invasoras como as normais.
Quando as colônias invasoras estiverem aglutinadas contar como urna colônia, se isoladas contar uma a
uma.

Tabela 1 - Exemplo 5

1.5 - TODAS PLACAS SEM COLÔNIAS

Se todas placas não apresentarem colônias, expressar o resultado como menor do que a menor diluição
utilizada por estimativa.

Tabela 1 - Exemplo 6

Dil: 10-2 = O

Dil: 10-3 = O

Resultado: menor do que 1,0 x 102 UFC/g ou ml estimado

1.6 - QUANDO O NÚMERO DE COLÔNIAS SE ENCONTRA ENTRE OS LIMITES DE 25-250

EM UMA SÓ DILUIÇÃO

1.6.1 - MESMA DILUIÇÃO

Calcular a média aritmética dos resultados encontrados e multiplicar pela diluição correspondente.

Exemplo: Tabela 1 - Exemplo 7



Dil: 10-3 = 230 colônias

Dil: 10-3 = 261 colônias

(230+261) /2 = 245 x 1000 = 245000 250000

Resultado: 2,5 x 10-1 col/g ou ml

1.7 - QUANDO, NA MAIOR DILUIÇÃO AS PLACAS APRESENTAREM NÚMEROS

SUPERIORES AO LIMITE DE 250

Tabela 1 - Exemplo 8

10-2 (> 250)

10-3 (> 250) > 250x104 = > 2500000

10-4 (> 250)

Resultado: > 2,5 x 106 UFC/g ou ml estimado

Observação: Pode-se calcular o número de UFC nas placas com a maior diluição para obter a estimativa.
Expressar o resultado em função do número estimado.

1.8 - QUANDO NAS DIVERSAS DILUIÇÕES O NÚMERO DE COLÔNIAS EM UMA DILUIÇÃO
ENCONTRA-SE DENTRO DO LIMITE 25-250 COLÔNIAS E NA OUTRA DILUIÇÃO UMA ÚNICA
ENCONTRA-SE DENTRO DO LIMITE 25-250 COLÔNIAS.

Tabela 1 - Exemplo 9

Exemplo A:

Dil: 10-3 = 232 colônias

Dil: 10-3 = 224 colônias

(232+224) /2 = 228 x 1000 = 228000

Dil: 10-4 = 15 colônias

Dil: 10-4 = 26 co10nias

(15+26) /2 = 20 )( 10000 = 200000

(228000 + 200000) /2 = 210000

Resultado: 2,1 x 105 col/g ou ml

Exemplo B:

Dil: 10-3 = 270 colônias

Dil: 10-3 = 248 colônias

(270+248) /2 = 259 x 1000 = 259000



Dil: 10-4 = 34 colônias

Dil: 10-4 = 29 colônias

(34+29) /2 = 31 x 10000 = 310000

(310000 + 259000) /2 = 280000

Resultado: 2,8 x 105 col/g ou ml

1.9 - PLACAS COM MENOS DE 25 COLÔNIAS

Expressar o resultado pelo número de colônias da placa de menor diluição por estimativa.

Tabela 1 - Exemplo 3

Dil: 10-2 = 21 colônias

Dil: 10-2 = 17 colônias

(21+17) /2 = 19 x 100 = 1900

Resultado 1,9 x 103 UFC/g ou ml estimado

1.10 - ACIDENTE DE LABORATÓRIO

Quando se tem conhecimento de que as placas foram contaminadas ou que por qualquer razão não são
satisfatórias não havendo confiabilidade na análise, informarse-á como acidente de laboratório.

1.11 - EXPRESSÃO DE RESULTADOS DE CONTAGEM

O resultado de contagem deverá ser expresso da seguinte maneira:

N = a x 10b/g ou ml

N = número de UFC (Unidades Formadoras de Colônias)

a=1 a 9

b = a ou mais de a

g = grama

ml= mililitro

ANEXO I

TABELA 1 - cálculo e Registro de contagens

DILUIÇÕES

1:100 1:1000 1:10000 RESULTADO Forma de emissão de
Resultado

         

1 Incontável
130* 12 180.000 1,8 x 10  5 UFC/g

224*      
180* 28* 250.000 2,5 x 10  UFC/g5



2 Incontável 210* 32*    
3  21* 3 0 1.900 1,9 x 10  UFC/g3

17* 0 0 estimado estimado

4 Incontável Incontável
410* 4.000.000

estimado 4,0 x 10  UFC/g6
380*

5 Incontável
225 4

290.000 2,9 x 10  UFC/g5
242 Invasora

6. 0 0 0 <100 est.
<1,0 x 10  UFC/g estimado2

0 0 0  

7 Incontável
230* 20

250.000 2,5 x 10  UFC/g5
261* 18

8 Incontável Incontável Incontável >2.500.000
estimado >2,5 x 10  UFC/g5

9 Incontável

232* 15*
210.000

2,8 x 10  UFC/g5224* 26*
270* 34*

280.000
248* 29*

Contagens com as quais serão feitas as médias aritméticas.

ANEXO II

Índice de número mais provável e 95% de limite de confiança para várias combinações de resultados
positivos, quando são utilizados três tubos por diluição.

