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Apresentacao

O Manual de Microbiologia de Alimentos, resultado de um exaustivo
trabalho da pesquisadora Regina Silva de Siqueira, representa uma importante
contribui¢io da EMBRAPA / CTAA para a disseminag¢io e avango do uso das
técnicas de andlise microbioldgica na induistria de alimentos do Brasil.

Pretende-se oferecer uma obra de referéncia, tanto para o analista dos
laboratdrios ‘de controle de qualidade de alimentos, quanto para estudantes,
cuja formagao envolva o conhecimento e o uso de técnicas analiticas
microbiolégicas.

A acurada e extensiva exposi¢ao dos principais métodos e técnicas de andlise
disponiveis, a par da alta qualidade das ilustragGes, obra do fotégrafo Jarbas
Moraes Pacheco, dd & microbiologia de alimentos um tratamento singular, em
lingua portuguesa.

E, portanto, com satisfagdo, que a EMBRAPA / CTAA oferece a
comunidade técnica e universitdria do Brasil esta obra, que certamente se provara

valiosa também para o ensino e a industria de alimentos dos demais paises de
lingua portuguesa.

Luis Fernando Vieira

Chefe do CTAA
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a0 i qualguer campo do saber humano, scja na

| indiistria, na agricultura, no preparo de

alimentos, em conexao com problemas de

habitacio ou de vestudrio, na conservagio da

| saiide fuumanma ou de animais ¢ #o combale as

doengas, em que 0 microbio 1#ao desempenie um

papel importante ¢, as vezes, dominante”.

“Trecho do discurso presidencial

3 Sociedade de Bacteriologistas
Norte-americanos (1942), proferido

por Selman A. Waksman" (Pelczar 1980).
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1. Infrodug&o

A Microbiologia ¢ um ramo da Biologia que tem por finalidade o estudo dos
microrganismos e de suas atividades, com aplicabilidade em diversas 4reas, tais como
a médica, a ambiental, 2 industrial, a de solos ¢ 2 de alimentos.

A Microbiologia de Alimentos sc desenvolveu pela necessidade de conhecimen-
tos sobre os microrganismos de importincia para os produtos alimenticios, as interagGes
que ocorrem entre esses microrganismos € os alimentos ¢ as interagdes entre micror-
ganismo-alimento-homem. Desta forma, hoje se conhece os grupos, espécies, € em
muitos casos os biotipos, sorotipos e fagompos de microrganismos de importincia na
producio e na deterioragio de alimentos, ¢ nos processos de toxinfec¢es alimentares.
Também para este fim, foram adaptadas técmcas para detecgdo, enumeragio ¢ identi-
ficagdo desses microrganismos, bem como de metabdlitos tdxicos.

Com relagio a interagio entre microrganismo € o alimento, o microbiologista
procura estudar as fontes primdrias das diferentes espécies; conhecer o comportamen-
to de cada grupo ou espécie frente aos processos de conservagiao; conhecer as condi-
¢oes para que ocorram formagio de toxinas, bem como estudar e desenvolver medi-
das de controle da proliferacao nos alimentos.

J4 na drea de Satuide Publica, € necessdrio que o microbiologista conhega os
niveis de microrganismos necessdrios, para que o alimento ndo sc torne potencial-
mente perigoso; o perfodo de incubagio ¢ os sintomas das toxinfec¢oes alimentares,
bem como as medidas de controle.

Gragas ao desenvolvimento da microbiologia de alimentos, os produtos alimen-
ticios industrializados podem ser produzidos com maiores garantias de qualidade
microbioldgica, evitando-se perdas por deterioragbes ¢ problemas de Satide Publica,
antes freqiicntes pela falta de controles.

O objetivo deste manual de técnicas foi o de agrupar algumas informagdes bési-
cas de microbiologia de alimentos, necessirias as industrias que estio em fase de im-
plantagio de um controle microbiolégico. Assim, inicialmente foi enfocada, de forma
sucinta, nogdes tedricas bdsicas de microbiologia direcionada 4 4rea de alimentos e
postcriormente, as principais metodologias de rotina empregadas no controle
microbioldgico de alimentos. Com as fotografias, pretendeu-se facilitar a execugio €
interpretagao dos resultados aos técnicos de microbiologia nio familiarizados com os
meios de cultura € métodos utilizados para andlise de alimentos.

15
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2. Nogées de microbiolngia

R

A célula ¢ a unidade fundamental dos seres vivos, sendo caracterizada pela ori-
gem, ou seja, uma célula surge somente pela divisio de uma célula preexistente ou, no
caso de reprodugdo sexuada, pela fusdo de duas células preexistentes.

Quanto aos tipos de organizagio celular, os seres vivos podem ser:

a) unicelulares: é o upo mais simples de organizacdo, sendo a totalidade do
organismo constituido de uma tinica célula.

b) multicelulares: embora um organismo multicelular se origine de uma tinica
célula, ele ¢ constituido, no estado maduro, de muitas células, permanente-
mente unidas umas 3s outras de uma forma caracterfstica.

¢) cenociticos: s3o organismos multinucleados.

Os organismos de interesse para Microbiologia de Alimentos sdo unicelulares
ou multicelulares.

2.1. Divisoes do mundo vivo

E senso comum que existem dois reinos de organismos bem distintos: 0 VEGE-
TAL e o ANIMAL. Os microrganismos, por muito tempo foram incluidos nestes
dois reinos. Entretanto, imimeros casos duvidosos ocorriam quanto a classificagdo. O
problema taxonémico foi resolvido quando HAECKEL estabeleceu um terceiro rei-
no, o dos PROTISTAS, que abrange os protozodrios, fungos, algas e bactérias
(PELCZAR et al., 1980).

Porém, um outro sistema de classificagdo, de cinco reinos, segundo PELCZAR
et al. (1980), foi proposto por Whittaker (1969) e aceito por que considera relagoes
evolutivas e ¢ compatfvel com estudos bioquimicos, genéticos e ultra-estruturais. Neste
sistema os procanotcs foram incluidos no reino Monera enquanto que os microrga-
nismos eucariéticos unicelulares foram colocados no reino Protista. Os organismos
eucariéticos multicelulares e multinucleados encontram-se nos reinos Plantae (plantas
verdes multicelulares ¢ algas superiores), Animalia (animais pluricelulares) e Fungi
(fungos superiores multinucleados). Neste novo sistema, os microrganismos podem
ser encontrados em trés dos cinco reinos: reino Monera (bactérias ¢ algas azul-ver-
des), reino Protista (microalgas e protozodrios) e reino Fungi (fungos filamentosos ¢
levedurag). .

PELCZAR ct al. (1980) cita que 0 Manual de Bacteriologia Determinativa de
Bergey, 8* edigdo, que € utlizado como padréo de referéncia na taxonomia bacteriana,
reconheceu o reino Monera de Whittaker, chamando-o, no entanto, de Procaryotae,
em virtude da natureza procaridtica das células. Este teino possui duas divisdes: uma
para as algas azul-verdes ou cianobactérias e outra para as bactérias ou “organismos
procaridticos que nio-sio algas azul-verdes.
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2.2. Morfologia e citologia dos principais grupos de
interesse em alimentos

Dentre os microrganismos existentes, as bactérias e os fungos tém interesse para
a Microbiologia de Alimentos, por serem responsdveis por processos de deterioragio,
por participarem da elaboragao de alimentos ou por serem responsdveis por toxinfecgoes
de origem alimentar. As bactérias possuem células procaridticas, menos evoluidas
(n3o tém, dentre outras caracteristicas, membrana nuclear e mitocéndrias) e os fun-
gos células eucaridticas, tais como os animais e vegetais superiores.

2.2.1. Bacteérias

a) dimensQes: as bactérias possuem c€lulas que tém geralmente entre 1 a 10
micrémetros (um) de comprimento ou de didmetro. Normalmente o au-
mento de 400 vezes ¢ empregado para observagio a fresco e de 1000 vezes
para liminas coradas.

b) formas: as bactérias podem ser encontradas sob forma de cocos, bastonetes e
de espirais (rigidos, flexiveis ou incompletos).
]

¢) componentes celulares:

* cdpsula: é uma estrutura roxa, semelhante a um gel, que varia grandemente
entre 0§ MICrorganismos quanto a espessura, densidade € aderéncia 2 pare-
de celular. Estio presentes em algumas bactérias, ndo sendo entretanto
uma estrutura obrigatdria.

* parede celular: a parede celular tem como funcGes, conferir rigidcz acélu-
la, protegendo-a contra m]unas mecinicas e a ruptura osmatica e dar uma
pcrmcablhdadc seletiva 1 célula. E constituida de uma camada basal de
glicopeptideo, recoberta por camadas adicionais. A parede celular permite
a divisio das bactérias em dois grandes grupos: Gram positivas ¢ Gram
negativas. A permeabilidade da mesma, apds o tratamento com etanol,
define o tipo da colorago.

» membrana celular: € constituida de lipideos (cerca de 40%), proteinas
(cerca de 60%) e alguns carboidratos. Serve como barreira osmética, im-
permedvel s substincias ionizadas, e possui sistema de transportes de nu-
trientes.

. cxtoplasma no caso das bactérias, o c1toplasma contém organelas e inclu-
sOes tipicas de uma céhula procanénca tais como 2 regizo nuclear, ribossomas
¢ poliribossomas, mesossomas € granulagoes.

* esporo: ¢ uma estrutura de resisténcia das bactérias, sendo formado geral-
mente quando as condigbes sao adversas as células vegetativas. Apresenta
alta resisténcia ao calor, radiagdes, penetragdo de corantes e desinfetantes.
Os géneros Bacillus e Clastridium possuem espécies esporuladas de impor-
tincia em microbiologia de alimentos.

» flagelos: quando presentes, s30 responséveis pela motilidade das bactérias.

20
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d) reproducio: as c€lulas bacterianas, na reprodugio assexuada, se dividem por
biparti¢io ou cissiparidade.

2.2.2. Fungos filamentosos

Sido também conhecidos como bolores ou mofos.
a) principais estruturas:
¢ talo: ¢ a menor porgio de fungo capaz de exercer todas as atividades vitais.

* hifas: sio filamentos do fungo que se originam pelo desenvolvimento de
um talo. A hifa pode se ramificar repetidamente e se alongar, formando um
sisterna ramificado de hifas que constitui o micélio.

* micélio: 0 micélio € um agregado de hifas e representa a parte visivel do
fungo, vista freqilentemente em materiais embolorados. Possui coloragio
normalmente branca, podendo apresentar-se rosado ou amarelado. O as-
pecto ¢ geralmente algodonoso ou aveludado.

* rizdides e estolons: os rizoides sdo estruturas semelhantes a raizes, que
servem para 2 fixagio do fungo. Existem no género Rhbizopus, no qual uma
outra estrutura € encontrada, o estolon, responsivel por uma das formas
de propagagdo dos bolores desse género.

* clamidosporos, esclerécios € microesclerdeios: sio estruturas de resis-
téncia dos fungos filamentosos. S3o emaranhados de hifas, com grande
capacidade da sobrevivéncia, e que resistern a condi¢ées adversas.

b) citologia:

* parede celular: a composigio varia comn a espécie estando celulose, quitina
ou ambas presentes.

* membrana celular: semelhante a das bactérias.

* citoplasma: € tipico de uma célula eucaridtica. As inclusées mais freqiien-
tes sdo glicogénio, gorduras, cristais de oxalato e citrato.

2.2.3. Leveduras

S3o fungos unicelulares, conhecidos também por fermentos.

a) tamanho: varia de 2 a 20 um podendo, entretanto, chegar a 100 m de com-
primento. A largura varia geralmente de 1 a 9 pm.

b) formas: podem ser redondas, ovais, apiculadas, elipticas e triangulares.
¢) estruturas de reproducio vegetativa:

* broto ou gema: origina-se de uma célula mie, e este tipo de reprodugio é
uma caracteristica das leveduras, com excegio das espécies do género
Schizosaccharomyces, que se reproduzem por fiss3o bindria.
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* pseudomicélio: é semelhante a0 micélio dos fungos filamentosos. Ocor-
rem quando hd sucessivas gemulag6es ¢ as células filhas nio se desprendem
das células maes.

* esporos: 0s diferentes tipos s3o:

* Artrosporos: ocorre fissdo bindria, sendo o micélio verdadeiro.

+ Blastosporos: origindrio de gemulagGes laterais de pseudomicélios
avangados.

* Clamidosporos: se formam em condigoes desfavordveis, o ponto de
conexio das hifas.

* Balistosporos: formados nos basidiomicetos dos géneros Sporobolonzyces
e Bullera. $30 langados por um mecanismo especial.

d) citologia: células tipicamente eucariéticas. Podem apresentar cdpsula como
as bactérias. A parede celular ¢ muito rigida, contendo glucanas, manana,
lipideos e fosfatos.

2.3. Efeito do ambiente sobre o crescimento microbiano

O ambiente influencia significativamente o crescimento dos microrganismos,
sendo os seguintes os fatores que mais o afetam.

2.3.1. ﬁgua disponivel {atividade aquosa)

A 4gua € essencial para o metabolismo. Entretanto, nio basta que esteja apenas
presente, mas que esteja de forma disponivel. As concentragbes de solutos podem
impedir que os microrganismos utilizem a dgua, como por exemplo de uma solugio
rica em agiicar ou em cloreto de sédio.

Microrganismos osmofilicos sio capazes de se multiplicarem em altas concen-
tragbes de agucar e osmoduricos, sio capazes de suportar altas concentragbes (mas
nzo de se multiplicarem). J4 os halofilicos ¢ halodtricos so capazes de se multipli-
car ou de suportar altas concentragoes de NaCl, respectivamente.

De um modo geral, as bactérias necessitam de mais dgua livre do que as levedu-
ras, e estas mais do que os fungos filamentosos.

2.3.2. Temperatura

Os microrganismos s30 capazes de serem encontrados em ampla faixa de tem-
peratura (de -20°C a +90°C) devido a grande capacidade de adaptagdo que possuem.
Todo microrganismo tem uma temperatura 6tima de crescimento ¢ uma faixa
de crescimento. Na temperatura 6tima, o tempo de geragio € o menor possfvel,
havendo uma rdpida multplicacio. Quanto mais a temperatura se afasta do 6timo,
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porém dentro da faixa de crescimento, maior € o tempo de geragao, ficando portanto
mais lenta a multiplicacgo. Em temperaturas abaixo da faixa de crescimento, ndo hd
multiplicagio. J4 em temperaturas superiores, pode haver redugdo, caso a tempera-
tura scja letal a célula.

De acordo com as preferéncias de temperaturas para crescimento os microrga-
nismos podem ser divididos em:

a) mesdfilos: quando se multiplicam bem entre 20 e 45°C, tendo o étimo de
temperarura entre 30 e 45°C.

b) termdfilos: quando se multiplicam acima de 45°C, tendo um Stimo entre 45
e 55°C. Os termodtiricos ndo se multiplicam, porém suportam temperaturas
clevadas.

c) psicrotréficos: quando se multiplicam em temperaturas de refrigeracao, ten-
do o étimo para crescimento entre 20 e 30°C.

d) psicréfilos: quando se multiplicam em temperaturas de refrigeragio, com
temperatura 6tima entre 12 e 15°C.

2.3.3. Tensdo de oxigénio

Com relagio a tensdo de oxigénio necessdria ao desenvolvimento, os microrga-
nismos podem ser classificados em:

a) aerébjos: quando sé desenvolvem na presenga de oxigénio (ar atmosférico).

b) anaerébios: quando s6 se desenvolvem na auséncia do oxigénio.

¢) facultativos: quando se desenvolvem tanto na presenga como na auséncia do
oxigénio.

d) microaeréfilos: necessitam de pequenas quantidades de oxigénio. .

2.3.4. pH

E um fator de grande importincia ma limitagio dos tipos de microrganismos
capazes de se desenvolver no alimento. Em fungao deste parimetro, os alimentos
podem ser classificados em:

a) alimentos pouco 4cidos: os que possuem pH superior a 4,5. Ex: leite, car-
nes, pescados, alguns vegetais etc.

b) alimentos 4cidos: os que possuem pH entre 4,5 a 4,0.

Ex: algumas frutas ¢ hortalicas.

¢) alimentos muito dcidos: os que possuem pH inferior a 4,0. Ex: frutas citri-
cas, refrigerantes, magis, azeitonas, €tc.

O pH 4,5 ¢ muito importante em microbiologia de alimentos, pois assinala o
nivel abaixo do qual nio hd desenvolvimento de Clostridism botulinum, bem como, de
modo geral, das bactérias patogénicas.
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A microflora de alimentos pouco dcidos (pH > 4,5) ¢ muito variada, havendo
condi¢bes para o desenvolvimento da maioria das bactérias, fungos filamentosos e
leveduras. Em alimentos dcidos (pH entre 4,5 e 4,0), as bactérias que podem se de-
senvolver sdo as ldticas e algumas esporuladas dos géneros Bacillus € Clostridium. Nes-
ta faixa os fungos filamentosos € as leveduras encontram boas condi¢bes para seu
desenvolvimento. Finalmente, nos alimentos muito dcidos (pH < 4,0) podem se de-
senvolver apenas os fungos filamentosos e leveduras e por vezes bactérias liticas e
acéticas.

2.3.5. Nutrientes

Os microrganismos variam quanto suas exigéncias aos fatores de crescimento €
a capacidade de utilizarem diferentes substratos que compdem os alimentos.

a) fonte de carbono: pode muitas vezes limitar o crescimento dos microrganis-

mos. Os carboidratos complexos (polissacarideos), tais como amido e celulo-
se 530 diretamente utilizados por um ndimero restrito de microrganismos. Os
fungos filamentosos sio de particular interesse na deterioragdo de alimentos
que contenham esses substratos, por haver muitas espécies produtoras de
enzimas celuloliticas e amiloliticas.
As gorduras ¢ os 6leos-s3o atacados por microrganismos lipoliticos como
por exemplo, muitos fungos filamentosos, leveduras e bactérias (Pseudornonas,
Achromobactey, Alcaligenes € outros), porém grande nimero de microrganis-
mos nio tem capacidade de crescerem nestes substratos. Microrganismos com
atividade pectinolitica provocam a quebra da pectina dos vegetais.

b) fonte de nitrogénio: nio € tio importante quanto a de carbono na limiragdo
do desenvolvimento. Microrganismos proteoliticos s3o importantes em ali-
mentos ricos em proteinas; onde provocam alteragoes no sabor e no odor.

c) fonte dc vitaminas: cm geral os alimentos possuem as quantidades necessa-
rias para o crescimento dos microrganismos. As bactérias Gram positivas s3o
as mais exigentes de vitaminas do Complexo B, sendo que as Gram negativas
¢ os fungos geralmente sdo capazes de sintetizar todo as vitaminas que neces-
sitam.

d) sais minerais: nio sao limitantes ao desenvolvimento microbiano.

2.3.6. Constituintes antimicrobianos

A estabilidade de alguns produtos, de origem animal ¢ vegetal, ocorre na natu-
reza devido a presencga de substincias antimicrobianas. Alguns exemplos s3o as amo-
ras, que possuem o acido benzdico; cravos, que tem dleos essenciais € a cancla, que
contém aldefdo cinimico.
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3. Principais géneros de microrganismos de

_ importancia em microbiologia de alimentos

Os microrganismos de interesse em microbiologia de alimentos encontram-se
em trés grandes grupos: bactérias, fungos filamentosos ¢ leveduras.

