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INTRODUGACQ

O acesso de poluigdo fecal & &gua pode introduzir uma variedads de
organismos patogénicos de origem intestinal. tornando-a um veliculo na
transmissdo de doencas. Entre os microrganismos patogénicos mais
comuns encontram-se as bactérias do género Salmonell: Amplamente
distribuidas na natureza, sdo responsavels por um elevado numero
anual de infecgdes gastrointestinais. cuja incidéncia vem se tornando
cada vez maior em todo o mundo, constituindo, assim, um importante
problema de saude publica.

Além da veiculacgdo por A&guas contaminadas por fezes, também atuam na
propaga¢3oco da doenga os alimentos crus contaminados por portadores
crénicos ou por excretos humanos e animais. eventualmente usados como
adubo no cultivo de hortalicas e plantas frutiferas. O género
Salmonells estd bem disseminado entre os animais, causando infecgles
graves e representando perigd para o homem. levando a toxicoinfecgdes
zlimentares e guadro de gastroenterite aguda.

Devido & importdncia do assunto e & prevaléncia de Salmonells: em
&gua, o monitoramento dessss microrganismos tem demonstrado ser um
excelente indicador epidemiolédgico para a determinagdo de muitas
infecgdes intestinais.

Varios autores tém proposto o uso de Salmonells como indicador de
poluigdo, pois enfatizam que a Salmonall: pode, em certas circunstan
ciag, sobreviver durante mais tempoc do que os coliformes. tendo sido
detectada em 4guas com baixa densidade de coliformes. O principal
argumento contra a utilizagd3o de Salmonells para avaliar a qualidade
de &guas potédvelis é que este organismo é um patdgeno e, portanto. a
sua detecgdo numa Adgua seria sé para confirmar o agente etioldégico de
uma epidemia. E no caso de a Agua ser utilizada para bsbida. duando
essas bactérias fossem detectadas, a agua ja teria sido consumida.
Além disso. considerando-se que o langamento de salmonelas em esgoto
4 intermitente o ostd na dependéncia das condigdes de saudde das popu
lacdes humanas e animais da regido., sua auséncia ndo indica gue a
dgua seja bacteriologicamente segura, ndo podendo, portanto, ser
utilizada como unico indicador de poluigdo fecal.

A utilizacdo de Salmonells como indicador apresenta maior importéncia
em &Aguas utilizadas para fins recreacionais. sendo uma medida
preventiva do aparecimento de pequenos ou grandes surtos epidémicos.
Na Inglaterra, na Austrdlia. em Israel e em outros paises, j& foram
citados alguns casos de epidemias. todos eles originados de banhistas
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gque se contaminaram através de A4guas poluidas de piscinas, mar,
lagoas, etc.

A extrema resisténcia de bactérias do género Salmonell: aos fatores
ambientais justifica também a utilizagdo deste parémetro em estudos
gue visam avaliar a eficacia dos processos de tratamento de &aguas
residudrias e de lodos de esgoto, bem como do controle da qualidade
de Aguas utilizadas em aqiliicultura.

O primeiro passo para & detecgdo de Swlmonells em dgua requer a
concentrag3o da amostra, pois normalmente & relativamente baixoc o©
numero dessas bactérias, quando comparado com a densidade de colifor
mes encontrada em &guas contaminadas. Atualmente contamos com bons

métodos de concentracdo., podendo-se wutilizar a concentragéo de
volumes determinados da amostra em membrana filtrante (porosidade
0.45 um). em terra diatomAcea. através de floculagdo com hidréxido de

aluminio ou sulfato de aluminio e através de centrifugag8o direta.
Outro método utilizado & a técnica de Moore, através da qual um
volume desconhecido da amostra ¢ concentradc em mecha de gaze imersa
durante um periodo determinadoc na &dgua ou no esgoto a ser analisado.
As amostras de solo, de residuos sdlidos. de sedimento. de alimentos
e de outras origens, podem ser submetidas a um pré-enriquecimento
para recuperagdo das salmonelas estressadas. O isclamento e a identi
ficagdo de Saimonell:z envolve varios procedimentos complexos (ndo
acessiveiz a todos os laboratérios) e requer uma equipe altamente
treinada no reconhecimento e no isolamento das colonias consideradas
suspeitas e na interpretacgdo de provas bioquimicas e soroldgicas.

1 OBJETIVO

1.1 Esta Norma prescreve o método qualitativo e quantitativo para

isolamento e identificacBo de Sslmonells em amostra de égua, de
esgoto e de residuo sdélido, com a finalidade ds:

a) avaliar a qualidade de corpos d'agua recsptores de despejos
industriais. domésticos e hospitalares:

b) avaliar a eficiéncia dos processos de tratamento de &gua de
esgoto e residuo sdélido na remogdo desse patégeno;

c) avaliar possiveis fontes poluidoras e riscos de contaminag8o,
por Salmonellé: no caso de Aaguas utilizadas para fins recrea
cionais., inclusive &guas marinhas;

d) avaliar a qualidade de A&guas destinadas & irrigag8o de horta
ligas e plantas, a agqiiicultura de espécies destinadas a ali
mentacio humana ou animal, & dessedentacgdo de animais., etc:

e) obter dados para estudos de correlag&o entre a densidade de
organismos indicadores de poluigdoc de origem fecal e a
ocorréncia de Salmonell:;

f) obter dados mais completos sobre determinadas fontes deﬁpolui
¢8c em Aareas especificas e relacionar com os inqueéritos epidg
mioldgicos,

2 NORMAS COMPLEMENTARES

Na aplicagdo desta Norma é necessario consultar:
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Norma CETESBE M1.001 Lavagem. preparo e esterilizagdo em mate
riais de laboratério de microbiologia;

Norma CETESBE L5.215 Prova de adequabilidade bioldgica da 4&gua
destilada para fins microbioldgicos:

Norma CETESBE L5.216 Controle de qualidade de meios de cultura;

Guia de Coleta e Preservacdo de Amostras de Agua - CETESB., 1988

3 DEFINIGOES
Para os efeitos desta Norma sio adotadas as definigdes de 3.1 a 3.11.

3.1 Salimonella

O género Salmonell: compreende atualmente mais de 2 mil sorotipos
caracterizados por reacdes biogquimicas. antigenos som&ticos e
flagelares. S&c bacilos gram-negativos. anaerébiog facultativos., néo

esporulados. com 0.7 a 1.5 um de didmetro por 2.0 a 5.0 um de compri
mento. Reduzem nitratos a nitritos e a maioria é mdvel por meio de
flagelos peritriquios. Fermentam a glicose e o manitol., usualmente
com produgdo de gas. Ndo liquefazem a gelatina e ndo crescem em KCN.
Em geral., produzem sulfeto de hidrogénio. utilizam o citrato como
dnica fonte de carbono e n3c fermentam a lactose. a sacarose. a
salicina e o inositol. N&o possuem ureagse nem desaminases, porém. séo

lisina e ornitina descarboxilase positivos. Dentro do género
Salmonells existem alguns sorotipos, cujas reagdes biogquimicas nao
seguem a regra geral: por exemplo: as salmonelas avidrias -

$ gallinariun ou §. pullorur sdoc sempre iméveis: . &pph2, uma impor
tante exceg3o. nunca produz gas., nao utiliza o citrato e ndo
descarboxila a ornitina: algumas cepas de S cAolerassuils e a maioria
das 5. paratyphi-A ndo .produzem sulfeto de hidrogénio (H,S). sendo
que essa uUltima ¢ também incapaz de descarboxilar a lisina e utilizar
o citrato: algumas cepas de S ({yphimuriurn podem apresentar indol
positivo e-sou lisina negativa, constituindo esses casos. no entanto,.
raras excessdes.

3.2 Bacilo

Designacdoc dada as bactérias que apresentam forma cilindrica ou de
bastonete.

3.3 Pactérias anaerébias facultativas .
Bactérias que crescem tanto na presenga como na auséncia de oxigénio
livre.

3.4 Epidemia
Elevacdo brusca, tempordria e significativa da incidéncia de uma
doenga em uma comunidade ou regido.

3.5 Agar XLD

Agar xilose lisina desoxicolato: meio de Taylor. usado para isolamen
to © diferenciagdo de bactérias enteropatogénicas. especialmente as
do género Salmonelle o Shigelles. .

3.6 Agar BG

Agar verde brilhante. originalmente descrito por Kristengsen. Lester e
Jurgens (1925) e modificado por Kauffmann: meio sédlido. altamente
seletivo e diferencial. que favorece o isolamento de Salmonells., néo
sendo apropriado para o isolamento de S. typhr, S paratypliy—-A e
§. choleraesuls.
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3.7 Concentragio
Processo pelo qual se reduz a porgdo liquida de uma amostra., mantendo
todo o seu conteudo sélido.

3.8 Concentracgdo por filtracgéao
Concentracgdo efetuada com o usc de membrana filtrante.

3.9 p.a.
Para andlisse.

3.10 g.s.p.
Quantidade suficiente para.

3.11 EDTA
Acido etilenodiaminotetracético.

4 APARELHAGEM
4.1 Equipamentos

4,1.1 Balanga
Com sensibilidade de. no minimo. 0.1 g ao serem pesados 150 g.!

4.1.2 Banho-maria (55°C)

Equipado com termostato para temperatura de 55°C. com capacidade
suficiente para comportar recipientes contendo meios de cultura. cuja
temperatura deve ser estabilizada antes de sua distribuigdo em placas
"de Petri.? /

4.1.3 Banho-maria (42.5°C) )

Equipado com termostato para manter a temperatura na faixa de 42,5 =
0.5°C.2 O volume de &gua no banho-maria deve ser suficiente para
emergir os erlenmeyers até o nivel superior do meio de cultura neles
contidos. Pede-se substituir o banho-maria por uma incubadora
bacteriolégica termostatizada para temperatura de 42.5 = 0.5°C e com
umidade relativa entre 75 e 85%.

4.1.4 Destilador de &gua ou aparelhos para desionizagéo

Devem produzir &gua nd8o toxica, livre de substéncias que impegam a,
multiplicagdoc bacteriana ou interfiram nela?, cuja condutividade deve

ser inferior a 2uSscm? a 25°C e pH na faixa de 5.5 a 7.5.
4.1.5 Equipamentos para esterilizacgdo
4.1.5.1 Autoclave

E normalmente operado a uma pressdo de 103 393 Pa (1.05 kgi cm?d ou

1 As balangas devem ser colocadas em local adequado, protegidas de vibragbes, umidade e mudangas brug
cas de temperatura; precisam ser mantidas limpas e manuseadas por pessoal que conhega seu
funcionamento.

2 Devem ser feitos registros continuos e peridédicos de temperatura e oz termémetros usados graduadoes
com intervalo de escala de 0,1°C. As estantes a serem colocadas no banho-maria tém que ser de ago inoxi
divel ou ago galvanizado.

3 A densidade de bactérias hsterotréficas na agua recém-destilada deve ser inferior a 1000 unidades for
madoras de colénias por ml (UFC/mL} e a 10 000 UFC/ml na 4agua destilada armazenada, devendo esse contrg
le ser sfstuado com frequéncia minima mensal (Norma CETESB L5.215).



CETESB-/LS6.218 5

15 lbrpl?) produzindo uma temperatura de 121.6°C. a0 nivel do mar. Em
seu funcionamento deve-se observar a substituigd@o por vapor de todo o
ar existente na camara; a operagdo total desse equipamento precisa
durar. no minimo. uma hora: & recomenddvel que a temperatura de
esterilizagdo seja atingida em até 30 minutos.

4.1.5.2 Estufa de esterilizacgao
Mantida a uma temperatura de 170 = 106°C durante o periodo de esterili
zagdo (minimo de duas horas).

4.1.6 Equipamento para concentragdo em membrana filtrante

4.1.6.1 Vasilhame de pressao
De ago inoxidavel., com capacidade para cinco a dez litros.

4.1.6.2 Porta-filtro
De ago inoxidével., com 142 mm ou 293 mm de didmetro.

4.1.6.3 Mangueiras de borracha
Com parede espessa © resistentes a pressao.

4.1.6.4 Fonte de vicuo o pressao
Bomba de védcuo e pressdo, ou outro dispositivo conveniente para
produzir uma pressdo de 147.1 KkPa.