NÚMERO MAIS PROVÁVEL (N M P)
Diluição: 1 - 0,1 - 0,01
  Limites de confiança 95%
Tubos Positivos NMP/g ou ml Inferior Superior
000 < 0,3    
001 0,3 <0,05 0,9
010 0,3 <0,05 1,3
020 0,6    
100 0,4 0,05 2,0
101 0,7 0,1 2,0
110 0,7 0,1 2,3
111 1,1 0,3 3,6
120 1,1 0,3 3,6
200 0,9 0,1 3,6
201 1,4 0,3 3,7
210 1,5 0,3 4,4
211 2,0 0,7 8,9
220 2,1 0,4 4,7
221 2,8 1,0 15,0
230 2,9    
300 2,3 0,4 12,0
301 3,9 0,7 13,0
302 6,4 1,5 38,0
310 4,3 0,7 21,0
311 7,5 1,4 23,0
312 12,0 3,0 38,0
320 9,3 1,5 30,0



321 15,0 3,0 44,0
322 21,0 3,5 47,0
330 24,0 3,6 130,0
331 46,0 7,1 240,0
332 110,0 15,0 480,0
333 >110,0 15,0  

Referência: FDA - Bacteriblogical Analytical Manual - 6 edição, 1984.

ANEXO III

REAGENTES E SOLUÇÕES

1 - Coloração de bactérias - Método de Gram

a - Corar o esfregaço com sol. de cristal violeta fenicada;

b - Escorrer e cobrir com solução de lugol por um minuto;

c - Lavar em água corrente;

d - Diferenciar com etanol absoluto;

e - Lavar em água corrente;

f - Corar com fuccina fenicada;

g - Lavar em água corrente;

h - Secar.

2 - Solução de Cristal violeta Fenicada

25 30 3Cristal Violeta (C H ClN ) 1,0g

2 6Etanol absoluto (C H O) 10,0ml

6 5Fenol fundido (C H OH) 2,0ml
Água destilada 100,0ml

Dissolver o corante no álcool.

Juntar lentamente o fenol fundido e após a água, também lentamente, misturando até obter
homogeneidade.

Deixar em repouso por 24 horas e após filtrar.

3 - Solução de Lugol

2Iodo (I ) 1,0g
Iodeto de potássio (KI) 2,0g
Água destilada 300,0ml

4 - Solução de Fuccina Fenicada

Fuccina básica 0,3g



2 6Etanol absoluto (C H O) 10,0ml

6 5Fenol fundido (C H OH) 5,0ml
Água destilada 95,0ml

Dissolver o corante no álcool.

Juntar lentamente o fenol fundido e após a água, também lentamente, misturando até obter
homogeneidade.

Deixar em repouso por 24 horas e após filtrar.

5 - Coloração de Esporos - Método de Wirtz-Conklin

a - Esfregaço fixado pelo calor;

b - Corar a quente com solução de verde malaquita a 5% durante 3 a 6 minutos;

c - Lavar;

d - Contracorar com solução aquosa de safranina a 0,5% por 0,5 a 1 minuto;

e - Lavar e secar.

Com este método de coloração os esporos coram-se de verde, enquanto os corpos bacterianos e detritos
coram-se de vermelho.

6 - Reativo de Kovacs

a - Dissolver 5g de paradimetilaminobenzaldeído em 75ml de álcool amilico;

b - Aquecer a 60ºC por 5 minutos;

c - Adicionar 25ml de HCl puro (33 - 15%). Deve aparecer uma coloração vermelha;

d - Deixar em repouso até que a coloração mude para amarelo (6 a 7 horas) .

e - Manter em frasco escuro sob refrigeração.

7 - Solução aquosa de ácido tartárico a 10%

4 6 6Ácido tartárico (C H O ) 10,0g
Água destilada 90,0ml

Esterilizar por filtração.

8 - Solução alcoólica de vermelho de metila.

Vermelho de metila 0,04g

2 6Etanol absoluto (C H O) 60,0ml

9 - Solução alcoólica de alfa naftol a 5%

10 8Alfa naftol (C H O) 5,0g

2 6Etanol absoluto (C H O) 95,0ml



10 - Hidróxido de Potássio a 40 %

Hidróxido de potássio (KOH) 40,0g
Agua destilada qsp 100,0ml

11 - Solução de Telurito de Potássio a 3,5 %

3 3Telurito de potássio (K TeO ) 3,5g
Agua destilada qsp 100,0ml

Esterilizar por filtração e manter sob refrigeração.

12 - Solução de Azul de Toluidina O a 1%

Azul de toluidina "O" 1,0g
Agua destilada, qsp 100,0ml

Manter em frasco escuro sob refrigeração.

13 - Acido Acético Glacial 5N

2 4 2Acido acético glacial (C H 0 ) 28,75ml
Agua destilada 71,25ml

14 - Solução de Alfanaftilamina a 0,5 %

10 9Alfanaftilamina (C H N) 0,5g

2 4 2Acido acético glacial (C H 0 ) 5N qsp 100,0ml

15 - Solução de Acido Sulfanílico a 0,8 %

6 7 3Acido sulfanilico (C H NO S) 0,8g

2 4 2Acido acético glacial (C H 0 ) 5N qsp 100,0ml

Manter em frasco escuro sob refrigeração.