3.1. Bacterias
3.1.1. Geénero: Pseudomonas

Sdo bastonetes Gram negativos, acrobios, moveis. Muitas espécies sio psicrofilas
e dotadas de atividade lipolitica e proteolftica. Algumas espécies produzem pigmentos
fluorescentes. Vivemn especialmente no solo e na dgua (salgada ou doce).

As Psendomonas, de um modo geral, s3o importantes na deterioragio de pesca-
do, carnes ¢ derivados, aves, leite e derivados, provocando problemas, tais como
limosidade superficial e odores desagraddveis devido a atividade proteolitica e lipolitica.

3.1.2. Genero: Acefobacter e Gluconobacter

Espécies destes géneros compdem o grupo das bactérias acéticas, pois produ-
zem dcido acético a partir do etanol. Sio bastonetes, Gram negativos, acrébios.

Siao importantes na produgio de vinagres, estando também implicadas na dete-
rioragio de bebidas e vinagres, formando peliculas ou turvagoes nos mesmos. Acetobacter
aceti ¢ uma espécie bastante usada na produgio de vinagres.

3.1.3. Género: Halobacterium

Sdo bastonetes, Gram negativos, aerdbios. Vivem em ambientes, que contém
alta concentragio de cloreto de sddio (sendo, portanto, halofilicos), tais como salinas,
lagos salgados, materiais salgados (ex: charque).

Sdo responsdveis pelo chamado “vermelhdo do charque”, pois suas células pos-

suem pigmentos vermelhos (do tipo carotendides). As espécies mais importantes sao
H halobium ¢ H.salinarium.

3.1.4. Género: A/caligenes

Sio também bastonetes Gram negativos, aerébios. Sio psicrotréficos ¢ pouco
proteoliticos.

Vivem no trato intestinal do homem e animais, dguas frescas e produtos de
laticinios. S3o importantes na deterioragdo do leite, aves € outros alimentos.
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3.1.5. Género: Acinetobacter e Moraxella

Sao bastonetes, Gram negativos, aerébios, que vivem principalmente no solo e
na dgua. Podem provocar problemas de deterioragao de alimentos conservados pelo
frio, especialmente carnes ¢ pescado nio processados, dos quais sio importantes
deterioradores.

3.1.6. Géneros: Escherichia, Edwardsiella, Citrobacter, Salmonella,
Shigella, Klebsiella, Enterobacter, Hafnia, Serratia, Proteus, Yersinia,
Erwinia

Constituem a familia Enterobacteriaceae, que se caracteriza por possuir COmo
representantes, bactérias em bastonete, Gram negativas, facultativas, méveis ou imo-
veis, € que reduzem NO, a NO,,.

Vivem no trato intestinal do homem e de animais, mas certas espécies podem
ser encontradas vivendo saprofiticamente em plantas, ou mesmo sendo patégenos de
vegetais. De importdncia, destacam-se nessa familia:

a) como indicadores de contaminagio fecal: o Grupo Coliforme: sio
enterobactérias que fermentam a lactose com produgao de gds e dcido em
24-48h a 35°C. Compreende os géneros: Escherichia, Citrobacter, Enterobacter
e Klebsiella. Este grupo € utilizado como indicador de condigbes higiénicas
dos alimentos.

J4 o grupo dos coliformes fecais (constituido principalmente por Escherichia
colf) sao bons indicadores de contaminagio fecal recente, € consequentemente
da possibilidade da presenga de patogénicos, transmitidos pelas fezes, nos
alimentos.

b) como patogénicos: espécies dos géneros Sabmonella e Shigella, bem como as
espécies Escherichia coli (certas estirpes) e Yerssnia enterocolitica, sio importan-
tes como causadoras de infegdes alimentares.

¢) como deteriorantes: espécies do género Profeus, como por exemplo o
Pvulgaris, sio importantes na deterioragio de produtos de origem animal
(carnes, pescado, aves e ovos, principalmente) refrigerados. O género Serratia
estd envolvido em deterioragtes de paes, carnes, ovos € pescado. Jd o género
Erwinia € de particular importincia na deterioragio de vcgccais (frutas e hor-
talicas). Representantes do grupo coliforme podem ser responsaveis pela pro-
dugio de gases em quetjos € em vegetais fermentados (azeitonas, por exem-

plo).
3.1.7. Geénero: Vibrio
As espécies desse género sao bastonctes curvos (vibriGes), Gram ncgativos, com

flagelo polar tinico. S3o facultativos, necessitando geralmente de 3% de NaCl para scu
desenvolvimento.
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Vivem em dguas (salgadas ou doces). As espécies de importincia s3o Vebolerae,
agente da célera e Vparahaemolyticus, causador de infecgdo alimentar. Alimentos de
origem marinha s30 importantes veiculos de Vparabaemolyticus.

3.1.8. Género: Aeromonas

Compreende bastonetes, Gram negativos, facultativos, com muitas espécies
psicrotréficas. Sao importantes na deterioragdo de carnes, pescado ¢ ovos.

3.1.9. Género: Bactferoides

Compreende espécies anaerébias, Gram negativas, muitas vezes envolvidas na
deterioragio de carnes, nas quais chegam através de contaminagio fecal.

3.1.10. Género: Micrococcus

As espécies deste género sdo cocos, Gram negativos ¢ produzem coldnias
pigmentadas (rosa, laranja) ou nio. Sdo amplamente distribuidos na natureza, sendo
encontrados na pele do homem, pélos de animais, sujidades, solo, 4gua ¢ em muitos
alimentos.

Algumas espécies s3o psicrotroficas e estio associadas a deterioragoes de produ-
tos de laticinios e de carnes processadas.

3.1.11. Geénero: Staphylococcus

S0 cocos, Gram positivos. Em [amina, formam as vezes grupamentos seme-
thantes a cachos de uva. A maioria das estirpes de Staphylococcus aurens produzem
pigmento dourado ¢ coagula o plasma sangijmco do cocelho (sio coagulase +).

V4 Staphylococcus epidermidis nio ¢ pigmentado e nio produz coagulase. Ambos
30 comuns na cavidade nasal do homem e de certos animais, bem como na garganta,
onde pode provocar infe¢Ses. Podem também ser encontrados na pele. Infecgoes e
furtinculos sao focos importantes de S.aureus. Essa espécie € importante por provocar
intoxicagio alimentar.

3.1.12. Generos: Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus
(Familia Streptococcaceac)

Juntamente com o género Lactobacillus, constituem as bactérias ldticas. Possu-
em células esféricas ou ovéides, nio méveis, Gram positivos, sendo anaerébios facul-
tativos.

O hdbitat desses microrganismos € variado, ¢ podem ser encontrados na mucosa
bucal, trato intestinal, leite, derivados, superficie de vegetais e outros locais. Esta fa-
miflia € importante para:
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a) laticinios: espécies de Streptococcus ¢f/ou Leuconostoc sdo utilizados na produ-
3o de leites fermentados, queijos € manteigas.

b) produgio de vegetais fermentados: tais como picles, azeitonas € chucrutes.

c) indicagdo de contaminagio fecal: a contagem de estreptococos fecais € uti-
lizada para indicar a contaminago de d4gua ¢ alimentos por material fecal. Por
serem-mais resistentes s condigdes adversas do que os coliformes, sio em-
pregados em padrdes para produtos processados, especialmente 0s congela-
dos. Os streptococos fecais compreendem as seguintes espécies, pertencentes
a0 Grupo D de Lancefield: S.faecalis, S.faecium, S.bovis € S.equinus.

d) deteriorag@o de alimentos e bebidas: tais como cervejas ¢ vinhos ¢ (especi-
almente espécies de Pediococcus); carnes e derivados (provocam acidificagdo,
esverdeamento e viscosidade); leite (azedamento); sucos de frutas (odor de
manteiga, azedamento).

3.1.13. Geénero: Sarcina

Compreende espécies em cocos, Gram positivos, iméveis. S3o facultativos ¢
produzem pigmento amarelo. Crescem em ampla faixa de pH e tém crescimento
meséfilo. Sdo importantes na deterioragio de alimentos mantidos a temperatura ele-
vada.

3.1.14. Géneros: Bacillus e Clostridium (Familia Bacillaceac)

Sdo bastante importantes por terem espécies esporuladas.

3.1.14.1. Género: Bacillus

Compreende bastonetes Gram positivos, mdveis na maioria, esporulados. 8320
estritamente acrébios ou facultativos.

Produzem somente 4cido quando crescem em anaerobiose, com excegdo das
espécies B.polymyxa ¢ B.macerans, que também produzem gds (H,+ CO,). Sio
mesdfilos, na maioria, havendo espécies termdfilas.

S3o amplamente difundidos no solo, 4gua, ar, podendo os esporos sobreviverem
por perfodos bastante longos sob condigbes adversas. Este género ¢ importante, em
alimentos por causar:

a) toxinfecgdo alimentar: certas estirpes de B.ceress 530 importantes por pro-
vocarem problemas de toxinfec¢bes alimentares. S3o vinculados principal-
mente em cereais ¢ produtos de cereais.

b) deterioragio de enlatados: podem provocar problemas, principalmente as
espécies:

* B.stearothermophilus: s3o os “flat-sour” dos produtos pouco dcidos (pH >

4,5), produzindo 4cido sem desprendimento de gds. A lata fica com aspec-

to normal, mas h4 turvagio e aumento da acidez. £ uma espécie termdfila.
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* B.coagulans: ¢ também “flat-sour”, s6 que de alimentos 4cidos (pH entre
4,0 e 4,5), principalmente produtos de tomate. Seus esporos sio
moderamente resistentes ao calor timido.

* B.polymyxa ¢ B.macerans: sio pectinoliticos, se desenivolvem 2 pH de 4,0 a
7,5, sendo resistentes ao calor seco. Sio importantes em alimentos embala-
dos assepticamente (latas esterilizadas sob calor seco, separadamente).

¢) deterioragdo de alimentos em geral: somente no caso de pereciveis, manti-
dos em temperatura clevada.

3.1.14.2. Género: Clostridium

As espécies deste género sao bactérias em bastonetes, Gram positivos, mdveis,
anaerdbios obrigatdrios, com algumas espécies capazes de crescimento microaerdfilo.
Algumas espécies tem atividade sacarolftica, outras atividades proteolitica e outros
com os dois tipos de atividade simultaneamente. O pH ideal para a maioria das espé-
cies estd entre 6,0 € 7,0. O pH 4,6 € critico para C.botulinum. Abaixo deste pH ele nio
se desenvolve. Algumas espécies (C.pasteurianum e C.butyricum) conscguem se de-
senvolver em pH baixo (cerca de 4,0). A maioria das espécies sZo mesdfilas, havendo
algumas termofilas. S30 amplamente distribuidos na natureza, principalmente no solo,
dgua e poeira. Este género tem sua importdncia, em alimentos, por causar:

a) toxinfecgao alimentar: C.botulinum e C perfringens sdo espécies capazes de
provocar toxinfecgOes. C.botulinum causa o botulismo, intoxica¢zo bastante
séria, sendo a mortalidade cerca de 40%. Os alimentos enlatados sio 0s mais
cnvolvidos em surtos, prinCipalmente as conservas caseiras. C.perfiingens tipo
A, causa toxinfecgio ndo tdo perigosa, sendo os produtos cirneos, sopas e
carnes preparadas os principais alimentos envolvidos.

b) deterioragao de enlatados: espécies de Clostridsum estao muito envolvidas,
por serem esporuladas, em deterioragio de alimentos enlatados. Algumas das
mais freqiicntes s3o:

* C.sporogenes: 0s esporos sio bastante resistentes. E termofilo e estd
freqiientemente envolvido na deterioragdo de pescados enlatados. E bas-
tante proteolitico.

* Desulfotomaculum nigrificans: antes denominado C.nigrificans ¢é levemente
proteolitico, produz H,S (escurecendo o produto pela formagio de FeS) e
¢ termofilico. Causa problemas geralmente no mitho ¢ ervilha.

» C.pastenrianum ¢ C.butyricum: sio importantes em produros dcidos (pH
4,0-4,6). Sdo sacaroliticos, causando problemas geralmente em pastas, purés
e néctares de frutas.

» C.thermosaccharolyticum: uma cspécie terméfila, com esporos bastante re-
sistentes ao calor. Se desenvolvem em pH de 3,7 2 7,5.
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3.1.15. Género: Lactobaclllus

$3o microrganismos em bastonetes, Gram positivos, podendo ser méveis ou
iméveis. Possuem metabolismo fermentativo, podendo ser homo ou heterolético.

Podem apresentar crescimento de 5 a 53°C, sendo muitas espécies termoduiricas.
Podem se desenvolver em pH 5,5 - 5,8 ou menor. Produzem 4cido l4tico predomi-
nantemente, sendo maior que 85% dos produtos de fermentagio no caso das
homoldticas e menor que 85% no caso das heteroldticas. Estas tltimas, produzem
também CO, , etanol e dcido ldtico. O hdbitat € muito variado, podendo ser a cavida-
de oral, produros de laticinio, 4gua, vegetais, etc.

Importincia:

a) produgio de leites fermentados e queijos: L.bulgaricus.

b) produgdo de icido ldtico: L.delbruechis

¢) producio de vegetais fermentados: L.plantarum, L.fermentum

d) deterioragdo de alimentos e bebidas: o leite, carnes, vinhos e cervejas.

3.1.16. Género: Proplonibacterium

Sio bactérias semelhantes as bactérias ldticas. Fazem entretanto a fermentagio
propiénica, com produgio de dcido propidnico, dcido acético e CO,. A espécie
Pshermanii ¢ importante na elaboragio do queijo suio.

3.2. Fungos filamentosos

Os fungos filamentosos estio distribuidos em 4 classes: Zigomicetos,
Ascomicetos, Basidiomicetos e Deuteromicetos. Os géneros de importincia para ali-
mentos sao:

3.2.1. Classe: Zigomicetos

Trés géneros sdo de importincia: Mucor, Rhizopus e Thamnidswm. Estio envolvi-
dos em deterioragbes de vegetais (legumes e frutas); paes (principalmente R.nigricans);
carnes refrigeradas e congeladas (Thamnidium).

Algumas espécies de Mucor s3o usadas na produgio de enzimas, M.rouxis € uti-
lizado para o preparo do “Tempeh”, comida oriental.
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3.2.2. Classe: Ascomicetos

3.2.2.1. Género: Byssochlamys

Possui ascoporos resistentes a altas temperaturas ¢ também tolera baixa tensdo
de oxigénio, o que ¢ incomum entre os fungos filamentosos. Devido a estas caracterfs-
ticas sio importantes na deterioragio de frutas enlatadas e néctares.

3.2.3. Classe: Basidiomicetos

Nio apresentam espécies de importincia em microbiologia de alimentos. Ape-
nas deve-se ressaltar que, nesta classe, estdo localizados os cogumelos comestiveis.

3.2.4. Classe: Deuteromicetos

3.2.4.1. Géneros: Aspergillus e Penicillium

Geralmente apresentam conidias de cores verde, verde-azuladas ou negras. Sdo
de importincia na:

a) maturagio de queijos: Progueforti (queijo roqueforte); Peamemberti (queijo
camemberte).

b) deterioragiao de alimentos: tais como cereais e derivados; produtos agucara-
dos; produtos desidratados mal acondicionados ou armazcnados frutas, onde
provocam podridées como a verde (Pdigstatum) € a vcrdc-azulada das frutas
citricas (Pstalicum) ¢ a decomposigio negra (A.miger); alimentos preparados
refrigerados; cames ¢ derivados; produtos de laticinio (queijos, principal-
mente).

¢) intoxicagio alimentar: micotoxinas sio produzidas por algumas espécies de
Aspergsllus tais como: A.flavus (produz aflatoxina); A.patuium (produz
patulina).

3.2.4.2. Outros géneros

a) Género: Alternaria - envolvido na deterioragio de vegetais.

b) Género: Botrytss - envolvido em deterioragio de vegetais principalmente de
frutas.

¢) Género: Cladosporism - causam problemas em carnes, provocando manchas
negra.
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d) Género: Geotrichum - provoca deterioragio de produtos de laticnio, sendo
usado também como indicador de condigtes higiénicas de laticinios. Desen-
volvem-se em baixas temperaturas.

¢) Género: Sporotrichum - € psicrotréfico e provoca manchas brancas em carnes.

3.3. Leveduras

Também estdo distribufdas nas classes vistas para os fungos filamentosos wua
vez que também s3o fungos.

3.3.1. Classe: Ascomicetos

3.3.1.1. Género: Saccharomyces

Apresentam c€lulas ovais ou redondas, produzem de 1 a 4 ascoporos por asco
(célula). Sdo fermentativos.

Importincia:
a) produgao de etanol e bebidas: S.cerevisiae e S.uvarum.
b) fermento de panificagio: S.cerevisiae.
¢) deterioragao de alimentos:
. espécies osmofilicas: S.baslii e S.rouxii
* deterioraczo de vegetais fermentados.
* deterioragdo de sucos e refrigerantes.

3.3.1.2. Género: Nuyveromyces

Semelhante ao Saccharomyces tanto na morfologia quanto na fisiclogia. Diferem
do Saccharomyces por liberar os ascoporos apés sua formagdo.

Sdo importantes na deterioragio de leite e derivados e na produgio de protefna
microbiana a partir do soro de leite.

3.3.1.3. Géneros: Pichiae Hansenula

Possuem c€lulas arredondadas e ascosporos em forma de chapéu ou de saturno.
Formam pelicula ascendente quando crescem em meio liquido. Podem ser oxidativas
ou fermentativas. Oxidam dcidos orginicos a CO, + H,0, podendo elevar o pH do
meio em que se desenvolvem.

Espécies de Hansenula podem tolerar altas concentragdes de cloreto de sédio.

Importancia:

a) deterioragdo em vegetais fermentados: Pmembranacfaciens, H.anomala

b) deterioragio de frutas.
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3.3.1.h4. Género: Debaryomyces
Formam pelicula (mas ndo ascendente). Toleram altas concentragoes de sal. Sao

importantes na deterioragio de salsichas (produgio de limosidade ou “slime”), e cres-
cem em salmouras de queijos.

3.3.1.5. Género: Zygosaccharomyces

Sio osmofilicos. Sio importantes na deterioragio de mel, melagos, doces, sucos
concentrados e produtos agucarados em geral.

3.3.1.6. Género: Schizosaccharomyces
Sdo importantes na produgdo de bebidas (rum, principalmente), sendo respon-

sdvel também pela deterioragic de produtos agucarados. Algumas espécies sio
osmofilicas.

3.3.2. Classe: Deuteromicetos

3.3.2.1. Geénero: Rhodotorula

As espécies desse gé€nero nao s3o fermentativas. Tém pigmentos tipo carotendide,
o que lhes confere coloragio do laranja ao vermelho intenso.

Causam problemas em carnes, aves, produtos de laticinios e vegetais fermen-
tados.