4.1.7 Incubadora bacteriolégica termostatizada
Deve manter a temperatura na faixa de 35 = 0.5°C e a umidade relati
va ontre 75 o 85%.4 ,

4.1.8 Medidor de pH .

Deve fornecer exatiddo minima de 0.1 unidade de pH e sua calibracao
seor foeita pelo monos duas vezes ao dia com. no minimo, duas solu
¢3es—-tamp8o padrdes (pH 4.0. pH 6.86 ou pH 9.18).

4.1.9 Refrigerador
Deve manter a temperatura na faixa de 2 a 10°C.

4.2 vidraria

4.2.1 Baldes .
De borossilicato ou de vidro neutro. com capacidade adequada para o
preparo de meios de cultura.

4.2.2 Frascos para coleta de amostras
De wvidro neutro ou pléstico autoclavédvel atdxico. com capacidade
minima de 5 litros. boca larga e tampa & prova de vazamento.

4.2.3 Frascos de Erlenmeyer
De borossilicato (“pyrex") ou de vidro neutro. com capacidade de 300
mL .

4.2.4 Prascos para golugdo fisioldgica .

De borossilicato ("pyrex") ou de vidro neutro. com tampas de rosca
que permitam boa vedagdo e sejam livres de substancias toxicas
soluveis.

4 A verificagdo da temperatura deve ser feita periodicamsnte {minimo de duas vezes &ao dia) através de
termémetros (com bulbo submerso em Agua, sm glicerina ou em éleoc mineral) colocados sm pontos represep
tativos da incubadora, sendo aconselhével também a colocagsio de um termémetro de méxima e de minima na
sua parte central. A estratificagfo da temperatura na incubadora pode ser evitada através da colocagfo,
emzgeu intarior, de um dispositivo para circulagfio do ar.
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4.2.5 Pipetas

De borossilicato., tipo Mohr. para 5 mL e 10 mL., com graduacdo de 110
e erro de calibraciic inferior a 2.5%, com bocal para tampdo de
algodéo.

4.2.6 Pipetas Pasteur

4.2.7 Placas de petri de vidro
Devem ser de borossilicato ("pyrex") ou de vidro neutro de boa quall
dade. com 100 mm de difmetroc e 15 mm de altura.

4.2.8 Placa de acrilico perfurada
Para distribuigdo do vascar (vaselina + cera de carnauba) nos tubos.

4.3 Outros materiais

4.3.1 Algas de inoculagédo ‘
Fio de niquel-cromo. platina-iridio ou platina, com 0.5 mm de didme
tro @ 70 a 80 mm de comprimento. com uma alga de 7 mm de didmetro na
extremidade, fixado a um cabo metdlico (cabo de Kolle).

4.3.2 Bico de Bunsen ou similar
Deve ter funcionamento adequadc de modo a produzir combustéo completa

4.3.3 Caixas ou cestas de ago inoxidavel
Para esterilizacdo de materiais.

4.3.4 Caixas de Huddlenson

Para teste de aglutinagdo rapida. Caixa de madeira pintada internamsn
te de preto. salvo uma face. pintada de branco. provida de uma l&mpa
da e uma placa de vidro quadriculada.

4.3.5 Estantes
De tamanho adequado para a colocagdc dos tubos de ensaio empregados
na andlise.

P

4.3.6 Estojo para pipetas

Usar. para accondicionamento e esterilizacdo das pipetas. estojos de
aluminio ou de ago inoxidavel de tamanho adequado. Opcionalmente. as
pipetas podem ser embrulhadas individualmente em papel Kraft para
esterilizacgéo.

4.3.7 Luvas cirurgicas ou descartaveis
4.3.8 MAascaras cirurgicas assépticas

4.3.9 Membranas de éster de celulose
. Mistura de nitrato e acetato de celulose, com porosidade de 0.45 um

{previamente esterilizadas ou autoclavaveis). Deverdo ser de boa
qualidade e apresentar retengéo total de bactérias e velocidade de
filtracd8o satisfatdria. :
4.3.10 Papel aluminio

4.3.11 Papel Kraft

4.3.12 Pingas
De ago inoxidavel. com extremidades arredondadas.

4.3.13 Pipetador de seguranga ou pera de sucgdo
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4.3.14 Tela de amianto
4.3.15 Termbmetros

4.3.16 Tesoura
De aco inoxidéavel, com ponta fina.

4.3.17 Tripé

5 EXECUGCAO DO ENSAIQ

5.1 Principio do método

O método basea-se na concentracdc de volumes representativos de
amostras de 4&gua tratada. superficial e subterrlnea. através de
membrana filtrante ou mecha de gaze ou na inoculagdo direta das
amostras de esgoto, de solo. de sedimento e de residuo sélido. As
amostras s3o posteriormente incubadas em meios de enriquecimento
(Rappaport tetrationato es/cu =elenito novobiocina) préprios para
inibir outras bactérias e favorecer o crescimento de Salmonells., ou
pré—enriquecimento (dgua peptonada tamponada). As colénias tipicas.
isoladas em placa contendo o meio agar seletivo e diferencial (XLD e
BG) s8o submetidas a testes bioquimicos e soroldgicos para
confirmacgéo.

5.2 Reagentes e materiais

5.2.1 Para a preparagdo do meio de cultura e solugdes utilizadas
neste ensaio, os reagentes necessarios s8o os seguintes:

- Acido ortofosférico (HsPO,) p.a.:

- Agar:

- Agua destilada.

- Alcool etilico absoluto:

— Azul de bromotimel:

- Cera de carnaiba em pedagos;

- Citrato férrico aminiacal p.a.:

- Cloreto de magnésioc hexa-hidratado (MgCl,.6HO) p.a.:
- Cloreto de sédio (NaCl) p.a.:

-~ Cristal de iodo (1) p.a..

- Desoxicolato de sdédio (C,HzNaly) p.a.:

- Dextrose (glicose) p.a.;

- EDTA p.a..

- Extrato de carne:

- Extrato de levedura:

- Fosfato de sédio dibdsico anidro (Na;HPO,) p.a.:
- Fosfato de s6dio dibdsico penta-hidratado (NaHFPO,.5H;0):
- Fogfato de potdAssio monobdsico (KH,PO,) p.a.:

- Hidrdéxido de sédioc (NaOH) p.a.:

- Iodeto de potéassio (KI) p.a.:

- Lactose p.a.:

— L-lisina;

- L-triptofano:

- Nitrato de potassio (KNO3) p.a.:

- Novobiocina sdédica:

- p-dimetilaminobenzaldeido (CgHy;;NO) p.a.:

- Feptona p.a..

- Purpura de bromocresol:

- Sacarose p.a..

- Selenito de sdédio:
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— Tioglicolato de sddio;

- Tiossulfato de sdédio (Na,S;0;) p.a.:

Tiossulfato de sédio penta-hidratado (Na;S;}3.5H0) p.a.:
Triptona p.a.: o

Uréia p.a.:

Vaselina liquida:

Verde brilhante:

Verde malaquita:

Vermelho de fenol:

-~ Xilose p.a.

5.2.2 Soros polivalentes anti-Salfmoneila:

- Soro anti-Sslmonell:z polivalente somdtico:
- Soro anti-Salmenell: polivalente flagelar.

5.2.3 Os reagentes devem ser de grau bacterioldgico e de procedéncia
idénea. apresentar odor. cor e consisténcia inalteradas. ser livres
de elementos bactericidas ou bacteriostdticos inespecificos bem como
de carboidratos inespecificos.

5.2.4 Os materiais a utilizar s30o os seguintes:

a) algoddc cardado;

b) algod3o hidrdéfilo:

c) membranas filtrantes estéreis. com diadmetro de 142 mm de
porosidade de 0.45 mm. Dever3o ser de boa qualidade. aprg
sentar retengdo total de bactérias e wvelocidade de filtra
c3o satisfatoria: :

d) papel aluminio;

e) papel Kraft:

f) rolo de gaze.

5.3 Meios de cultura
5.3.1 Agua peptonada tamponada

Férmula:

POPLONA . .o 1
Cloreto de sddio (NaCl). . . . .. i vt

Fosfato de sédio dibdasico anidro (NapHPOg) . ... v v v v
Fosfato de 'potdssio monobdsico (KHPOg). ... ... ...

Agua destilada. . ... ... ... 1 000,00 m
pH final apés esterilizagdo: 7.2 t 0.2 a 25°C

= WO
Nhoo
Faguaa

Preparo:

Pesar 20 g do meio desidratado "puffered peptone water" e acrescentar
1 000 mL de &gua destilada fria. Aquecer, agitando freqglientemsente,
até a completa dissolugdo do meio, tomando cuidado para qgue nado seja
atingida a temperatura de ebuligéo. Distribuir volume de 225 mlL em
erlenmeyers com capacidade de 500 mL. Tamponar e egterilizar em
autoclave a 121°C. durante 1% minutos. Armazenar a temperatura
ambiente durante o periodo maximo de quatro semanas. )

§.3.2 Caldo selenito novobiocina

Férmula:

TLAPLONA . « o o ot 5.0 g
L ACEOS@ . . . v i o e e e 4,0 g
Fosfato de sédio dibdsico anidro (NaHPOg) ... ... ..o 10.0 g
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Selenito de sS6AL10. .. . i e e e e 4.0 g
Novobiocina sOdiCa. . . v . v v i i i s e s e e s e 0.04 g
Agua destilada. .. ... . ... 1 000.0 mL

pH final apds esterilizagdo: 7.0 z 0,2 a 28°C.
Nota: N3o esterilizar em autoclave.

Preparo:

Pesar 23 g do meio desidratado "selenit broth" e acrescentar 1 000 mL
de 4gua destilada fria. Aquecer. agitando freqliientemente, até a
completa dissolugdc do meio. tomando cuidado para gue nac seja
atingida a temperatura de ebuligdo. O meio nd3o pode ser superaqueci
do. Adicionar 0,04 g do antibiético novobiocina sdédica. Distribuir
assepticamente volumes de 100 mL em erlenmeyers com capacidade de 250
mlL previamente esterilizados e tamponados. Armazenar sob refrigeragao
(2 a 8°C). durante o periodo méximo de uma semana.

$.3.3 Moeio de Rappaport tetrationato modificado por Hofer

Férmula:

SolugBo A (meio bAsico) .. ... ... . i i e e 100,0 mL
Solucdo B (cloreto de magnésio 40%)..... ... . ..oy 10.0 mL
Solucgdo C {(verde malaquita 0,.4%)........ ... ... ... 3.0 mL
Solugdo D (tiossulfato de 86dio 20%) . . v v i e e e 10.0 mL
Solugdo E (10do—-1i0detO) .. .. ... i 2,0 mL
Preparo:

Este meio deve ser preparado comc ssgue:
a) preparar a solugdo A (meioc basico) com a seguinte composigdoc:

TrLAPEONA . o o v e e 5.0 g
Cloreto de sddioc (NaCl) . . ... . i i e 8.0 g
Fosfato de potédssio moncbéasico (KHPOL) . ... ................ 1.6 g
Agua destilada........... ... i 1 000.0 mL

pH final apés esterilizagdo: 6.5 - 6.8 a 25°C

Para o preparo desta solugdoc, pesar os ingredientes e acrescentar
1 000 mL de Agua destilada fria. Aquecer. agitando freqientemen
te, até a completa dissolugdo do meio. tomando cuidado para quse
n3o seja atingida a temperatura de ebuligdo. Distribuir volumes
de 100 mL em erlenmeyers de 250 mL. Tamponar e esterilizar em
autoclave a 121°C durante 15 minutos. Armazenar sob refrigeragédo
(2 a 8°C)., durante o periodo méximo de quatro semanas.

b) preparar a solugdo B (cloreto de magnésio 40%) com a seguinte com

posigdo:
Cloreto de magnésio hexa-hidratado (MgCl,.6HO)........... 40.0 g
Agua destilada Q.8 . P. ...t e 100,0 mL

Para o preparo desta solugdo, pesar 40 g de cloreto de magnésio,
colocar em um bald3o volumétrico e completar o volume para 100 mL
com Agua destilada. Homogeneizar bem até a completa dissolugdo do
cloretoc. de magnésic. Esterilizar em vapor fluente ou banho-maria
a 100°C durante 30 minutos. Armazenar sob refrigeragdo (2 a 8°C).
durante o periodoc maximo de quatro semanas.

