QUAL A IMPORTANCIA DOS
METODOS DE REFERENCIA NO
CONTROLE DE ALIMENTOS?

Muitos dos alimentos que nao sao submetidos a analises microbioldgicas tornam-se umrisco a saude, pois,
podem causar uma ampla variedade de doencgas. As doencas diarreicas, por exemplo, sao a principal causa de
morte em criangas e a segunda em adultos, e em muitos casos sao relacionados com a ingestao de alimentos
contaminados. Por isso & necessario estabelecer critérios microbiologicos para garantir a seguranga dos
alimentos e proteger a saude do consumidor.

0 desenvolvimento de critérios para o controle microbiologico de alimentos implica, entre outras coisas, a
fixagcao do método analitico a ser utilizado para garantir conformidade com esses critérios. Estes métodos
desenvolvidos por organizagoes como ISO ou CEN, podem ser considerados como métodos de referéncia e
muitas vezes, de dificil implementagao e aplicagao nos laboratorios.

Atualmente, a estratégia no desenvolvimento e atualizagao desses métodos da ISO visa melhora-los atraves
da simplificagao e incorporagao de novas tecnologias, para que possam ser utilizadas regularmente em
laboratorios de controle de alimentos.

0 uso de métodos padronizados para conduzir analises microbioldgicas € uma ferramenta que permite os
laboratérios utilizarem métodos de teste reconhecidos internacionalmente, o que contribui para a produgao
de resultados comparaveis, sem sacrificar a sua confiabilidade, garantindo a qualidade e seguranga dos
alimentos sujeitos a controle.

Por esse motivo, &€ cada vez mais comum que esses métodos padronizados sejam utilizados como referéncia
por orgaos de acreditagao, assim como para estabelecer critérios microbioldgicos (Regulamentagoes
EU 2073/2005 e 1441/2007) onde os padroes internacionais desenvolvidos pelos Comités ISO e CEN sao
considerados como meétodo de referéncia.
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CONTAGEM DE

MICRORGANISMOS

MESOFILICOS

Procedimento definido de acordo com ISO 4833:2013

INTRODUCAO

As bactérias sao consideradas a causa principal
de doengas que tém como raiz o consumo de
alimentos contaminados. Sinais de deterioragao
ou possivel contaminagao sao indicados quando
os alimentos apresentam alteragao na sua cor,
textura ou consisténcia. Para crescer, as bacteérias
precisam de:

* Nutrientes como o carbono, nitrogénio,
hidrogénio e fosforo (entre outros) presentes
nos alimentos.

«  Agua como um elemento fundamental, pois,
na sua auséncia, o crescimento bacteriano e
Suspenso.

* Um pH adequado, oscilando em torno de
um valor neutro (6-7). Em um pH muito baixo
ou muito alto, o crescimento bacteriano é
suspenso.

A analise desse grupo de bactérias inclui todos os
microrganismos capazes de se desenvolverem na
presenca de oxigenio entre temperaturas de 20°C a
45°C. A contagem de microrganismos mesofilicos
aerdbios, sob condigoes estabelecidas, estima a
microflora total do produto mas sem especificar e
identificar o tipo de microrganismo.

BIBLIOGRAFIA

AFSA, 2001. Evaluation of microbiological methods for
detection and for enumeration of microbiological contaminants
in food. Final report Contract SMT4/CT96 2098. Coordination by
Agence Francgaise de Securité Sanitarie des Aliments. AFSSA,
France, February 2001.

ISO 4833-1:2013. Microbiology of the food chain — Horizontal
method for the enumeration of microorganisms. Part 1: Colony-
count at 30 degrees C by the pour plate technique.

ISO 4833-2:2013. Microbiology of the food chain — Horizontal
method for the enumeration of microorganisms. Part 2: Colony-
count at 30 degrees C by the surface plate technique.

METODO

' SUSPENSAO INICIAL

Consultar a SO 6887-1 especifica para o produto
analisado.

' MEIO DE CONTAGEM

TmL de amostra diluida em Agar Contagem de
Placas (PCA) (K25-1056).

Incubacao: 30°C + 1°C// 72 + 3h.

Para a analise de produtos laticinios, o meio de cultura
deve conter 1 g/L de leite em p6 desnatado: Agar
Contagem de Placas (PCA) com leite em po (K25-1033).

NOTA: Para este padrao, dois métodos podem

ser diferenciados. Ambas as segoes da norma
estabelecem o mesmo protocolo de trabalho, mas
advertem que, para certas matrizes, resultados
diferentes podem ser obtidos de acordo com a
sec¢ao seqguida.
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CONTAGEM DE

LEVEDURAS E FUNGOS

Procedimento definido de acordo com ISO 21527:2008

INTRODUGAO

Alimentos que possuem fungos em sua superficie,
podem apresentar toxinas no seu interior,
constituindo um risco para reagoes alérgicas.
Quando fungos aparecem na superficie de
alimentos, as suas raizes ja invadiram uma porgao
significativa do produto. Os fungos se alimentam
de matéria vegetal e/ou animal e contéem esporos
que podem ser transportados atraves do ar, agua
ou insetos.

Os fungos sao encontrados principalmente em
alimentos como frutas, vegetais, pao umido e
queijos. E possivel diferenciar diferentes tipos
dependendo do seu comportamento. Aspergillus
ou Penicillium sao alguns dos fungos mais
frequentemente encontrados. Os flamentos em sua
estrutura, as hifas, produzem enzimas que podem
quebrar as moléculas mais duras. Sob condigoes
adequadas (temperatura e umidade quentes), o
fungo produz micotoxinas, substancias capazes
de causar doengas e aparecem principalmente em
cereais e nozes.

BIBLIOGRAFIA

VALERIE T., MICHAEL T.S., PHILIP B., MISLIVEC, HERBERT A.K.
AND RUTH B.BAM: Yeast, Molds and Mycotoxins. US FOOD
AND DRUG ADMINISTRATION.

ISO 21527-1:2008. Microbiology of the food chain — Horizontal
method for the enumeration of yeast and molds. Part 1: Colony
count technique in products with water activity greater than
0,95.

ISO 21527-2:2008. Microbiology of the food chain — Horizontal
method for the enumeration of yeast and molds. Part 1: Colony
count technique in products with water activity less than or
equal 0,95.

METODO

Produtos com Atividade de agua > 0,95 (1ISO 21527-1)

' SUSPENGAO INICIAL

q - -
' Com excecao de preparagdes envolvendo

amostras especificas (IS0 6887-1),recomenda-se
a diluicao em Agua Peptona Tamponada (K25-
1402).

MEIO DE CONTAGEM

0.1mL de amostra diluida em Agar Rosa Bengala
+ Cloranfenicol + Dicloran (Agar DRBC) (K25-
1160).

Incubagao: 25 °C + 1°C/ 5 dias

Produtos com Atividade de agua > 0,95 (1ISO 21527-2)

' SUSPENGAO INICIAL

{  Consultar a ISO 6887-1 especifica para o produto

a ser analisado.

Exceto para preparagoes envolvendo amostras
especificas, recomenda-se a diluicao em Agua
Peptona Tamponada (K25-1402).

¢  MEIO DE CONTAGEM

0,1mL de amostra diluida em Agar Dicloran
Glicerol (DG-18) (K25-1161)

Incubagao: 25°C+1°C/ 5 -7 dias
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DETECCAO DE
SALMONIELLA srp

Procedimento definido de acordo com ISO 6579:2017

INTRODUCAO

Salmonella € uma familia muito diversificada de
microrganismos, incluindo aproximadamente 2.300
sorotipos diferentes. Estima-se que essa familia de
bactériassejaacausademilhoesdehospitalizagoes
no mundo todo (1,2 milhdes de pessoas apenas
no Estados Unidos) mas esse numero aumentaria
em 30 vezes se as infecgoes nao diagnosticas
fossem consideradas nessa estatistica, pois, elas
geralmente causam um processo diarreico.