3.3.2.2. Genero: Kloeckera

S3o leveduras apiculadas, encontradas principalmente no inicio da fermentagio
de liquidos agucarados, tais como o caldo de cana e sucos de frutas. Fermentam com
rapidez.

3.3.2.3. Genero: Candida

Compreende espécies que sdo importante na deterioragio de alimentos, tais
como gorduras, manteigas e margarinas (C./ipolytica), azeitonas (C.mycoderma) € ou-
tros. S3o oxidativas ou facultativas. C.uslis ¢ muito utilizada como levedura alimentar
(levedura Torula).

3.3.2.4. Generos: Jorulopsis, Trichosporum e Cryptococcus

S$do espécies que também podem estar envolvidas na deterioragio de alimentos.
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4. Preparo de amostra para exame
microbiologico

4.1. Colheita de amostra

Cuidados especiais devem ser tomados na colheita de amostra para anilise
microbioldgica de alimentos, a observincia de certas normas técnicas. Desta primeira
fase da andlise, depende, em muito, a validade de interpreta¢do dos resultados
laboratoriais. Dentre estas normas técnicas pode-se citar:

a) planejamento para um perfeito sincronismo entre a colheita/remessa e a capa-
cidade do laborardrio execurar as andlises;

b) colheita das amostras, sempre que for possivel, em suas embalagens originais,
e em quantidade nunca inferior a 100g ou 100 m};

¢) na impossibilidade de atender o item anterior, a colheita da amostra deve ser
feita em condi¢Ges assépticas;

d) deve-se proceder a limpeza e a desinfec¢do da embalagem do alimento a ser
analisado, com solugao de 2lcool iodado ou outro desinfetante, abrangendo
uma area que alcance a pelo menos 10 cm da extremidade da abertura. No
caso de embalagem com tampa destacdvel, deve-se proceder da mesma forma
acima, com a tampa bem como com a drea contigua até pelo menos 10 cm da
borda da tampa. Quando tratar-se de recipiente hermeticamente fechado,
outros cuidados devem ser tomados. A borda ndo codificada do recipiente
deve ficar posicionada. para cima, na qual faz-se a assepsia (limpeza e desin-
fecgdo). Usando-se um abridor de lata especial do tipo Bacti-Disc-Cutter,
previamente esterilizado. Faz-se um orificio no centro, em forma de meia lua;

e) acondicionamento da amostra, quando retirada da embalagem original, deve
ser feito em recipiente integro, previamente esterilizado e identificado, capaz
de resguardar de qualquer alteragio, utilizando fechamento que nio possa ver
violado sem que se torne evidente;

f) sempre que possivel e/ou necessdrio, a amostra deve estar acompanhada de
um relatério consignando local, hora e método da colheita, lote/partida e
namero que as constitui bem como um breve histérico ou informagdes que
possam orientar a execug3o das andlises e/ou a interpretagio dos resultados;

g) providéncias especiais deverdo ser tomadas para que o tempo decorrido entre
a colheita da amostra e a execugdo das andlises seja 0 menor possivel;

h) as amostras devem ser mantidas cm condigbes que impegam o desenvolvi-
mento de microrganismos, sem contudo impedir que estes continuem vidveis
até¢ o momento da andlise. Assim, os alimentos deteriordveis devem ser man-

tidos sob refrigeragio ¢ os de baixa atividade aquosa (desidratados) em lugar
seco ¢ fresco.

k]
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4.2. Retirada da amostra

Todo o material a ser utilizado para a retirada da amostra deverd estar estéril,
seja por calor seco (estufa a 180°C/2 horas), seja por calor imido (autoclave a 121°C/
15 min.) ou por flambagem.

Toda a operagio de retirada de amostra deve ser efetuada, preferencialmente,
dentro de uma capela de fluxo laminar, ou préximo de um bico de Bunsen com a

chama a meia alrura.
As embalagens devem ser desinfetadas antes de sua abertura que deverd ocorrer

de maneira asséptica. Amostras de alimentos liquidos devem ser retirados com pipeta
estéril, e os alimentos sélidos ou semi-sélidos devem ser pesados assepticamente.

4.3. Preparo das diluigoes

No preparo das dilui¢es sucessivas podem ser utilizados diversos diluentes, tais
como: as solugbes de salina-peptonada, ou de citrato de sédio, ou de salina a 0,85%,
ou dgua estéril, e outros. Para obtengio da dilui¢do inicial (1/10) procede-se do se-
guinte modo:

a) retirar assepticamente porgdes de 25 g ou 25 m! da amostra, colocando-se

em homogeneizadores esterilizados;

b) adicionar 225 ml do diluente, escolhido;

¢) homogeneizar por alguns minutos em velocidade reduzida, para nio danifi-
car as células microbianas que possam existir.

Esta dilui¢o corresponde a uma proporcionalidade de 1:10, ou seja, 10 g do

homogeneizado contém 1 g de amostra.
A partir da diluigdo inicial, a diluigio 1:100 ¢ feira retirando-se 10 ml da dilui-
¢o inicial para 90 ml do diluente ou 11 ml para 99 ml, observando-se sempre o uso

do mesmo diluente.
No preparo das demais diluigdes, proceder conforme descrito acima (Fig.1).

4,3.1. Solucdes diluentes

a) Solugio salina-peptonada

Cloreto de sédio” 8,5¢
ngtor;a 1,03
Agua destilada” 1000 ml

Dissolver os componentes em dgua destilada.

Distribuir em frascos em volumes apropriados.
Esterilizar em autoclave a 121°C/15 min.
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b) Solugio de citrato de sédio
| Citrato de sédio : 1,25 g :
| Agua destilada 100 ml é

Dissolver o citrato de sédio em dgua destilada.
Distribuir em frascos em volumes apropriados

Esterilizar em autoclave 2 121°C/15 min.

¢) Solugio salina a 0,85%

Cloreto de sédio 0,853

e e e

Agua destilada 100 ml

o 0

Dissolver o cloreto de sédio em dgua destilada.

Distribuir em frascos em volumes apropriados.

Esterilizar em autoclave a 121°C/15 min.

4.3.2. Solu¢oes desinfetantes

a) Solugdo de hipoclorito de sédio - 100 mg/litro (100 ppm)
b) Solugao de dlcool iodado

lodo 2,0 g

Alcool etilico.a 70% 100 ml

i

a1



- F1G. 1. Esquema das dilui¢des sucessivas.

Alimento

25¢g
25ml

225 mi Diluente

10"

11ml

11mi 11mil 11ml

Diluigdo ggmi———»9gmi—— ggmI———> 99ml
102 10~ 10~ 10°S

11ml
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5. Normas de trabalho no laboratério

a) no infcio de cada andlise tragar um plano de trabalho considerando o tempo
necessdrio para uma andlise, que ndo deve ser superior a 20 min., da dilui¢ao
3 inoculagio. Os tempos para leituras, repicagens, também devem ser previs-
tos;

b) trabalhar sempre de maneira ordenada, trangiiila, constante ¢ metédica, evi-
tando movimentos desnecessdrios, bem como corrente de ar dentro do labo-
ratério;

¢) limpar ¢ desinfetar a superficic das mesas, balcdes, etc; antes e depois do
trabalho de cada dia;

d) efetuar registro de andlise, anotando tipo, procedéncia, dia e hora de chegada
do produto no laboratério e qualquer outra observagao prévia a anilise;

e) preencher boletim de acompanhamento, em consondncia com os dados do
registro da amostra;

f) identificar as amostras, bem como o material a ser utilizado, antes de iniciar a
andlise. As amostras em geral ndo devem ser descartadas até obter-se os resul-
tados;

g) tocar o material a analisar exclusivamente com materiais estéreis (nunca com
as maos);

h) no caso de derramamento de material contaminado, proceder imediatamente
a desinfecgio e esterilizagio;

i) todo material utilizado na andlise, tais como liminas, pipetas, etc., devem ser
colocados em recipientes contendo solugao desinfetante;

j) o material utilizado deve receber a seguinte seqiiéncia de tratamento:
* esterilizagdo
* lavagem
* secagem
* embalagem e esterilizagio
* armazenamento
k) os cultivos apds a leitura devem ser esterilizados;

1) manter registro de controle didrio de temperatura das estufas e banhos
termostatizados;

m)realizar o controle didrio de contaminagio ambiental do laboratério, cdmara
asséptica e fluxo laminar.
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6. Normas de higiene ¢ ordem pessoais

a) usar avental ou guarda-po e, se possivel, touca e mdscara;

b) manter o laboratdrio exclusivamente os materiais necessdrios aos trabalhos
de andlises;

c) se for portador de algum ferimento nas mios, nio deve participar dos traba-
lhos de andlise. No caso de necessidade extrema, fazer uma boa sanificagio
das mios, especialmente do ferimento, e utilizar luvas, procedendo também a
sanificagio das mesmas;

d) lavar e usar sanificante nas maos a0 entrar, scmpre que for necessirio e ao sair
do laboratério;

) nio fumar, comer ou ingerir liquidos no laboratério;

f) evitar tocar o corpo e especialmente os olhos, boca, nariz com as mios duran-
te 0s trabalhos no laboratério. Em caso de necessidade de fazé-lo proceda a
lavagem e sanificagdo das mios antes e apés o ato;

g) nao umedecer etiquetas ou outro material do laboratdrio com a lingua;

h) ndo utilizar lengos de uso pessoal ou avental para limpar objetos ou instru-
mentos de trabalho no laboratério;

i) em casos de acidente com ferimentos e cortes, proceder imediatamente a
lavagem e a desinfecgio,

j) comunicar imediatamente qualquer suspeita de haver contraido uma enfer-
midade no laboratdrio.
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7. Contagem padrao de bactérias acrobias
mesofilas (contagem padrao em placas)

7.1. Significado nos alimentos

Esta contagem detecta, em um alimento, o nimero de bactérias aerébias ou
facultativas e mesdfilas presentes tanto sob forma vegetativa quanto esporulada.

A contagem padrdo em placas (PCA) tem sido usada como indicador da quali-
dade higiénica dos alimentos, fornecendo também idéia sobre seu tempo util de
conservagio. Sua presenga em grande nimero indica:

a) matérias-primas excessivamente contaminadas;
b) limpeza e desinfec¢3o de superficies inadequadas;
¢) higiene inadequada na produg3o;

d) condigbes inadequadas de tempo/temperatura durante a produgio ou a con-
servagio dos alimentos, ou uma combina¢io destas circunstincias.

7.2. Meio de cultura

’ oF
7.2.1. Agar padrio para contagem (PCA)

a) Composigio:

: Triptona 50 g

: Extrato de levedura 2,5 g )
Dextrose ) 1,0 g ’
Agar _ 15,0 g
Agua destilada 1000 il

Dissolver os componentes em dgua destilada.
O pH final deste meio deve ser 7,0 + 0,1.
Aquecer até a completa dissolugio.
Esterilizar em autoclave a 121°C/15 min.

Observagiao: Na forma desidratada, proceder conforme instrugoes do
fabricante.
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7.3. Metodologia e técnicas de analise

7.3.1. Técnica de andlise (Fig. 2)

a) retirar assepticamente 25 g ou 25 ml da amostra e preparar dilui¢Ges suces-
sivas, conforme descrito no item 4.3;

b) pipetar aliquotas de 1 ml de cada diluig3o para placas de Petri (100 x 20 mm)
esterilizadas, fazendo de cada diluigdo placas em duplicatas;

¢) adicionar acada placa 15-20 ml de 4gar padrio para contagem, previamente
fundido e resfriado a temperatura de 44 a 46°C;

d) homogeneizar com movimentos suaves, em forma de oito (cerca de 10 ve-
zes) € deixar a temperatura ambiente até a completa solidificagio do dgar;

e) apds a solidificagdo, incubar as placas em posi¢ao invertida a 35-37°C/48
horas.

7.3.2. Resultado

Transcorrido o tempo de incubagio, considerar para contagem, somente as pla-
cas da mesma dilui¢3o que apresentarem de 30 a 300 colbnias; multiplicar a média
aritmética das mesmas pelo respectivo fator de diluigdo € expressar o resultado em
Unidades Formadoras de colénias/1,0 g de amostra (UFC/g).
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{ FIG. 2. Esdﬁeina&é "técn'ica' 'dé anél_isé da contagem padrao

de bactérias aerébias mesofilas.
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8. Contagem de fungos filamentosos ¢ leveduras

8.1. Fungos filamentosos (Bolores)

Sio fungos filamentosos, multicelulares, obtém sua alimentagdo de matéria or-
ginica inanimada ou nutrem-se, como parasitas, de hospedeiros.

Estio bem difundidos na natureza, estando presente no solo, no ar, na 4gua ¢ em
matéria orginica em decomposigio.

Alguns destes fungos sio benéficos a0 homem, auxiliando na industria alimen-
ticia (como por exemplo na’maturagzo de queijos) bem como na inddstria farmacéu-
tica na produgao de penicilina e outros.

Outros sio prejudiciais, causando doengas vegetals, humanas € animais, e den-
tro deste grupo hd ainda aqueles produtores de micotoxinas como aflatoxinas (Fig. 3).

i’iG.i 3 Agar batata dextrose com cresciment e fungos filamentosos,

8.2. Leveduras (Fungos nao-filamentosos)

Como os-fungos filamentosos, certas leveduras sio benéficas, sendo utilizadas
na produgdo de cervejas, vinho ¢ bebidas alcodlicas em geral; na sintese de certas
vitaminas, € ou outros produtos; entretanto, existem aquelas que deterioram alimen-
tos ou provocam doengas nos vegetais e animais.

_Estes fungos ndo-filamentosos estdo bem difundidos na natureza, sendo disse-
minados por insetos vetores, pelo vento ¢ pelas correntes aéreas.
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8.3. Significado nos alimentos

A presenga de fungos filamentosos e leveduras vidveis ¢ em indice elevado nos
alimentos, pode fornecer virias informagGes, tais como, condigdes higiénicas defici-
entes de equipamentos; multiplicagio no produto em decorréncia de falhas no
processamento ¢/ou estocagem; matéria-prima com contaminagio excessiva.

Em produtos de tomate, frutas ¢ outros, a contagem de filamentos de fungos é
de grande importincia no sentido de se aquilatar a qualidade da matéria-prima utiliza-
da no processamento, bem como o rigor na selegio.

8.4. Caracteristicas fisiolégicas

Fungos filamentosos ¢ leveduras sdo capazes de se desenvolverem em produtos
com atividade aquosa baixa, 0,80 € 0,88 para maioria dos fungos filamentosos ¢
leveduras deteriorantes, respectivamente. Entretanto, algumas leveduras osmofilicas e
fungos filamentosos xerofilicos sio capazes de se multiplicarem em produtos com
menores atividades de dgua (cerca de 0,62); o grupo, portanto, é de importincia em
alimentos conservados pelo uso do agiicar, do sal e desidratados.

A caracteristica de se multiplicarem em uma ampla faixa de pH entre 2,0 ¢ 8,5,
torna o grupo importante também para produtos 4cidos (frutas e produtos de frutas,
conservas icidas, vegetais fermentados e outros). Desta forma, s3o os principais
deteriorantes de alimentos com pH inferior a 4,0-4,5, nos quais se multiplicam com
facilidade.

Com relagio 3 temperatura, a maioria dos fungos filamentosos ¢ leveduras s3o
mesdfilos, com temperatura étima de crescimento entre 25-30°C. Espécies
psicrotréficas, entretanto, fazem com que, especialmente os fungos filamentosos, se-
jam problemdticos como deteriorantes de produtos refrigerados e congelados (carnes
e derivados e produtos de laticinio, principalmente).

Em decorréncia da atividade pectinolitica e cclulolitica de muitas espécies de
fungos filamentosos, este grupo estd frequenteinente associado a deterioragio de ve-
getais “in natura”®,

Os fungos filamentosos sdo acrébios, desenvolvem-se na superficie dos alimen-
tos ou onde haja presenca do ar. J4 asdeveduras tém espécies aerdbias estritas e espécl-
es facultativas, sendo que estas tltimas provocam a fermentagdo alcodlica de alimen-
tos.
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8.5. Mecio de cultura

8.5.1. Agar batata dextrose (BDA)

a) Composi¢io:

. Infusio de batata  _ ) 200 il

. Dextrose . 20,0 g .
Agar : 15,0 g '
Agua destilada 1000 il '

Dissolver os componentes em 4gua destilada.
Aquecer até a completa dissoluggo.
Esterilizar em autoclave a2 121°C/15 min.

Observagdes:
1. Na forma desidratada proceder conforme instrugdes do fabricante.

2. Na hora da utilizagio, adicionar a0 meio basal, j4 fundido, quantidade
pré-cstabelecida de uma solugo esterilizada de dcido tartdrico a 10%,
para levaropH a 3,5+ 0,1.

8.6. Metodologia e técnicas de analise

8.6.1. Técnica de analise (Fig. &)

a) retirar assepticamente 25 g ou 25 ml da amostra € preparar as dilui¢des suces-
sivas como descrito no item 4.3;

b) pipetar aliquotas de 1 ml de cada diluigdo para placas de Petri (100 x 20 mm)
esterilizadas, fazendo de cada diluigao placas em duplicatas;

c) adicionar a cada placa, 15-20 ml do dgar batata dextrose, previamente fundi-
do, resfriado 2 44-46°C e acidificado com o 4cido tartdrico;

d) homogeneizar, com movimentos suaves em forma de oito, sucessivamente,
por 10 vezes. Deixar solidificar a temperatura ambiente;

e) incubar as placas em posi¢ao invertida a 20-25°C por 3 a 5 dias.

8.6.2. Resultado

Transcorrido o periodo de incubagio, considerar para contagem, somente as
placas, da mesma diluigdo, que apresentarem de 30 a 300 coldnias.

Ap0s a contagem, multiplicar 2 média aritmética das duas placas pélo fator da
dihugio correspondente, expressando o resultado em Unidades formadoras de Col6-
nias/1,0 g de amostra (UFC/g). Em certos casos, € int€ressante a contagem ser ex-
pressa separadamente para fungos filamentosos € para levedura, pois ajudam a inter-
pretagio dos resultados.

+
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FIG 4. Esquema da técnica da contagem de fungos
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9. Contagem de bactérias laticas

9.1. Identificacao

Uma grande variedade de bactérias produtoras de 4cido efou dcido tolerantes
estio distribuidas na natureza, podendo ser encontradas no solo e em produtos agri-
colas frescos ou processados. Um dos mais importantes grupos de bactérias produto-
ras de 4cidos em alimentos industrializados € o das bactérias ldticas, constitufdo das
espécies dos géneros Lactobacsllus, Streptococcus, Leuconostoc ¢ Pediococcus. No género
Lactobacillus, pode haver espécies homofermentativas, as quais produzem basicamen-
te 4cido ldtico a partir de agicares, ou heterofermentativas, as quais além do dcido
litico (menos de 85% dos produtos de metabolismo), podem excretar dcido acético,
etanol ¢ CO,. Desta forma, pode-se encontrar estufamento ou produgio de gases em
alimentos, em decorréncia da atividade destes tipos (heterofermentativos). As espéci-
es de Streptococcus e Pediococcus sio sempre homofermentativas, e as de Leuconostoc,
sempre heterofermentativas.