c) preparar a solugdo C (verde malaquita 0.4%) com a seguinte compg
sigdo;
Verde malaquita. .. .. .. ... . 0.4 g
Agua destilada Q.S .P.. .. ...ttt 100.0 mL
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Para o preparo desta solug8o. pesar 0.4 g de verde malaquita, cgo
locar em um baldo volumétrico e completar o volume para 100 mL
com Agua destilada. Homogeneizar bem ateé a completa dissolugdo do
verde malaquita. Esterilizar em vapor fluente ou banho-maria a
100°C durante 30 minutos. Armazenar em frasco ambar. sob refrige
racdo (2 a 8°C). durante o periodo maximo de uma semana.

d) Preparar a solug8oc D (tiossulfato de sédio a 20%) com a seguinte
composigdo:
Tiossulfato de s86dioc (NazS03) .. . v v v v v i v e 20,0 g
Agua destilada g.S.P.. . ...t 100.0 mL

Para o preparo desta solugd3o. pesar 20 g de tiossulfato de sodio,
colocar em um bal@o volumétrico e completar o volume para 100 mL
com Adgua destilada. Homogeneizar bem até a completa dissolugdo do
tiossulfato de sédio. Esterilizar em vapor fluente ‘ou banho-maria
a 100°C durante 30 minutos. Armazenar sob refrigerag¢do (2 a 8°C).
durante o periodo médximo de quatro semanas.

o) preparar a solugdo E (iodo-iodeto) com a seguinte composigdo:

Cristal de 10do [(I2). .. . . i i i e e 5.0 g
Iodeto de potdssio (KI)............ e 8.0 g
Agua destilada g.s.p............. C e e 40,0 mL

Para o preparo desta solugdo, pesar os ingredientes, colocar em
um baldo volumétrico e complestar o volume para 40 mL com &gua
destilada. Homogensizar bem até a. completa dissolugdo dos ingre
dientes. Armazenar em frasco Aambar sob refrigeragdo (2 a 8°C),
durante o periodo maximo de uma semana.

f) no momento do uso do meio Rappaport tetrationato. para cada 100
mL da solucgdoc A (bsse), adicionar 10 mL da solugdo B e D, 3 mL da
solugdo C e 2 mL da solugdo E.

5.3.4 Agar verde brilhante. descrito por Kristensen. Lester e
Juirgens em 1925 e modificado por Kauffmann em 1966

{agar BG)
Férmula: .
Extrato de lesvedura . .. . . . . .. e e e e 3.0 g
POPEOMB . . o vt v v e e e e 10.0 g
Cloreto de SOAi0. . . . i i e e e e e s e e 5,0 g
LA E OGSO . o v v e i e e e e e e e e e 10.0 g
A BT OGS . « o v v e e e e e e e e 10.0 g
vermelho fenol. . . . . . ... e e e 0.08 g
verde brilhante. .. . . ... . e e e 0.0125 g
AGBT o o ot 20.0 g
Agua destilada. . ... ... ... 1 000.0 mL

pH final apds esterilizagdo: 6.2 z 0,2 a 25°C.

Preparo: .

Pesar 58 g do meio desidratado "brilliant green agar"e acrescentar
1 000 mL de agua destilada fria. deixando em repouso durante aproxima
damente 15 minutos. Aquecer, agitando freqgientemente. até a completa
dissolucdo do meio. tomando cuidado para que nio seja atingida a
temperatura de ebuligdo. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15
minutos. Estabilizar o meio de cultura a uma temperatura de 55 a
£€0°C. em banho-maria. Distribuir volumes de aproximadamente 12 mL em
placas de Petri de 15 mm x 100 mm, previamente esterilizadas. As
placas de Petri contendo o meio de &gar BG podem ser armazenadas sob
refrigerag3o (2 a 8°C). durante o periodo maximo de duas semanas.
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$.3.5 Agar xilose 1lisina desoxicolato. segundo Taylor (&gar

XLD)

Férmula:

ExtTrato de 1eVedUTIA. ... vt vttt oo v e e 3.0 g
L B 1 15 » - N I I I A 5.0 g
D T K=Y = 1= N A 3.75 g
LACEOSO .+ o o v i e e e e e 7.5 g
SACATOSO . v+ v e vt e e e e e e 7.5 g
Desoxicolato de sSOdio. ... i e e 2.5 g
Citrato férrico amoniacal. ... ... .. . ... i e e 0.8 g
Tiossulfato de SAAi0. . . . . e e 6.8 g
Cloreto de S&Gdio. . . . . i e e e e s e e 5.0 g
Varmelho de fenol . . . . i i e e e e e 0.08 g
AGAT . . e 15.0 g

Agua destilada
pH final: 7.4 £ 0.2 a 25° C
Ndo autoclavar.

[y
o
[}
o
o
3

o

Preparo:

Pesar 57 ¢g do meio desidratado "XLD 4agar"e acrescentar 1000 mL de
Adgua destilada fria. deixando em repouso durante aproximadamsnte 15
minutos. Aquecer. agitando freqientemente. até a completa dissolugéo
do meio, tomando cuidado para que n@o seja atingida a temperatura de
ebuligdo. Estabilizar o meio de cultura a uma temperatura de 55 a
60°C, em banho-maria. Distribuir volumes de aproximadamente 12 mL em
placas de Petri de 15 mm x 100 mm. previamente esterilizadas. As
placas de Petri. contendo o meio de &gar XLD, podem ser armazenadas
sob refrigeracd@o. durante o periodo maximo de duas semanas.

5.3.6 Meio de Rugai e lisina-motilidade (IAL). segundo Pessoa &
Silva

O meio de cultura completo é constituido de quatro fases:

interfase (vascar):

fase inferior (lisina-motilidade):

fase superior (meio de Rugai & Araujo):
tampdc (com reative para indol).

anoo

5.3.6.1 Interfase (vascar: vaselina-carnatba)

Férmula:
Vaselina liquida. .. ... . . . e e e 90.0 mL
Cera de carnauba

Preparo:

Pesar 18 g de cera de carnaiba e acrescentar 90 mL de vaselina
ligquida. Aguecer até a completa fusdoc da cera. Retirar do fogo e
verter sobre uma placa de acrilico perfurada (ver A-12). Deixar
esfriar. retirar o excesso da cera sobre a placa de acrilico com
ajuda de uma espdtula. Armazenar & temperatura ambiente. No momento
do uso. deixar a placa na geladeira durante 30 minutos, Com ajuda de
um bast3o de vidro, retirar a cera dos orificios e colocar em tubos
de ensaio de 12 mm x 120 mm para que se forme um anel vedatdrio de
aproximadamente 1 mm de espessura.

5.3.6.2 Fase inferior - Meio para testes de descarboxilagdo da
lisina e de motilidade
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Férmula:

Extrato de levedura. . ... ... ... v e 3.0 g
I =y S e -1 - D T L S T S R A LRI 0.5 g
Nitrato de potdssio (KNOj)...... . ... . .. 0.5 g
O I R T - W T AR R SR EE R U 5.0 g
Solucg3o alcodlica de purpura de bromocresel 0.2%.......... 10,0 mL
AGAT . . o . 4.0 g
Agua destilada. ... ...t 1000.0 mL

pH final apdés esterilizagdo: 6.4 a 25°C

Preparo.

Posar o extrato de levedura, a dextrose., o nitrato de potdssio e o
4dgar. Acrescentar 1000 mL de &agua destilada fria. deixando em repouso
durante aproximadamente 15 minutos. Aquecsr. agitando freqientements.
até a completa dissolugdo do meio. tomando cuidado para que nédo seja

atingida a tempoeratura de ebuligdo. Acrescentar a L-lisina.
Homogeneizar © ajustar o pH para 6.4 com solugd@o normal de hidrdxido
de s6dio (NaOH - 1N). Acrescentar 10 mL da solugd@o alcodlicade

purpura de bromocresol a 0,2%. Homogeneizar e distribuir volumes de
1.5 ml. em tubos de ensaic de 12 mm x 120 mm, nos guais ja foi
colocade o vascar (interfase). Tamponar com algoddo hidrdfilo e
esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Apos a
autoclavagem, os tubos contendo o meio devem ser conservados em
posig8@o vertical para a formagdo do menisco vedatdério de vascar.
Armazenar em caixas ou sacos plésticos sob refrigeragdo (2-8°C)
durante o periodo m&ximo de gquatro semanas.

5.3.6.3 Faseo superior (meio de Rugai & Aradjo)

Formula:
Solugdo 1 (baSe) . .. v i 800.0 mL
Solugdo 2 (solugdo de indicador e substratos). ... . . o0 14.0 mL
Preparo:

Este meio deve ser preparado como segue.

- preparar a solugdo 1 (base) com a seguinte composigdo:

TLAPEOMA . o o v v e 10,0 g
EXtrato A6 CABITMO . . . v v v v vt vt v v s e v s e 2.0 g
Clorsto de s6dio (NaCl) .. . . it i r vt 5.0 g
Fosfato de sodio dibasico penta-hidratado (Na,HPO,.53HpO}. 2.0 g
L-triptofano. . .. ... .. 1.0 g
Solugdo alcodlica de azul de bromotimol 1.5%.............. 2,0 mL
AGAT . . o v v 11.0 g
Agua destilada. ... ... .. e 1000,0 mL

pH final apés esterilizagdo: 7.4 a 28°C

Preparo.

Pesar os reagentes. com excegdc da solugdo de azul de bromotimol e
acrescentar 1000 mlL de &Agua destilada fria. deixandoc em repouso
durante aproximadamente 15 minutos. Aguecer, agitando
freqientemente até a completa dissolugdo do meio. tomando cuidado
para gque nd3o seja atingida a temperatura de ebuligdo. Ajustar o pH
para 7.4 com solugao normal de hidréxido de sédio (NaCH - 1N).
Acrescentar 2 mL de solug@o alcodlica a 1,5% de azul de bromotimol .
Distribuir em baldes. Tamponar e esterilizar em autoclave, a 121°C.
durante 15 minutos. Armazenar em geladeira (2-8°C) ao abrigo da
luz.
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- preparar a solugdo 2 (solugdo de indicador e substratos). com a
seguinte composicdo:

Citrato de ferro amoniacal (verde)............ ... ... ... ... 2.0 g
Tiossulfato de sédio penta-hidratadoc (NayS$;03.5HOQ)......... 2,0 g
SACATOSO « + ot e v e e e e e e 80.0 g
I A v - W T T Y T T T R 10.0 g
UTOia . . o o i e e e e e e 40.0 g
Agua destilada. ... ... . 85,0 mL
Preparo:

Peogsar todos os reagentes, colocd-los em um frasco esterilizado de
150 mL. e acrescentar 85 mL de &gua destilada esterilizada. Tamponar
com tampa de rosca ou rolha de cortiga esterilizada. Aquecer em
banho-maria a 65°C, agitando freqlientemente até a completa dissolu
¢do dos reagentes. Pasteurizar. mergulhando o frasco até o gargalo
om banho-maria a 65°C, durante uma hora. Armazenar em geladeira
(2 a 8°C). ao abrigo da luz.

5.3.6.4 Roativo para indol

Formula:
p-Dimetilaminobenzaldeido. ... ... ... .. . i i 1.0 g
Acido OLtofOSEOTICO . © i i it e e e 20,0 mL
Alcool etilico absoluto. . ... i e 50.0 mL
Agua destilada g.S.D. ..ttt 100,0 mL
Preparo:

Pesar o p-Dimetilaminobenzaldeido. colocar em um baldo volumétrico e
homogensizar. Adicionar, o -&cido ortofosforico a 50 mL de Agua
destilada e juntar ao p-Dimetilaminobenzaldeido dissolvido em &dlcool.
Completar o volume com 3gua destilada. Homogeneizar e armazenar em
vidro com tampa esmerilhada ou de rosca, sob refrigeragdo (2 a 8°C)
durante o periodo méximo de quatro semanas.

Nota: Na aplicagdo do reativo para indol no tampdo de algodio devem
ser observados os seguinte itens:

a) colocar aproximadamente 10 mL do reativo em uma placa de
Petri estéril, mantida em posigdo inclinada, contendo no
fundo papel de filtro esterilizado:

b) ndo embeber o tamp&o de algod&c diretamente no reativo, mas’
apenas tocar lsvemente no papel de filtro um pouco acima
do nivel do reativo;

c) trabalhar rapidamente., com assepsia. de preferéncia em
ambiente estéril.