Esse grupo de bactérias €& gram-negativo
(pertencente ao grande grupo das
Enterobacteriaceae),  anaerobico  facultativo
e moveis por flagelos. Esses fungos sao
fermentadores de glicose, mas nao fermentam
lactose e nao produzem uréase.

Salmonella eta presente no intestino de pessoas e
animais, carne crua, ovos e leite pasteurizado. A
temperatura ideal de crescimento dessa bactéria
esta entre 30°C e 37°C; portanto, € especialmente
importante adotar medidas preventivas nos meses
mais quentes do ano, quando o risco aumenta
consideravelmente.

BIBLIOGRAFIA

AFSA, 2001. Evaluation of microbiological methods for detection
and for enumeration of microbiological contaminants in food.
Final report Contract SMT4/CT96 2098. Coordination by Agence
Francgaise de Securité Sanitarie des Aliments. AFSSA, France,
February 2001.

ISO 6579-1:2017. Microbiology of the food chain — Horizontal
Method for detection and enumeration and Serotyping of
Salmonella - Part 1: Detection of Salmonella spp.

ISO 6887-1:2017. Microbiology of the food chain — Preparation
on test samples, initial suspension and decimal dilutions for
microbiological examination — Part 1: General rules for the
preparation of the initial suspension and decimal dilutions.
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METODO

' PRE-ENRIQUECIMENTO

25g de amostra + 225mL de Agua Peptona
Tamponada (K25-1402)

Incubacao: 34°Ca38°C— 18+ 2h

Para amostras ambientais da fase de produgao primaria ou
fezes, espalhar diretamente sobre o Agar MSRV (K25-1376).

' ENRIQUECIMENTO ' ENRIQUECIMENTO

SELETIVO

0,7mL + 10mL de
Caldo Rappaport
Vassiliadis

(K25-1174) ou

Agar MSRV (Meio
semissolido Rappaport
Vassiliadis modificado)
(K25-1376)

Incubagao: 41,5 °C +
1°C — 24 + 3h.

Aviso: Ao incubar a placa de
MSRV, nao deve-se inverte-la.

' ISOLAMENTO

SELETIVO

Agar XLD
(Xilose Lisina
Desoxicolato)
(K25-1274)

Incubagao: 41,5 °C
+1°C—24+3h.

SELETIVO
TmL +10mL de Caldo

' ISOLAMENTO EM AGAR NAO SELETIVO

Agar Nutriente (K25-1060) ou Agar Nutriente
enriquecido com Cloreto de Sddio (NaCl) (K25-
1355)

Incubacgao: 34 - 38 °C — 24 + 3h.

CONFIRMAGAO

Completar a analise com um teste bioquimico e
sorologico nas colonias cultivadas em agar nao

Muller Kaufmann
com verde brilhante
e Novobiocina
MKTTN (K25-1173)

Incubagao: 37 °C +
1°C-24+3h

' ISOLAMENTO

SELETIVO

Selecionar um meio
secundario entre os
listados abaixo:

Agar Salmonella
Shigella (SS Agar)
(K25-1064)

Agar Hektoen Entérico
(K25-1030)

Agar Verde Brilhante

Modificado (K25-1143)

Agar Bismuto Sulfito
(K25-1011)

Agar Cromogeénico

Salmonella (K25-1122)

Para leitura de resultados e selegao de colonias
suspeitas, verificar as instrugoes de uso de cada produto.
Em seguida, selecionar uma unica colonia suspeita

para espalhar em um meio de cultura nao seletivo. Se

o resultado for negativo, testar 4 colonias suspeitas
previamente marcadas.

seletivo.

O teste bioquimico deve consistir em:

+ Agar Uréia Base (K25-2000)
*+ Meio Lisina Descarboxilase (K25-1176)

* B-galactosidase (opcional)

* Reagao indol (opcional)

NOTA: De acordo com o Apéndice D da ISO
6579-1:2017, o procedimento para a detecgao de
subespécies entéricas (S. typhi e S. paratyphi)
devem ser os seguintes:

1. Adicionar o Caldo Selenito Cistina (K25-1220)
como enriquecimento seletivo.

2. Adicionar um meio seletivo secundario,

Agar Bismuto Sulfito (Wilson Blair) (K25-1011)
seguida.

X |
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DETECCAO
E ENUMERACAO
DE LISTERIA spr

Procedimento definido de acordo com ISO 11290:2017

INTRODUCAO

Bactérias gram-positivas com morfologia de
basofilos pertencem ao género Listeria. E um
genero composto por apenas 6 espécies, sendo a
Listeria monocytogenes a mais importante entre
elas pois € uma espécie patogénica presente em
alimentos apropriados para consumo humano.

L. monocytogenes causa listeriose (intoxicagao
alimentar com uma taxa de mortalidade proxima
de 30%). Essas bactérias sao gram-positivas, muito
pequenas no tamanho, catalase-positiva e nao
esporulentas. Elas sao anaerobias facultativas,
capazes de crescer em uma ampla faixa de
temperatura (1 °Ca 45 °C) eem altas concentragoes
de sal. Alem disso, a L. monocytogenes € um
microrganismo flagelado, e com isso movel, o que
aumenta a sua patogenicidade.

Este microrganismo € amplamente distribuido na
naturezaeémuitocomumencontra-loemindustrias
de processamento alimentar, onde sua capacidade
de sobrevivéncia em larga faixa de temperaturas
o torna, talvez, um dos principais microrganismos
que devem ser controlados nesse setor.

BIBLIOGRAFIA

KATHARIOUS S. Listeria monocytogenes virulence and
pathogenicity, a food safety perspective. J. Food Prot. 2002; 65:
1881-1829.

ISO 11290-1. Microbiology of the food chain — Horizontal Method
for detection and enumeration of Listeria monocytogenes and
Listeria spp - Part 1: Detection Method.

ISO 11290-2. Microbiology of the food chain — Horizontal Method
for detection and enumeration of Listeria monocytogenes and
Listeria spp - Part 2: Enumeration Method.
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METODO

1. METODO DE DETECGAO (ISO 11290-1)

' ENRIQUECIMENTO SELETIVO PRIMARIO

25g/mL de amostra + 225mL de Caldo Base Listeria Half-Fraser
I (K25-1183 + K25-6050)

Incubagao: 30°C + 1°C — 25 + 2h

Apos essa etapa, é possivel sequir diretamente para o espalhamento
direto no Agar Seletivo (ALOA) sem enriquecimento seletivo secundario.

' ENRIQUECIMENTO SELETIVO SECUNDARIO

0,1mL de cultura primaria + 10mL de Caldo Base Listeria Fraser
T (K25-1182 + K25-6050)

Incubagao: 37°C + 1°C — 24 + 2h

' ISOLAMENTO SELETIVO

Agar Cromogénico-Listeria
Base de acordo com Ottaviani
e Agosti (ALOA) (K25-1345) e
Suplementos Listeria Lipase
C+ Suplemento Seletivo
Cromogénico Listeria (K25-
6031+ K25-6040)

Incubagao: 37°C+1°C —
24/48 + 2h

ISOLAMENTO
SELETIVO

Como meio secundario,
selecionar uma das
opoes abaixo:

Agar Oxford (K25-1133
+K25-6003)

Adgar Listeria Palcam
(K25-1141 + K25-6004)

Leitura de coldnias suspeitas de Listeria monocytogenes em Agar ALOA
colénias de cor azul-esverdeada com halo opaco (considerar também
aqueles sem um halo para Listeria spp). Para leitura de colonias em um
segundo agar, deve-se verificar temperatura e tempo de incubagao nas
instrugdes de uso do produto.

