PORTARIA N.° 8, DE 23 DE JANEIRO DE 1995

Disp6e sobre 0 Método Analitico de Carcacas de Aves e Pesquisa de Salmonella

O SECRETARIO DE DEFESA AGROPECUARIA, usando da atribuicdo que
Ihe confere o Art. 78, item VII do Regimento Interno da Secretaria, aprovado pela Portaria
Ministerial N.° 212, de 21 de agosto de 1992, resolve:

Art. | ." - Aprovar as alteracdes introduzidas no método analitico de carcacas de aves e
pesquisa de Salmonella, que com esta baixa, conforme normas anexas.

Art. 2.° - Revogar os itens 2.6 e 21, constantes da parte 11, da Portaria N.° 01, de I1 de
agosto de 1993, publicada no Diario Oficial da Unido de 17 de agosto de 1993.

Art. 3.° - Esta Portaria entra em vigor na data de sua publicacao.

Ténia Maria de Paula Lyra



METODO ANALITICO DE CARCACAS DE AVES E PESQUISA DE SALMONELLA
(alteracGes dos itens 2.6 e 21)

26 CARCACAS DE AVES

Quando congeladas, descongelar sob refrigeracéo por 18 horas. Pesar assepticamente, 25 gramas
de pele e musculos das regides do pescoco, cloaca e asas e homogeneizar com 225ml de agua
peptonada a 0,1%. Preparar as diluicdes subseqiientes com o mesmo diluente. Para pesquisa de
Salmonella, pesar separadamente 25 gramas e adicionar 225 de agua peptonada, 1% tamponada.

21. PESQUISA DE Salmonella

Os membros do género Salmonella séo agentes de infe¢Oes intestinais humanas e animais.
Dentre os agentes de Doencas Veiculadas por Alimentos, o género Salmonella é um dos
principais responsaveis por casos fatais e de morbi-mortalidade, sua incidéncia no homem e
animais implica em gastos significativos com medicamentos e hospitalizacdes.

As atividades e inspecdo e fiscalizacdo de alimentos tem, como objetivo critico o controle e a
prevencdo dos membros deste grupo e das implicacdes de sua presenca nos alimentos, assim
como da observancia de boas praticas de manufatura e dos programas de controle que devem
incluir a certificacdo da adequacidade das medidas adotadas, em especial para este género de
bactérias. Os métodos laboratoriais para a sua pesquisa incluem uma etapa de pré-
enriguecimento, visando minimizar os efeitos do processo tecnoldgico de obtencdo do alimento
capaz de produzir injuria fisioldgica, sem inativa-las biologicamente.

A presenca de salmonelas é determinada em 25g ou ml da amostra sob andlise, no minimo. O
resultado positivo para esta pesquisa € interpretado considerando o risco potencial que apresenta,
o0 que significa impropriedade ao consumo do produto em questao.

21.1 MEIOS DE CULTURA

Agua peptonada a 1 % tamponada
Caldotetrationato

Caldo Rappaport Vassiliadis

Caldo Selenito Cistina

Agar RAMBACH

Agar verde brilhante vermelho de fenol lactose sacarose (BPLS) com novobiocina
Agar xilose lisina desoxicolato (XLD)
Agar para enterobacterias de Hektoen
Caldo uréia

Agar triplice agtcar ferro

Agar lisina ferro

Agar SIM

Caldo malonato-fenilalanina

Caldo dulcitol

Agar Citrato de Simmons



21.2 REAGENTES

Solugdo salina a 0,85% estéril,

Solucéo iodo-iodeto (iodo 5g, iodeto de potassio 8g, agua destilada 40 ml);

Reativo de Kovacs (Paradimetilaminobenzaldeido 5,0g, alcool isoamilico 75,0 ml, &acido
cloridrico concentrado 25,0 ml). Dissolver o paradimetilaminobenzaldeido em alcool isoamilico
e adicionar o &cido cloridrico lentamente;

Solucao aquosa de verde brilhante a 0,1% esteril;

Solucédo aquosa de cloreto férrico a 10%;

Acido cloridrico a 0,1N;

Solucédo aquosa de novobiocina a 4%, esterilizada por filtracéo.

21.3 TECNICA

a. PRE-ENRIQUECIMENTO

Pesar assepticamente 25g da amostra adicional 225ml de agua peptonada a 1% tamponada.
Incubar a 35 °C, por 18-24 horas.