5§.3.6.5 Corantes utilizados no preparo do IAL

a) Azul de bromotimol (solugdo alcodlica a2 1,5%)

Foérmula:
Azul de bromotimol...... ... .. . . i 1.5 g
Alcool etilico absoluto g.8.P. ... .o 100,0 mL
" Preparo:

Pesar 1.5 g de azul de bromotimol. colocar em um baldo
volumétrico e completar o volume para 100 mL com &lcool
etilico absoluto. Guardar a solugdo em frasco com tampa
de rosca ao abrigo da luz.
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b) Purpura de bromocresol (solugdo alcodlica a 0.2%)

Férmula:
Solug3doc normal de hidréxido de sdédioc (NaOH-1N).. 1.0 mL
Agua destilada. .. ... ... o 49,0 mL
PUrpura de bromocresol. ... ....... ... 0.2 ¢
Alcool etilico absoluto . 8. P .. i 100.0 mL
Preparo:

Adicionar em um bal3c volumétrico 1 mL de uma solugdo
normal de hidréxido de sédio (NaOH-1N) a 49 mL de Aagua.

destilada. Esperar meia hora para estabilizar. A
seguir. dissolver 0.2 g de purpura de bromocrescl nesta
solugdo estabilizada. Apds a dissolugd3c. completar o

volume para 100 mL com &alcocl etilico absoluto. Guardar
a solucao em frasco com tampa de rosca ao abrigo da luz.

5.3.6.6 Preparo final do meio de Rugai e lisina-motilidade

( IAL)
Fundir a base do meio Rugai & Araujo em banho-maria e estabilizar a
60-65°C. Adicionar assepticamente a solugédo de indicador de

substratos. Homogeneizar. Distribuir porg¢des de aproximadamente 3 mL
em tubos de 12 mm x 120 mm 3j& contendo a lisina e o vascar,
aproveitando a manobra para impregnar o tamp3o com reativo para
indol. Deixar esfriar. inclinando de tal maneira que a base seja
aproximadamente um tergo da altura do 4pice. Fazer prova de
esterilidade. em estufa a 35°C por 24 horas.

5.3.7 Agar nutriente modificado

Formula:

Extrato de carne........ T A 4.0 g
POPLOMA . . . oot e 10.0 g
Cloreto doe SEdio . . . . e e e e 5.0 g
AGAT . . vt e 15.0 g
Agua destilada......... ... i 1000,0 mL

pH final apés esterilizagdo: 7.6 = 0.2 a 25°C

Preparo.

Pesar os componentes e acrescentar 1000 mL de Agua destilada {fria.
deixando em repousc durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer.
agitando freqientemente. ateé a completa fus8o do &gar. tomando
cuidade para gque ndoc seja atingida a temperatura de ebuligdo.’
Distribuir volumes de 6 a 7 mL em tubos de ensaio de 12 mm X 120 mm.
Tamponar e esterilizar em autoclave a 121°C. durante 15 minutos. Apés
a esterilizagdo. e enguanto o meio estiver ainda gquente. colocar os
tubos em posigdc vertical até que o meio se solidifique.

5.3.8 Meio de transporte "Cary e Blair"

Formula:

Tioglicolato de SOdio. . ... ... v 1
Fosfato dibasico de sddio anidro. ... ... ... .ol e e 1
Cloreto de sdodio. .. ... .. T S A A AR R 5.
Agar........ S A SR AR 5
Agua destilada. .. ... ... 991,
pH final apés esterilizagdo: 8.4 = 0.2

Preparo:

Pesar 12.6 g do meio desidratado "Cary and Blair transport medium” e
acrescentar 991 mL de Agua destilada fria. Deixar em repouso durante
aproximadamente 15 minutos. Aquecer. agitando freqiientemente. até a
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completa dissolugdo do meio. tomando cuidado para gque ndo seja
atingida a temperatura de ebuligdo. Colocar em banho-maria a 50°C
para estabilizag3o. Adicionar assepticamente 9 mlL de uma solugdo
aquosa a 1% de cloreto de célcio recém preparada. Esterilizar o meio
em vapor fluente durante 15 minutos. Ap6és a esterilizagdo. manter a
solucdo em banho-maria a 55°C, para estabilizacdo da temperatura.
Ajustar o pH para 8.4 com NaOH-1N. se necessaArio. Com todos os
cuidados de assepsia, distribuir volumes de 300 mL em frascos de
coleta. previamente esterilizados.

O meio preparado deve ser armazenado sob refrigeracdo (2 a 8°C),.
devidamente protegido da luz. durante um periodo maximoc de 19
semanas.

5.4 Solugbes

5.4.1 Solug8o fisioldégica

Férmula:
Clareto de sAdio. . . .. . . e e 8.5 g
Agua destilada. ... ... 1000.0 mL
Preparo:.

Pesar 8.5 g de cloreto de sdédio e dissolver em 1000 mL de 4&gua
destilada. Homogeneizar bem até a completa digsolu¢do do cloreto de
sédio. Distribuir volumes de aproximadamente 50 mL em frascos de
borossilicato ou de vidro neutro. Esterilizar em autoclave a 121°C
durante 15 minutos. Armazenar a temperatura ambiente.

'5.4.2 Solugdo salina a 2%

F6érmula:
Cloreto de sddio. .. ... L A A A A 20.0 g
Agua destilada. ... ... ..t e 1000,0 mL
Preparo:

Pesar 20.0 g de cloretbv de sdodio e dissolver em 1000 mL de 4&gua
destilada. Homogeneizar bem até a complsta dissolugdo do cloreto de
sédio. Distribuir wvolumes de aproximadamente 50 mL em frascos de
borossilicate ou de vidro neutro. Esterilizar em autoclave a 121°C
durante 15 minutos. Armazenar & temperatura ambiente.

5.4.3 Solugdo normal de hidroxido de sédio (NaOH-1N)

Férmula:
Hidroéxido de sGdio. . . v i v v v i e e 40,0 g
Agua destilada. .. ....... ..o e e e 1000.0 mL
Preparo:

Pesar 40 g de hidrdéxido de sdédio. Colocar em um baldoc volumétrico e
adicionar 500 mL de Agua destilada. Homogeneizar até a completa
dissolugdo do hidréxido de sdédio e completar o volume para 1000 mL
com #gua destilada. Armazenar em frasco bem vedado ao abrigo da lu=z.

5.4.4 Solucdo de tiossulfato de sdédio a 1.8%
FSérmula:

Tiossulfato de S6dio (NA2S203) P.@. ... v vt ie . 18.0 g
Agua destilada Q.S.DP. ... cvv e 1000.0 mL
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Preparo:

Pesar 18 g de tiossulfato de sdédio. colocar em um bal3o volumétrico e
completar o volume para 1000 mlL com Agua destilada. Homogeneizar bem
até a completa dissolugdo do tiogsulfato de s&dio. Armazenar em
frasco bem vedado.

5.4.5 Solucdo de EDTA a 15%

Férmula:
oys 2 U T T T S AR NI 150.0 ¢
AQua destilada Q.S.P. . ... 1000.0 mL
Preparo:
Pegar 150 g de EDTA, colocar em um baldo volumétrico e completar o
volume para 1000 mL com A&Agua destilada. Homogeneizar bem até a

completa dissclugdo do reagente. Ajustar o pH para 6.5. Armazenar em
frasco bem vedado. .

5.4.6 Solugdo aquosa de cloreto de cdlcio (Solucgdo estoque 1%)

Férmula:
ClorTeto de CALCLO. . v v i i i i e 1.0 g
Agua destilada. .. ... ... ... 100.0 mL

" Preparo: :
Pesar 1,0 g de cloreto de calcic e dissolver em 100 mL de &gua
destilada. Armazenar em frasco bem vedado. previamente esterilizado.

5.4.7 Agua de diluigdo

Férmula:

SoluGHAO-eStOogqUEe A. . .. .. 1.25 mL
Solucdo-estoque B. . ... . e 5.00 mL
Agua destilada. . ... ... ...t 1000.0 mL

pH final apés esterilizagdo: 7.2 = 0.1

Preparo:
A &gua de diluigdo deve ser preparada como segus:

a) preparar a solugdo-estoque A com a seguinte composigdo:
Fosiato de potassioc monobdsico (KHPO()......... 34,0 g
Agua destilada Q.S.P. .. ...t 1000.0 mL
Dissolver o fosfato de potéssio monobdsico com 500 mL de
Agua destilada, ajustar o pH para 7,2 = 0.1 com solugdo de
hidréxido de sédio 1IN e completar o volume para 1000 mL com
adgua destilada. Distribuir os volumes. adegquados a
necessidade de uso do laboratério. em frascos com tampa de
rosca. Esterilizar em autoclave a 121°C. durante 15 minu
tos. Armazenar em geladeira.

b) preparar a solugdo-estogque B com a seguinte composigdo:
Cloreto de magnésio (MgCl,.6HO)}........ ... 81.1 ¢
Agua destilada g.S.P. . ...t 1000.0 mL
Dissolver o cloreto de magnésio em 500 mL de &gua destilada
e completar o volume para 1000 mL com Agua destilada.
Distribuir os volumes. adequados & necessidade de uso do
laboratério. em frascos com tampa de rosca. Rotular e
armazenar em geladeira.
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c) adicionar 1.25 mL da solucgdc-estoque A e 5 mL da solugdo-es
toque B e completar o volume para 1000 mL com dgua destila
da:

d) distribuir. em frascos de diluigdo, quantidades adequadas
que. apés autoclavagem a 121°C durante 15 minutos. assegu
rem volumes de 90 £+ 2 mL.

Nota: Antes da utilizacdo da solugdo-estoque A, deve-se
verificar se nd3c hé& quaisquer evidéncias de contami
nacdo microbiana (turbidez. presenga de material em
suspensdo). Em caso afirmativo, essa solugdo deve
ser descartada.-

5.5 Reagdes
5.5.1 Meio de pré-enriquecimento
5

.5.1.1 Agua peptonada tamponada
E um meio de enriquecimento prévic usado para a multiplicagdo e
recuperacdc de espécies de Salmonella estressadas. principalmente em
amostra de lodo, de solo e de 4aguas residuarias antes do
. enriquecimento seletivo. Meio de baixa seletividade onde o PpH se
mantém constante durante o perfiodo de incubag&o.

5.5.2 Meios de enriquecimento

5.5.2.1 Caldo selenito novobiocina

O caldo selenito & um meio de enriquecimento seletivo para
Salmonella. O selenito propicia o crescimento de Salmonelia. enquanto
inibe o crescimento de enterococos e coliformes fecais. O antibidtico
novobiocina é adicionado ao é@ldo selenito por sua ag8o inibitdria
sobre as bactérias do género Froteus. dque estdc entre as nado
fermentadoras de lactose mais sensiveis & acdo deste antibidtico.

§.5.2.2 Meio de Rappaport tetrationato modificado por Hofer
Este meio de enriquecimento & seletiveo para Szlmenella. com excegdo
da S ¢yphi. A agdo inibitdéria sinérgica do verde malaquita s clorseto
de magnésio suprime o crescimento de bactérias dos géneros
Escherichie., Proteus. Klebsiella e FPseudomonas.

5.5.3 Meios seletivos diferenciais

5.5.3.1 Agar verde brilhante (BG)

£ um meioc altaments seletivo e diferencial para isolamento de
Salmonella. O metabolismo das salmonelas neste meio & essencialmente
proteclitico. resultandc na formagéo de produtos finais alcalinos.
evidenciados pela colorag8o rosa e vermelha de suas colébnias. uma vez
gque © indicador de pH presente na composigdo deste meio (vermelho “de
fenol) apresenta essa coloragdo em pH basico.

Nesse meio. o agente seletivo verde brilhante suprime quase por
completo o crescimento de outras bactérias. |

Esse meio ndc & adequado para o isolamento de 5. fp/l. no entanto,
algumas cepas de S. {(yphl e Froteus podem crescer formando colOnias
vermelhas.

5.5.3.2 Agar xilose lisina desoxicolato (agar XLD)

E um meio seletivo diferencial para isolamento de bactérias enteropa
togénicas, especialmente do geénero Salmanaella.