' ISOLAMENTO EM AGAR NAO SELETIVO

Selecionar uma das opdes abaixo:

Agar Nutriente (K25-1060), Agar Nutriente Enriquecido com
Cloreto de Sodio (NaCl) (K25-1355),

Agar Sangue n° 2 (K25-1328), Agar Extrato de Levedura de Soja
Triptona (K25-1398) ou Caldo Extrato de Levedura Triptona de
Soja (TSYEB) (K25-1339)

Incubagao: verificar conforme as instrugdes de uso.

' CONFIRMAGAO DE '

L.MONOCYTOGENES

* e  CONFIRMAGAO
Microscopia DE LISTERIA ssp
Atividade Hemolitica -Agar Microscopia
Sangue n° 2 (K25-1328) Catalase

Caldo Base Carboidratos Motilidade (opcional)
(K25-1342)
Reagao de Voges-

Catalase (opcional) Proskauer (opcional)

Motilidade (opcional)

Teste CAMP (opcional)

2. METODO DE ENUMERAGAO (ISO 11290-2)

' SUSPENGAO INICIAL

T Xg/mL de amostra + 9x g/mL de diluente de acordo com a ISO
6887

Quando a enumeracao é realizada na mesma amostra que a detecgao,
deve-se utilizar o Caldo Base Listeria Half-Fraser (K25-1183) e o Caldo
Base Listeria Fraser (K25-1183) nas mesmas proporgoes indicadas
acima.

' ISOLAMENTO SELETIVO

Agar Cromogénico Listeria de acordo com Ottaviani e Agosti
(ALOA) (K25-1345) e Suplemento Suplementos Listeria Lipase
C + Suplemento Seletivo Cromogénico Listeria (K25-6031+
K25-6040)

Incubagao: 37°C+1°C

Leitura de colonia suspeita com Listeria monocytogenes em Agar ALOA
(K25-1345): colénias de cor azul-esverdeada com halo opaco (considerar
também aqueles sem halo para Listeria spp).

' ISOLAMENTO EM AGAR NAO SELETIVO
Selecionar uma das opoes abaixo:

Agar Sangue n° (K25-1328) ou Agar Extrato de Levedura de Soja
Triptona (TSYEA) (K25-1398)

Incubagao: 37°C+1

' CONFIRMAGAO DE ' CONFIRMAGAO
[ ]

N L. MONOCYTOGENES DE LISTERIA SPP
Microscopia Microscopia
Atividade Hemolitica -Agar Catalase

Sangue n° 2 (K25-1328
9 ( ) Motilidade (opcional)

Caldo Base Carboidratos
(K25-1342)

Catalase (opcional)

Reagao de Voges-
ProsKauer (opcional)

Motilidade (opcional)

Teste CAMP (opcional)
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DETECCAO E
ENUMERACAO DE

CAMPYLOBACTER spp

Procedimento definido de acordo com ISO 10272:2017

INTRODUGAO

Os microrganismos do género Campylobacter sao
bacilos gram-negativos em formato de virgula ou
espiral curva, moveis por flagelos unipolares ou
bipolares e microaerofilicos.

Sao bactérias termofilicas com crescimento 6timo
entre as temperaturas de 42°-43°C., alem disso,
esses microrganismos sao os causadores mais
frequentes de gastroenterite em humanos.

A Organizagao Mundial da Saude (OMS 2011)
considera que a nivel global o Campylobacter €
uma das causas primarias de doengas diarreicas
transmitidas por alimentos. A maioria dos casos
de campilobacteriose estao associados com
o consumo de alimentos, principalmente aves;
portanto, essas bactérias representam prioridade
maxima na seguranga alimentar.

BIBLIOGRAFIA

AESAN (2012). Informe del Comité Cientifico de la Agencia
Espanola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN) con
relacion a las medidas de control para reducir la presencia de
Campylobacter spp. en carne fresca de aves (pollo). Revista del
Comité Cientifico, N° 16: 21-55.

OMS (2011) Campylobacter. Nota descriptiva nim. 255.
Octubre de 2011.

UNE-EN-1SO 10272-1:2017. Microbiology of the food chain
— Horizontal Method for detection and enumeration of
Campylobacter spp. Part 1: Detection Method.

UNE-EN-1SO 10272-2:2017. Microbiology of the food chain
— Horizontal Method for detection and enumeration of
Campylobacter spp. Part 2: Colony Count Technique.

METODO

1. Detecgao por Enriquecimento: amostras com baixa
concentracao de Campylobacter acompanhada de baixos
niveis de microflora (produtos cozidos ou congelados).

ENRIQUECIMENTO SELETIVO
10 g/mL de amostra + 90mL de Caldo Bolton (K25-1441

+K25-6070)
Incubacao em atmosfera microaerébia: 37 °C — 4h / 6h
e41,5°C - 44h + 2h

ISOLAMENTO PRESUNTIVO

Agar Campylobacter sem sangue (CCDA) (K25-1129 +
I K25-6053)

Incubacao em atmosfera microaerébia: 41,5°C — 44h + 2h

Por sua vez, espalhar em um meio seletivo secundario sob as
mesmas condicoes de incubagao. Um dos meios de cultura
compativeis com ISO é Agar Campylobacter (Preston) (K25-1131 +
K25-6019)

' LEITURA DOS RESULTADOS

Coldnias tipicas sao acinzentadas, muitas vezes com
tom metalico brilhante.

Elas geralmente sao planas com aspecto umido e
tém uma tendéncia a disseminar. Outras morfologias
também podem estar presentes.

' CONFIRMAGAO

° Siga os passos abaixo para coldnias crescida em Agar
CCDA:

+ Espalhar a amostra em Agar Base Columbia + Agar
Sangue (K25-1104)

+ Incubar em atmosfera microaerébia: 41,5°C — 24/48h

+ Examinar a morfologia e a motilidade em microscépio:
bacilos moveis, flagelados e curvados.

+ Estudar o crescimento aerébico a 25°C: Crescimento
negativo em Agar Columbia (K25-1104) sob condigoes
aerdbicas durante 44 + 4h

+ Atividade de Oxidase (+)
- Teste de coagulase (+)
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2. Detecgao Por Enriquecimento: amostras com baixa
concentragao de Campylobcter acompanhadas de altos niveis
de microflora (ex.: carne ou leite cru).

' ENRIQUECIMENTO SELETIVO

10mg/g de amostra + 90mL de Caldo Preston
(K25-2166 + K25- 6081)

Incubar em atmosfera microaerobia: 41,5°C —

3. Detecgao por disseminagao direta: amostras com altas
44h £ 2h G0 P s

concentragoes de Campylobacter (como fezes, carne crua de
aves)

' ' ISOLAMENTO PRESUNTIVO

ISOLAMENTO PRESUNTIVO
Agar Campylobacter CCDA (K25-1129 + K25- 6053)

Incubar em atmosfera microaerdbia: 41,5 °C — 44h

Incubar em atmosfera microaerobia: 41,5°C — 44h +9h

] Agar Campylobacter CCDA (K25-1129 + K25- 6053)
+2h

Utilizar um meio seletivo secundario sob as mesmas condigoes de
incubacao. Um dos meios de cultura compativeis com ISO é o Agar
Preston (K25-1131+ K25- 6019).

LEITURA DOS RESULTADOS

Colonias tipicas sao acinzentadas, muitas vezes ' LEITURA DOS RESULTADOS

com um tom metalico brilhante.

Eles geralmente sao planas com um aspecto
umido e tém uma tendéncia para disseminar.
Outras morfologias também podem estar

Colonias tipicas sao acinzentadas, muitas vezes
com um tom metalico brilhante.