9.2. Significado nos alimentos

As bactérias ldticas sdo importantes nas industrias de laticinios, de produtos
cdrneos e de vegetais, por participarem no processamento de diversos alimentos tais
como os leites fermentados, queijos, salames, produtos fermentados de soja e de ou-
tros vegetais, ¢ também por provocarem alteragbes, traduzidas pela acidificagio, tur-
vagio, estufamentos, modificagdes de odor e sabor.

A contagem de bactérias ldticas ¢ importante em determinados alimentos, espe-
cialmente naqueles em que a conservagio estd baseada no abaixamento do pH
(acidificados) e nos produtos naturalmente dcidos. Exemplos sio as frutas, sucos de
frutas, refrigerantes, bebidas (vinho, cervejas). Nos produtos cdrneos, sua im;;ortﬁn-
cia estd associada por compor a microbiota desse tipo de industria, bem como das
condi¢des de processamento, embalagem e estocigem dos produtos cdrneos. Assim, a
contagem de bactérias ldticas em certos produtos dcidos (especialmente derivados de
frutas) e cdrneos (com excegio dos produzidos com a participagio de bactérias inocu-
ladas), podem fornecer indicagBes sobre a higiene na produgio bem como estimar o
tempo de prateleira dos mesmos. A presenga de um grande mimero de bactérias l4ticas
no alimento, tem como principais causas:

a) matérias-primas muito contaminadas;
b) limpeza e sanificagao inadequadas dos equipamentos utensilios;

¢) condi¢bes inadequadas de processamento, especialmente com relagido a expo-
sigdo do produto a temperaturas de muldplicagio;

d) contaminagdes cruzadas.
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9.3. Mecios de cultura
9.3.1. Agar soro de laranja

Indicado para contagem de microrganismos deteriorantes, dcido tolerantes, em
sucos e frutas ¢ frutos citricos.

Por conter extratos de laranja, este meio oferece boas condiges para crescimen-
to da microflora existente nos sucos citricos, tais como Bacillus, Lactobaciilus, Leuconostoc,
fungos filamentosos, leveduras e outros, sendo desta forma recomendado para con-
trole de fabricagio nas industrias de sucos de frutas e refrigerantes.

a) Composigio:

Peptona de caseina (Triptona ou Tripticase) 10,0 g
Extrato de levedura 3,0 4
Soro de laranja 200 g
Glicose 40 g
Cistefna 0,001g
Hidrogenofosfato de potéssio . ) 2,5 g
Agar ) 170 g
/;\gua destilada 800 m

Para preparar o soro, aquecer a aproximadamente 93°C, um litro de suco de
laranja recém extraido.

Filtrar com succio através de um funil de Buchner, usando papel de filtro.
Desprezar os primeiros mililitros do filtrado.

Preparar o meio de acordo com o indicado na composigio.

Aquecer até a completa dissoluggo.

Esterilizar a 121°C/15 minutos.

O pH deve ser de aproximadamente 5,5.

Observagio: Na forma desidratada, proceder conforme instrugdes do
" fabricante.

9.3.2. Agar seletivo para Lacfobacillus (Meio Rogosa)

Este meio € utilizado para o isolamento e contagem de Lactobacilius de carnes e
produtos cdrneos, leite e produtos ldcteos bem como de outros alimentos. A seletividade
do meio estd baseada ma elevada concentragio de acetato € o pH baixo, os quais
inibem a microbiota acompanhante.
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Peptona de caseina _ 10,0 g E

' Extrato de levedura " 50 g .
Glicose - 20,0 g :

: Dihidrogen;FosFato de -potéssio 6,0 g '
i Citrato de ambnia ‘ 20 g ;
Monoolesto de sorbitol 1,0 3 *

| : Acetato de sé;iio hidratado - 250 g K
E Sulfato de magnésio 0,575 g ;
Sulfato de ferro (n)' | 0,034 g ;
Sulfato de manganés 0,12 g E

Agar ) 15,0 g '

Agua deslihda , 1000 ml ) ;

b

Dissolver os ingredientes sob aquecimento elevando a temperatura até a
ebuli¢io.

N3o esterilizar o meio.

Ajustar o pH a 5,4 com dcido acético a 96% ( 1,3 ml por litro).

Observacio: Na forma desidratada, proceder conforme instru¢ées do
fabricante.

9.3.3. Agar para Lactobacillus seg. DE Man, Rogosa ¢ Sharpe (AGAR
M.R.S.)

O melo € utilizado para contagem de lactobacilos em todos os tipos de alimen-

tos. Em virtude da pouca seletividade, podem crescer também espécies de Pediococcus,

L Leuconostoc € outras. A seletividade do meio deve-se ao polisorbato, acetato, magnésio
(fatores estimulantes do crescimento de Lactobacillus) da formulagio, que € rica em

nutrientes, bem como a incubagio em cimara imida com atmosfera de 5% de CO,.
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a) Composigzo:

Peptona universal

10,6 g
Extrato de carne 10,0 g
Extrato de levedura 50 g
Glicose (D +) 20,0 g
Hidrogenofosfato de potéssio 2,0 g
Tween 80 1.0 s
Citrato de tri-aménio 2,0 g
Acetato de sédio 50 g
Sulfato de magnésio 7.H,0O 0,1 g
Sulfato de manganés 4.HEO 0,05 g
Agar 12,0 g
Agua destilada 1000 wl

Dissolver os ingredientes em dgua destilada submetendo-os ao aquecimento.
Esterilizar a 121°C/15 min.

O pH final do meio deve ser 6,5 + 0,1.

Observagio: Na forma desidratada, proceder conforme instrugées do
fabricante.

9.4. Metodologia e técnicas de analise

9.4.1. Técnica de analise (Fig. 5)

a) retirar assepticamente 25 g ou 25 ml da amostra ¢ preparar dilui¢Ges sucessi-

vas conforme descrito no item 4.3;

b) pipetar aliquota de 1 ml de cada dilui¢io para placas de Petri (100 x 20 mm)

esterilizadas;

c) fazer de cada dilui¢io placas em duplicatas;

d) adicionar, a cada placa, 15-20 ml do meio de cultura selecionado, previamen-

te fundido e resfriado a temperatura de 44-46°C;

¢) homogeneizar com movimentos suaves, em forma de oito, sucessivamente
por dez vezes, ¢ deixar 3 temperatura ambiente até a completa solidificagio

do 4gar,
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L)INCUDACAO!

. Agar soro de laranja a 30°C/5 dias ou a 37°C/3 dias.

» Agar rogosa sob condigGes de anacrobiose ¢ atmosfera com 5% de CO, a
30°C/5 dias ou a 37°C /5 dias.

« Agar MRS: sob condigdes de atmosfera com 5% de CO, e cAmara éimida,
a 30°C /5 dias ou 37°C /3 dias.

9.4.2. Resultado

Transcorrido o tempo de incubagio, considerar para contagem as placas de mes-
ma diluigdo que apresentarem de 30 a 300 colénias, multiplicar a média aritmética das
contagens pelo respectivo fator de diluigZo e expressar o resultado em Unidades For-
madoras de Colénias/g de amostra (UFC/g).
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FIG. 5. Esquema da técnica de contagem de

bactérias laticas.
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10. Enterobactérias ~

10.1. Identifica¢do

Seguido o Manual de Sis:tcmética Bacteriana de Bergey's de 1984:

Segdo 5 - Bastonetes Gram-Negativos/anaerébios facultativos

FAMILIA 13- . Enterobacteriacese
GENERO I Escherichia
GENERO Il - Shigella
GENERO IV . Satmonells
GENERO  V Klebsiells

T GENERO VI Enterobacter
~GENERO X Proteus
GENERO  XIV “ Yersinia

-

10.2. Género |: Escherichia (Grupo Coliforme)

O género Escherichia, juntamente com os géneros Enterobacter, Citrobacter €
Klebsiella, formam o grupo denominado coliforme. Estes géneros apresentam em co-
mum as caracteristicas de serem bastonetes curtos, Gram negativos, nio formadores
de esporos, anaerdbios facultativos, fermentadores de lactose com produgio de 4cido
e gds dentro de 24-48 horas de incubagio, 4 temperatura de 32-37°C.

O hdbitat das bactérias que pertencem ao grupo coliforme é o trato intestinal do
homem e de outros animais; entretanto, espécies dos géneros Enterobacter, Citrobacter
¢ Klebsiella podem persistir longos periodos e se multiplicar em ambientes nio fecais.

Na contagem de coliformes pode-se diferenciar dois grupos: o de coliformes

. totais ¢ o de coliformes fecais. O Indice de coliformes totais ¢ utilizado para avaliar
as condi¢bes higiénicas, sendo que altas contagens significam contaminagio pds-
processamento, limpezas ¢ sanificagdes deficientes, tratamentos térmicos ineficientes ~
ou multiplicagio durante o processamento ou estocagem.

O indice.de coliformes fecais ¢ empregado como indicador de contafninagﬁo
fecal, ou scja, de condigBes higiénico-sanitdrias, visto presumir-se que a populagio
deste grupo € constituida de uma alta proporgio de E.cofs, que tem scu hdbitat exclu-
sivo no trato intestinal do homem e de outros animais. Assim, sua presenga indica
possibilidade de ocorrerem outros microrganismos entéricos na amostra. Por outro
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lado, alguns sorotipos de E.cols s3o responséveis por gastroenterites, especialmente em
criangas, pessoas idosas ou convalescentes, sendo a diarréia o principal sintoma, com
tempo de incubagio de 6 a 36 horas ¢ duragdo de dois dias.

A enumeragio de coliformes pode ser efetuada em meios de cultura liquidos
(técnica do niimero mais provivel - NMP) ou em meios sélidos.

10.2.1. Técnica do nimero mais provavei(NMP)

Por esta técnica, pode-se obter informagdes sobre a populagio presuntiva de
coliformes, (teste presuntivo); sobre a populagao real de coliformes (teste confirmativo)
e sobre a populagio de coliformes de origem fecal (coliformes fecais).

Ela ¢ indicada quando se deseja detectar baixos mimeros de coliformes na amos-
tra, por ser mais sensivel do que os métodos de plaqueamento.

a) teste presuntivo: o teste presuntivo visa detectar a presenga de microrganis-
mos fermentadores de lactose, especialmente os grupo coliforme. Células
estressadas por tratamentos térmicos, pelo congelamento ou outro motivo,
podem ser recuperadas nessa fase.

* principio: o teste baseia-se na utilizagio de um meio de cultura rico em
nutrientes, facilitando o ripido crescimento dos microrganismos. Oferece
como fonte de carbono apenas lactose, a qual é fermentada pelos coliformes
com produgio de 4cidos e gds, que ¢ evidenciado no tubo de Durham. O
meio contém ainda o lauril sulfato que inibe consideravelmente o cresci-
mento da flora acompanhante.

b) teste confirmativo (coliformes totais):

« principio: 0 meio utilizado, o “Caldo Verde Brilhante Lactose Bile 2%,
contém dois inibidores (Bile e Verde Brilhante) do crescimento da microflora
acompanhante, especialmente bactérias gram positivas, € a lactose, como
tnico carboidrato. Assim, a produgio de gis nos tubos, nas condigdes do
teste, indicam que houve desenvolvimento de bactérias gram negativas que
fermentaram lactose, caracterfsticas do grupo coliforme.

c) coliformes fecais:

« principio: o teste baseia-se na utilizagio de um meio de cultura seletivo
“Caldo E.C.” e incubagio a temperaturas superiores is normais (44,0-
45.5°C). A positividade do teste ¢ observada na produgio de gés no interi-
or dos tubos de fermentagio (tubos de Durham).

10.2.2. Técnica de contagem em placas

Neste método utiliza-se a técnica de diluigdes sucessivas e plaqueamento por
incorporagio do meio de cultura.
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10.2.3. Meios de cultura

10.2.3.1. Caldo lauril sulfato triptose (Caldo LST)

a) Composigao:

Triptose, Triptona ou Tripticase T 20,0 g
Lactose . 50 g
Hidrogenclosfato de potéssio 2,75 g )
Dihidrogenofoskato de potéssio 2,75 g
Cloreto de sodio 50 ¢
Lauril Sulfato de Sédio 0,10 g
Agua destilada 1000 ml

Dissolver os componentes em dgua destilada.
O pH final deste meio deve ser de 6,8 1 0,2.

Distribuir volumes de 10 ml de meio em tubos de 16 x 150 mm, contendo
tubos de fermentagdo (tubos de Durham invertidos) caso do meio em

concentragio dupla, distribuir 10 ml em tubos de 18 x 200 mm.
Observagao:

1. Para preparar concentragao dupla dissolver os componentes em 500
ml de 4gua destilada.

2. Na forma desidratada, proceder conforme as instrucdes do fabri-
cante.

b) Caracteristicas do Crescimento: s3o considerados positivos os tubos que
t€m a presenga de gds nos tubos de Durham (Figs. 6 € 7).
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FlG._\é’I Tubo com calde LST sem cresci-

mento.

10.2.3.2. Caldo verde brilhante lactose bile a 2% (Caldo Brila)

a) Composigao:

JleWA Tubo com caldo
produgdo de gés (tubo positivo).

LS [ com

Peptona 10,0 g
Lactose 10,0 g
Bile de boi desidratada 20,00 g
Verde brilhante 0,0133 ¢
Agua destilada 1000 ml
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Dissolver os componentes em 4gua destilada ¢ submeter a.um leve
aquecimento para dissolugio.

Distribuir cerca de 10 ml por tubo' (13 x 150 mm), contendo tubo de
Durham invertido.

Esterilizar, em autoclave a 121°C/15 min.

O pH final do meio deve ser 7,1 £ 0,1,

Observagio: Na forma desidratada, proceder conforme instrugdes do

fabricante.

10!213-3'- caldo Ec

a) Composigio:

Triptona ou Tripticase o ' 20,0 g !

Sais biliares 1,5 g :
S Lado:; . | 50 g i
; Hidrogenofosfato de potéssio ‘ . 40 g E
| Dihidrogenofosfato de potdssio i 1,5 § ;

Cloreto de sédio - o ' 50 g i
g Agua destilada 1000 ml ;

Dissolver os componentes em 4gua destilada.
Submeter a um leve aquecimento para dissolugio dos componentes do meio.

Distribuir cerca de 10 ml por tubo (13 x 150 mm), contendo tubo de
Durham invertido.

Esterilizar a 121°C/15 min.
O pH final deste meio deve ser 6,9 £ 0,2.

Observagao: Na forma desidratada, proceder conforme instrucées do
fabricante.

b) Caracteristicas do Crescimento: s3o considerados positivos os tubos que
tém a presenga de gds nos tubos de Durham (Figs. 8 ¢ 9).
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FIGB bo com caldo EC sem crci-
mento.

FLGQ com caldo EC com
produgio de gés (tubo positivo).

10.2.3.4. flgar eosina axul de metileno seq. Levine (Agar EMB)

(Fig. 10)

a) Composicio:

Peptona 10,0 g
Lactose 10,0 g‘
Hidrogenofosfato de potéssio 20 g
Eosina amarela 0,4 g
Azul de metileno 0,065g -
Agar 150 g -
Agua destilada 1000 ml
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Dissolver os componentes em 4gua destilada.
Aquecer até a completa dissolugio.
Esterilizar em autoclave a 121°C/15 min.

O pH final do meio deve ser 7,1 £0,1.

Esfriar o meio a 50-60°C.
Verter cercade 15 mldo meio por placa de Petri (15 x 100 mm), previamente
esterilizada.

Observagdo: Na forma desidratada, proceder conforme instru¢bes do
fabricante.

FIG. 10 Agar EMB com crescimento caracteristico ¢ £.coli. Coldnias de 2-3 mm
de difmetro, com o centro escuro, possuindo ou nio, brilho verde metslico.

10.2.3.5. i\gar cristal violeta-vermelho neutro-bile (Agar VRB)
(Fig. 11)

a) Composigio:

Extrato de Levedura 30 g
Peptona 7.0 g
Cloreto de sédio 50 g
Sais biliares n® 3 1.5 ¢
Lactose . ) 10,0 g
Vermelhe neutro 0,03g4
Cristal violeta 0,002 g
/é\gar 15,0 ¢
/:\gua destilada 1000 ml
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Dissolver os componentes em dgua destilada, deixando hidratar o 4gar por
alguns minutos.

Aquecer, com agitago freqiiente, até a completa dissolugio.

Nio autoclavar.

Deixar em vapor fluente por cerca de 5 minutos.
O pH final deste meio dever ser 7,4 ¢ 0,2.

Observagdo: Na forma desidratada, proceder conforme instrugbes do
fabricante.

AG. 11 Ager VRB com crescimento caructestico de £.coli. Coldnias de 1-2 mm
de dismetro, vermelhas com halo de precipitagao rosado.

10.2.4.1. Técnica nimero mals provavel (NMP) (Fig. 12)

i
|
|
10.2.4. Metodologia ¢ técnicas de analise
|
|
|
| a) teste presuntivo:

* retirar assepticamente 25 g ou 25 ml e preparar as diluigbes sucessivas,
conforme descrito no item 4.3;

* pipetar alfquotas de 1 m! de cada diluigdo para uma série de trés rubos de
caldo LST;

* homogeneizar e incubar os tubos a 35°C/48 horas;

* transcorrido este tempo, observar a produgio de gds nos tubos de fermenta-
¢3o (tubo de Durham) ou no meio, quando o tubo ¢ agitado suavemente;
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* anotar os tubos com produgdo de gds (tubos positivos);

* reportar a tabela do NMP para 3 diluigdes com 3 tubos em cada diluigio
(Tabela 1);

* 0 resultado em NMP de Cohformcs/ 10 g ou 10 mi.

b) teste confirmativo:

* de cada tubo de caldo LST positivo, transferir uma algada para um tubo de
caldo brila, previamente identificado (dilui¢ao correspondente);

* incubar em estufa a 35 C + 2°C por 48 horas;
* considerar positivos os tubos com produgao de gds no tubo de Durham;

* verificar na tabela de NMP o ntimero correspondente e expressar o resulta-
do em NMP de coliformes totais por grama ou mi (Tabela 1).