As salmonelas utilizam a =xilose. acidificando o meioc e. & seguir,
descarboxilam a lisina produzindo a cadaverina, uma diamina capaz de
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reverter o pH para alcalino. Em geral reduzem o tiossulfato a sulfeto
de hidrogénio (H,S) apresentando-se sob a forma de colénias vermelhas
com centro escuro, excetuando-se a S. cholersesuls e os sorotipos de
& enteriditis, S paratyphi 4. 5. pullorum e 5. gallinarum. cujas
coldnias sdo inteiramente vermelhas. semelhantes a Shigells.
Providencia e Proteus rettgeri.

5.5.3.3 Meio de Rugai e lisina-motilidade (IAL). segundo
Pessoa & Silva

a) fase inferior: lisina e motilidade

_ lisina - as salmonelas descarboxilam este aminocédcido
através da enxima L-lisina descarboxilase dando forma
cgdo & respectiva amina cadaverina. A amina formada
neutraliza a acidez do meio proveniente da fermentagdo
da glicose e o alcaliniza o suficiente para fazer com
que o indicador purpura de bromocresol vire para a cor
violeta nesse pH:

— motilidade - as salmonelas s3o dotadas de flagelos,
apresentando. portanto. crescimento difuso em &gar
semil-sdélido:

b) fase superior: Rugai

- glicose (dextrose) - a Salmonella fermenta a glicose,
com produgdo de Aacido. o que determina o aparecimento
da coloracdo amarela ao meio., decorrente da viragem do
indicador de pH. Na superficie do meio. no entanto. a
proliferagdo é muito abundante e a acidez resultante
da fermentagdo da glicose & neutralizada pelos produ
tos do metabolismo protéico. o gque determina o apareci
mento da coloragdo azul. Na base do meio, onde o creg
cimentc & menor em relagdoc & superficie, os produtos
do metabolismo protéico ndo sdo suficientes para
neutralizar a acidez. permanecendo a coloragdo amarela
da do meio:

- gés - as ‘salmonelas produzem gés. ‘havendo formagdo de
bolhas no meio;
- sulfeto de hidrogénioc (H,S) - as salmonelas sdo capazes

de reduzir o tiossulfato a sulfetoc de hidrogénio.
Este. por sua vez., combina-se com o ion ferro presentg
ho citrato férrice amoniacal dando origem ao sulfeto
férrico que causari enegrecimento do meio:

- indol - aes salmonelas. com raras excegSes, ndoc possuem
a enzima triptofanase, sendo. portanto,. incapazes de
degradar o aminoacido heterociclico triptofano e
formar o indol. A formacgdoc de indol é verificada pela
presenga da cor vermelha nos tampdes do IAL que contém
o reativo p-dimetilamonobenzaldeido: .

- L-triptofano desaminase (LTD) - as salmonelas néo
possuem a L-triptofano desaminase. sendo incapazes de
desaminar o triptofano e produzir o &cido indol pirdavi
co; portanto, o &pice do IAL se apresentard azul:.

_ urease - as salmonelas sd3o urease negativas. logo. nao
desdobram a uréia em aménia (NH;) e didxido de carbono
{CO,). ndoc apresentando cor azul na parte inferior.
caracteristica das bactérias urease positivas;

- sacarosse - ag salmonelas ndo fermentam a sacarose:
portante. o dpice do IAL se apresentard com a colora
Gadoc azul.
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5.6 Amostragem
Deve ser realizada conforme descrito no Guia de Coleta e Preservagdo
de Amostras de Agua, CETESB. 1988.

5.6.1 Amostra

5.6.1.1 Identificacgdo

A amostra deve ser bem identificada. e todas as informagdes sobre ela
devem ser completas (n® da amostra., data, 1local. pH. temperatura.
cloro residual e outras informacBes necessarias para gque ©OS
regultados possam ser interpretados corretamente) .

$.6.1.2 Agente neutralizador de cloro residual

Para a coleta de amostras de A&aguas tratadas deve-se adicionar ao
frasco de coleta. antes de sua esterilizag¢3o. 0.1 mL de uma solugdo a
1.8% de tiossulfato de sdédic para cada 100 mL da amostra, para
neutralizar a ag3o do cloro residual. Esta guantidade de tiossulfato
de sédio & suficiente para neutralizar concentragdes de até 5 mg-L de
cloro residual. sendo adequada para as amostragens de rotina. Em
situagdes especiais. como. por exemplo. em emergéncias, em gque O
residual de cloro pode ser maior, uma quantidade maior de tiossulfato
& requerida. Nesses casos, podem ser utilizados volumes de 0.1 mL de
‘uma solugdoc a 10% de tiossulfato de sddio para cada 100 mL da
amostra. sendo esta quantidade suficiente para neutralizar
concentracgdes de até 15 mgsL de cloro residual.

5.6.1.3 Agentes quelantes

Para a coleta de amostras de &guas poluidas. suspeitas de conterem
concentragdes superiores a 0.1 mgs/L de metais pesados, tais como
cobre, =zinco., etc., deve-se adicionar ao frasco de coleta, antes de
sua esterilizacfoc. 0.3 mL de uma solugdo a 15% de EDTA. para cada
100 mL da amostra. além do tiossulfato de sédio (volumes de 0.1 mL de
uma solucdo a 10% para cada 100 mL da amostra). A solugdc de EDTA
pode ser adicionada ao frasco de coleta. separadamente ou ja
combinada com a solucdoc de tiossulfato de sdédic antes da adigido. O
EDTA atua como agente Juelante reduzindo a ag8c toxica de metais.
apresentando uma ag3c mais ampla que o tiossulfato de sédio, o qual.
na concentracido empregada., previne apenas a agao bactericida do
cobre.

5.6.1.4 Transporte e conservacgao '
Apés a coleta. a amostra devera ser enviada ao laboratdrio o mais
rédpido possivel. QO tempo maximo ideal entre a coleta da amostra e o
inicio do exame n&oc deve exceder a oitc horas. sendo gque o tempo
limite n3o deve exceder a 24 horas. As amostras devem ser
transportadas sob refrigeracgdo (4 a 10°C) e conservadas assim até o
inicio do exame.

5.7 Procedimento -
Diferentes metodologias podem ser utilizadas para o isolamento de
Sa/monella do meio ambiente. sendo que a escolha do método adequado
depende do tipo de amostra a ser analisada e da capacidade analitica
do laboratérioc. Para amostras liquidas com baixa densidade de
Salmonells deve-se utilizar métodos de concentracdo antes da
inoculacdo nos meios de enriquecimento. Amostras com alta densidade
de Salmonells podem ser inoculadas diretamente nos meio de
enriquecimento, sendo necessdrio em alguns Casos um pré-enriquecimen
to para recuperagdo de salmonelas estressadas.

5.7.1 Técnica de concentragio em membrana filtrante
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5.7.1.1 Volume da amostra

O volume da amostra a ser concentrado depende do tipo e caracteristi
ca da Aagua a ser analisada; entretanto um volume minimo deve ser
utilizado:

AQUB A ©SGOTO. . o v v vt h 100 mL
AQUa SUPOTTIiCial. . vttt 5 litros
AQUE PATA CONSUMO. . . . .ottt et e e 10 litros

5.7.1.2 Antes de iniciar o exame, desinfectar a bancada de trabalho
usando um desinfetante que ndc deixe residuos.

5.7.1.3 Dispor sobre a bancada de trabalhoc o material necessdrio &
execugd3c de andlise, a saber:

a) vasilhame de pressdo. conectado a bomba de pressado
positiva;

b) porta-filtro de 142 mm de didmetro previamente esterill
zado. conectado ac vasilhame de pressdo:

c) membranas filtrantes estéreis com 142 mm de didmetro e

0,45 pum de porosidade;

d) dois erlenmeyers de 250 mL. identificados com © numero
da amostra (gue dever@o conter). o volume a ser filtrado
o a data: um deles contendo 100 mL do meio de enriqueci
mento Rappaport tetrationato e o outro. 100 mL do meio
de snriquecimento caldo selenito novobiocina:
pinga com as extremidades mergulhadas em &lcool;
tesoura com ponta fina, com as extremidades mergulhadas
em d&lcool: '
y bico de Bunsen, para manter o ambiente asgssdéptico a

efetuar a flambagem da pinga e da tesoura.

Q v @

5.7.1.4 Preparagido do porta-filtro

a) retirar a parte superior do porta-filtro e, com uma
pinga flambada e esfriada. colocar uma membrana filtran
te estéril, centralizando-a sobre a parte inferior do
porta-filtro;

b) acoplar a parte superior do porta-filtro tendo cuidado
para ndo danificar a membrana.

5.7.1.5 Proparagdao da amostra para a filtragdo
Homogeneizar a amotra o verter cuidadosamente no vasilhame de pressao
o volume a ser examinado.

5.7.1.6 Fechar o vasilhame de press3o. ligar a bomba de pressio
positiva e proceder a filtragdo. a uma pressdo dde 147.1 kPa.

5.7.1.7 Desligar a bomba de pressdo ao finalizar a operagdo. Abuir
a valvula de seguranga do vasilhame de press&o e do porta-filtro.

5.7.1.8 Colocar os erlenmeyers contendo os meios de enriquecimento
(Rappaport e selenito) em frente do conjunto de -filtragéo. :

5.7.1.9 Retirar a parte superior do porta-filtro. tendo cuidado
para n3o danificar a membrana.

5.7.1.10 Dividir a membrana em duas partes com o auxilio de uma
pinga e de uma tesoura, previamente flambadas. e transferir cada uma
das metades da membrana para os meios de enriquecimento (Rappaport e
selenito).
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5§.7.1.11 Apés a utilizagdo do equipamento de filtragdo para a
concentrag&c da amostra. efetuar sua gsterilizag3oco em autoclave a
121°C durante 15 minutos.

5.7.1.12 Incubar o erlenmeyer contendo o meio de Rappaport com a
amostra a temperatura de 35 & 0.5°C e o erlenmeyer contendo o caldo
seglenito novobiocina com a amostra & temperatura de 42.5°C, durantse
18-24 horas.

$.7.1.13 Apés o periodo determinado de incubagdo, identificar as
placas contendo os meios seletivos e diferenciais BG e XLD. uma placa
de cada meio. para cada um dos meios de enriquecimento.

$5.7.1.14 Flambar e resfriar uma alga de inoculagdo de platina ou de
niquel-cromo, com a parte final formando um circulo de aproximadamen
te 7 mm de didmetro.

$.7.1.15 Homogeneizar o erlenmeyer contendo a amostra enriqusecida
com o meio de Rappaport. coletar o material mergulhando a extremidads
da alga de inoculagdoc no liquido do erlenmeyer a uma profundidade de
aproximadamente 1 cm e proceder a semeadura do indculo. como segue:

a) depositar o indculo em um ponto nas bordas da placa copn
tendo © meio seletivo e diferencial XLD: gira-la e
iniciar o @espalhamento na superficie do primeiro
quadrante. tomando cuidado para que a parte encurvada

da alca toque apenas a superficie do meio. evitando
ferir o Agar (ver Figura 1}:

\

“ FIGURA 1

b) girar novamente a placa e continuar o espalhamento no
segundo quadrante (ver Figura 2):

N\ .

FIGURA 2
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c) proceder dessa maneira até completar a semeadura em
toda a superficie do agar (ver Figura 3):

\ \

FIGURA 3

d) fechar e incubar a placa em posigSo invertida durante
24 ¢+ 2 horas a 35 z 0.5°C.

5.7.1.16 Repetir o procedimento para a semeadura do indculc na
placa contendo o meio seletivo e diferencial BG (itens 5.7.1.14 e
5.7.1.15).

5.7.1.17 Homogeneizar © erlenmeyer contendo a amostra enriquecida
no meic de selencto e proceder como em 5.7.1.15 e 5.7.1.16.

5.7.1.18 Apés a retirada dos inéculos para a semeadura em placas.
incubar os meios de enriquecimento com a amostra durante mais
18-24 horas. as respectivas temperaturas (35°C para o meio de
Rappaport e 42.5°C para o caldo selenito novobiocina}.

5.7.1.19 Apés o periodo determinado de incubagdc dos meios de
enrigquecimento com a amostra, proceder como em 5.7.1.13, ats
5.7.1.17.

5.7.1.20 Apés a retirada dos indculos para a semeadura em placas.
desprezar © meio ds  Rappaport e incubar o caldc selenito com a
amostra, durante mais trés dias (completando cinco dias de
incubag3o). sempre & temperatura de 42,5°C.