Eles geralmente sao planas com um aspecto
umido e tém uma tendéncia

.

presentes.
para disseminar. Outras morfologias também
podem estar presentes.
' CONFIRMAGAO ' CONFIRMAGAO
[ Siga os passos abaixo para colonias crescida em ] Siga os passos abaixo para colonias crescida em
Agar CCDA: Agar CCDA:
+ Espalhar a amostra em Agar Base Columbia + * Espalhar a amostra em Agar Base Columbia +
Agar Sangue (K25-1104) Agar Sangue (K25-1104)
+ Incubar em atmosfera microaerobia: 41,5°C — * Incubar em atmosfera microaeroébia: 41,5°C —
24/48h 24/48h
+ Examinar a morfologia e a motilidade em + Examinar a morfologia e a motilidade em
microscopio: bacilos moveis, flagelados e microscopio: bacilos moveis, flagelados e
curvados. curvados.
+ Estudar o crescimento aerobico a 25°C: + Estudar o crescimento aerobico a 25°C:
Crescimento negativo em Agar Columbia (K25- Crescimento negativo em Agar Columbia (K25-
1104) sob condigoes aerdbicas durante 44 + 1104) sob condigoes aerobicas durante 44 +
4h 4h
+ Teste de Oxidase (+) + Teste de Oxidase (+)
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DETECCAO DE
CRONOBACTER sprp

Procedimento definido de acordo com ISO 22964:2017

INTRODUGAO

As bactérias pertencentes ao género Cronobacter
sao gram-negativas, anaerobicas facultativas,
possuem oxidase negativa e sao bacilos com
catalase positiva. Elas geralmente sao moveis e
possuem a capacidade de produzir uma variedade
de acidos provenientes de carboidratos diferentes.
Na realidade, esse fator é utilizado no estagio de
confirmagao do método.

A espécie mais conhecida desse genero €
Cronobacter sakazakii. Esse microrganismo €
considerado atualmente como um patogeno
emergente que causa meningite grave em criangas.
Esses processos podem resultar em uma taxa de
mortalidade variando entre 40-80%.

BIBLIOGRAFIA

Fiedemann M., Enterobacter sakazakii in food and beverage
(other than infant formula and milk powder). Int. J. Food
Microbiol. 2007; 116:1-10.

ISO 22964:2017. Microbiology of the food chain. Horizontal
method for the detection of Cronobacter spp.

Center of Disease Control and Prevention. Enterobacter
sakazakii infections associated with the use of powered infant
formula. JAMA, 2002; 287:2204 - 2205.

METODO

PRE-ENRIQUECIMENTO NAO-SELETIVO

10 g/mL de amostra + 90mL DE Agua Peptona
Tamponada (K25-1402)

Incubagao: 38°C — 24+ 2h

ENRIQUECIMENTO SELETIVO

0,1 mL de amostra pré-enriquecida + 10mL do Caldo
Seletivo Cronobacter (K25-2143)

Incubagao: 41,5°C — 24+ 2h

ISOLAMENTO SELETIVO PRESUNTIVO

Agar Cromogénico para Isolamento de Cronobacter
(K25-1446)

Incubagao: 41,5°C — 24+ 2h

LEITURA DE RESULTADOS

Colonias tipicas sao de Cronobacter sakazaki sao
pequenas (1-3mm) com cor azul ou azul esverdeada.

As coldnias brancas, brancas com um centro verde, cinza ou
preto, assim como as coldnias amarelas ou vermelhas, nao
correspondem ao género Cronobacter.

ISOLAMENTO EM AGAR NAO SELETIVO

Espalhar em Agar TSA (K25-1068)
Incubagao: 34°-38°C — 21 + 3h.

CONFIRMAGAO BIOQUIMICA

+ Teste de oxidase (-)

+ Teste da enzima a-glucosidade

+ Caldo Lisina Descarboxilase (K25-1208)
+ Meio Ornitina Descarboxilase (K25-2149)
+ Meio de Fermentagao de Carboidratos

+ Vermelho de Metilo (opcional)

- Teste de Voges-Proskauer (opcional)
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CONTAGEM PRESUNTIVA
DE BACILLUS CEREUS

Procedimento definido de acordo com ISO 7932:2004

METODO

INTRODUGAO

Bacillus cereus € um bacilo anaerdbio facultativo,
gram-positivo e formador de esporos nao
deformados. E também uma espécie com catalase
positiva, fermentadora de glucose e sacarose, e
tambem de salicina e glicerol. Além disso, produz
lecitinase que pode ser usada como marcador para
estabelecer sua presenca.

Esse microrganismo € amplamente distribuido
e pode ser encontrado em varios alimentos,
principalmente em produtos desidratados, como
biscoitos, sopas, cereais e cha. Ele cresce em
ampla faixa de temperatura, o que torna essa
bactéria muito resistente ao processamento de
alimentos. Se adicionarmos a essa caracteristica, a
sua capacidade de formar esporos, essas bactérias
tornam-se criticas nas analises realizadas na
industria alimenticia.

BIBLIOGRAFIA

MOSSELI, D.A.A. KOOPMAN, M.J, JONGERIUS, E. Enumeration
of Bacillus cereus in Foods. 1967. Appli. Micobiol., 1 5; 650-653

ISO 7932:2014. Microbiology of the food chain — Horizontal
method for enumeration of presumptive Bacillus cereus. Colony
Count technique at 30°C.

ISO 6887-1:2017. Microbiology of the food chain — Preparation
on test samples, initial suspension and decimal dilutions for
microbiological examination — Part 1: General rules for the
preparation of the initial suspension and decimal dilutions.

' SUSPENSAO INICIAL

I

Consultar a ISO 6687-1 especifica para o produto
a ser analisado.

ISOLAMENTO SELETIVO

Agar Seletivo Bacillus Cereus (MYP) (K25-1343)
e Suplementos Bacillus Cereus (K25-6021) +
Emsulsao Gema de Ovo (K25-5152)

Incubagao: 30°C// 18 — 48h

CONFIRMAGAO

Atividade Hemolitica — Agar Base Sangue n° 2
(K25-1328)

Incubagao: 30°C// 24 +2h

As colonias suspeitas de Bacillus cereus
apresentam cor rosa e sao cercadas por um
precipitado.

Se as placas estiverem com muitas colonias e o
isolamento nao for possivel, deve-se realizar uma
purificagao presuntiva de 5 colonias em Agar
Seletivo Bacillus Cereus (MYP) (K25-1343).
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DETECCAO E
ENUMERACAO DE
ENTEROBACTERIAS

Procedimento definido de acordo com ISO 21528:2017

INTRODUGAO

A familia Enterobacteriaceae € formada por
aproximadamente 30 géneros formados por 100
espécies de bacterias. Esse grupo € caracterizado
por bactérias gram-negativas, principalmente
com morfologia de bacilos, embora também seja
possivel encontrar cocos em formas pleomorficas.
As enterobactérias pertencem a microbiota
intestinal e também podem ser isoladas em outros
orgaos humanos, plantas e animais.

A contagem total de enterobactérias € utilizada
como indicar de contaminagaofecal eboas praticas
de fabricagao. Por esta razao, esse procedimento
indica a qualidade em produtos alimenticios
processados. Uma alta contagem desse indicador
indica um processo de fabricagao deficiente ou
uma possivel contaminagao posterior no produto
final, implicando em um risco higiénico-sanitario
para o consumidor.

BIBLIOGRAFIA

MOSSELI, D.A.A. Media for Enterobacteriaceae. 1985. Int. J.
Food. Micobiol. 2:27-35

ISO 21528-1:2017. Microbiology of the food chain —
Horizontal method for the detection and enumeration of
Enterobacteriaceae. Part 1: Detection of Enterobacteriaceae.

iSO 21528-2:2017. Microbiology of the food chain —
Horizontal method for the detection and enumeration of
Enterobacteriaceae. Part 2: Colony-count technique.

METODO

PRE-ENRIQUECIMENTO NAO SELETIVO

10mL/g de amostra + 90mL de Agua Peptona
Tamponada (K25-1402)

Incubagao: 38 °C — 18 + 2h

ISOLAMENTO PRESUNTIVO SELETIVO

Adgar Bile Vermelho Violeta com Glicose (VRBG) (K25-
1092)

Incubacao: 37°C — 24 + 2h

_
|
v
|
v

I

LEITURA DE RESULTADOS

As coldnias suspeitas de Enterobacteriaceae
apresentam cor rosa avermelhada ou roxa e podem
apresentar halos de precipitagao.