Excecoes:

| - Para o pré-enriquecimento do leite em pé e farinhas lacteas, dissolver 25g do produto em
225ml de agua peptonada a 0,1%, estéril, aquecida a 45 °C. Ajustar o pH para 6,8 - 6,9.
Adicionar 5ml de solu¢éo aquosa de verde brilhante a 0,1 % estéril.

2 - No pré-enriquecimento da agua de "chiller" homogeneizar e transferir I00 ml da amostra para
um frasco contendo 50 ml de 4gua peptonada a 1% tamponada, em concentracao tripla.

b. ENRIQUECIMENTO SELETIVO

Pipetar aliquotas de 0,1 ml de cultura pré-enriquecida e transferir para tubos contendo 10 ml de
caldo Rappaport Vassiliadis e, aliquotas de | ml para tubos contendo 10 ml de caldo tetrationato
ou de caldo selenito cistina. Incubar ambos os meios a 43 °C por 24 horas em banho-maria.

c. ISOLAMENTO E SELECAO

A partir dos caldos de enriquecimento seletivo, semear em placas com d&gar RAMBACH e de
agar BPLS adicionado de 0,1 da solucdo de novobiocina a 4% por 100 ml do meio ou agar
Hektoen. Incubar todas as placas a 35°C por 24 horas.

Caracteristicas das colénias de Salmonella:
| - Em &gar RAMBACH as colbnias de Salmonella apresentam-se de cor vermelha.

2 - Em é&gar BPLS apresentam-se incolores ou de cor rosada, entre translicida ou ligeiramente
opacas. Quando rodeadas por microrganismos fermentadores de lactose, poderdo apresentar-se
de cor verde-amarelada.

3 - Em &gar Hektoen, apresentam-se de cor verde ou verde azuladas, revelando ou ndo a
producdo de &cido sulfidrico (H,S) (centro escuro).

Para leitura e interpretacdo verificar os quadros a seguir:



1. AGARTSI

Microorganismo Base Bisel H, S

S. typhi Amarela Sem alteracdo  ou|Positivo s6 na parte
vermelho superior da base

S. paratyphi A Amarela com gas Sem alteragdo  ou | Negativo

S. cholorae suis vermelho

S. pullorum Amarela com gés Sem alteracdo  ou | Positivo ( base preta)
vermelho

S. paratyphi B Amarela com gés Sem alteracdo  ou | Positivo ( base preta)

S. typhimurium vermelho

S. enteritidis

S. gallinarum Amarela Sem alteracdo  ou | Positivo ( base preta)
vermelho

S dysenteriae Amarela Sem alteracdo  ou | Negativo

S. boydii vermelho

S. flexneri *

S. Sonei Amarela Amarelo Negativo

E. aerogenes Amarela com gés Amarelo Negativo

E. cloacae

E. coli Amarela com gés Amarelo Negativo

Klebisiella

C. freundii Amarela com gés Amarelo Positivo

P. vulgaris Amarela c/s gas Sem alteracdo ou|Positivo  (  verde
vermelho enegrecido)
Sem alteracdo ou|Positivo  (  verde
vermelho enegrecido)

P. rettgeri Amarela/ vermelha Sem alteragdo  ou | Negativo
vermelho

P. morganii Amarela c/ s gas Sem alteracdo  ou | Negativo

P. aeruginosa S/ alteragdo/ vermelha |vermelho
Sem alteracdo  ou | Negativo
vermelho

* Sorotipo 6 — variedade Newcastle com producdo de gas na base.




2. AGAR LISINA FERRO

Microorganismo Base Bisel H,S

Arizona Violeta Violeta Positivo

Salmonella * Violeta Violeta Positivo

P. mirabilis Amarela Pardo Positivo

P. vulgaris Avermelhado

P. rettgeri Amarela Pardo Negativo
Avermelhado

Providéncia Amarela Pardo Negativo
Avermelhado

C. freundii Amarela Violeta Positivo

E. coli Amarela Violeta Negativo

Shigella Amarela/Violeta Violeta Negativo

K. pneumoniae Violeta Violeta Negativo

Excecdo: S. paratyphi A, coluna amarela e bisel violeta (ndo produz lisina descarboxilase).

3 - Caldo malonato-fenilalanina:

a. Verificar se houve ou ndo a degradacdo do malonato pela viragem do indicador. A
maioria das salmonelas sdo malonato negativo.
b. Apds leitura do malonato, adicionar algumas gotas de HCL 0,1 N até que o meio fique

totalmente amarelo: acrescentar 3 a 4 gotas de cloreto férrico a 10%. A viragem para verde
indica reacdo positiva. Enquanto que a persisténcia da cor amarela indica reacdo negativa. As
salmonelas s&o fenilalaninas negativas.