¢) coliformes fecais:

* de cada tubo de caldo LST positivo, transferir uma algada para um tubo de
caldo EC previamente identificado (dilui¢ao correspondente);

* incubar em banho-maria a 44,5°C =+ 0,1 por 24 horas;
* considerar positivos os tubos com produgio de gés no tubo de Durham;

» verificar na Tabela de NMP o niimero correspondente e expressar o resulta-
do em NMP de coliformes fecais/g ou ml ( Tabela 1).

d) E.coli

» todas as subculturas positivas em caldo EC sio repicadas para 4gar EMB,
com auxilio de al¢a de platina ou de niquel cromo, fazendo estrias (por
esgotamento). Para cada tubo positivo em caldo EC corresponderd uma
placa (ou parte da placa) de 4gar EMB, identificada, para a perfeita corres-
pondéncia;

* incubar a 35°C/18-24 horas;

* transcorrido este tempo, verificar o crescimento de colénias com caracte-
risticas de E.coli, ou seja, 2 a 3 mm de didmetro, com britho metilico
esverdeado ou com o centro escuro abrangendo praticamente toda a col6-
nia (Fig. 10);

* de cada placa (ou drea de placa) correspondente a cada tubo, repicarde 2 a

3 col6nias caracterfsticas para tubo com dgar nutriente inclinado, e incubar
por 18-24 horas a 35-37°C;

* efetuar em cada cultura em dgar nutriente, as seguintes provas bioquimi-
cas: indol (item 10.5.6 ); vermelho de mcnla-VM (item.10.5.9); Voges-
Proskauer-VP (item 10.5.9); e citrato (item.10.5.1.). Este grupo de prova
¢ denominado IMVIC,;

DPPIIPIPSPIIIIINIIIAIIIIIGIOIINIINIIARIISINIIIIDIIDPDI®OD
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F

» considerar a cultura positiva para E.cols, quando forem obtidos os seguintes
resultados para o IMVIC:

Indol VM VP Citrato Tipo
+ + - - £. coli tipica
_ + - - E.col; atipica

* considerar positivo o tubo de caldo EC para E.coli, quando pelo menos
uma cultura dele proveniente for positiva no teste do IMVIC;

* verificar na tabela o NMP correspondentes aos tubos de EC positivos para
a presenga de E.coli € expressar o resultado em NMP de E.cofi / g ou ml.
(Tabela 1).

TABELA 1 - Tabela do niimero mais provével

Nimero de positivos

Tubos NMP Limite NMP
1 0,1 0,01 /g Inferior Superior
b 0 <3 .
0 1 3 0,5 9 i
0 1 0 3 <0,5 13
1 0 0 4 < 0,5 20
1 0 1 7 1 91
1 1 0 7 1 93
1 1 1 11 3 36
1 9 0 11 3 36
9 0 0 9 1 36
9 0 1 14 3 37
9 1 0 15 3 44
9 1 1 20 7 89
9 9 0 91 4 47
9 9 : 08 10 150 -
3 0 0 93 4 120
3 0 1 39 7 130

“ (Continua)
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TABELA 1 - Continuagdo

Némero de’ positivos

Tubos NMP Limite NMP
1 0,1 0,01 /g Inferior Superior
3 0 2 64 15 380
3 1 o 43 7 910
3 1 1 75 14 930
3 1 9 120 30 380 .
3 9 0 93 15 380 f
3 , 1 150 30 440 :
3 9 9 910 35 470
3 3 0 240 46 1300
3 3 1 460 71 9400
r 3 3 9 1100 150 4800 '
3 3 3 >9400 ] .

FONTE: SPECK, M.L. Compendium of methods for the microbiclogical examination of foods. Washington,
D.C: APHA, 1976. 701p..
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FIG. 12. Esquema da técnica do NMP

(nimero mais provavel).

ESTUFA | asecro4n

w b iy -

107 102 E 103 E
Homogeneizar > — 11mi — — 11ml — —
ooml S 9oml e
; 25 g amostra I
+ 1mi iml{ 1ml ml| 1mi ml| 1ml 1mi imt
225 mi diluente H U u
LST
| Teste presuntivo
} E %] 35°Crash
! Tubos positivos
i
| i
i
i Coliformes fecais Coliformes totais
! —
§ ] ] | EC VB
| Banho-maria
‘ g \J _|45,5°Cr24h
E.coli ESTUFA | 3s°crash
LEVINE
ESTUFA | 35°Ci24h
AN 'ESTUFA IDENTIFICACAO
3a5°C/24h
C:trato
VM - VP INDOL
Slmmons

e p— - e AW Tl B

W et ki e R

e i

0000000000 HLO000VVDOOOOOO0LOLOVOO0OOOOOOO0OOO0OOOO0OOO0OODO0O0OOO0CO



9920200202002 000000000000000000000000000202000000200002900@

10.2.4.2. Contagem em placas

a) transferir, de cada diluig3o, aliquotas de 1 ml para placas de Petri (100 x 20
mm) esterilizadas;

b) verter de 15 2 20 ml do dgar VRB, recém preparado, a uma temperatura de
45°C, nas placas inoculadas. Fazer a homogeneizagio com movimentos em
oito e permitir 2 solidificagdo do meio;

c) adicionar mats uma camada de 4gar VRB (de 3 a 5 ml) sobre o meio solidi-
ficado;

d) apds solidificagdo total, incubar as placas em posi¢io invertida a 35-37°C/24
horas;

e) contar todas as colonias ptrpuras ou vermelhas, circundada por uma zona
rosada de bile precipitada (Fig. 11), ¢ com cerca de 1-2 mm de difimetro.
Utlizar para contagem placas com 30 a 150 coldnias;

f) para confirmagio de coliformes, repicar 10 coldnias do 4gar VRB para dife-
rentes tubos de caldo brila, contendo tubo de Durhram. As dez coldnias

devem representar todos os tipos de colonias caracterfsticas de coliformes
observadas;

g) incubar os tubos a 35°C e examinar a produgio de gds apds 48 horas. Somen-
te os tubos com produgio de gds sdo positivos para coliformes;

h) o niimero de coliformes totais/g ¢ determinado muluplicando-se a percenta-
gem dos tubos confirmados como positivos para o grupo pela contagem
original no 4gar VRB, multiplicado pelo fator de diluigo.

10.3. Geénero Il - Sa/lmonella

10.3.1. Caracteristicas bdsicas

* bastonetes

* Gram negauvos

* nio esporuladas
+ moveis ou imbveis
* patogénicas

¢ facultauvas

* pH para crescimento entre 4,5 € 8,0 (6timo entre 6,0 ¢ 7,5)

* temperatura para crescimento entre 5 e 46°C (6tima entre 35 e 37°C)
* anvidade de 4gua minima de 0,93 2 0,96

* nao fermenta a Jactose




10.3.2. Habitat natural

As salmonelas sio muito difundidas, podendo estar presentes no solo, no ar, na
dgua, em 4guas residuais, nos animais, nos seres humanos, nos alimentos, nas fezes,
nos equipamentos. Entretanto, o seu hébitat matural € o trato intestinal dos seres
humanos e dos animais.

10.3.3. Alimentos propicios

Existem virios alimentos relacionados com a transmissio de salmonelas, a mai-
oria deles de origem animal ou contaminados por alimentos de origem animal.

10.3.4. Sintomatoiogia

Presume-se que todas as espécies € cepas de salmonelas sio patogénicas para o
homem ¢ os sintomas clfnicos e patogénicos podem ser divididos em dois grupos:

a) as febres tifdide e paratiféide causadas por Salmonella typhi € Salmonelia
paratyphi.
A febre tiféide € a mais grave delas, caracterizada por septicemia, com febre

continua, cefaléia e diarréia. Tem um perfodo de incubagio que usualmente
varia de 7 a 21 dias.

A febre paratiféide € menos grave que a tiféide, podendo ocorrer septicemia
e freqiientemente desenvolver o quadro de gastroenterite. O perfodo de incu-
bagio ¢ bem mais curto, variando, usualmente de 6 a 48 horas.

b) as infec¢bes entéricas produzidas por outras salmonelas. As salmoneloses cau-
sadas por Salmoncella sp., desenvolvem um quadro de infecgo gastrointestinal,
tendo como sintomas dores abdominais, diarréia, febre, vomito, prostragio.
Raramente € fatal. Perfodo de incubagio geralmente é de 12 a 24 horas,
podendo ocorrer entre 5 a 72 horas.

10.3.5. Meios de cultura

10.3.5.1. Caido iactosado

a) Composigio:

- :Pé;gtor'aa-;, e - 50 g T
~ ‘Exiratgde’ggrnei 30 ¢ -
_ Lactose. W . " 50 g
Agua destilada- - 1000 ml *
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Dissolver os componentes em dgua destilada, aquecendo se necessdrio.
Distribuir volumes de 225 m! desta solugio em frascos erlenmeyer.
Autoclavar a 121°C/15 min.

Observagdo: Na forma desidratada, proceder conforme instrugbes do
fabricante.

10.3.5.2. Agua peptonada tamponada

a) Composigo:

| Peptonadesame . . <1 T 10 gL
Cloretode:sédio .,_- T Yot . ‘“‘. 50 g
Hidrogenofosfato de sédio _ _ _9%0s ]
Ditichogenofostato de potdssio - L 1,5 ¢
Agua destlada N 1000 o

Dissolver os componentes em dgua destilada.
O pH final deste meio deve ser 7,2 £ 0,1.
Distribuir volumes dec 225 ml em frascos erlenmeyer.

Autoclavar a 121°C/15 min.

10.3.5.3. Caldo selenito-cistina (Caldo $C)

a) Composicio:

Peptona de.caseina- B . 50 g ;
. Cistina JECH » - - .“ ) 0,013 ;
. lactose " 7. — 40 9 .

Monolosfato de sé‘t.;]iof ke ) _ ) ::jw -7 : 10,0, g -
! Selenito de sédio - - 4,0 ¢ 1
. Aswdestiada <~ " - 1000 m i

']

Dissolver os componentes em 4gua destilada sob aquecimento e agitacio
constante.

O pH deste meio deve ser de 7,0 + 0,2.
Distribuir volumes de 90 ml em frascos de dilui¢io de leite.
Ndo autoclavar.

Ferver por 10 minutos em banho-maria.
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Observagoes:

1. Na forma desidratada proceder conforme instrugdes do fabricante.
2. Usar no mesmo dia de sua preparagio.

10.3.5.4. Caldo de enriquecimento tetrationato (base) (Caldo TT)

a) Composigio:

Peptona de cdseita -~ . ) 9,5 ¢
Peptoria de carne, o 2,5 g
T Mistura de sais biliares, ) ) - _ 1,0 ¢
) Carbonato de célcio ”_ 10,0 g 3
" Tiossulfato de sédio ST 19,0 g 5
{B\gua destilada 1000 i

Dissolver os componentes em dgua destilada, aquecendo at€ a fervura.
Distribuir volumes de 90 ml em frascos de diluig3o de leite.
Nio autoclavar.

Ferver por 10 minutos ¢ém banho-maria.
Observagoes:

1. Naforma desidratada proceder conforme instrugdes do fabricante;
2. Na hora da utilizagio adicionar, para cada 90 ml do meio:

. solugio aduosa deiodo = ©_ = - 1,8 ml
* solugio de verde brilhante & 0;19% 0,9 ml !
* Solugdo aquosa de iodo
- - lodo - S 603
" -« lodeto de potéssio . 50 9 =
:L _ .Agua destilada - ] 20,0 m

3. Usar no mesmo dia de sua preparagio.
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10.3.5.5. Agar verde brilhante {Agar BG)

a) Composigio:

g
s

Proteose-peptona - - - N "1.0,0

Extrato de levedura o L 3,0 - -

Cloreto de*sc?ﬂio | ) il 5.0 )

Verde brilhante. " . O,OMT 25.g i
" Lactose - T 10,0- j

Sacarose N y MA " - 10,0 :

Vermelho de fenol ; - 0,08

Agar ’ I 20,0 .

Agua destilada” 1000

Dissolver os componentes em dgua destilada.

O pH final deste meio deve ser 6,9 £ 0,2.

Aquecer até a completa dissolugdo.

Autoclavar a 121°C/15 min.

Resfriar 3 uma temperatura de 50-60°C

Verter em placas de Petri (100 x 15 mm) esterilizadas.

Observagao: Na forma desidratada, proceder conforme instrugbes do

fabricante.

b) Caracteristica do Crescimento: colonias de vermelho a rosadas com halo
vermelho s3o caracteristicas de microrganismos lactose e sacarose negativos,

como por exemplo a Salmonella (Figs. 13 ¢ 14).
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FIG. 13| Agar BG sem crescimento.

Flé_ 14 | Alr BG com crescimento caracteristico de Salmonella.
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10.3.5.6. Agar para enterobactérias seg. Hektoen

a) Composicio:

: 5
E v
: 8
Selicma S _’ w : o . - ;Qiﬂ@a ’H
Tuosm[f%wdc oo = L - 50 4 _
'Crtratq féx‘nccr amcn:agal . ' '“‘j_‘ S i 1515 . g ..
Mistura d: sai bﬂwes - "‘; . . N : ;» - T 9,0 g . §
A de'bromotimdh -~ - - 0064g !
. Fucsina éada - :“" ‘ . M:,, .. . 0,1 s :
l Agar . _ o . ) “_“ﬁ~;?_- ) STl T 14,0 g ;
; Agua destilada. T "“ - _ 2 .- T 1000 m E

Dissolver os componentes em dgua destilada.
O pH final deste meio deve ser 7,5 + 0,1.
Aquecer até a completa dissolugio.

Nio autoclavar.

Resfriar a uma temperatura de 50-60°C.

Verter em placas de Petri (100 x 15 mm) esterilizadas.

Observagdo: Na forma desidratada proceder conforme instru¢oes do
fabricante.

b) Caracteristica do Crescimento: as colénias de Sabmonella sio verde-azuladas
com ou sem centro negro (Fig. 15).
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FIG. 15 WXy ra enterobactérias seg. Hckte‘n com crescimento de Sclm'onef.

10.3.5.7. Agar SalmonellaShigelia (Agar $S)

a) Composigio:

. Extrato decame | . - " 5,0
Proteose-peptana - 5,0
T lagtose - - ' 10,0 g
- ) m~‘5aiswbilim.a|re;:w ) 8,5 g
“Citrgtb de sédio ~ 8,5 g
T Tiossullato de sédio o 8,5 g
.:”. . ~Citrato Férrico . 1,0 g
" Vedetiilhante e 0,00033 g
+Vermelho peutto * » 0,025 ¢
o /’Sﬂga'"*rw o - ) 13,5 g
"~ Agua desilada ' o 1000 ml

Dissolver os componentes em dgua destilada.
O pH final deste meio deve ser 7,0 £-0,1.
Aquecer até a completa dissolugio.

N3o autoclavar.

Resfriar a 50-60°C ¢ verter em placas de Petri (100 x 15 mm) esterilizadas.
Observagio: Na forma desidratada proceder conforme instrugdes do

fabricante.

b) Caracteristica do Crescimento: as coldnias de Salmonella neste meio, sdo

incolores, transparentes com ou sem centro negro (Fig. 16).
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: gr S com crescimento de Sa/monells.

10.3.5.8. Agar xilose lisina-desoxicolato (Agar XLD)
a) Composigio:

Extrato de levedura 3,0 g
Cloreto de sédio 50 g
D (+) Xilose 3,754
Lactose - 75 g
Sacarose 75 g
L-Lisina 50 g
Desoxicolato de sédio 2,5 g
Citrato férrico amoniacal 0,8 g
Tiossulfato de sédio 6,8 g
Vermelho de fencl 0,08¢
/\gar ,‘ 15,0 ¢
Agua destilada = ] 1000 il

Dissolver os componentes em dgua destilada.

O pH final destc mcio deve ser 7,4 + 0,1.

Aquecer brevemente.

N3o autoclavar.

Verter em placas de Petri (100 x 15 mm) esterilizadas.

Observagio: Na forma desidratada proceder conforme instru¢bes do
fabricante.
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b) Caracteristica do Crescimento: as salmonelas se caracterizam por cresce-
rem neste meio com col6nias da mesma cor do meio de cultura, transparentes
e ds vezes com o centro negro, sendo que a Salmonella typhi tem colbnias
alaranjadas, ligeiramente opacas.

10.3.5.9. Agar Rambach

a) Composigao:
Péptona . 8,0 g
~ Propilenc gicol 10,5 g
Desoxicolito de sédio 1,0 g
Cloreto de sédio : 50 g
Mistura cromogénica _ 1,5 ¢
Agar 15,0 g
Agua destilada 1000 il

Adicionar um frasco-suplemento (mistura liquida) em 250 ou 100 ml de
dgua destilada (a quantidade de 4gua dependerd do tamanho da embalagem).
Agitar bem até que esteja totalmente dissolvida

Adicionar um frasco de pé nutriente e agitar bem até a completa dissolugio.
Aquecer em banho de dgua fervente ou em vapor fluente, agitando
cuidadosamente até que o meio de cultura esteja totalmente dissolvido.
N3o autoclavar.

Resfriar o meio a 50-60°C.

Agitar bem para homogeneizagio antes de verté-lo em placas de Petri
(100 x 15 mm) esterilizadas.

O pH final deste meio deve ser 7,3 £ 0,2 a 25°C.

Observagao: Na forma desidratada proceder conforme instrucdes do
fabricante.

b) Caracteristicas do Crescimento: as colonias de Sabmonella spp., neste meio,
sao vermelhas, enquanto que S.eypki e S.paratyphi A, Proteus spp. e Shigella
spp., apresentam-se incolores. Os coliformes desenvolvem col6nias azul-
esverdeadas (E.cols, Citrobacter) ou violera azuladas (Klebsiella) (Fig.17).

94

200000000000000C0000000000000000C00000000C0C00CO0C00C0O0OO0



K

0000000000000 00000Q0000000000V0I00V00QO0V000Q000V000000QOO

FG. 17 Agar Rambach com crescimento positivo de &Ine//a pp.

10.3.5.10. Agar trés agicares ¢ ferro (Agar TSI)

a) Composigio:

Peptona 15,0

8

Protecse-peptona ) 50 g

Extrato de carne 30 g

Extrato de levedura 30 g

Cloreto de sédio 50 g

Lactose 10,0 g

Sacarose 10,0 g ;
Glicose 1,0 g j
Sulfato ferroso aménia 6. HQO . ) 0,2 g “
Tiossulfato de sédio 02 g

Vermelho de fenol . 0,024 g

Agar . 13,0 g

Agua destilada . 1000 ml

Dissolver os componentes em dgua destilada.
O pH final deste meio deve ser 7,4 + 0,1.
Distribuir volumes de 3 ml em tubos de 13 x 100 mm com tampa rosquedvel.

Esterilizar em autoclave a 121°C /15 min.
Ap6s a esterilizagao, inclinar os tubos até a solidificagao total do meio, de
forma que scja formado um bisel longo ( 5 cm) e uma base alta ( 3 cm).
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{ICARE:] Agar TSI sem cresci -

Observagiao: Na forma desidratada, proceder conforme instrugdes do
fabricante.

b) Caracterfstica do Crescimento: as salmonelas apresentam as seguintes ca-
racteristicas de crescimento neste meio (Figs. 18, 19 € 20):

* produgdo de H.S (enegrecimento de certa parte do meio) ¢ gis (podem
também ndo apresentar produgio de H,S);
* 0 4pice do meio se torna amarelo devido a fermentagao da dextrose;

» a superficie inclinada apresenta coloragio vermelha devido a ndo fermenta-
¢30 da lactose ¢ da sacarose.

Agar TS| com cresci- 1 Agar TS| com cresci-

mento. mento caracteristico de mento ndo caracteristico de

Selmonella. Salmonella,

10.3.5.11. Agar lisina-ferro (LIA)

a) Composigio:

Peptona de carne 50 g
Extrato de levedura 3,0 g
Gilicose 1,0 g
L-Lisina monocloridrato 10,0 g
Tjossd"ato de sédio 0,044
Citrato Frrico, amoniacal 05 g
Piarpura de bromocresol 0,02 g
FAgar 15,0 ¢
Agua destilada 1000 ml
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Dissolver os componentes em dgua destilada.

O pH final deste meio deve ser 6,7 +0,1.