Se houver mais de uma morfologia de coldnia, selecionar uma de
cada tipo para isolamento nao seletivo na etapa seguinte. Se as
colonias esperadas nao aparecerem, selecionar aquelas de cor
esbranquigada para confirmagao.

ISOLAMENTO EM AGAR NAO SELETIVO

Agar Nutriente enriquecido com Cloreto de Sédio (NaCl)
(K25-1355)

Incubagao: 37°C — 24 + 2h

v
|
v
|

CONFIRMAGAO

Teste de Oxidase (-)
Fermentagao de glicose: Tubos com 1cm de Meio de
Glicose OF (K25-2150) e a criagao de uma atmosfera
anaerdbica com 6leo mineral estéril (+)
< |
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CONTAGEM
DE CLOSTRIDUM
PERFRINGENS

Procedimento definido de acordo com ISO 7937:2004

Clostridium perfringens € um bacilo gram-positivo B
e anaerobio, embora também seja aerotolerante SUSPENGAO INICIAL
em determ'nadas Sltua_(;oes- Esse baC”O_e t_aml?em Consultar a ISO 6887 e ISO 8261 para o produto em
um dos patogenos mais amplamente distribuidos T analise.
na atmosfera gracas a sua capacidade de formar
esporos, aléem de ser comumente encontrado na
microflora intestinal de humanos e animais.
ISOLAMENTO SELETIVO
Essas bactérias podem ser detectadas em uma Agar TSC (Triptose Sulfito Ciclosefina) (K25-1029) +
. . . , Suplemento Clostridium Perfringens (K25- 6020)

grande variedade de alimentos crus devido a
contaminagao do solo ou presenga de fezes. Elas Incubagao anaerdbia: 37°C — 20 + 2h
podem ser encontradas em carnes cruas, peixes,
sopas e molhos desidratados, leite, gelatina,
macarrao, farinha, soja, vegetais crus e especiarias. ' LEITURA DE RESULTADOS

) ) B ) ) ? Selecionar menos de 150 colénias para a contagem.
Aintoxicacao alimentar causada por C. perfringens
(devido a liberagao de endotoxinas) & geralmente
associadacom pratosdecarnecrua,aves,alimentos ' i
secos ou pré-cozidos, e menos frequentemente, CONFIRMAGAO

vegetais. No caso de cepas _reSiStentes ao Selecionar uma das técnicas descritas abaixo:
calor, durante o processo de cozimento, o calor
gerado fornece choque térmico para a ativagao e

. _ . ! . ¢ METODO A ¢ METODOB
germinacao de esporos. Além disso, o cozimento o o ] » -
diminui ivel d s oa . d N&o é necessario purificar Exige col6nias caracteristicas bem
|m|_nU| o _mve € 0xigenio, proporcwnan O um as colonias isoladas, caso contrario, deve-se
ambiente ideal para o crescimento de células o espalhar colonias caracteristicas em
. Meio Tioglicolato (K25-1533) Meio Tioglicolato (K25-1533)
vegetais. Incubagao anaerobia:
37°C=18/24h Meio Nitrato Motilidade (K25-1565)
. Incubagao anaerobia: 37°C — 24h
Meio Sulfito Lactose (K25-1009)
Incubagao anaerobia: Meio Lactose Gelatina (K25-1526)
46°C — 18/24h Incubagao anaerdbia: 46°C — 18/24h
' LEITURA DOS RESULTADOS
As colonias com produgao Colonias sem motilidade,
BIBLIOGRAFIA de gas e presenca de redutoras intensas de
X X . . precipitado preto sao nitrato, fermentadoras de
ISO 7937:2004. Microbiology of food and animal feeding consideradas positivas. lactose e liquefagao de
stuffs — Horizontal method for the enumeration of Clostridium gelatina sao consideradas
perfringens — Colony-count technique. positivas.
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DETECCAO E CONTAGEM
DE STAPHYLOCOCCUS
COAGULASE POSITIVA

Procedimento definido de acordo com ISO 6888: 2003

INTRODUGAO

Os estafilococos sao cocos gram-positivos,
catalase positivos, sem motilidade e que
crescem em condigoes de anaerobiose. O
género Staphylococcus possui cerca de 30
espeécies, destacando-se entre elas: S. aureus, S.
saprophyticus e S. epidermidis.

A espécie mais patogénica entre todas, € a
Staphylococcus aureus, que geralmente causa
infeccoes na pele, embora também possa causar
pneumonia, endocardite e osteomielite. Em geral,
elas sao associadas a formagao de abcessos.
Algumas cepas produzem toxinas que causam
gastroenterite, sindrome da pele escaldada e
sindrome do choque toxico.

Outra caracteristica que aumenta a patogenicidade
do estafilococos € a sua capacidade de coagular o
sangue devido a produgao de coagulase. S. auereus
coagulase positivo esta entre os patogenos mais
presentes e perigosos para humanos, tanto por
usa viruléncia quanto por sua capacidade de
desenvolver resisténcia aos antibidticos.

A onipresenga do estafilococos aliada a sua
viruléncia, torna sua deteccao em alimentos de
grande importancia para garantir a seguranga dos
consumidores.

BIBLIOGRAFIA

ISO 6888-1:1999. Microbiology of food and animal feeding
stuffs — Horizontal method for the enumeration of coagulase-
positive staphylococci (Staphylococcus aureus and other
species). Part 1: Technique using Baird-Parker agar medium.

ISO 6888-2:1999/2003. Microbiology of food and animal
feeding stuffs — Horizontal method for the enumeration of
coagulase-positive staphylococci (Staphylococcus aureus and
other species).Part 2: Technique using rabbit plasma fibrinogen
agar medium.

ISO 6888-3:2003. Microbiology of food and animal feeding
stuffs —Horizontal method for the enumeration of coagulase-
positive staphylococci (Staphylococcus aureus and other
species).Part 3: Detection and MPN technique for low numbers.

METODO

ENUMERAGAO: Procedimento definido pela ISO 6888-1

' SUSPENGAO INICIAL

T Consultar a ISO 6887-1 especifica para o produto

analisado.

' ISOLAMENTO SELETIVO PRESUNTIVO

Agar Baird Parker RPF (K25-1100) + Emulsao Telurito
Gema de Ovo (K25-5129)

Incubacao: 35°C ou 37°C — 24 + 2h

Reincubagao apds marcar as coldnias caracteristicas:
35°Cou 37°C—24+2h

LEITURA DE RESULTADOS

As coldnias caracteristicas apresentam cor preta, cinza
ou branca, sao brilhantes e possuem forma convexa,
cercadas por um halo de precipitagao indicando
coagulase positiva.

.

CONFIRMAGAO

Espalhar em Caldo Infusao Cérebro Coragao (K25-1331)
Incubagao: 35°C ou 37°C — 24 + 2h
Teste de Coagulase (+)

.
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ENUMERAGAO: Procedimento definido de acordo com
alSO 6888-2

U
I

SUSPENGAO INICIAL

Consultar a ISO 6887-1 especifica para o produto a ser
analisado.

v
|

ISOLAMENTO SELETIVO

Agar Baird Parker (K25-1319)+ Suplemento RPF (K25-6024)
Incubagao: 37°C — 35°C - 24 + 2h

Reincubagao apds marcar as coldnias caracteristicas:
35°Cou37°C—-24+2h

.

LEITURA DE RESULTADOS

As col6nias caracteristicas apresentam cor preta,
cinza ou branca, cercadas por um halo de precipitagao
indicando coagulase positiva.

U
?

CONFIRMAGAO

Nao é necessario, pois a atividade é detectada com RPF.

DETECGAO E NMP. Procedimento de acordo com a ISO 6888-3

' SUSPENGAO INICIAL

I

Consultar a ISO 6887 ou 8261 para o produto a ser
analisado.