4 - Caldo Dulcitol - 48 horas. Observar a fermentagdo do dulcitol pela viragem do indicador
vermelho fenol para amarelo. A maioria das salmonelas sdo dulcitol positivo.

5 - Agar citrato de Simmons - 96. Semear com agulha a superficie inclinada do agar. O
crescimento com consequente mudanca de cor do meio para azul indica a utilizacdo do citrato
como Unica fonte de carbono (reacdo positiva). A maioria das salmonelas sdo citrato positivo.

6 - Meio SIM - Interpretar conforme o quadro 3.




3. MEIO SIM

Microorganismo H2S INDOL Motilidade

Escherichia - + +

Enterobacter - - +
Citrobacter + - +

Klebisiella - -

+
*

Salmonella + -

Shigella - +
Proteus vulgaris +

+
Proteus mirabilis + -

Morganella - +

Arizona + -

Hafnia - -

Serratia - -

Providencia - +

|+

Edwardsiella + +

Y. enterocolitica - -(#)

Realizar o teste soroldgico dos cultivos que apresentarem os seguintes resultados:

Urease-negativa

Producdo de H,S - positiva
Descarboxilacdo da lisina - positiva
Utilizacdo do citrato — positiva ****
Producéo de indol - negativa
Motilidade — positiva *

Assimilagdo do Malonato - negativo **
Fermentacdo de Dulcitol — positiva ***
Fenilanina - negativa

*S. pullorum e S. gallinarum

** S. arizonae assimila o malonato

** §S. arizonae néo fermenta o dulcitol

**x 25% das cepas de Salmonella séo citrato negativo.

d. TESTE SOROLOGICO - AGLUTINACAO RAPIDA

Adicionar ao cultivo em agar nutritivo inclinado, aproximadamente 2 ml de solucdo salina e
0,85%. Homogeneizar.

Com pipeta de Pasteur depositar separadamente em lamina de vidro duas gotas de suspensao.
Acrescentar | gota do soro anti-Salmonella polivalente 0" sobre uma das gotas da suspensao na
lamina e misturar e, sobre a outra, | gota de solucgéo salina.




Realizar a leitura com iluminacéo sobre fundo escuro em 1 a 2 minutos.
Classificar a reacdo do seguinte modo:

POSITIVA - presenca de aglutinacdo somente na mistura cultivo + antisoro.

NEGATIVA - auséncia de aglutinagdo em ambas as misturas.

NAO ESPECIFICA - presenca de aglutinacdo em ambas as misturas (formas rugosas).
OBS - Os cultivos com resultados positivos no teste de aglutinagdo com o soro anti-Salmonella
polivalente "0" deverdo ser remetidas ao Instituto Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro, para sua
tipificacdo final.

21.4 COMPOSICAO E PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

a. AGUA PEPTONADA A 1% TAMPONAI)A

Peptona de Carme .......ccocvvererenieieese e 10,09
Cloreto de sadio (NaCl) .........cccoovevveveiicieee 5,09
Fosfato de s6dio (NaHPOg).......ccccoevveirenienenen, 9,09
Fosfato de potdssio (KH2POg).....ccvvevveevveiiecnieen, 5,09

Dissolver os componentes em | litro de 4gua destilada/deionizada.
Distribuir em frascos, volumes de 225 ml e autoclavar a |21 °C, por 15 minutos.
pHfinal 7,2 + 0,2

b. CALDO SELENITO CISTINA

THPIONA ..o 5,09
L ( -) cistina ( C6H12N20452) ............................... 0,0lg
Lactose (C12H22011H20) wvviviiiiiieieee, 4,09
Fosfato dissodico (Na;HPO,4 2H,0).................... 2,09
Bi-selenito de sOdio..........ccocevviiiiinciic e 4,09

Por tratar-se de meio desidratado, seguir rigorosamente as recomendacdes contidas no rétulo ou
manual.
PH final 7,0 £0,2

c. CALDO RAPPAPORT VASSILIADIS

Peptona d€ SOJa.....c.urereeieieie e 5,09
Cloreto de s6dio (NaCl) ......cccocovveeiiiiiiiececc e, 8,09
Fosfato monopotassico (KH2PO4).....ccevviirieinicinne 1,69
Cloreto de magneésio 6Hz 0 .....oocveeveiieieeies cevviieiieens 40,09
Verde Malaquita ........coeeeiiniiinincee s 0,049