16 - Corante para corpúsculo de Inclusão Cristalina

Azul de Coomasie 0,25g

4Metanol(CH O) 50,0ml

2 4 2Acido acético glacial (C H 0 ) 7,0ml
Agua destilada qsp 100,0ml

17 - Solução de Sulfato de polimixina B a 0,1 %

Sulfato de polimixina B 0,1g
Agua destilada qsp 100,0ml

Esterilizar por filtração e manter sob congelamento.

18 - Solução de Tirosina a 0,5 %



L-tirosina .(C H NO )9 11 3 0,5g

Agua destilada 99,5ml

Esterilizar a 121ºC por 15 minutos.

19 - Solução de Púrpura de Bromocresol a 1,6 %

Púrpura de bromocresol(C H Br O S)21 16 2 5 1,6g

Etanol absoluto (C H O) qsp2 6 100,0ml

Manter em frasco escuro sob refrigeração.

20 - Solução Alcoólica de cristal violeta a 1 %

Cristal violeta (C H ClN )25 30 3 1,0g

Etanol absoluto (C H O) qsp2 6 100,0ml

Manter em frasco escuro. Filtrar antes do uso caso apresente precipitado.

21 - Solução de Iodo-Iodeto

Iodo metálico (I )2 5,0g

Iodeto de potássio (KI) 8,0g
Água destilada 40,0ml

22 - Solução de Tiosulfato de Sódio a 2 %

Tiosulfato de sódio (Na S O )2 2 3 2,0g

Água destilada qsp 100,0ml

23 - Solução de Cloreto de Maqnésio a 40 %

Cloreto de magnésio (MgCl .6H 0)2 2 40,0g

Agua destilada qsp 100,0ml

24 - Solução de Verde Malaquita a 4 %

Verde malaquita (C H N O S)2 34 2 4 4,0g

Água destilada qsp 100,0ml

25 - Solução de Verde Brilhante a 0,1 %

Verde Brilhante (C H Br O S)21 14 4 5 0,1g

Água destilada qsp 100,0ml

26 - Solução de Cloreto Férrico 10%

Cloreto férrico (FeCl .6H 0)3 2 10,0g

Água destilada qsp 100,0ml

27 -: Solução de Ácido Nalidíxico a 2 %



Ácido nalidíxico (C H N2O )12 12 3 2,0g

Hidróxido de sódio (NaOH) 0,1M, qsp 100,0ml

Esterilizar por filtração e manter sob refrigeração em frasco escuro.

28 - Hidróxido de Sódio 0,1M

Hidróxido de sódio (NaOH) 4,0g
Agua destilada qsp 1000,0ml

29 - Solução de Acriflavina a 1 %

Acriflavina 1,0g
Água destilada qsp 100,0ml

Esterilizar por filtração e 1iIanter sob retrigeração em frasco escuro.

30 - Solução de Desoxicolato de Sódio a 0,5 %

Desoxicolato de sódio (C H Nao )24 39 4 0,5g

Água destilada qsp 100,0ml

31 - Solução Salina Tamponada pH 7,2 (0,067M KH PO )2 4

Fosfato monopotássico (KH PO )2 4 9,118g

Cloreto de s6dio (NaCl) 8,5g
Agua destilada qsp 1000,0ml

32 - Solução de Oxalato de Para-amino-dimetilanilina a 1%

Oxalato de para-amino-ditnetilanilina 1,0g
Água destilada qsp 100,0ml

33 - Solucão salina formalizada de Iodeto de Mercúrio

a-Solução estoque:

Iodeto de potássio (KI) 4,0g
Iodeto de mercúrio (HgI) 1,0g
Água destilada qsp 100,0ml

b-Solução de trabalho:

Solução estoque 10,0ml
Solução salina 0,85% 90,0ml
Formalina 0,05ml

34 - Tampão Gel Fosfato

Gelatina 2,0g
Fosfato dissódico (Na HPO )2 4 4,0g



Água destilada 100,0ml

Dissolver os ingredientes em 800ml de água sob aquecimento brando. Ajustar o pH a 6,2 com HCl.
Adicionar água até completar um litro. Autoclavar a 121ºC por 20 minutos.

35 - Acido Clorídrico 1N

Ácido clorídrico fumegante (HCl) 35,6ml
Água destilada qsp 1000,0ml

36 - Alcool Iodado

a-Tintura de Iodo 2%

Iodeto de potássio (KI) 2,5g

Iodo metálico (I ) 6,0ml2

Etanol absoluto (C H O) qsp6 2 100,0ml

Água destilada 10,0ml

Diluir o iodeto de potássio na água, acrescentar o iodo metálico e por ultimo o etanol absoluto.

b-Misturar 20 ml de tintura de iodo 2% com 980ml de etanol absoluto 70ºGL.

37 - Etanol Absoluto 70ºGL

Etanol absoluto (C H O)2 6 729,0ml

Água destilada 271,0ml
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