T

ENRIQUECIMENTO ' ENRIQUECIMENTO

0,1mL de suspensao ?
inicial + 9mL de Caldo
Giolitti-Cantoni
(K25-1287)

10mL de suspensao
inicial + 10mL de Caldo
Giolitti-Cantoni em
dupla concentragao
(K25-1287)

Incubacgao: 37°C — 24
+2h Incubagao: 37°C — 24
+2h

.

ISOLAMENTO SELETIVO

Agar Baird Parker (K25-1100) + Emulsao Telurito Gema
de Ovo (K25-5129) ou Agar Base Baird Parker (K25-
1319) + Suplemento RPF (K25-6024)

Incubacao: 37°C — 24 + 2h e 48 + 2h

.

CONFIRMAGAO

0 método Baird Parker é utilizado somente para
contagem:

Espalhar em Caldo Infusao Cérebro Coragao (K25-1331)

Incubacao: 35°C ou 37°C — 24 + 2h
Teste de Coagulase (+)
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DETECCAO DE YERSINIA

ENTEROCOLITICA
PATOGENICA

Procedimento definido de acordo com ISO 10273:2017

INTRODUGAO

A Yersinia enterocolitica € uma bactéria gram-
negativa, oxidase-negativa, anaerobica facultativa
e nao forma esporos. Esse tipo de bactéria possuli
a capacidade de crescimento em ampla faixa de
temperatura (de 1°C a 40 °C) e apresenta capsula
com fatores anti-fagocitarios que aumenta sua
patogenicidade.

A sua capacidade de se multiplicar em alimentos
a baixas temperaturas, assim como em produtos
embalados a vacuo, € a principal razao para a
Yersina enterocolitica ser uma grande preocupagao
dentro da industria alimenticia. A maioria das
deteccoes estao associadas ao consumo de carne,
leite e laticinios nao pasteurizados.

Emboraexistam muitos alimentos de origem animal
que podem ser portadores de Y. enterocolitica, o
gado suino € infectado mais do que qualquer outra
espécie animal.

BIBLIOGRAFIA

TENNANT S.H, GRANT T.H and ROBINS-BROWNE R.M.
Pathogenicity of Yersinia enterocolitica biotype 1A.FEMS
Inmun. Medical Microbiol. 2003, 38 pp 127-137.

BOTTONE E.J, Yersinia enterocolitica. Overview and
epidemiologic correlates. Microbes Infetc. 1999, 1 (4) pp. 323-
333.

ISO 10273:2017. Microbiology of the food chain — Horizontal
method for the detection of pathogenic Yersinia enterocolitic

METODO

ENRIQUECIMENTO
SELETIVO PRIMARIO

ENRIQUECIMENTO
SELETIVO SECUNDARIO

XmL/g de amostra+9x ¢
mL de Caldo Peptona
Sorbitol e Sais Biliares
(PSB) (K25-1298)

10 mL de suspensao
inicial em Caldo PSB +
90mL de Caldo Glutamato
Modificado de Minerais
MMBG + Suplemento ITC
Incubagdo: 25°C+1°C (K25-1365 + K25-6051)
— 44 + 4h
Incubagao: 25°C + 1°C —
44 + 4h

Tratamento alcalino (4,5mL de KOH) durante 20 + 5S.

ISOLAMENTO SELETIVO

Agar Base Seletivo Yersinia (CIN) + Suplemento Seletivo
Yersinia (CIN) (K25-1126 + K25-6033)
Incubacao: 30°C £ 1°C — 24 + 2h

LEITURA DOS RESULTADOS

As colbnias caracteristicas sao pequenas e circulares.
Apresentam uma zona central com borda vermelha
escura bem definida. Ao redor delas, é possivel observar
uma aérea translucida ou transparente.

DETERMINAGAO DE ESPECIES PATOGENICAS

Teste de urease (+)
+ Agar Bile Esculina (-) (K25-1031)
+  Plasmideo pYV (+)
+ Detecgao de pirazinamidase (-)

CONFIRMAGAO BIOQUIMICA

Caldo Lisina Descarboxilase (-): K25-1208
Arginina dihidrolase (-)

Adgar Fenilalalamina (K25-1040)
Fermentagao de carboidratos:

Sacarose (+)

Sorbitol (+)

Ramnosa (-)

Melibiose (-)

Adgar Citrato Simmons (-): K25-1014
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DETECCAO E ENUMERACAO

DE SHIGELLA srp

Procedimento definido de acordo com ISO 21567:2004

INTRODUGAO

Shigellaeumgénerodebacilosemmotilidade,gram-
negativo, nao esporulado, anaerobico facultativo,
pertencente a familia  Enterobacteriaceae.
Apresenta atividade bioquimica reduzida com
atividade negativa de citocromo-oxidase e
fermentacao de glicose sem gas.

E uma bactéria altamente entero invasiva: seu
habitat principal € o colon de seres humanos,
embora tambéem tenha sido isolada em primatas
superiores. As espécies de Shigella sao muito
sensiveis a mudangas de temperatura e condigoes
ambientais desfavoraveis. No entanto, elas sao
capazes de tolerar pH baixo, portanto, sao uma
das poucas bacterias que podem sobreviver a
acidez do estomago e colonizar o trato digestivo.
Essa habilidade, combinada com o fato que essas
bactérias sao infeciosas em doses baixas, contribui
para sua patogenicidade.

A contaminagao de alimentos com Shigella pode
ser resultado do contato direto e indireto com
matéria fecal proveniente de pessoas infectadas,
através de agua infectada, pragas (moscas) ou
falta de higiene e técnicas adequadas de manuseio
durante a preparacao dos alimentos.

BIBLIOGRAFIA

PASCUAL ANDERSON, M2 R. (1992) Microbiologia Alimentaria.
Diaz de Santos, S.A. Madrid.

ATLAS, R.M,, L.C. PARK (1993) Handbook of Microbiological
Mediafor the examination of Food. CRC Press Inc.Boca Ratén.

ISO 21567:2004. Microbiology of food and animal feeding
stuffs — Horizontal method for the detection of Shigella spp.

METODO

ENRIQUECIMENTO SELETIVO

X mL/g + 9X mL de Caldo Shigella (K25-2078)
Incubagao em anaerobiose: 41,5+ 1°C = 16/20 h

ISOLAMENTO SELETIVO (SELETIVIDADE BAIXA)

Agar MacConkey (K25-1052)
Incubagao: 37 + 1°C — 20/24h

ISOLAMENTO SELETIVO (SELETIVIDADE MEDIA)

Agar XLD (Xilose Lisina Desocixolato) (K25-1274)
Incubagao: 37 + 1°C — 20/24h

ISOLAMENTO SELETIVO (SELETIVIDADE ALTA)

Agar Hektoen Entérico (K25-1030)
Incubagao: 37 + 1°C — 20/24h

LEITURA DOS RESULTADOS

Para identificar colonias carateristicas de Shigella, consultar as
instrugdes de uso dos meio de cultura.

PURIFICAGAO DAS COLONIAS

Espalhar em Agar Nutriente (K25-1060)
Incubagao: 37 + 1°C — 20/24h

CONFIRMAGAO BIOQUIMICA

Agar TSI(Triplo Agucar Ferro)(K25-1172)

Agar Nutriente Semisdlido (-): K25-2046

Meio Descarboxilase L-Lisina (-): (K25-1176)
Descarboxilagao da L-ornitina (+/- de acordo com a espécie)
Caldo Cultura Triptofano (+/- de acordo com a espécie):
K25-1237

+  Deteccao de B-galactosidade (+/- de acordo com a espécie)
+ Fermentagao de agucar (de acordo com a espécie)

+  Acetato diferencial K25-1192

e e e e .