Por tratar-se de meio desidratado, seguir rigorosamente as recomendacdes contidas no rétulo ou
manual.
PH final 5,2+ O,2



d. AGAR VERDE BRILHANTE VERMELHO DE FENOL LACTOSE SACAROSE

(BPLS)

Peptona de Carne.........ccecverveieeieeie e seesie e 5,09
Peptona de CaseiNa .......cccovvvvrveieerierese e 5,09
Extrato de levedura .........ccccocoevveveiiieseene e, 3,09
Lactose (C12H22011H20)......cccccevviiieieeniennnnns 10,09
Sacarose (CI2H22011) .....ccccovvevveieieeiece e 10,09
Cloreto de s6dio (NaCl) .......ccoccvvviviiniiiieienn, 5,09
Fosfato dissodico (Na2HPOA4) .........cccccvevveeenen. 2,09
Verde brilhante (C2IH14,Br405,S) ........ccccuee..e 0,0125¢
Vermelho de fenol (C19H1405S).......cccccevvenenne, 0,089
AGA ot 12,09

Por tratar-se de meio desidratado, seguir rigorosamente as recomendacdes contidas no rétulo ou
manual. Antes do plagueamento, adicionar 1 ml de sol, de novobiocina a 4% por litro de meio
de cultura.

PH final 6,9 £ 0,1

e. AGAR PARA ENTEROBACTERIAS DE HEKTOEN

Proteose-peptona......cccvvviveriiieeeiiiiee e 12,09
Cloreto de s6dio (NaCl) .....cccoeiiveiiiiieiecne 5,00
Extrato de levedura .........c.ccooveveveniienenceeieen, 5.09
Lactose (C12H22011H20) wovveiveiiiiieeceee 12.0g
Sacarose (C12H22011) vovvvveveeiiievecve e, 12,09
Salicina (C13H1807) vovvvveieiiicieece e 2,09
Tiossulfato de s0dio (NazS203) ..occvveveiieiiveiecnee, 5,09
Citrato de ferro € amonia .........cocceeevecvereeviiieee e, 1,59
SIS DIlIAreS ..c.oecvvecveeece e 9,09
Azul de bromotimol (C2H2sBr20sS)....c..cveneeee 0,064g
FUCSING ACIAA ...c.veeveceeeee e 0,049
AT oo, 13,59

Por tratar-se de meio desidratado, seguir rigorosamente as recomendacdes contidas no rétulo ou
manual.
PH final 7,5+ 0,1

f. AGAR RAMBACH

PePEONA. ... 8,09
Cloreto de s6dio (NaCl) .......cccovvievieiiceiiecee, 5,09
Micela Cromogena ..........cccoevirerieieiee e, 1,59
Propilenoglicol ..., 10,9
Desoxicolato de s6dio (CosH3gNAOy) ...ccvvevvevveneen, 1,09
AGAT <o, 15,0g

Aditivo: 1 vial de agentes seletivos, que acompanha o meio, para cada 250 ml de agar Rambach.
Por tratar-se de meio desidratado, seguir rigorosamente as recomendacdes contidas no rétulo ou
manual.

pH final 7,5+ 0,2



g. CALDO DE UREIA

Extrato de levedura ..........cccocvevviieieene s 0,19
Dihidrogenofosfato de potassio (KH,PO)) ........... 9,59
Uréia (H2ZNCONH2) .....cccooviiiiieiceeeeceees 20,09
Vermelho de fenol (C19HI405S) .......cccocevvenennee. 0.,lg

Por tratar-se de meio desidratado, seguir rigorosamente as recomendacdes contidas no rétulo ou
manual.
pH final 6,8 £ O,1

h. AGAR LISINA FERRO (LIA)

PePLONA ..o 5,09
Extrato de levedura...........cccccoevveieiieiiene e, 3,09
Glicose (CeH12206) . uuuiiiriieiiiieiieie e 1,09
Extrato de levedura ...........cccccvevvvieieeic e 3,09
L-Lisina (CeH1sCIN202) .vvveviiiieieiecieieee e 10,09
Citrato férrico amoniacal...............cccoovevviiniennnnn, 0,5¢
Tiossulfato de s6dio (NazS203) ..cvvevvevveveveieienin, 0,04g
Purpura de bromocresol (C21H16Br20sS)............... 0,029
AGAT oo 15,09