Aquecer até a completa dissolugio.

Distribuir volumes de 3 ml em tubos de 13 x 100 mm com tampa rosquedvel.
Esterilizar em autoclave 121°C/15 min.

Apbs a esterilizagio inclinar os tubos at€ a solidificagdo total do meio, de manet-
ra que se forme uma basc de * 3 cm e um bisel de no minimo 3 cm.

Observagao: Na forma desidratada, proceder conforme instrug6es do fabricante.

b) Caracterfstica do crescimento: a maioria das salmonelas crescem modifi-
cando a coloragio do meio violeta e produzem H,S (Figs.21 ¢ 22).

Agar lisina-ferro com
crescimento. crescimento positivo,

ferro sem

10.3.6. Metodologia ¢ técnicas de andlise
10.3.6.1. Metodologia de analise

As metodologias empregadas para detecgio de Sabmonella em alimentos utili-
zam basicamente as seguintes ctapas:

a) pré-enriquecimento: utilizada para recuperar células de microrganismos in-
juriadas durante o processamento, bem como para aumentar o nimero, de
maneira ndo seletiva, de enterobactérias. Para alimentos nio processados, esta
fase € dispensdvel;

b) enriquecimento seletivo: favorece a multplicagio das salmonelas, inibindo
ou restringindo o desenvolvimento de outros microrganismos presentes;

0000000000000 000000000000V0000O00V00V0V0V000VVO0V0V00V000000
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¢) planeamento em meios seletivos-indicadores: nesta fase deve-se utilizar
pelo menos dois meios sélidos, scndo um de pequeno ¢ outro de grande
efeito inibidor da microflorh acompanhante, e que fornegam indicag6es, das
col6nias suspeitas do género Salmonella;

d) triagem das col6nias: as colOnias suspeita sdo testadas em meios que forne-
cem indicagGes sobre as caracteristicas bioquimicas dos microrganismos, as
quais scrvem para triagem. Os mcios 4gar trés agucares-ferro (dgar TSI) ¢
dgar lisina-ferro (LIA), sdo freqilentemente empregados, juntamente, nesta
etapa,

e) provas bioquimicas complementares: para comprovagao do géncro
Salmonella;

f) provas sorolGgicas: para caracterizagio sorolégica do género Salmaonella (soros
polivalentes).

10.3.6.2. Técnica de analise (Fig. 23)

a) pré-enriquecimento: retirar asscpticamente 25 g ou 25 ml da amostra ¢
adicionar 225 ml de caldo lactosado ou 4gua pepronada tamponada. Incubar
a 35-37°C/24 horas;

b) enriquecimento seletivo: transferir, assepticamente, do pré-enriquecimen-
to, aliquotas de 10 ml para 90 ml de caldo sclenito-cistina ¢ para 90 ml de
caldo de enriquecimento tetrationato verde brilhante. Incubar a 42,5°C/24
horas em banho-maria;

¢) planeamento em meio seletivo-indicador: do enriquecimento scletivo fa-
zer estrias, com auxilio da alga de platina, nos scguintes meios sélidos: dgar
verde-brilhante, 4gar XLD, 4gar para entcrobactérias seg. Hektoen, dgar
Salmonella-Shigella, dgar Rambach. Incubar a 35-37°C/24 horas;

d) triagem das col6nias: transcorrido o periodo de incubagio do plancamento
scletivo, transferir as col6nias suspeitas de Salmonella com auxilio de agulha
de platina, fazendo estrias, no bisel e inoculago em profundidade nos meios:
4gar TSI ¢ 4gar lisina-ferro. Incubar a 35-37°C/24 horas;

€) provas bioquimicas complementares: comas culturas suspeitas de Salnonella,
proceder as inoculagbes nos seguintes meios: (0 periodo e a temperatura de
incubag3o, encontram-sc nas descri¢des de cada prova - item 10.5.).

* caldo malonato, caldo KCN, caldo vermelho de metila-Voges-Proskauer,
caldo indol, 4gar citrato de SIMMONS, 4gar fenilalanina, 4gar lisina-
descarboxilase, caldo carboidrato (glicose, lactose ¢ dulcitol) vermelho de
fenol, meio sim, 4gar gelatina, caldo uréia.

f) interpretagio das provas bioquimicas
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FIG. 23. Es‘que_l_ﬁa da técnica de analise de Sa/monella.

"
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* As culturas de Salmonella sp apresentam o seguinte quadro:

Citiato de SIMMONS

Lisina descarboxilase

Fenilalanina desaminase

Malonato

Vermelho de metila

Voges-Proskauer

Indol

Hidrélise da gelatina

KCN

Aglicares:, lactose

glicose

dulcitol

Maotilidade (meio sim)

Urease

10.4. Outras enterobactérias

GENERO I Shigells
GENERO  V Klebsiells
GENERO VI Enterobacter
GENERO, X Proteus
GENERO  XIV Yersinia

100

0000CCO0COCOOOCOO0COODOOOOOOOO0CO0OCOO0COOOO0COCOOOOCOOOOOQO

|



;90@@@@@0@OO@@@@QQQO@@@@QQQO@Q@@@GGQGD@@@Q@@@@@QQOOO

-

10.45.1. Habitat natural

Sio comumente encontradas em dguas residuais € correntes, com exce¢ao dos
géneros Shigella e Yersinia.

A maioria estd presente ne trato intestinal do homem e animais, sendo que a
Shigella raramente € isolada no trato intestinal de animais a ndo ser de primatas.

As espécies de Klebsiella formam parte da flora bucal, € do trato intestinal.

Proteus € encontrado em produtos de origem animal, especialmente em decom-
posi¢io e em virios alimentos.

Algumas espécies de Yersinsa sio encontradas em glindulas, nédulos linfiticos e
intestinos de vdrios animais ¢ do homem.

10.5. Principais provas bioquimicas utilizadas para identificacio
de enterobactérias

10.5.1. Prova de utilizagdo do citrato de Simmons

a) Meio de cultura: dgar citrato de Simmons

* Composigao:

‘ Difosfato de amdnio 1,0 ¢

I Monofosfato de potdssio 1,0 g
Cloreto de sédic 50 g
Citrato de sédio 2,0 g :
Sulfato de magnésio 0,2 ¢ x
Azul de bromotimol 0,084
f'\gar 1_ 20,0 g
Agua destilada 1000 ml .

Dissolver os componentes em 4gua destilada.

O pH deste meio € 6,9 £ 0,1.

Aquecer até a completa dissolugio.

Distribuir 3 ml em tubos de 13 x 100 mm.

Esterilizar em autoclave a 121°C/15 min.

Ap6s a esterilizagao, inclinar os tubos até a solidificagdo total do meio.

Observagao: Na forma desidratada proceder conforme instrugbes do
fabricante.
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b) Forma de Atuagio: csta prova bioquimica € utilizada para caracterizar mi-
crorganismos capazes de utilizar o citrato como a unica fonte de carbono, os
quais provocam a elevagio do pH do meio de cultivo devido a mctabohzac;ao
de ion citrato.

¢) Resultado: apds incubagio a 37°C por 4 dias, tem-se (Figs. 24 ¢ 25):
* positivo: 0 meio se torna azul intenso, principalmente no dpice.

* negativo: a cor natural do meio no muda, permanecendo verde.

AT Agar citrato de Simmons
sem crescimento. com crescimento positive.

10.5.2. Prova de fenilalanina

a) Meio de cultura: dgar fenilalanina
+ Composicgio:

Extrato de levedura 3,0 ¢
DL-Fenilalanina ou L-Fenilalanina 2.0 ¢
Monofosfato de sédic 1,0 g
Cloreto de sédic 50 g
/\gar 12,0 g
Agua destilada 1000 ml

Dissolver os componentes em dgua destilada.
Aquecer até a completa dissolugdo.
Distribuir 3 ml em tubos de 13 x 100 mm.

Esterilizar em autoclave a 121°C / 10 min.
Apés a esterilizagio, inclinar os tubos até a solidificagdo total do meio.
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Observagio:

1. Na forma desidratada proceder conforme instrugdes do fabricante.

2. Na leitura adicionar de 3 a 5 gotas de uma solugao de cloreto férrico a
0,5 M ( %= 13% peso/volume).

b) Forma de AtuagZo: esta prova bioquimica € utilizada na diferenciagao de
microrganismos capazes de desaminar a fenilalanina em dcido fenil pirGvico,
por agao enzimdtica.

¢) Resultado: apds incubagio a 37°C por 24 horas ¢ adi¢ao do reagente,
tem-se:

» positivo: uma cor verde aparecerd se o é4cido fenil pirivico tiver sido for-
mado. :

* negativo: a cor natural do meio ndo muda, somente aparecerd, devido ao
cloreto férrico, uma coloragio amarela no 4pice (Fig. 26).

Agar fenilalanina com
crescimento negativo.
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10.5.3. Prova de hidrélise da gelatina

a) Meio de cultura: dgar gelatina
* Composigio: '

QGelatina - 30,0 g
Cloreto de sédio ) 100 g
Tripticase 10,0 ¢
Agar 15,0 g
Agua destiladz 1000 al

Dissolver os componentes em 4gua destilada.

O pH final deste meio deve ser 7,2 £ 0,2.

Aquecer até completa dissolugio.

Esterilizar em autoclave a 121°C /15 min.

Apbs a esterilizagio esfriar o meio a 55-60°C e verter em placas de Petri

(100 x 15 mm) esterilizadas.

Observagao: Na leitura adicionar dcido cloridrico a 1%.

b} Forma de Atuagio: esta prova é utilizada para diferenciagio de microrganis-
mos produtores de enzimas proteoliticas (gelatinase).
c) Resultado: apds incubagio a 37°C pelo periodo necessdrio (quando for lon-
go deve-se utilizar tubos), tem-se:
* positivo: devido a agdo do 4cido cloridrico 0 melo se torna opaco, excetu-
ando-se a zona ao redor da semeadura,
* negativo: o nio aparecimento da zona clara ao redor da semeadura. (Fig.27).

Agar gelatina com crescimento negativo.
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10.5.4. Prova de descarboxilagio da lisina

a) Meio de cultivo: 4gar lisina-descarboxilase
* Composicio:

L - Lisina Monocloridrato 10,0 g
Peptona de carne . 4,5 g
Peptona de farinha de soja 2,0 g |
Extrato de levedura 3,0 g :
Cloreto de sédio 50 g
Glicose 1,0 g
Tiossulfato de sédio 02 g :
Sulfato ferroso amoniacal 0,2 g :
Pirpura de bromocresol 0,032g ‘
Agar 6,0 g ;
Agua destilada 1000 ml :

Dissolver os componentes em dgua destilada.
O pH final deste meio deve ser 5,6 = - 0,1.
Aquecer at€ a completa dissolugdo.
Distribuir 3 ml em tubos de 13 x 100 mm

Esterilizar em autoclave a 121°C/15 min.

Observagao:

1. Na forma desidratada proceder conforme instrugoes do fabricante,

2. Ap0s a inoculagdo da col6nia suspeita, adicionar vaselina liquida ou éleo
mineral (Nujol) estéril.

b) Forma de Atuagio: esta prova ¢ utilizada para medir habilidade de alguns
microrganismos de descarboxilarem um aminodcido para formar amina, que
alcaliniza o meio.

¢) Resultado: apds incubagdo a 37°C por 24-48 horas, tem-se:
* Positivo:
* H,S negativo: coloragio violeta.

* H,S positivo:, enegrecimento do meio, eventualmente, com uma zona
ao redor do crescimento em tom violeta (Fig. 28);

* Negativo: coloragio amarela-esverdeada, sem altera¢io da cor do meio.
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crescimento positivo,

10.5.5. Prova de fermentacao de carboidratos e compostos correlatos

a) Meio de cultura: caldo carboidrato vermelho de fenol
* Composigio:

« « Peptona ou Tripticase 10,0 g o
; Cloreto de’sédio i 50 g
"7 Verelho de fenol 0,025 5 -
:- C%arlz‘ciidfatp* 50 g
) Agua destilada " 900 . ml :

* carboidrato: lactose, glicose, sacarose, dulcitol e outros

Dissolver os compohentes em dgua destilada, exceto o carboidrato.
Ajustar meio para que o pH, apés a esterilizagio, seja 7,0 1.

Distribuir volumes de 9 ml em tubos de 16 x 150 mm contendo tubos de
fermentagio invertidos (tubos de Durham).
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Esterilizar em autoclave a 121°C/15 min.
Esfriar 4 temperatura ambiente e adicionar 1 ml de uma solu¢io aquosa a
5%, esterilizada por filtragio, do carboidrato descjado.

b) Forma de Atuagio: esta prova € para determinar a habilidade dos microrga-
nismos de fermentarem carboidrato especifico, produzindo 4cido ou 4dcido e

gis.
¢) Resultado: apds incubagio a 37°C por até 30 dias, tem-se: (Figs. 29, 30, 31
e 32)
* positivo: mudanga na coloragio do meio de vermelho para amarelo (fer-
mentagio do carboidrato - produgio de dcido) e a presenca de gis nos
tubos de fermentagio (tubos de Durham).

* negativo: nio hd mudanga na coloragio do meio.

JIe) P Caldo carboidrate sem CEEDH Caldo carboidrato com
crescimento. crescimente  positivo e produgdo de
gds.
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FIG. 31 Caldo caoiato com F|G3‘2 Caldo crboidrat com

crescimento  positivo sem produ- crescimento  negativo.
¢do de gés.

10.5.6. Prova de produgio de indol

a) Meio de cultura: caldo de triptona

» Composigio: .
Triptona 10,0 g
Agua destilada 1000  ml

Dissolver os componentes em dgua destilada.

Distribuir volumes de 3 ml em tubos de 13 x 100 mm.
O pH final deste meio deve ser 6,9 + - 0,2.
Esterilizar em autoclave a 121°C /15 min.

Observagio: Na leitura adicionar de 2 a 4 gotas de reativo de Kovacs

* Reativo de Kovacs

p-Dimetilaminobenzaldeido 50 g
Alcool amflico 75  ml
Acido cloridrico 25  ml

Dissolver o p-dimetilaminobenzaldeido no dlcool amilico e, entdo,
lentamente adicionar o dcido cloridrico.
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b)Forma de Atuagqio: esta prova € para testar a habilidade de alguns microrga-
nismos de degradarem a molécula de triptofano em indol.

¢) Resultado: apds incubagio a 37°C/48 horas e adigio do reativo, tem-se:
(Figs. 33, 34 ¢ 35)

* positivo: a presenga de uma coloragio vermelha na superficie do liquido.

* negativo: a presenca de uma coloragao amarela (cor do reativo de Kovacs)
na superficie do liquido. .

JIHERY Caldo indol com
crescimento. crescimento positivo. crescimento negativo.

FIG. 33 Cad inolsem .

10.5.7. Prova de utilizagao do malonato

a) Meio de cultura: caldo malonato

* Composigao:

Extrato de levedura- - - 1,0 ¢ :
Sulfato de ambnia 3 ) - 20 g '
Monolosfato "de potissio i 06 g
Difosfato de pt;téssio ) . A - : 0,4 g :
Cloreto de sédio ] _ ’ ‘ " 2,0 g o
Glicose ) ) T ) ] 0,25 g
Malonato de sédio ‘ 30 g
Azul de bromotimo ) ) ] 0,02 Se

) Ti 000 ml. '
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Dissolver os componentes em dgua destilada.

O pH final deste meio deve ser 6,7 + 0,1.

Se necessdrio, aquecer para a completa dissolug3o.
Distribuir volumes de 3 ml em tubos de 13 x 100 mm.
Esterilizar em autoclave a 121°C/15 min.

Observagido: Na forma desidratada, proceder conforme instrugdes do
fabricante.

b) Forma de Atuagio: esta prova ¢ para testar a habilidade de certos microrga-
nismos de utilizarem o malonato de $6dio como a 1inica fonte de carbono.

¢) Resultado: apds incubagio a 37°C por 48 horas, tem se: (Fig. 36, 37 ¢ 38)
* positivo: a coloragao muda de verde para leve azul a azul da Prissia.
* negativo: a cor original (verde) do meio nio muda.

LAY ORI L i -‘: ; R
FICAKYY Caldo malonato L ICAEFE Caldo malonato KRR Caldo malonato
sem crescimento. com crescimento positivo. com crescimento negativo.
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10.5.8. Prova de hidrélise da uréia

a) Meio de cultura: caldo uréia
* Composigio:

Uréia 20,0 g
Extrato de levedura _ 0,1 g
Difosfato de potéssio 0,091 g
Monofosfato de sédio 0,095 g
Vermelho de fenol 0,01 g
Asgua destilada | 1000 ml

' IEREL] Caldo uréia sem .

Dissolver os componentes em dgua destilada.

O pH final deste meio deve ser 6,8 +0,2.

Nio aquecer.

Esterilizar por filtrag3o.

Distribuir assepticamente volumes de 3 ml em tubos de 13 x 100 mm

previamente esterilizados.

b) Forma de Atuagio: nesta prova bioquimica comprova-se a capacidade de
ccrtos microrganismos de produzirem urease, com consegiiente produgio de
aménia em quantidade suficiente, para elevar o pH do meio fortemente
tamponado.

¢) Resultado: apds inoculagio (indculo recente € abundante) ¢ incubagio 2
37°C, fazer leitura apds 8, 12, 24, 48 horas, quando observa-se: (Figs. 39, 40
e 4l)
* positivo: colorag3o de rosa a vermelho.
* negativo: coloragio original (amarelo) do meio.

. . -
u
Y |,

{[COETY Caldo uréia com FI_G PRY Caldo uréi com
crescimento. crescimento positivo. crescimento negativo.
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10.5.9. Prova do vermelho de metila (VM) e Voges-Proskauer (VP)

a) Meio de cultura: caldo VM-VP (meio de Clark e Lubs)

* Composigao:
%Pﬁblwidémgarnc ’ - 70 3
Glicose . - 50 g
-Monc';FosFato de potissio 50 g
. '-zé\gua destilada 1000 ml -

Dissolver os componentes em dgua destilada.

O pH final deste meio deve ser 6,9 +0,1.

Distribuir em volumes de 5 ml em tubos de 13 x 100 mm.
Esterilizar em autoclave a2 121°C/ 15 min.

Observagoes:
1. Na forma desidratada proceder conforme instrugées do fabricante.

2. Na leitura, transferir alfquotas de 1 ml para tubos de 13 x 100 mm
previamente esterilizados.

b) Forma de Atuagio:

* prova do VM: esta prova ¢ para testar 2 habilidade de certos microrganis-
mos de produzirem e manterem estdveis produtos 4cidos finais da fermen-
tagdo da glicose. Na leitura adicionar 5 gotas de uma solugio de vermelho
de metila.

* Solugio de vermelho de metila:

| Vermelho de Metila 0,104
: ) Alcool 95% (etanol) ' 300 ml

Dissolver o vermelho de metila em 300 ml de 4lcoo!l e adicionar 500 ml
de 4gua destilada.

* Resultado: apés incubagio a 37°C por 48 horas, adicionar o reagente ¢

interpretar:

= positivo: coloragio vermelha (Fig. 42).