IDENTIFICAGAO SOROLOGICA
Diferenciagao antigénica

Testes de aglutinagao



DETECCAO E
ENUMERACAO
ESCHERICHIA COLI

Procedimento definido de acordo com ISO 7251: 2005 / ISO 16649:2015

INTRODUGAO

Escherichia coli € um bacilo gram-negativo,
movel e nao esporulento pertencente a familia
Enterobacteriaceae. Apresenta atividade
bioquimica reduzida com atividade negativa de
citocromo-oxidase e fermentacao de glicose sem
gas. Alem disso, € uma bacteéria lactose positiva e
oxidase negativa.

A Escherichia coli pode ser diferenciada de
outros coliformes através da sua habilidade em
produzir indol a partir de triptofano ou devido a
sua produgao da enzima B-glucuronidase. Essas
caracteristicas sao utilizadas para isolamento
seletivo e confirmagao de diferentes processos
analiticos descritos a seguir.

Além disso, essas bactérias sao encontradas no
intestino de humanos e animais de sangue quente.
Devido a sua alta presenga no trato intestinal
e fezes, sao considerados microrganismos
marcadores de praticas de higiene inadequadas
ou contaminagao por fezes durante o manuseio de
alimentos.

BIBLIOGRAFIA

ISO 7251:2005. Microbiology of food and animal feeding stuffs
— Horizontal method for the detection and enumeration of
presumptive Escherichia coli. Most probable number technique.

ISO 16649-1:2001. Microbiology of food and animal feeding
stuffs — Horizontal method for the enumeration of beta-
glucoronidase-positive Escherichia coli. Part 1: Colony-count
technique at 44 degrees C using membranes and 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl beta D-glucoronide.

ISO 16649-2:2001. Microbiology of food and animal feeding
stuffs — Horizontal method for the enumeration of beta-
glucoronidase-positive Escherichia coli. Part 2: Colony-count
techniqueat44degreesCusing5-bromo-4-chloro-3-indolylbeta
D-glucoronide.

ISO 16649-3:2001. Microbiology of food and animal feeding
stuffs — Horizontal method for the enumeration of beta-
glucoronidase-positive Escherichia coli. Part 3: Detection and
most probable number technique using 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl beta D-glucoronide.

METODO

1. Procedimento definido pela ISO 7251: 2005
Detecgao e enumeragao via Nimero Mais Provavel (NMP):

' SUSPENGAO INICIAL

Consultar a ISO 6887 ou 8261 padrao para o produto em
analise.

PRE-ENRIQUECIMENTO

TmL de suspensao inicial + 9mL de Caldo Lauril Sulfato
(K25-1310) e 10mL de suspensao inicial + 90mL de
Caldo Lauril Sulfato duplamente concentrado.
Incubacao: 37°C — 24 + 2h

ISOLAMENTO SELETIVO

Meio EC (K25-1522)
Incubacao: 44°C — 24/48 + 2h

PRODUGAO DE INDOL

Inocular tubos com Agua Peptonada (Agua Triptona)
(K25-1403) apds incubagao do meio seletivo
Incubagao: 44°C — 48 + 2h

LEITURA DOS RESULTADOS

O crescimento revelado pela turbidez e a existéncia de
gas no meio EC e cor vermelha na produgao de indol
revela a presenca de E. coli.

NOTA 1: Para enumeracgao utilizando método NMP
(Numero Mais Provavel), utilizar 3 tubos para dilui¢ao.
Em alguns casos, de acordo com a matriz, sao
necessarios 5 tubos (consulte a norma pertinente).
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2. Procedimento definido pela ISO 16649-1:2001
Contagem de colonias a 44°C utilizando membranas

' SUSPENGAO INICIAL

Consultar alSO 6887-1 padrao ou padrao relevante para
T o produto em analise.

ENRIQUECIMENTO SELETIVO

TmL de suspensao inicial.
Secar por 15 minutos em temperatura ambiente.
Incubagao: 37°C —4 + 1h

ISOLAMENTO SELETIVO

Transferir a membrana para o Agar Cromogénico TBX
(Triptona Bile X-Glucuroneto) (K25-1151)
Incubacao: 44°C — 18/24 h

‘ Em uma membrana em placas de Agar MMG, adicionar

3. Procedimento definido pela ISO 16649-2:2001
Contagem de colonias a 44 °C

' SUSPENGAO INICIAL

Consultar alSO 6887-1 padrao ou padrao relevante para
T o produto em andlise.

' ISOLAMENTO SELETIVO

I Agar Cromogénico TBX (Triptona Bile X-Glucuroneto)

(K25-1151)
Incubacao: 44°C — 18/24h

NOTA 2: O técnico deve decidir entre a ISO 16649-1

e 16649-2, tendo em mente que o primeiro método é
desenvolvido para quando a amostra possui células com
alto indice de estresse.

4. Procedimento definido pela ISO 16649-3:2015
Detecgao e contagem através da técnica NMP

' SUSPENGAO INICIAL

Consultar a ISO 6887-1 padrao ou padrao relevante para
T o produto em analise.

ENRIQUECIMENTO SELETIVO

em Caldo Glutamato Modificado de Minerais (MMG)
(K25-1365) em concentragoes simples (1:9) e dupla (1:1).
Incubagao: 37°C + 1°C — 24h+2h

ISOLAMENTO SELETIVO

Espalhar em Agar Cromogénico TBX (Triptona Bile
X-Glucuroneto) (K25-1151)
Incubacao: 44°C - 22+ 2h

{ Adicionar uma proporgao de amostra/suspensao inicial

NOTA 3: Para contagem de acordo com o método NMP
(Numero Mais Provavel), utilizar 3 tubos para cada
diluigao, os quais serao usados posteriormente para a
técnica NMP. Em alguns casos, de acordo com a matriz,
s30 necessarios 5 tubos (consultar a norma pertinente).
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CONTAGEM DE
COLIFORMES TOTAIS

Procedimento definido de acordo com ISO 4832:2006

INTRODUGAO

Os coliformes totais sao enterobactérias positivas
para lactose e constituem um grupo que é definido
mais pelos testes utilizados para seu isolamento do
que pelos critérios taxonomicos. Elas pertencem a
familia Enterobacteriaceae e sao caracterizadas
por sua habilidade em fermentar lactose com gas e
producao de acido, de forma relativamente rapida,
em um periodo de 48 horas e com temperatura de
incubagao entre 30 a 37 °C.

Essasbacteriassaobacilosnaoesporulentos,gram-
negativos, aerobicos facultativos e anaerdbicos. O
grupo “coliformes”, & formado por varios géneros:
Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter,
etc. Elas sao encontradas no intestino de seres
humanos e animais, assim como em outros
ambientes como agua, solo, plantas, cascas de

ovos etc. METODO

Visto que é dificil distinguir entre coliformes

existentes e novas contaminagoes, admite-se ' _

que todas as aparigoes de coliformes sao novas SUSPENGAO INICIAL

contaminagoes, a menos que se prove o contrario. T Consultar a ISO 6887-1 ou 8261 relevante para o
produto em analise.

' ENRIQUECIMENTO SELETIVO

1mL de suspensao inicial em Agar Bile Vermelho Violeta
Lactose (VRBL) (K25-1093)
Incubagao: 30/37 °C — 24 + 2h

LEITURA DE RESULTADOS

enumeragao. As coldnias caracteristicas apresentam
cor roxa, ocasionalmente cercadas por um halo
avermelhado de precipitagao.

BIBLIOGRAFIA
COWELL and MORISETTI. J. Sci. Food Agric. 20, 1969, pp. 573

ISO 48321:2006. Microbiology of food and animal feeding
— Horizontal method for the detection and enumeration of
coliforms — Most probable number technique

ISO 4832:2006. Microbiology of food and animal feeding —
Horizontal method for the enumeration of coliforms — Colony-
count technique.