5.7.1.21 Proceder como em 5.7.1.17 (trabalhando agora apenas com o’
caldo selenito contendo a amostra).

5.7.1.22 Apdés o periodo determinado de incubagdo das placas
contendo og meios seletivos e diferenciais BG e XLD., efetuar a
leitura, separando agquelas que apresentarem colénias tipicas de
Salmonaella (colénias de coloragdc rosa no meio de BG e colénias
vermelhas com centro escurc ou vermelhas no meio de XLD). .
5.7.1.23 Da placa de cada meio seletivo e diferencial corresponden
te ao isolamento a partir de cada meio de enriquecimento. selecionar
de oito a dez colénias tipicas de Sslmonells e, com o auxilio de uma
alga de inoculag3c flambada e esiriada. transferir cada colbnia
tipica selecionada para o tubo de RugailOlisina motilidade (IAL)
previamente identificado. A inoculagdo ¢ feita atraves de picada em
profundidade e de estrias na superficie.

$5.7.1.24 Apds a transferéncia. incubar os tubos de IAL a 35 = 0.5°C
durante 24 * 2 horas.
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5.7.1.25 Leitura das caracteristicas bioquimicas de Salmonella sp
no meio de IAL:

a) fase inferior:
. motilidade—-positiva:

crescimento difuso a partir da picada (excegdes:
S gallinsrum e §. pullorum. que apresentam motilida
de negativa e. portanto. ndo turvam o meio) :
lisina-descarboxilase positiva:
cor violeta (excegdes: 5. paratyplhi A e algumas cultu
ras de & typhimurivm que  nao descarboxilam a
lisina):

k) fase superior:

triptofano desaminase negativa:
ndo se verifica a coloragdo verde-acastanhada na
superficie inclinada;

. sacarose negativa:
coloracdo azul na superficie da fase superior;

. glicose positiva:
evidenciada pela coloragdco amarela na profundidade da
fase supserior;

. sulfeto de hidrogénio (H;S) positivo:
svidenciada pela coloragdoco negra na profundidade da
fase superior. {Excegdes: 5. paratyphi A4 e 5.
choleraesuls ndo produzem sulfeto de hidrogénio,
sendo que a 5. fyphi sé produz H,S apds 48 horas)

. urease negativa:
ndc se verifica a coloragdc azul na profundidade da
fase superior:

. gds posgitivo:
presenga de bolhas na profundidade da fase superior,
ofeito ndo observado para .. £&ppfr2. uma vez que esta
bactéria n3o produz gas:

b) tampdc de ‘algoddo com reativo:
. indol negativo:
auséncia de coloragdc vermelha ou rosa (algumas cultu
ras de S ¢#yphimuriun podem apresentar a produg&o de
indol., constituindo. no entanto. raras excessbes). .
5.7.1.26 Apdés o periodo determinado de incubacg3o. efetuar a leitura
considerando resultado positivo para os tubos que apresentarem
reag®es caracteristicas de Salmonell: no meio IAL e desprezando oS
tubos com resultadc negativo.

5.7.1.27 A partir de cada tuboc de IAL com reagses caracteristicas

de Salmonellé., proceder da seguinte maneira: .

a) com o auxilio de uma alga de inoculacdo devidamente
flambada e esfriada. transferir o indculo da cultura
para um tubo contendo agar nutriente previamente identli
ficado. A inoculacdo & feita atrvés de picada em profun
didade e de estrias no A&apice. Apés a tranferéncia.
incubar todos os tubos de &gar nutriente a (35 £ 0.5°)C
durante 24 = 2 h:

b) efetuar a confirmagdc de cada cultura por meio de
testes soroldgicos utilizando os soros anti-Salmonella
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polivalente somatico e anti- Selmonells polivalente
flagelar e o teste de aglutinagdo com solugd@o fisioldgl
ca (controle negativo).

§.7.1.28 Para a realizacdo dos testes sorolégicos o procedimento &
© seguinte:

a) introduzir. em cada tubo de IAL com a cultura em teste.
uma pequena quantidade de algodao hidréfilo:; a seguir,
utilizando uma pipeta Pasteur. adicionar ao tubo cerca
de cinco gotas de solucdo fisioldgica (0.85% NacCl):

b) com a ponta da pipeta Pasteur. passar delicadamente o
algoddc na superficie do meio de cultura deslocando ©
crescimento bacteriano e obtendo uma suspensdc densa da
cultura em soclugdoc fisioldgica:

c) ainda com a pipeta Pasteur. celher um indculo da suspen
sdoc da cultura e distribuir uma gota em cada um de trés
quadrados de uma placa de vidro (com quadriculado em
sua superficie de 20 X 20 mm). adaptada a uma caixa de
Huddleson.:

d) adicionar a uma das gotas de suspensdo da cultura uma
gota de soro anti-Salmoneills polivalente flagelar: &
outra. uma gota do soro anti-Swlmonellé polivalente
somatico: & dltima, uma gota de solugdo salina 2%:

e) em cada quadrado., efetuar a homogeneizagdo dos soros s
da solugdo salina a 2% com a suspensdc bacteriana.
usando pequenos bastdes de vidro e fazendo movimentos
circulares durante dois a trés minutos. Utilizar um
bastdc pars cada homogeneizagdo;

f) proceder a leitura verificando a ocorréncia ou ndo de
aglutinag3o. Se a bactéria em teste for Salmonelles.
ocorrerd reac¢dc antigeno-anticorpo com os ®0ros somati
cos e~ou falgelar. evidenciada pela aglutinagdo da
cultura e nenhuma alteracdoc na suspensdo & qual se
adicionou a solucgdoc salina a 2% (controle negativo). Se
a colénia for rugosa. haverd aglutinagdo com os Soros e
com a solucdc salina 2%. Neste caso., a cultura devera
ser enviada a um laboratério de referéncia para sexame
aspecifico.

5.7.1.29 ApSs o periodo determinado de incubagdo. os tubos contendo
as culturas em A4dgar nutriente (5.7.1.27). cujos testes soroldgicos
revelaram a ocorrédncia de aglutinagdo. serdo identificados e guarda
dos com 6leo mineral. tamponados com rolha de borracha estéril parg,
se necessadrio. posterior identificagdo dos sorotipos. utilizando
soros especificos. (Esquema de Kauimann-White).

5.7.2 Concentracgdo através da técnica de Moore modificada
A técnica de Moore modificada é um procedimento alternativoc para a
concentracdo de amostras liquidas (&gua bruta e &agua de esgoto).

5.7.2.1 A técnica de Moore consiste na instalagdoc de swabs(mechas
de gazes) no local de estudo. fazendo com dJue ela permansga
completamente imersa no liquido. A mecha é fixada no local através de
fio de arame., de nailon ou de barbante. por um periodo de um a trés
dias.
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5.7.2.2 Apds periodo de exposigdo., retirar a mecha com os devidos
cuidados e transferir para um frasco esterilizado de boca larga.
contendo meioc de transporte Cary-Blair. Fechar e refrigerar. se
possivel.

Nota: Se a refrigeracdo ndo for possivel., manté-lo em local néo
muito quente.

5s.7.2.3 Enviar o mais rapido possivel para o laboratdric. sendo que
o periodo maximo permissivel de estoque-transito é de seis horas.

5.7.2.4 No laboratéric., deixar a amostra por cinco minutos em
banho-maria. a 44,5°C. Em seguida, com o auxilio de uma pipeta
estéril., munidade um pipetador de seguranga Ou uma pera de borracha.
homogeneizar a amostra e transferir 20 ml. para erlenmeyers contendo
100 mL dos meios caldo selenito novobiocina e caldo Rappaport
tetrationato.

5.7.2.5 Prosseqguir de acordo com as segdes de 5.7.1.12 a 5.7.1.29.
5.7.2.6 Mecha de gaze

Preparagdo da mecha: usar atadura de crepe ou de gaze com
aproximadamente 23 cm de largura, sendo que para cada mecha se
utilizam 180 cm. A atadura & dobrada cinco vezes no sentido do
comprimento e suas dimensdes finais serdo de 23 cm de largura por 36
cm de comprimenta. A partir da base inferior de 23 cm. cortam-se
cinco tiras de 45 cm de largura e 26 cm de comprimento., deixando-se,
portantc., 10 cm na parte superior sem cortar, onde serd fixado o fio
de nailon para servir de suporte para a mecha. Embrulhar em papel
Kraft e autoclavar a 121°C durante 15 minutos.

Retirada da mecha: a pessoa indicada para a execugdo dessa tarefa
deverad ser devidamente treinada e adequadamente protegida de modo a
evitar problemas de contaminagdo.

O uso de luvas deve ser ‘obrigatéric. Se o liquido escorrer para fora
do frasco. limpar com algod3c e &lcool iodado.

ApSs a coleta, retirar as luvas e colocar em solucd@o de formol.

Obs.: Quando tampar o frasco. ndo tocar com luvas sujas pois o
material & altamente contaminado e pode causar riscos & saude
do coletor ou do técnico durante a manipulag@o da amostra.

§.7.3 Inoculacdo direta

Este procedimento & normalmente wutilizado na andlise de 4&gua de
esgoto e em amostras ambientais com alta densidade de Salmonells.

5.7.3.1 Homogeneizar a amostra e transferir com o auxilio de uma
pipeta estéril, munida de um pipetador de seguranga ou uma pera de
borracha, 10 mL da amostra para erlenmeyers contendo 100 mL dos meios
de enriquecimento caldo selenito novobiocina e caldo Rappaport
tetrationato.

$.7.3.2 Prosseguir de acordo com as segdes de 5.7.1.12 a 5.7.1.29.
5.7.4 Inoculacgdo direta com pré-enriquecimento
Este procedimento é normalmente utilizado na andlise de amostras de

solo. de sedimento e de residuos sélidos. sendo de grande importéncia
na recupera¢do da salmonellas estressadas.
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5.7.4.1 Homogeneizar a amostra e transferir uma quantidade signifi
cativa para um béquer de 1 000 mL.

5.7.4.2 Macerar a amostra j& separada no béquer e. se necessdrio,.
retirar. com o auxilio de uam pinga. pedagos de madeira., de papel. de
pedra. etc.

5.7.4.3 Pesar 25 g da amostra j& mecerada e homogeneizada e
transferir para um erlenmeyer de 500 mL com 225 mL do meioc de pré-—
enriquecimentc de dgua peptonada tamponada,

$.7.4.4 Incubar o erlenmeyer contendo o meio de pré-enriquecimento
com a amostra & temperatura de (35 x 0,5)°C durante (18 = 2) horas.

5.7.4.5 Apds o periodo determinado de incubac¢@o., homogeneizar o
erlenmeyer contendo a amostra pré-enriquecida no meio de 4&gua
peptonada temponada e transferir com auxilio de uma pipeta estéril,
munida de um pipetador de seguranga ou uma pera de borracha., 10 mL da
amostra para erlenmeyers contendo 100 mL do meio de enrigquecimento
caldo selenitoc novobiocina e caldo Rappaport tetrationato.

5.7.6 Prosseguir de acordo com as seg¢bes de 5.7.1.12 a 5.7.1.29.
Nota: O esquema de procedimento completo e apresentado na Figura 4.

5.8 Determinacgio de Swa/monells em amostras de A&agua pela teécni
ca de tubos miltiplos

A quantificagdo de Salmonel/l: em uma dada amostra pode ser efetuada
pela determinagdo do numerc mais provdvel através da técnica dos
tubos multiplos. Essa técnica consiste na inoculagcdo de volumes
decrescentes da amostra em meio de cultivo adequado para o
crescimento dos microrganismos investigados. sendo cada volume
inoculado em cada série de tubos. Através de sucessivas diluigbes da
amostra. sdoc obtidos indculos cuja semeadura oferece resultados
negativos em. pelo menos. um tubo da série em que foram inoculados: a
combinagdo de resultados’ pogitivos e negativos permite uma estimativa
da densidade original das bactérias investigadas (NMP) através da
aplicag¢8o de calculos de probabilidade.