= negativo: cor original (amarela) do meio (Fig. 43).
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FIGt32 Caldo VM com crescimento FIG. 43; Calde VM com crescimento
positivo 7 negativo

* prova do VP: esta prova € para testar 2 habilidade de certos microrganis-
mos de produzirem um produto final neutro, acetilmetilcarbinol, durante a
fermenta¢ao da glicose. Na leitura adicionar para 1 ml:

Solucio de -naftol* 0,6 ml
Solugio de hidréxido de potéssio a 40% 0,2 ml

agitar ¢ esperar at€ duas horas

* Solugio de a-naftol

o- Naftol 50 g
Alcool-absoluto 100 ml

* Resultado: para cada ml da cultura incubada durante 48 horas, adicio-
nar os reagentes, agitando sempre apds a inclusdo de cada solugio, dei-
xar em repouso por 5 a 30 minutos, e ter:

= positivo: desenvolvimento de uma coloragio résca a vermelho
rubro (Fig. 44).

= negativo: auséncia de coloragio résea ou vermelha (Fig. 45).
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%IG44 Caldo VP com crescimento -FIT:G*;‘;45 Caldo VP com crescimento

positivo. negativo.

10.5.10. Prova de H_$, indol e motilidade

a) Meio de cultura: meio SIM

* Composigio:

Peptona de caseina 20,0 g
Peptona de carne 6,6 g
‘.Citrato Férrico amoniacal 0,2 g
Tiossulfato de sédio 0,259
Agar 3,0 g ‘
Agua destilada 1000 il
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Dissolver os componentes em dgua destilada.

O pH final deste melo deve ser 7,3 + 0,1.

Aquecer até a completa dissolugzo.

Distribuir em volumes de 3 ml em tubos de 13 x 100 mm.

Esterilizar em autoclave a 121°C/ 15 min.

Observagio: Na forma desidratada proceder conforme instrugbes do
fabricante.

b) Forma de Atuagio: este meio ¢ para verificar a motilidade dos microrganis-
mos, a capacidade de produgio de H,S ¢ de’indol. Para isto a inoculagzo deve
ser feita com agulha de niquel-cromo, procedendo-se uma picada no centro
da coluna.

c) Resultado: apds incubagio a 37°C por 24 a2 48 horas, interpreta-se como
positivo (Figs. 46 € 47):

........

TP Meio SIM motilidade positiva
e produgac de HsS.

JERVE Meio SIM motilidade negativa
e sem produgio de H,S.
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+» motilidade: quando os microrganismos migram da linha de inoculagio,
difundindo-se por todo o meio, causando a turvagio do mesmo:

* produgio H,S: quando h4 escurecimento do meio ao nivel da semeadura.

+ produgio de indol: quando h4 desenvolvimento de coloragio vermelha
ap6s adigdo de 2 a 4 gotas do reativo Kovacs, sobre a supetficie do meio
(ver prova de produgio de indol).

10.5.11. Prova de crescimento em KCN

a) Meio de cultura: caldo KCN (base) seg. Moller

» Composigio:

Proteose-peptona o ) - 30 g
Difosfato de potéssio ) 0,295 ¢
Difosfato de sédio 5,640 g
= Cloreto de sédio . 50 g
Agua destilada 1000 ml
* aditivo: cianeto de potissio 0,076 g

Dissolver os componentes (exceto o cianeto de potdssio) em dgua destilada.
Esterilizar em autoclave a 121°C/ 15 min.

Aps esterilizagdo, adicionar 15 ml/litro de uma solug3o estéril de cianeto
de potdssio a 0,5%.

Distribuir em volumes de 3 ml em tubos de 13 x 100 mm previamente
esterilizados e fechd-los hermeticamente.

Observagoes:
1. Na forma desidratada proceder conforme instrugdes do fabricante.

2. A solugio de cianeto de potdssio a 0,5% deverd ser esterilizada por mem-
brana filtrante.

b) Forma de Atuagdo: esta prova ¢ para testar a habilidade de alguns microrga-
nismos se multiplicarem num meio contendo cianeto de potdssio.

¢) Resultado: apds incubagio a 37°C por 24 a 48 horas, interpreta-se como:
* positivo: turvagio do meio.
- negativo: nio turvagio do meio.
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11. Staphylococcus aureus (S.aureus)

11.1. Identificacao

Segundo o Manual de Sistemdtica Bacteriana de Bergey’s de 1984:
Segdo 12 - Cocos Gram positvos

FAMILIA 1 - Micrococcaceae

GENERO IV ) Staphylococcus
i Espéqe Staphylococcus aureus |

11.2. Caracteristicas basicas

* bactéria Gram positiva

* cocos, agrupados em forma de um cacho de uva

* esporulado -

* imdvel

¢ produtor de toxina (algumas cepas)

* patogénico

* anaerébio facultativo, mas cresce melhor em condigSes aer6bias
» faixa de pH para crescimento 4,2-9,3 (6timo entre 7,0 ¢ 7;5)

e faixa de temperatura para crescimento entre 6,5 € 45°C (6tima entre 30 ¢
37°C )

» atividade de 4gua minima - 0,86

11.3. Habitat natural

Cavidades nasais, garganta e trato intestinal

11.4. Alimentos propicios

Produtos de origem animal industrializados, carnes, ovos, leite, pescado, massas
alimenticias, cremes, maionese, doces de confeitaria com ou sem recheio.
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11.4.1. Significado nos alimentos

A presenga de S.aurens nos alimentos ¢ interpretada, em geral, como indicativo
de contaminagdo a partir da pele, boca, e das fossas nasais dos manipuladores de
alimentos, bem como da limpeza ¢ da sanificagio inadequada dos materiais ¢ dos
equipamentos.

11.5. Intoxicagao por S.aureus

11.5.1. Toxina

Sio protefnas simples, facilmente soltveis em dgua ¢ em solugdes salinas, resis-
tentes a agio de enzimas ¢ termorresistentes. Nos alimentos ndo sdo totalmente
inativadas pela cocgio normal, pasteurizagio ¢ outros tratamentos térmicos COITentes.

Observagio: Calcila-se que, para produzir intoxicagio no homem, seja necessdrio
de 0,015 a 0,357 pg de enterotoxina por Kg de peso corporal.

11.5.2. Sintomatologia

a) perfodo de incubagio: geralmente de 2 a 4 horas apés a ingestio do
alimento contaminado.

b) sintomas: niuscas, vémitos, diarréia, contracGes abdominais, cefaléia.
¢) duragio: 1 a 2 dias.

11.6. Meios de cultura

11.6.1. Agar Baird-Parker

a) Composigio:

e meio basal

Triptona 10,0 g
Extrato de carne 50 3
Extrato de levedura 1,0 g
Piruvato de sédio 10,0 ¢
Glicina ' 12,0 g
Cloreto de litio hexaidratado 50 g
Agar 90,0 3
Agua destilada ‘ 950 ml
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Dissolver os componentes em 4gua destilada.
O pH final deste meio deve ser 6,8 a 7,2.
Aquecer at€ a completa dissolugio.
Distribuir em frascos em volumes de 95 ml.

Autoclavar a 121°C/15 min.

* meio completo
* Adicionar para cada 95 ml do meio basal:

" = Emulsso de gema de ovo 5 ml

' = Solucio de telurito de potéssio a 1% 1 ml

Verter em placas de Petri (100 x 15 mm)

Observagoes:

1. Na forma desidratada proceder conforme instrugées do fabricante.

2. O meio completo tem durabilidade de 48 horas ¢ deve ser estocado na
geladeira.

* Preparagio da emulsido de gema de ovo:

= ovos frescos de galinha devem ser lavados ¢ imersos por
algum tempo (nio menos que trés minutos), em 4lcool 4
70%. Posteriormente flambar os ovos, abrir ¢ separar as
claras das gemas, assepticamente. Adicionar para cada
50 ml de gema, 50 ml de solugio salina 4 0,85%, estéril.

* Preparagio de solugio de telurito de potdssio:

= preparar uma solugdo de telurito de potdssio a 1% e
esterilizar por filtragio.

b) Caracteristicas do Crescimento: coldnia negras, lustrosas, convexas, 1 a
5 mm de didmetro, rodeados por halo claro de 2 a 5 mm de largura. A forma-
¢do de colonias negras circundadas por um halo ¢ devido a redugio do telurito
a teldrio, € a lipdlise e protedlise da gema, respectivamente (Fig.48).
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hgar Baird-Parker com crescimento caracteristico de S. aureus.

11.6.2. Agar Vogel-Johnson

a) Composigio:

* meio basal

Tripticase ou triptose 10,0 g
Extrato de levedura 50 s
D-Manitol 10,0 g
Monofosfato de potéssio 5,0 g
Cloreto de litio hexaidratado 50 g
Glicina 10,0 g
Vermelho de fenol 0,025 g
Agar - 16,0 ¢
Agua destilada 1000 ml

Dissolver os componentes em dgua destilada.

O pH final deste meio deve ser 7,2 + - 0,2.

Aquecer até a completa dissolugdo, com agitagio freqiiente.
Distribuir em frascos volumes de 98 ml.

Autoclavar a 121°C/15 min.
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* meio completo

* Adicionar para cada 98 mi do meio basal:
= solugio de telurito de potdssio 4 1% (esterilizada por filtragdo) -
2ml

=  Verter em placas de Petri ( 100 x 15 mm ) esterilizadas.

Observagio: Na forma desidratada, proceder conforme instrugdes do
fabricante.

b) Caracteristicas do Crescimento: col6énias negras (redugio do telurito), pe-
quenas e com halo amarelo (produgio de dcido a partir do manito] -viragem
a amarclo sofrido pelo de vermelho de fenol) (Fig. 49 e 50).

Q0000008000000 I0V0V0000I0J00003VI3000V0VVO0V0IDVOV0IDIDVLO00000
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11.6.3. Agar Chapman - meio para Staphylococcus nimero 110

a) Composi¢io:

Estrato de levedura " ’ 2,5 g
Triptona 10,0 g
Gelatina 30,0 g
Lactose 2,0 g
Manitol 10,0 g
Cloreto de sédio 75,0 g
Monofosfato de potéssio ) 50 g
Asar i 15,0 g
Agua destilada 1000 mi

Dissolver os componentes em dgua destilada.

O pH final deste meio deve ser 7,0 +0,2.

Autoclavar a 121°C/15 min.

Esfriar a 50°C e verter em placas de Petri esterilizadas (100 x 15 mm).

Observagio: Na forma desidratada, proceder conforme instrugdes do

fabricante.

b) Caracteristicas do Crescimento: neste meio crescem somente microrganis-
mos que possuam elevada tolerincia ao Nacl. Entre estes, os S.aureus sio
diferenciados através de critérios tais como a degradagio do manitol, produ-
¢io de gelatinase, e formagio de pigmento amarelo dourado (as nio
pigmentadas sio brancas) (Fig. 51).

A degradagio do manitol € verificado pela viragem do azul de bromotimol a
amarelo, ap6s a adigdo de gotas de solugio 0,04% sobre as colénias.

A produgio de gelatinase, ¢ verificada pelo desenvolvimento de uma zona
clara ao redor das colénias, cerca de 10 min., apds 2 adigio de gotas de solu-
¢do saturada de sulfato de aménia sobre as colénias, ou de uma solugio a
20% de dcido sulfossalicilico.
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crescimento caracteristico de S.aurevs (placa d direita).

11.7. Provas bioquimicas

corac¢ao (caldo B.H.l.)
a) Composigio:

FIG. 51 Ager spmn sem cresiento (placa & esquerds) - Agar Chapman com

11.7.1. Mcio de enriquecimento: caldo de infusao de cérebro e

Infusdo de cérebro de boi 200,0 g
Infusio de coracio de boi 250,0 g
Peptona ou proteose-peptona 10,0 g
Cloreto de sédio 5,0 g
Monofosfato de sédio 2,5 g
Glicose _ 2,0 g
Agua destilada 1000 ml

Dissolver os componentes em dgua destilada.

O pH final deste meio deve ser 7,4 +0,2.

Distribuir volumes de 3 ml em tubos de 13 x 100 mm.
Autoclavar a 121°C/15 min.

Observagdo: Na forma desidratada, proceder conforme instrugbes do

fabricante.

b) Utilizagdo: cstc € um meio de enriquecimento devido as suas qualidades

nutritivas.
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11.7.2. Prova de DNAse termorresistente
a) Mcio de cultura: 4gar azul de toluidina-DNA (Agar TBD)

* Composigao:

DNA 0,3

8 !
. Cloreto de sédio 10,0 ¢ )

. "TRIS (Hidroximetil amino metanc) 6,1 g
_Sblugio de azul de orto-toluidina a 0,1 M 30 m .
Solugdo de dloreto de cslcio 0,01 M 1,0 ml '

. A‘gar ' , 1 0,0 g
‘ Aguia destilads - 1@99 ! i

Dissolver o TRIS em dgua destilada e acertar o pH para 9,0.

Adicionar os demais componentes, exceto o azul de orto-toluidina.
Aquecer at€ a completa dissolugio.

Adicionar o azul de orto-toluidina.

Distribuir em frascos em pequenas quantidades (50-100 ml).

Nao autoclavar.

Espalhar + 3 ml na superficie de uma limina de microscopio.

Ap6s a solidificagdo, perfurar o-4gar (2 mm de didmetro) e remover o dgar,
da cavidade por sucgio.

O teste pode ser feito também em placas de Petri.

Colocar as 1dminas em cimaras umidas.

b) Forma de Atuagio: ¢ para testar a capacidade de certos microrganismos de
produzirem DNase. Esta nuclease € uma das caracterfsticas marcante para a
identificagdo de S.aurews. Embora haja vdrios microrganismos produtores
desta nuclease, a estabilidade da enzima produzida pelo S.aureus € excepcio-
nal, uma vez que, esta nio perde a atividade quando submetida a ebuli¢3o por
30 minutos.

c) Resultado (Fig.52):
* positivo: o aparecimento de um halo rosa a0 redor do orificio inoculado
indica a presenca da nuclease.
* negativo: a auséncia deste halo.

11.7.3. Prova da coagulase - plasma de coelho

Utiliza-se nesta prova o plasma de coelho, o cultivo de 18-24 horas em caldo
B.H.I., da cepa a ser testada.

a) Forma de Atuagdo: ¢ para verificar a capacidade de certos microrganismos
de coagularem o plasma (produgio de coagulase).
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0

MDY Agar azul de toluidina-DNA sem crescieto (placa & esquerda) ¢ com
crescimento positivo (placa & direita).

b) Resultado:
* positivo (Fig. 53):
pequenos codgulos desorganizados +
pequenos coégulos organizados ++
grandes codgulos organizados +++
contetido do tubo inteiramente coagulado ++++

* negativo: nenhuma evidéncia de formagdo de codgulo.

‘ ]

FIG. 53 i agulase positiva.
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11.7.4. Prova de catalase

Utiliza-se nesta prova dgua oxigenada (peréxido de hidrogénio) € caldo B.H.IL.
a) Forma de Atuagdo: a catalase desdobra a H,O, em H,O + 1/2 O,, que se

desprende formando borbulhas.

b) Resultado:
* positivo: presenga de borbulhamento
* negativo: auséncia de borbulhamento

11.8. Metodologia e técnicas de andlise

11.8.1. Técnica de analises (Fig. 54)

a) retirar assepticamente 25 g ou 25 ml, e preparar diluigdes sucessivas confor-
me descrito no item 4.3.;

b) retirar de cada diluigio, aliquotas de 0,1 ml e colocd-las num dos meios de
cultura descritos, fazendo placas em duplicata;

c) fazer o espalhamento do indculo na placa com auxilio da alga de Drigalsky;
d) incubar, invertendo as placas, a 35-37°C/48 horas;

e) transcorrido este tempo, transferir um nimero representativo de colénias
tipicas, para caldo B.H.I. (um tubo para cada col6nia);

f) incubar a 35-37°C/24 horas;

g) transcorrido este tempo, comprovar bioquimicamente, utilizando-se dos se-
guintes testes: DNAse, coagulase, catalase.
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FIG. 54. ,Esquem.a da técnica de analise de S.aureus.
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11.8.1.1. Provas bioquimicas

a) DNAse: transferir o tubo com crescimento em caldo B.H.I., para banho-
maria 4 100°C, mantendo por 15 minutos. Transferir uma algada para o ori-
ficio do dgar azul de toluidina-DNA. Incubar a 35-37°C/ 1-4 horas;

b) coagulase: apés o crescimento nos tubos de caldo B.H.I., transferir aliquotas
de 0,3 ml para tubos de 13 x 100 mm, previamente esterilizados. Adicionar
para cada 0,3 ml do in6culo, 0,5 ml de plasma de coelho, misturar bem ¢
incubar em banho-maria a 35-37°C. Examinar periodicamente durante 6 horas;

c) catalase: ap0s o crescimento das colénias suspeitas em caldo B.H.I., colocar
uma goticula deste in6éculo numa mina de microscépio e gotejar 4gua oxi-
genada. Observar o desprendimento de bolhas.

11.8.1.2. Interpretacdo das provas bioquimicas

¢ Caracteristicas de S.aurens

; ~  DNAse = +
f Coagulase =+ (a maioria das estirpes)
. Catalase = +

%
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12. Bacillus cereus (B. cereus)

12.1. ldentifica¢do

Segundo o Manual de Sistemética Bacteriana de Bergey’s de 1984:

Secio 13 - Bastonetes ¢ Cocos formadores de esporos

FAMILIA: Bacillaceae

GENERO I -  Baclhs

ESPECIE - Bacsllus cereus

12.2. Caracteristicas basicas

* bactéria Gram positiva

* bastonetes longos

* esporulado

» motilidade variada

* produtor de toxina

* aerébio facultativo

* faixa de pH para crescimento entre 4,9 ¢ 9,3

* faixa de temperatura para crescimento entre 10 e 40°C
(6tima 30°C)

* atividade de d4gua minima - entre 0,92 ¢ 0,95

12.3. Habitat natural

Solo, poeira e dgua.

12.4. Alimentos propicios

Produtos cdrneos, vegetais, sopas, desidratados, massas alimenticias, cereais e
produtos de cereats, sobremesas (pudins, sagd, etc.).
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12.4.1. Significado nos alimentos

Pode indicar contaminagio de matérias-primas, bem como condigbes inade-
quadas de conservagao, com relagdo a temperatura.

12.5. Intoxica¢ao por B.cereus

12.5.1. Toxina

A patogenicidade do B.cerens €, aparentemente, devido a uma enterotoxina,
embora trés fatores extracelulares sejam produzidos pela bacténa (fosfolipase, hemolisina
€ uma toxina letal a ratos), e também possam estar associados a toxinfecgio.

12.5.2. Sintomatologia
a) forma cldssica: caracteriza-se por:

* periodo de incubagao: 10-13 horas

* sintomas: dores abdominais, diarréia intensa, nduseas moderadas e rara-
mente com vOmito, assemelhando-se a intoxicagao pelo C.perfiingens

b) segunda forma: caracteriza-se por:
* perfodo de incubagdo: 1 a 5 horas

* sintomas: quadro clinico de gastroenterite aguda no qual o vOmito ¢ a
diarréia sdo intensos, assemelhando-se a intoxica¢io estafilocéeica.