CONFIRMAGAO

Para col6nias atipicas, inocular em Agar Bile Verde
Brilhante 2% (K25-1228)
Incubacao: 30°/37 °C — 24 + 2h

[ Selecionar placas com menos de 150 UFC para
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DETECCAO DE
ESCHERICHIA
COLI 0157

Procedimento definido de acordo com ISO 16654:2001

INTRODUGAO

O sorotipo 0157 de Escherichia coli € gram-
negativo e possui forma de bastonete. O “0" do
nome se refere ao antigeno presente na parede
celular (antigeno somatico) que essas bactérias
apresentam. E uma cepa entero hemorragica e
causa intoxicagao alimentar devido a produgao de
uma enterotoxina citotoxica, chamada verotoxina.

A maior incidéncia da doenga tem sido associada
ao consumo de carne moida mal cozida. Contato
interpessoal dentro da familia e em escolas
maternais € também uma rota significativa de
transmissao. A infecgao também ocorre apos o
consumo de leite nao pasteurizado e apds nadar
em ou beber agua contaminada pelo contato com
excrementos de animais, agua fecal ou esgoto.

BIBLIOGRAFIA

ZADIK P.M, CHAPMAN P.A and SIDDONS C.A. J. Med.
Microbiol., 39, 1993, pp. 155-158

DOYLE M.P. and SCHOENI J.L. Appl. Environ. Microbiol., 53,
1987, pp 2394-2396

ISO 16654:2001. Microbiology of food and animal feeding
stuffs — Horizontal method for the detection of Escherichia coli
0157

METODO

ENRIQUECIMENTO

X g/mL +9x mL de Caldo de Soja Tripticaseina
Modificado com Novobiocin (mTSB) (K25-1292)
Homogeneizar e incubar por 6h e em seguida incubar a
41,5°C-12/18h

SEPARAGAO IMUNOMAGNETICA

Por 6 horas ou mais, ap6s 12/18h de incubagao

' ISOLAMENTO

ISOLAMENTO

SELETIVO SELETIVO

50pL de particulas 50pL de particulas
magnéticas magnéticas

ressuspendidas em
Agar MacConkey com
Sorbitol (CT-SMAC)

+ SuplementoTelurito
Cefixime (CT)
(K25-1099 + K25-6064)
Incubacao: 37°C -
18/24h

ressuspendidas em
Agar Cromogénico E.Coli
0157:H7

(K25-1588 + K25-6064)
Incubagao: 37°C-18/24h

PURIFICAGAO DE COLONIAS

Espalhar em Agar Nutriente (K25-1060)
Incubagao: 37°C - 18/24h

CONFIRMAGAO BIOQUIMICA

Meio Cultura Triptofano (K25-1237) + Reagente Kovac's
(K25-5205)

U
r
U
r
U
?

IDENTIFICAGAO SOROLOGICA

Apenas para as col6nias indol positivas
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DETECCAO DE
VIBRIO spp

Procedimento definido de acordo com ISO 21872:2007

INTRODUGAO

As bacterias do género Vibrio sao bacilos gram-
negativos com células em formato de virgula. Vibrio
€ oxidase positivo, anaerobico facultativo e nao
forma esporos. Todas as espécies do género sao
moveis, geralmente com um flagelo polar unico.

Varias especies de Vibrio sao patogeénicas e
causam doencas no trato digestivo, especialmente
V. cholerae, o agente causador da colera; V.
parahaemolyticus, causa diarreia inflamatoria
autolimitada, e V. vulnificus, transmitido pela
ingestao de mariscos.

A infeccao por vibrio ocorre geralmente, atraves do
consumo de mariscos crus ou malcozidos. Essas
bactérias crescem naturalmente em ambientes
marinhos, seja em agua salgada ou estuarios, onde
ha uma mistura de agua doce ou salgada. Essa
presenga aquatica torna os produtos de pesca,
os alimentos mais relacionados com espeécies do
género Vibrio.

BIBLIOGRAFIA

ISO 21872-1. Microbiology of the food chain — Horizontal
method for the Vibrio spp. — Part 1: Detection of patoentially
enteropathogenic Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae and
Vibrio vulnificus.

METODO

' ENRIQUECIMENTO PRIMARIO

Incubagao (produto fresco): 41,5°C+1 -6+ 1h

I 25 g/mL + 225mL de Agua Peptona Tamponada (K25-1402)

U
T

|

Incubagao (outros): 37°C+1 -6+ 1h

ENRIQUECIMENTO SECUNDARIO

TmL de amostra + 10 mL Agua Peptona Tamponada
(K25-1402)

Incubagao (V.cholerae, V.parahaemolyticus): 41,5°C +
1-6%1h

Incubagao (V. vulnificus): 37°C+1 - 6 £1h

ISOLAMENTO SELETIVO

1 pl de cultura incubada em Agar TCBS (K25-1074)
Incubagao: 37°C + 1 — 24h + 3h

An

orma também inclui um segundo meio seletivo a ser

selecionado pelo laboratério.

' CONFIRMAGAO BIOQUIMICA

p + L-Lisina descarboxilase em meio salino
+ Arginina di-hidrolase em meio salino
+ Deteccao de B-galactosidase

+ Deteccao indol

+ Halotolerancia

Para leitura de resultados, verificar a norma referente.
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DETECCAO E

ENUMERACAO DE OUTROS
MICRORGANISMOS NA
INDUSTRIA DE ALIMENTOS

Contagem de bactérias redutoras de sulfito em condigoes
anaerébias (ISO 15213: 2003)

' SUSPENGAO INICIAL

Consultar as normas ISO 6887 ou 8261 padrao
I relevantes de acordo com o produto a ser analisado

(proporgao 1:9)
I 1mL de diluigao inicial Agar Sulfito de Ferro (K25-1559)

ISOLAMENTO SELETIVO

Incubacao para bactérias termdfilicas: 50°C + 1 — 24/48 h
Incubacao para bactérias mesofilicas: 37°C + 1 — 24/48 h

' CONFIRMAGAO BIOQUIMICA
I + Teste de Aerotolerancia

+ Teste de Esporulagao

Contagem de bactérias lacteas (ISO 15214: 1998)

' SUSPENGAO INICIAL

T Consultar a norma 6887-1 especifico para o produto a

ser analisado.

T 1mL de diluigao em Agar MRS pH baixo (K25-1433)
Incubagao para bactérias: 30°C — 72h + 3h

ISOLAMENTO SELETIVO

BIBLIOGRAFIA

ISO 15213:2003. Microbiology of food and animal feeding
stuffs — Horizontal method for the enumeration of sulfite-
reducing bacteria growing under anaerobic conditions.

ISO 13720:2010. Meat and meat products. Enumeration of
presumptive Pseudomonas spp.

ISO 6611:2004//IDF 94. Milk and milk products — Enumeration
of colony-forming units of yeast and/or molds — Colony-count
technique at 25 °C.

Contagem de fungos e leveduras em lacticinios
(1SO 6611:2004)

U
!

SUSPENGAO INICIAL

Consultar a norma 8261 relevante de acordo com o
produto a ser analisado.

ISOLAMENTO SELETIVO

1mL de diluigao inicial em Agar OGA (Agar Glicose
Oxitetraciclina) (OGYE) + Suplemento OGA (K25-1527 +
K25-6018)

Incubacao para bactérias: 25°C + 1 — 5 dias

A norma também inclui o meio Agar Cloranfenicol (Agar YGC)
(K25-1301) como meio para isolamento seletivo.

Pseudomonas spp (suspeitas) em carne e produtos derivados
de carne (ISO 13720:2010)

U
!

SUSPENGAO INICIAL

Consultar as normas I1SO 6887 ou 8261 relevantes de
acordo com o produto a ser analisado.

ISOLAMENTO SELETIVO

0,1mL de diluicao inicial em Agar CFC Pseudomonas +
Suplemento CFC

(K25-1356 + K25-6036)

Incubacgao para bactérias: 25°C+ 1 — 44 h + 4h

v
|
v

CONFIRMAGAO BIOQUIMICA

« Teste de Oxidase (+)
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