Para a determinacdo do numeroc mais provavel de Salmonell: em amostras
de 4&gua. os volumes inoculados s&o normalmente superiores aos dos
utilizados nos indicadores de contaminagdo fecal. ja que a Sazlmonells
se encontra em menores densidades nessas amostras. Os volumes mais
comumente utilizados para #Aguas superficiais s3o 1 000. 100. 10 e 1
mL, em série de trés tubos. Os volumes de 1 000 e 100 mL séo
concentrados em membrana filtrante e inoculados em meio de
enriquecimento (Rappaport esou selenito com novobiocina).

5.8.1 Procedimento do método
5.8.1.1 Metodologia para &agua salgada

a) preparar o material necessdrio para a realizagdo de cads
amostra & dispor na bancada em ordem:
9 erlenmeysrs de 300 mL, contendo 100 mL de gelenito com
novobiocina. sendo trés para volumes de 1 000 mL., trés
para volumes de 100 mL e trés para volumes de 10 mL da
amcstra.
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{ AMOSTRA J
(ou l ou I ocu ‘ ou
MEMBRANA FILTRANTE TECNICA DE MOORE INOCULAGAD INOCULACAC DIRETA COM
(0,45 pm) NODIFICADA DIRRTA PRE-XNRIQUECIMENTO
{ |
CALDO SELENITG NOVOBIGCINA CALDO RAPPAPORT TETRATIONATC
24 horas, 48 horas e 5 dias a 42,5°C 24 horas e 48 horas s 35°C
i |
XLD BO
24 horas a 35°C 24 horas a 35°'C
IAL
Z4 horas a 35°C
SOROLOGIA

AGAR HUTRIENTE
24 horas a 35°C
|
SOROLOGIA
SORDS ESPECIFICOS PARA DETERMINACAC
DO SOROTIPO

PROVAS BIOQUIMICAS COMPLEMENTARES
CN, GELATINA, ORNITINA DESCARBOXILASE, B~GALACTO
LONATO, ADONITOL, DULCITOL, VM, VP, NITRATO,
¥ STMMONSY, PENILALANINA DESAMINAME

SIDADE,
CITRATO

SORD ANTI- SALMONZLLA POLIVALENTE SOMATICO
SORO ANTI- SALNONELLR POLIVALENTE FLAGELAR

FIGURA 4 - Esquema de procedimento
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Nota:

b)

c)

d)

8)

g)

proceder & marcagdo dos erlenmeyers anotando o nuimero
da amsotra, o volume selecionado da amostra a ser inocu
lado. a data e as posig¢des que cada um dos srlenmeyers
ocupar na série de trés. com as letras A, B e C.

para a série de 1 000 mL: homogeneizar a amostra, medir
um wvolume de trés 1litros e wverter cuidadosamente no
vasilhame de pressic j& conectado & bomba de vacuo e ao
porta-filtro de 142 mm, contendo membrana filtrante de

0.4% um de porosidade. Conectar a bomba e proceder a
filtragdoc. A seguir. desconectar a bomba e retirar
cuidadosamente a parte superior do porta-filtro e, com
ajuda de uma pinga e uma tesoura, cujas extremidades
tenham sido flambadas. dobrar a membrana ac meio e
cortar em trés partes iguais. Colocar cada uma das
partes (concentragao correspondente ac volume de 1 000
mL) nos erlenmeyers contendo selenito com novobiocina.
cortando cada pedago em tiras pequenas. Homogeneizar bem
para o desprendimento do material da superficie da
membrana.

para a série de 100 mL: homogeneizar a amostra. medir um
volume de 100 mL e proceder & filtragdo no porta-filtro

de 47 mm e membrana de 0.45 pm de porosidade., como

segue:

-~ retirar a parte superior do porta-filtro e, com uma
pinga flambada e esfriada. colocar na base do suporte

do filtro uma membrana estéril de 0,45 um de porosidade

- recolocar a parte superior do porta-filtro. tendo cuida
do para n3o danificar a membrana: ajustar e rosquear.

- verter cuidadosamente no porta-filtro 100 mL da amog
tra, evitando que a a&gua respingue.

- ligar a bomba de vAcuo e proceder a filtragdo:

- apés a filtragdo da amostra. enxaguar o porta-filtro
trés vezes com porgdes de 20-30 mL de &gua de diluigdo
estéril: :

- desligar a bomba de vacuo ao finalizar a operagao; evi
tar secagem excessiva da membrana filtrante:

- retirar a parte superior do porta-filtro e. com o suxi
lio de uma pinca flambada e esfriada. retirar a membrg
na e colocd-la no erlenmeyer contendo selenito com
novobiocina. cortando em tiras pequenas.

- recolocar a parte superior do porta-filtro e lavar com
20 a 30 mL de &gua de diluigdoc estéril e proceder a
filtracdco de mais dois volumes de 100 mL. para comple
tar a série de trés.

para a série de 10 mL: homogeneizar a amostra s transfe
rir 10 mL para cada um dos trés erlenmeyers contendo
selenito com novobiocina.

apds a inoculagdc de todos o©os volumes da amostra.. incuy
bar og erlenmeyers contendo selenito com novobiocina a
42.5°C, durante 24, 48 e 120 horas.

a seguir, proceder como em 5.7.1.17 ate 5.7.1.29%9.

O esquema de procedimento é apresentado na Figura §&.
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Trés litros da amostra
concentragho em M.F., 0,45um

1000 mL e ‘ A B c

300 mL da amostra
concentragéio em M.F. 0,45um

/" \\\~~
lOilmL lﬂilmL 100 mL
100 mL — A f B C
AMOSTRA
7 | Y

10 mL 10 nmL 10 mL

T

10 mL __t A

Incubar'a 42,5°C
24, 48 e|120 horas

XLD e BG IAL

100 mL de caldo selenito
com novobiocina

.

100 ml de caldo selenito
com novobiocina

100 mL de caldo selenito
com novobiocina

35°C .24 horas 35°C 24 horas

SORCLOGIA

FIGURA 5 - Esquema de procedimento para Aagua salgada
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5.8.1.2

Nota:

Metodologia para &gua doce (&guas superficiais. subter
raneas e tratadas)

a)

b)

Q

d)

e)

f)

g)

h)

preparar o material necessario para a realizacgdo de cada

amostra e dispor na bancada em ordem:

- 9 erlenmeyers de 300 mL. contendo 100 mL de selenito
com novobiocina. sendo trés para volumes de 1000 mL,
trés para volumes de 100 mL € trés para volumes de
10 mL da amostra;

- 9 erlenmeyers de 300 mL. contendo 100 mL de Rappaport.
sendo trés para volumes de 1000 mL, trés para volumes
de 100 mL o trés para volumes de 10 mL da amostra;

-3 tubos de 16 x 150 mm. contendoc 10 mL de selenito com
novobiocina para volumes de 1 mL da amostra:

-3 tubos de 16 x 150 mm, contendo 10 mL de Rappaport
para volumes de 1 mL da amostra: verter cuidadosamente
no vasilhame de pressdoc ja conectado & bomba de wvdacuo
e ao porta-filtro de 142 mm. contendoc membrana filtran

te de 0,45 um de porosidade. Conectar a. bomba e proceg
der & filtragdo. A seguir. desconectar a bomba e reti
rar cuidadosamente & parte superior do porta-filtro e.
com ajuda de uma pinga e uma tesoura, cujas extremida
des tenham sido flambadas. dobrar a membrana ao meio e
cortar em €6 partes. Colocar cada uma das partes {(concsn
trac3o correspondente 20 volume de 1000 mL) nos
erlensmeyers contendo selenito com novobiocina =
Rappaport. cortando cada pedago em tiras peguenas.
Homogeneizar bem para o desprendimento do material da
superficie da membrana.

proceder de acordo com 5.8.1.1.b.

bara a série de 1000 mL: homogeneizar a amostra. medir
um volume de seis litros e verter cuidadosamente no
vasilhame de pressdo j& concectado & bomba de vacuo e ao
porta-fitro de 142 mm. contendo membrana filtrante de

0.45 um de porosidade. Conectar a bomba e proceder & fil
tragdo. A séguir. desconectar a bomba e retirar cuidadg
samente a parte superior do porta-filtro e. com a ajuda
de uma pinca e de uma tesoura, cujas extremidades tenham
sido flambadas. dobrar a membrana ac meio e cortar em
seis partes iguais. .
para série de 100 mL: proceder de acordo com 5.8.1.1.d.
e fazer o mesmo utilizando o meio de Rappaport.

para série de 10 mL: proceder de acordo com 5.8.1.1.e.
o fazer o mesmo utilizando o meio de Rappaport.

para série de 1 mL: homogeneizar a amostra e transferir
1 mL para cada um dos trés tubos contendo selenitoc com
novobiocina e Rappaport.

apdés a incubagd@c de todos os volumes da amostra. incubar
08 erlesnmeyers & OS tubos contendo selenito com
novobiccina a 42.,5°C. durante 24. 48 e 120 horas e oOs
erlenmeyers e tubos contendo Rappaport a 35°C, durante
24 e 48 horas.

a seguir. proceder como em 5.7.1.17 ate 5.7.1.29.

O esquema de procedimento é apresentado na Figura 6.
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Seis litros da amostra
concentragdo em M.F. 0,45 um

€ .
/\‘
“ 4

N A
o .\
~ 7L"— 15 1% 1L
: A B c
1000 mL -t
600 nl. da amoetra
concentragio em M.F. 0,45 pm
100 ml 100 ml 100 wL
100 mi de
Rappaport l l ) l
4 A B\/c
10 v —— !A?ngzgg//
10 ol de ‘I 1 1
Rappaport A . c
1 il ~—
Incubar

35°C 24 & 48 horas 42,.5°¢ 24, 48 o 120 horas

XLD XLD
. BG BG
35°C 24 horas 35°C 24 horas
IAL IAL
35°C 24 horas 35°C 24 horas
SOROALOGIA SORULOGIA

FIGURA 6 - Esquema de procedimento para &dgua doce

100 oL de selenito
com novobiocina

.

10 nml, de melenito
com novobiocina
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5.8.1.3 Metodologia para &gua de esgoto

a) preparar o material necessé4rio para a realizacdo de cada
amostra e dispor na bancada em ordem:

- 6 erlenmeyers de 300 mL, contendo 100 mL de selenito
com novcobioccina. sendo trés para volumes de 100 mL e
trés para volumes de 10 mL da amostra:

- €6 tubos de 16 x 150 mm. contendo 10 mL de selenito com
novobiocina. sendo trés para volumes de 1 mL e trés
volumes de 0,1 mlL da amostra:

b) proceder de acordo com 5.8.1.1.b.
c) proceder de acordo com 5.8.1.1.d.
d) proceder de acordo com 5.8.1.1.e.

&) para série de 1 mL: homogeneizar a amostra e transferir
1 mL para cada um dos trés tubos contendo selenito com
novobiocina.

f) para série de 0.1 mL: homogeneizar a amostra e transie
rir 1 mL para um frasco com %0 x 2 mL de dgua de dilul
¢3c tamponada. Homogeneizar e transferir 1 mL da dilul
gd8c para cada um dos trés tubos contendo selenito com
novebiocina.

g) proceder de acordo com 5.8.1.1.¢%.

h) proceder de acordo com 5.7.1.17 a 5.7.1.2%9.

Nota: O esgquema de procédimento é apresentado na Figura 7.

6 RESULTADOS

O resultado final é emitido com base nas provas bicquimicas e
soroldégicas.

Se o exame limitar-se a pesquisa de bactérias do género Salmonells.
utilizando-se apenas os soror polivalentes., relatar o resultado como:
auseéncia ou presencga de Salmonella sp. *
Se for realizada sorotipagem. a partir das culturas identificadas
como pertencentes ao género Salmonella. relatar os sorotipos
identificados=.

Quando for empregada a técnica de tubos miltiplos. a densidade de
calmonella deve ser expressa como o NMP de Salmonella sp por 100 mL,
obtido através de tabela especifica. em que sdc dados os limites de
confianga de 95% para cada valor do NMP determinado.