12.6. Meios de cultura

12.6.1. Agar base seletivo para B.cercus seg. Mossel

a) Composigao:

Peptona de carne 10,0 g
Extrato de carne 1,0 g
Manitol 10,0 g
Cloreto de sédio 10,0 g
Vermelho de fenal 0,025 g
Agar 15,0 g
Agua destilada 900 ml
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AZL3SOLVOL O COIIIPOHCH[CS CIIl agua lsilldlla.
O pH final deste meio deve ser 7,1 + - 0,1.
Aquecer até a completa dissolugio.
Autoclavar a 121°C/ 15 min.

* meio completo

Emulsio de gema de ovo-a 50% 100 ml

Solucio de su_|Fato dé polimixina B & 19% -2,0 ml

Esfriar o meio basal a 50-60°C
Adicionar a emuisio de ovo e a solugido de sulfato de polimixina B.

Verter em placas de Petri (100 x 15 mm) esterilizadas.

Observagio:

1. Na forma desidratada, proceder conforme instrugdes do fabricante.
2. Emulsio de ovo (vide preparagdo no item 11.6.1.).
3. Solugio de sulfato de polimixina B a 1% esterilizada por filtrago.

4. O meio composto tem a durabilidade no miximo de 48 horas ¢ dever4
ser estocado em geladeira.

b) Caracteristica do Crescimento: neste meio o B.cereus apresenta col6nias

rugosas, secas ¢ com uma coloragao rosada até ptrpura, rodeadas por um
halo branco (Fig. 55).
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JIeMEE] Ager seletivo para B.cereus seg. Mossel com crescimento caracterfstico,

12.7. Provas bioquimicas

12.7.1. Prova de fermentagao de carboidratos e compostos
correlatos

(Vide preparagio nas Provas Bioquimicas das Enterobactérias - item 10.5.5)
Utilizar os seguintes carboidratos:

* glicose, sacarose, glicerol e salicina.

12.7.2. Prova de redugao do nitrato

a) Meio de cultura: caldo nitrato

» Composigio:

Extrato de carne . | 30 g
Peptona 5,0 g
Nitrato de potéssio 1,0 g
Agar” ‘ 1,0 ¢
Agua dt;stilada 1000 ml
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Dissolver os componentes em dgua destilada.

O pH final deste meio deve ser 7,0.

Aquecer até a completa dissolug3o com freqiiente agitagao.
Distribuir em volumes de 5 ml em tubos de 13 x 100 mm.
Autoclavar a 121°C/15 min.

Observagio:
1. Na forma desidratada, proceder conforme instrugdes do fabricante.

2. Apés 48 horas de sua preparagio, antes de utilizd-lo, ferver por 2 minu-
tos.

3. Na leitura adicionar gotas de reativo para o nitrato.
* Reativo para o Nitrato
* Solugao A: Solugio de dcido sulfanilico

Acido sulfanflico . 1,0 3
Acido acético 125 ml

ko bl

* Solugio B: Solugio de a-naftol

o-Naftol 0,5 g

-

/S\cido acético 100 ml

b) Forma de Atuagio: esta prova bioquimica € para testar a habilidade de cer-
tos microrganismos reduzirem o nitrato a nitrito.

c) Resultado:

* positivo: o aparecimento de uma colorago rosa a vermelho, indica a pre-
senga de nitrito (Fig. 56).

* negativo: a cor original nio muda.
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FlG w14 Caldo nitrato com crescimento
positivo.

12.7.3. Prova de hidrélise do amido

a) Meio de cultura: dgar amido

* Composigio:

Extrato de carne 3,0 g
Peptona 50 g
Amido soltvel ) 2,0 g
Agar 15,0 ¢
Agua-destilada 1000 ml

Dissolver o componentes em dgua destilada exceto o amido.
O pH deste meio € 7,2 £0,1.
Aquecer até a completa dissolugdo.

Adicionar, neste momento, pouco a pouco o amido, agitando vigorosamente.
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Ferver durante 3-4 minutos.
Autoclavar a 121°C/15 min. :
Resfriar a 50-60°C e verter em placas de Petri: (100 x 15 mm) esterilizadas.

Observagio: Na leitura adicionar gotas de lugol

* Solugio de lugol

lodo . 1,0 ¢
lodeto de potéssio 2.0 g
Agua destilada 300 ml

b) Forma de Atunagio: esta prova bioquimica € para testar a capacidade de
certos microrganismos hidrolizarem o amido.

O amido € corado de azul pelo iodo, mas quando hidrolizado, seus produtos
de degradagdo (dextrinas, maltose e glicose) ndo produzem mais esta reagio.

¢) Resultado:

* positivo: presen¢a de zonas claras ao redor do inoculado, ndo coradas pelo
iodo (Fig. 57).

* negativo: a auséncia destas zonas claras, ficando todo corado pelo iodo.

MY Agar amido com crescimento positivo,
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12.7.4. Prova de reagoes metabolicas

a) Meio de cultura: leit¢ tornassolado
* Composigio:

Leite desnatado em pé . 100,0 g
Tornassol 5,0 g
Agua destilada 1000  ml

Colocar 0s componentes num Becher de 2.000 ml e adicionar lentamente a
dgua destilada, agitando sempre.

O pH final deste meio deve ser 6,8.
Filtrar em algodao e distribuir volumes de 3 ml em tubos de 13 x 100 mm.

Autoclavar a 121°C/5 min.

Observagio: Na forma desidratada, proceder conforme instrugdes do
fabricante.

b) Forma de Atuagio: esta prova ¢ utilizada para diferenciar microrganismos
com base nas suas multiplas reagdes metabélicas em meio de leite. Observa-
se a a¢do sobre a caseina (peptonizagio), a fermentagio da lactose (que pode
provocar coagulagio) e produgdo de gds.

¢) Resultado:

* positivo: peptonizagio, com conseqiiente formagio de zona transparente
na superficie do meio (Fig. 58).

Leite tornassolado com
crescimento positivo.

-
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12.7.5. Prova do vermetho de metila (VM) ¢ Voges-Proskauer (VP)

(Vide preparagio nas Provas Bioquimicas das Enterobactérias - item 10.5.9)

12.7.6. Prova de hidrélise da gelatina
(Vide preparagio nas Provas Bioquimicas das Enterobactérias - item 10.5.3.)

12.8. Metodologia e técnicas de analise

12.8.1. Técnica de analise (Fig. 59)

a) retirar assepticamente 25 g ou 25 ml e preparar as diluiges sucessivas con-
forme descrito no item 4.3;

b) pipetar, de cada diluigao, aliquotas de 0,1 ml e colocar nas placas contendo o
meio 4gar seletivo para B.cereus seg. Mossel,

¢) espalhar o in6culo com alga de Drigaslky;

d) incubar as placas em posigdo invertida a 30°C/24-45 horas,;

¢) transcorrido este tempo, contar as colénias tipicas de B.cerens, e transferir
algumas destas colénias, retirando-se aleatoriamente, para 4gar nutriente in-
clinado;

f) incubar a 30°C/24 horas;

g) transcorrido este tempo, realizar as seguintes provas bioquimicas:

~* caldo carboidrato vermelho de fenol, caldo nitrato, 4gar amido, dgar gela-

tina, leite tornassolado, caldo VM-VP;

h) incubar a 30°C/24 horas, com excegao para o caldo VP que deverd ter uma
incubagdo de 48 horas.

12.8.1.1. Interpretagao das provas bioquimicas

a) Caracteristicas de B.cereus:

fermentacdo dos carboidratos sem producio de gés :
redugdo do nitrato a nitrito +
hidrélise do amido +
hidrélise da gelatina +

répida de peptonizagao do leite, sem ou com tria débil coagulacio

produgdo de acetilmetilcarbinol + ’
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FIG. 59. Esquema da técnica de_anélise de Bacillus cefemj |
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13. Clgﬂridium perfringens (C.perfringens)

13.1. Identificacao
Segundo o Manual de Sistemdtica Bacteriana de Bergey’s de 1984:

Segio 13 - Bastonetes ¢ Cocos formadores de esporos.
FAMILIA: Bacillacene

GENERO - Clostridlium

ESPECIE ; Clostridium perfringens

13.2. Caracteristicas basicas

* bactéria Gram positiva

* bastonete

* esporulado

* imével

* produtor de toxina

* patogénico

* anaerébio - aerotolerante, nfo necessita de condi¢ao estritamente anaerébia
pH entre 5,5 ¢ 8,0 -

* temperatura entre 20 e 50°C (6tima entre 30 e 40°C)

* atividade de 4gua minima em torno de 0,93

* fermenta a lactose, produzindo dcido

13.3. Habitat natural

Solo, dguas residuais, poeira, fezes do homem ¢ dos animais.

13.4. Alimentos propicios

Os esporos deste microrganismo estao amplamente distribuidos na natureza,
podendo ser encontrados em vérios alimentos.

Desenvolvem-se bern em carnes depois de cozidas, ou alimentos aquecidés e-
que foram resfriados lentamente, € consurmidos tardiamente. Tem-se¢ também encontra-
do originando intoxicag3o alimentar em pasta de pescado ¢ frango refrigerado.
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13.4.1. Significado nos alimentos

A presenga de clostridios meséfilos, em alimentos enlatados de baixa acidez,
indica que possivelmente o tratamento térmico foi insuficiente para destruir os esporos
de C.botulinum que possam existir nos alimentos pereciveis; se detectados em baixo
niumero pode indicar higiene deficiente. Contagens mais ¢levadas podem ser decor-
rentes de permanéncia do produto em temperaturas de multiplicagio.

13.5. Intoxicagdo por C.perfringens

13.5.1. Toxina

A enterotoxina produzida por este microrganismo estd diretamente ligada a pro-
dugZo de esporos. Virios estudos indicam que a proteina (enterotoxina) € parte estru-
tural do revestimento do esporo que ¢ produzido por algumas cepas, sendo liberada
apés a lise das células esporulantes.

Esta toxina ¢ termoldbil, sendo que 90% de sua atividade se perde em 4 minutos
a 60°C.

13.5.2. Sintomatologla .

a) perfodo de incubagio: o sintomas aparccem entre 6 a 24 horas ap6s a
ingestdo do alimento, especialmente entre 8 € 12 horas.

¥

b)sintomas: diarréia, nduseas, dor de cabega.

¢)duragio: 12 a 24 horas.

13.6. Mcios de cultura

. b,
13.6.1. Agar seletivo para C.perfringens seg. Angelotti (Agar SPS)

a) Composigao: s e

Pépton“a“d“eﬁéaﬂsel’ﬁa N ’ . 150 ¢

wmExtrat:de levedura - T - 10,0 g
\Cl:fratowfér?ico ‘“ i - 0,5 8

Agar ~ -“ T o 15,0 g 3
_Agua destilida 1000  ml

-

Dissolver os componentes em dgua destilada.
O pH final deste meio deve ser 7,0 +0,2.
Autoclavar a 121°C /15 min.
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Apds esterilizagio, resfriar imediatamente em dgua fria ou em geladeira.

A cada litrode meio esterilizado adicionar as seguintes solugdes, esterilizadas
por filtragio:

§ Solugio a 10% de sulfato dé sédio (Na2‘503.7|'-120) - 5,0 rﬁlg
E Solugdo a 0,2% de polimixina B ) - 10,0 ml'i
i : .
} Solugdo a 1,2% de sulfacéiazina sédica - 10,0 ml!

Observagao: Na forma desidratada, proceder conforme instrugées do
fabricante

b) Caracteristica do Crescimento: colénias médias ¢ negras (Fig. 60).

FIG. 60 Agar SPS com crescimento caracterfstico de
C perfringens

0000000000000 0000000000000000000000000V0O00O0O00V0V0O00OO0

147



13.6.2. Agar triptose sulfito-cicloserina (base)

Este meio € um substrato basal, no qual pode-se preparar dois outros meios:
* Agar TSC com adigio de cicloserina

» Agar SFP seg. Shahidi e Ferguson com adigio de polimixina e canamicina,
com ou sem adi¢io de emulsao de gema de ovo.

a) Composigio:

* meio basal

Triptose 15,0 ¢
Peptona de farinha de soja 50 g
E;tsato de levedura 50 g
‘ Bissulfito de sédio 1,0 g
Citrato férrico amoniacal 10 3
Agar 15,0 g
Agua destilada ' 1000 ml

Dissolver os componentes em dgua destilada.
Ajustar o pHa 7,6 £0,2.
Aquecer até a completa dissolugao.

Autoclavar 2 121°C/ 10 min.

. Agar TSC: cada litro, do meio autoclavado, adicionar 10 ml de solugao a
4,0% de D-cicloserina, esterilizada por filtragio € 80 ml de emulsio de
gema de ovo a 50% em salina, previamente pasteurizada.

» Agar SFP: antcs de autoclavar o meio basal, adicionar:

*  Sulfato de polimixina B 3,0 mg/l
¢ Sulfato de canamicina 12,0 ma/l

» Estes antibidticos podem ser incorporados ao meio basal ji esterilizado,
como solugdes esterilizadas por filtragio.

Observagio: Na forma desidratada, proceder conforme instrugdes do
fabricante.

b) Caracteristica do Crescimento em dgar TSC ¢ SEP: colnias negras
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a) Composicio:

Peptona de caseina ' 15,0 g
Extrato de levedura 50 g
Glicose 50 g
L-Cistefna 0,5 g
Cloreto de sédio 2.5 g
Tioglicolato de sédio 0,5 g
Resazurina sédica™ 0,001¢g
Agar 0,75 g
Agua destilada* 1000 m

* ausentes no caldo.

Dissolver os componentes em dgua destilada.
O pH final deste meio deve ser 7,1 + 0,1.
Aquecer, se necessdrio, até a completa dissolugio.

Distribuir volumes de 9 ml em tubos de 16 x 150 mm.
Autoclavar a 121°C /15 min.

Observagio: Na forma desidratada, proceder conforme instrugées do
fabricante.

0230002299290 000000000000Q900000003290PIP9
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13.7. Provas bioquimicas

13.7.1. Prova de redugio do nitrato ¢ de motilidade

a) Mcio de cultura: igar nitrato-motilidade

+ Composigao:

. ?trato de carne ) ’ 30 s

. ;Pﬂept‘bna ) 50 g
Nitrato de potéssio 1,0 g i
~/__5'\";¢;.3r ‘ 3,0 g 1

Agua-destilada 1000 ml

Dissolver os componentes em dgua destilada.
O pH final deste meio deve ser 7,0 + 0,2.
Misturar bem e aquecer até a completa dissolugio.

Distribuir volumes de-3 ml em tubos de 13 x 100 mm.

Autoclavar a 121°C /15 min.

* Reativo para o Nitrato: (vide preparagio no item 12.7.2.1)

b) Forma de Atuagdo: esta prova bioquimica € utilizada para verificar a
motilidade e a habilidade do microrganismo em reduzir o nitrato a nitrito.
c) Resultado (Fig. 61):
* positivo:
* motilidade: os microrganismos méveis migram da linha de perfuragio,
difundindo-se por todo o meio, causando a turvagio do mesmo.

* redugio do nitrato a nitrito: aparecimento de uma coloragao de rosa
para vermelho no meio, apds adigao do reativo.
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FG. 61 gar nitrato-motilidade com
redugio do nitrato a nitrito positivo e
motilidade negativa

13.7.2. Prova de fermenta¢do da lactose e motilidade

a) Meio de cultura: dgar lactose-motilidade

* Composigio:

Tiptose - - - L 15,0 g i
Extrato de levedura - - " 10,0 g
Lactose - ST 16,0 g |
i Monofosfato de;;édi,o N 50 g
Vermelho de fenol _ T 0,054
’ Agar - o 30 g :
| Aguadestbda  _ ] 1000  ml !
dDisfsoIv;:r os componentes em dgua destilada, exceto a lactose € o vermelho
e fenol.
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Acertar o pH para 7,5 0,2.

Adicionar, ent3o, 0s demais componentes.

Aquecer até a completa a dissolug3o.

Distribuir volumes de 3 ml em tubos de 13 x 100 mm.

Autoclavar a 121°C/ 15 min.

b) Forma de Atuagdo: esta prova € para testar a habilidade do microrganismo
em fermentar a lactose, bem como verificar a motilidade.

¢) Resultado (Fig. 62):
* positivo:
* motilidade: o microrganismo mdvel migra da linha de perfuragio, di-
fundindo-se por todo meio.

* fermentagio da lactose: mudanga da cor do meio de vermelho para
amarelo.

ICH-TA Agar lactose-motilidade com
fermentagao da lactose positiva e motilidade
negativa.

13.7.3. Prova de coagulagido do leite

a) Mcio de cultura: meio de leite ¢ ferro

» Composigio:

Leite-desnatado 10,0 g

Asua destilada 100 ml Y
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Lissolver o leite desnarado em agua destilada.

Distribuir volumes de 3 ml em tubos de 13 x 100 mm contendo malhas de
ferro ao fundo.

Autoclavar a 116 °C/15 min.
b) Forma de Atuagdo: esta prova serve para verificar a atuagio de um micror-

ganismo sobre o leite (coagulagio, peptonizagdo e produgio de gés, princi-
palmente).

c) Resultado (Figs. 63 ¢ 64):

* positivo: coagulacio do leite € escurecimento do meio.

FIIFY Meio de leite ¢ ferro com
crescimento negativo.

FERPE] Meio de leite e ferro com
crescimento positivo,

13.8. Metodologia ¢ técnicas de analise

13.8.1. Técnicas de anilise (Fig. 65)

a) retirar assepticamente 25g ou 25ml da amostra e preparar as dilui¢Ges suces-
sivas conforme descrito no item 4.3.;
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b) pipetar aliquotas de 1 ml de cada dilui¢do ¢ colocar em placas de Petri
(100 x 15 mm) esterilizadas, fazendo sempre placas em duplicatas de cada
dilui¢ao;

¢) adicionar a cada placa, 15-20 ml do dgar SPS, previamente fundido e resfria-
do a 50°C;

d) homogeneizar, com movimentos suaves em forma de oito, € permitir a sua
solidificagdo;

1 ¢) ap6s a solidificagio, acrescentar cerca de 10 ml do meio fundido e resfriado, ¢
permitir mais uma vez a sua solidificagao;

f) colocar as placas em posicdo invertida em jarros de anacrobiose com o enve-
lope produtor de CO, e H, (sistema GASPAK) ¢ o papel indicador de
anacrobiose;

g) incubar a 35-37°C/72 horas; .

h) contar o mimero total de col6nias negras e selecionar 2 ou 3 colénias tipicas
por placas, transferindo-as para o meio de tioglicolato,

i) incubar a 35-37° C /6-12 horas (até que apresente leve crescimento);

j) comprovar como presuntiva para C.perfiingens, utilizando os seguintes mei-
os: dgar nitrato-motilidade, dgar lactose-motilidade, e meio de leite ¢ ferro;

k) incubar a 35-37°C/ 24 horas.

13.8.1.1. Interpretacdo das provas bioquimicas

* Caracteristicas de C.perfringens:

* redugdd de ni?;ggzpwa nitrito ) +
i
*.motilidade -
*"fermentagio da lactose +
* coagulagio do leite +
1554
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FIG. 65. Esq‘ucm'a da técnica de anadlise de C.perfringens
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