Por tratar-se de meio desidratado, seguir rigorosamente as recomendacdes contidas no rétulo ou
manual. Apds autoclavacdo, deixar os tubos em posicdo inclinada de maneira a formar um bisel
de aproximadamente 2 cm.

pH final 6,7 +0,1

i. AGAR TRIPLICE ACUCAR FERRO (TSI)

EXIrato de Carne .....c.oevveeveeeeee et 3,09
Extrato de levedura...........cccoceiieieeie e, 3,09
Peptona de CaseiNa.........cccerereeerieriernc e 15,09
Peptona de CarNE........ccuecveeieiierie e 5,09
Lactose ( C12H220011H20) cevvivviiiiiececee e 10,09
Sacarose (C1oH22011) vovviieieeiicc e 10,09
D(+) Glicose (CsH1206H20) ..ovvvveiiiiiiieeceeee, 1,0g
Citrato de ferro e amoénia .........ccccceevveiciiece e 0,59
Cloreto de Sdio (NACI) .....ccooeviviiiiieireeeeee, 5,09
Tiossulfato de s0dio (Na2S203) ...covvecvveieiieiieieciccee, 0,39
Vermelho de fenol (C1gH1405S) ..oovevivieiiiiieeeie 0,024g
T ST 12.0g

Por tratar-se de meio desidratado, seguir rigorosamente as recomendagdes contidas no rétulo ou
manual. Apds autoclavacdo, deixar os tubos em posicao inclinada de maneira a formar um bisel
de aproximadamente 2 cm.

pH final 7,4 £ 0,1



j. MEIO SIM

Peptona de CaseiNa .......ccccevverieierierienesesieeeeas 20,09
Peptona de Carne.........ccoeveveeresieseeseeee e, 6,69
Citrato de amonia e ferro Hl..........cccoeveiennnnne 0,29
Tiossulfato de s0dio (NazS203) ....ccveveereveriennen. 0,29
AGA ..o 3,09

Por tratar-se de meio desidratado, seguir rigorosamente as recomendacdes contidas no rétulo ou
manual.
pH final 7,3+ 0,1

.  AGAR CITRATO DE SIMMONS

Dihidrogenofosfato de aménio (NH,PO,)............. 1,09
Fosfato de potassio (KoHPO4).....covevrviieiiiiienns 1,09
Cloreto de s6dio (NaCl) ........cccoevvevviiiiiciieece 5,09
Citrato de sodio (CsHs07Naz.2H,0) ..o, 2,0g
Sulfato de magnésio (MgSQ,4.7H;0) ........c.ccvee... 0,29
Azul de bromotimoi (Cz7H28,Br20sS) ... 0,08g
AGA oo, 12,09

Por tratar-se de meio desidratado, seguir rigorosamente as recomendacdes contidas no rétulo ou
manual.
pH final 6,9 £ 0,1

m. CALDO MALONATO-FENILALANINA

Extrato de [eVedura ..........ccccoevveie i 1,09
Sulfato de aménio (NH4.2S04)....ccoevviiierveeiieneeie e 2,09
Fosfato dipotassico (KoHPOg)....coeevevveiiiiieiececece 0,69
Fosfato monopotassico (KH2PO4).....coceeiiireineiiiee, 0,49
Cloreto de sdio (NACH).......cccvooviieiieecece e 2,09
Malonato de sadio (C3H2Naz04) ..voovvvvvvieeiieiieieeee e 3,09
Azul de bromotimol (C27H28Br205S) ...ocvvecvveivccceeece, 0,025¢
Fenilalanina (CogH11NO2)...ccvviiiiiiice e 1,09

Dissolver os componentes em | litro de dgua destilada/deionizada. Distribuir em tubos volumes
de 5 ml, e autoclavar a 115 °C, por 10 minutos.
pH final 6,6 £ 0,1

n. CALDO VERMELHO DE FENOL BASE

THPIONA ... 5,09
Peptona de Carne.......coeevveeeevieerie e 5.0g
Cloreto de s8dio (NaCl) .....cccoeiiveeniieeicene 5.0g
Vermelho de feno (C1gH1405S) .....covvevviveiiceen, 0,018g

Por tratar-se de meio desidratado, seguir rigorosamente as recomendacfes contidas no rétulo ou
manual. Apos autoclavacao adicionar 0,5% de Dulcitol esterilizado por filtracao e distribuir em
tubos especiais

pH final 6,6 £ 0,1
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