A Tabela 1 apresenta o NMP para varias combinagdes de resultados
positivos e negativos. quando sao inoculadas trés porg¢des de 10 mL.
trés porgdes de 1 mL e trés porgdes de 0.1 mL da amostra. Entretanto,
essa Tabela também pode ser utilizada gquando volumes maiores ou
mencres da amostra s3o inoculados. Neste caso. procura-se o cdédigo
formado pelo numero de erlenmeyers e tubos com resultado positivo
para Salmonella sp obtido nas treés séries consecutivas inoculadas.
verificando-se o valor de NMP correspondente a ele. O NMP-100 mL sera
dado através da seguinte fdrmula:

NMP correspondente ao cédigo X —————————-————m————————o
maior volume inoculado
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300 mL da amostra

oncentrag8o em M.F. 0,45 um

100

1007

100 mL

{ 100 mL de selenito com novobiocina

10 ~—

100

100+

10 mL de selenito
com novobiocina

10-1_L

{ 10 mL de selenito com novobiocina

<

10 mL

mL de selenito
com novobiocina

AMOSTRA

1 mL

i

10 mL

90 mL de Agua de
diluig83o tamponada
10-1

1 mL

Incubar a 42,5°C
(24, 48 e 120 horas)

35°C

XLD
BG
24 horas

35°C

IAL
24 horas

SOROLOGIA

FIGURA 7 - Esquema de procedimento para agua de esgoto



34 CETESB-L5.218

TABELA 1 - fndice de NMP e limites de confianga de 95% para
vArias combinac¢des de resultados positivos e nega
tivos quando sdo utilizadas trés porgdes de 10 mL,
trés porgdes de 1 mL e trés porgdes de 0.1 mL

Nimero de tubos com reag8o positiva de: | Indice de 85% de limite de confianga

3 de 10 mL 3 de 1 mL 3 de 0,1 mL | NMP/100 mL Minimo Méaximo
0 0 0 <3 - -
0 ] 1 3 < 0,5 8
o 1 0 3 < 90,5 13
1 0 0 4 < 0,5 20
1 0 1 7 1 21
1 1 0 7 1 23
1 1 1 11 3 36
1 2 0 11 3 36
2 0 Y 9 1 36
2 0 1 14 3 37
2 1 0 15 3 44
2 1 1 20 7 89
2 2 0 21 4 47
2 2 1 28 10 150
3 0 0 23 4 120
3 0 1 39 7 130
3 0 2 64 15 380
3 1 0 43 7 210
3 1 1 75 14 230
3 1 2 120 30 380
3 2 0 93 15 380
3 2 1 150 30 440
3 1 2 210 35 470
3 3 0 240 36 1300
3 3 1 460 71 2400
3 3 2 1100 150 4800
3 3 3 > 2400 - -
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Congiderando~-ge © seguinte exemplo:
C s Série NMP
Yolu,mes decimais Cédigo | correspondente Célculo NMP/100 mL
inoculados B do NMP
ao cédigo
1000 mL + 3
100 nl - 2 93 93 x 20 0,93
10 mL - 0 1000

ZANEXO A
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7ANEXQO A
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ANEXO A - PRESCRIGOES GERAIS

A-1 Provas complementares para a identificacdo de Ssa/lmonella
Caso haja necessidade de realizar a série bioquimica completa.
efetuar as seguintes provas: urease, B-galactosidase (teste ONPG),
ornitina. descarboxilase, crescimento em presenga de KCN. hidrdélise
da gelatina. fermentag3o dos carboidratos: lactose. dulcitol. mucato.
utilizacdo do malonato e citrato de Simmons., VM e VP, fenilalanina
desaminase. Uma prova adicional que também deve ser realizada € 0©
exame microscépico do esfregago de cultura corado pelo métocdo de
Gram. 8

A—-2 Selegdo de melios de cultura para a recuperacdo de
Salmonella
Foi desenvolvido um estudo na Divis3o de Microbiologia da CETESB. com
o objetivoe de se verificar a eficiéncia de diferentes meios de
cultura para enriquecimento e isolamento de Salmonell: em amostras de
esgoto e diferentes tipos de 4dgua {doce e salgada), tendo sido
testadas varias temperaturas de incubagdo.
Para o enriquecimento de Salmonell: em amostras de esgoto e 4gua
salgada., resultados superiores forma obtidos com o caldo selenito
novobiocina a 45°C em relagdc ao meio Rappaport tetrationato
modificade por Hofer. Com base nesses resultados. nas andlises
rotineiras para a recuperagdo de Salmonells de amostras de esgoto e
de agua salgada. tem-se efetuado nesse laboratério o enridquecimento
dessas bactérias apenas em caldo selenito novobiocina.
Em relagio a amostras de &gua doce. entretanto. o fato de terem sido
obtidos, algumas vezes. para a mesma amostra. resultados negativos em
caldo selenitoc e positivos em meio Rappaport tetrationato modificado
por Hofer, demosntra a necessidade de utilizagdo simultdnea destes
dois meios de enriguecimento para Salmonalls. dependendc dos
diferentes tipos de &gua.
Em relagdc aos melos selstivos e diferenciais testados para o
isolamento dessas bactérias., constatou-se a superioridade dos meios
s4gar-xilose-lisina-desoxicolato e &agar verde brilhante para ambos os
tipos de amostras. - -

Em casos especificos. relativos a vigilé&ncia sanitéaria, &
conveniente. entretanto. utilizar uma maior variedade de meios de
enrigquecimento e meios seletivos diferenciais com o objetivo de
detectar diferentes sorotipos de Salmonellé. *

A-3 Esterilizacdo das solugdes e meios de cultura

A-3.1 Filtrag8o

A filtragdc de meios de solugdes ou doe meios de cultura gue contém
substAncias termolabéis & feita com vacuo. usando-se membrana de
éster de celulose com porosidade de 0,22 um. .
Todos os materiais e equipamentos utilizados na filtracdo deveraoc ser
esterilizados previamente por autoclavagem a 121°C durante 15
minutos. :

A-3.2 Autoclavagem

Esterilizacioc de solugdes ou de meios de cultura em autoclave. deve
ser feita em temperatura de 121°C durante 15 rminutos. Durante a
autoclavagem de meios de cultura né&o deve haver excesso de
agquecimento para evitar uma sobrecarga térmica que possa produzir
hidrélise. peptonagdo. caramelizagdo ou ocutro tipo de destruigdo das
substé&ncias que constituem os meios de cultura.
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A-4 Controle de esterilidade das solugdes e meios de cultura
Apos terem sido preparados e antes de serem usados. qualisquer
solucgdes ou meios de cultura devem ser testados quanto & presenga de
fungos ou de bactérias contaminantes.

A-5 Estocagem das solugdes

As solucgdes sdoc estocadas em geladeira (2 a 8°C). S3doc mantidas em
frascos bem fechados. com rolhas de borracha ou tampa com rosca. pois
os tampdes de algoddc podem permitir a entrada e a consequente
absorgdo de subst&ncias. tais como a formalina e a amé6nia. Solugles
alcalina n3o devem ser estocadas em frascos de vidro por muito tempo.
pois esses frascos s3oc lentamente dissolvidos e ions de metais
pesados s8o posteriormente encontrados nessas solugdes.

A-6 Cuidados especiais com a vidraria
Devem ser cbedecidas as prescrig¢des da Norma CETESB M1.001.

A-7 controle da eficiéncia da autoclave '
Utilizar ampolas com suspensao de esporos de Bacillus

stearathermophiiuvs em meic de cultura colocando-as entre os frascos
ou o= materiais a serem esterilizados. Estas ampolas depois da

autoclavagem, s3o incubadas em banho-maria a 55°C durante 24-438
horas. Se houver mudanca da coloragdoc da suspenséo contida nas
ampolas. de roxa para amarela. isso significa que a esterilizagido foi
inguficiente. pois houve desenvolvimento de bactérias.

A-8 Controle de qualidade da Agua destilada

A Agua destilada. a ser empregada no preparo de meios de cultura e
solugdes. deve ser de alta qualidade, livre de substéncias tdéxicas ou
nutritivas que possam influenciar a sobrevivéncia e crescimento de
microrganismos. E recomendavel a avaliacdo periddica de sua qualidade
através da realizacdio de ensaios especificos. Ver Norma CETESB
L5.215.

A-9 Armazenamento de meios de cultura desidratados

Os frascos de meio de cultura devem ser mantidos hermeticamente
fechados em suas embalagens e mantidos em local fresco e seco.
protegidos da luz.

A-10 Lavagem e esterilizacdo do equipamento de filtragao
{Vasilhame de pressio e porta-filtro)
ver Norma CETESB M1.002. *

A-11 Desinfecgdo do equipamento de filtragao
(Vagilhame de pressédo. porta-filtro e mangueiras)

Apés a concentragdo da amostra. fazer passar pelo sistema de
filtracdo cinco litros de uma sclugdo de hipoclorito de sddio a 2% de
cloro livre por litro e deixar esta sclugdc em contato durants uma
hora. Esgotar entdo. a solugdo de hipoclorito de sdédio e fazer passa
cinco litrog de uma solugdo de tiossulfato de sdédio a 0.5% pdra
neutralizar o cloro residual. A verificagdo desta neutralizagdo &
feita colocando. em um volume de 9.5 mL da Agua que sai do sistema.
0.5 mL de solucdo de ortotoluidina. A auséncia de coloragdoc na &gua
indica que o cloro residual foi neutralizado. Esgotar. ent&o, a
solucdo de tiossulfato de sddic e fazer passar cerca de cinco litros
de Agua destilada. Esgotar a 4gua do sistema e vedar a entrada e
saida das mangueiras com folha de sluminio.
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A-12 Preparo de pilulas de vascar para o meio de IAL

A-12.1 As pilulas de vascar s3o utilizadas como anel vedatdrio
entre as duas fases do meio de IAL. Para facilitar o preparo. &
utilizado um sistema que consta de uma placa de acrilico de 250 mm de
largura e 300 mm de comprimento perfurada com orificios de 7 mm ds
diaAmetro., colocada e ajustada em um suporte de madeira (ou acrilico)
com tr&s bordas elevadas servindo como base (ver Figura 8).

=%:5 mm

Lk X W Y N K X 3
Rl Ko R KL
Rk o I R
SC Ao

250 mm

Lamina de acrilico
perfurada

Suporte-base

vista frontal

“ FIGURA 8

.

A-12.2 Técnica

Acoplar a lémina de acrilico perfurada no suporte-base e verter a
mistura de vascar fundido até o preenchimento de todos os orficios.
Retirar o excesso com espdtula e colocar o sistema lamina-suporte em
geladeira ou "freezer" por 30 minutos para gus ocorra solidificagdo
fotal da mistura. Retirar as pilulas., agora formadas. com bastdo de
vidro ou barra de metal ou madeira que possua menor didmetro que as
mesmae. Colocé-las em tubos de ensaio de 12 x 120 mm antes de
adicionar a fase inferior de 1lisina-motilidade., ou conssrvar em
geladeira até o momento de serem usadas.

ZANEXO B
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ANEXO B - LEITURA DO MEIO DE IAL

w % o
Reagdes § o L] s,
biogquinicas b © 3 20 3 8 3 ] ﬁ
x ° [V oo @ Lt
g o g o LR o L [*) " % o O —~
K o L » 0 o w P 1 Qo o o
% | 2 | 5l 83| si| & | s%) g% g%
Géneros be - g io Eu g " - G -A
S8l 05 | 8| sl sa] £ | 2s]| 33 Ss
a e 2 & [ ] o T [ o o [ ]
Escherichia cold v v v + v - - - +
Shigella - - - (1 + - - - - v
Edwardsielle + + + + - + - - +
Salmonella 4y + (7 ]+ (23 § + (3} + - (4} + (5) - - - (M
Citrobaoter - + + + v + (8) - - - {6}
Enterobacter v + ++ + v - - - -
Xlebsiells v - ++ + v - - - -
Proteus P v P P P v + + P
Providencia v v v + v - - + v
Vibrio . + +. - + + - - - +
Aeromonas * - + v + v - - - v
Plelsomonas * + - - + - - - - +
Pseudomonas aeruginosa * Maioc inalterado - Induto bhacteriano escuro

+ gs¥o todas oxidasa (+)

+4+ 10

(1)
{2)
(3}
{4}
{5)
(6)
N

LI

variavel

prejudicado

negativo

positivo

intensamente positiveo

Shigells flexneri, 6: gas positivo e indol negativo

Salmonella gellinerum e §. pullorum: imével

Salmonella typhi: gds negativo

Salmonella paretyphi A: lisina negativa e H,§ negativo
Selmonella choleraesuis: H;8 negativo

Citrobacter intermedium: H,8 negativo e indol positivo
Salmonella typhimurium: algumas culturas podem apresentar indol

negativo e/cu lisina negativa

7ANEXO C
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