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Anexo 1.
Preparo de meios e reagentes
para as anadlises

Agar/Caldo Acetamida . . ...................
Agar/Caldo APT (All Purpose Tween)
Agar APT Acidificado
Agar APT BCP 2% Sacarose
Agar APT 1,5% Glicose . . ..................
Agar Azul de ToluidinaDNA .. ..............
Agar/Caldo Bacillus acidoterrestris (BAT) . . . ..
Agar Baird-Parker (BP)
Agar Batata Dextrose Acidificado (PDA-AC) . . .
Agar Batata Dextrose com

Antibioticos (PDA-ANT) ................
AgarBile Esculina ........................
Agar Bile EsculinaAzida ...................
Agar Bismuto Sulfito (BS) ..................
Agar Cefalotina Fusidato Cetrimida (CFC) . . . ..
Agar Cefsulodina Irgasan Novobiocina (CIN). . .
Agar Celobiose Colistina (CC)...............
Agar Celobiose Polimixina Colistina

Modificado (m-CPC). ...................
Agar Charcoal Cefoperazona Desoxicolato

Modificado (m-CCDA) (também chamado

de Agar Campylobacter Charcoal

Diferencial Modificado)
Agar Chromagar Listeria
Agar Chromagar Vibrio
Agar Citrato Azida .. ......................
Agar Citrato de Simmons . ..................
Agar Cloreto de Litio Feniletanol Moxalactan

(LPM) Suplementado com Esculina e Fe*" ..

Agar Coliformes Cromogénico (CCA)
Agar Columbia Sangue (CBA)
Agar (Caldo) Dextrose Triptona (DTA/DTB) . ..
Agar Dicloran Glicerol 18 (DG18)
Agar Dicloran Rosa de Bengala

Cloranfenicol (DRBC)
Agar (Caldo) Elliker
Agar Entérico de Hecktoen (HE) .............
Agar Extrato de Levedura (YEA)
Agar (Caldo) Extrato de Levedura Amido

Glicose (YSG)
Agar Extrato de Levedura Glicose

Cloranfenicol (YEGC)
Agar Extrato de Malte com

Antibidticos  MEAANT) ................
Agar Extrato de Malte 0,5% Acido

Acético (MAA)
Agar Extrato de Malte Extrato de Levedura

40% Glicose (MY40G)
Agar Fenilalanina Deaminase
Agar Figado de Vitela (LVA) ................
Agar Gema de Ovo Anaerdbico (AEY) ........
Agar Gentamicina Téalio Carbonato

Fluorogénico (FGTC) ...................
Agar Glicose .............. ... .. .. ...
Agar (Caldo) Infusdo Cérebro

Coragao (BHIA/BHI)
Agar de Isolamento de Enterobacter

sakazakii (ESIA)
Agar K
Agar KF Streptococcus (KF)
Agar Kim-Goepfert (KG) . ..................
Agar Kligler Ferro (KIA) ...................
Agar Leveduras Resistentes aos

Conservantes (PRY) (Preservative

Resistant Yeasts Medium)
Agar Levine Eosina Azul de Metileno (L-EMB) .
Agar Lipovitelenina Sal Manitol (LSM)
Agar Lisina Arginina Ferro (LAIA) . ..........
Agar Lisina Ferro (LIA) . . ..................
Agar Lisina Ferro Duplamente

Modificado (DM-LIA) ..................
Agar Listeria Ottaviani & Agosti (ALOA)
AgarMacConkey .........................
Agar MacConkey Sorbitol Telurito

Cefixima (TC-SMAC). . .................
Agar Manitol Gema de Ovo Polimixina (MYP). .
Agar m-Enterococos

(Slanetz & Bartley Medium)
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Agarm-HPC ............................ 485
Agar Motilidade para Bacillus cereus . ... ..... 485
Agar/Caldo MRS

(De Man Rogosa & Sharpe) .............. 485
Agar MRS Acidificado . .................... 486
Agar MRS Acidificado Frutose 1% ........... 486
Agar MRS Acido Sorbico 0,1% .............. 486
Agar MRS Acido Sérbico Cisteina ........... 486
Agar MRS Frutose 0,5% . .................. 487
Agar MRS Modificado .. ................... 487
Agar Mueller Hinton 5% Sangue . ............ 487
Agar Nitrato Motilidade . . .................. 487
Agar/Caldo Nutriente (NA/NB) . . ............ 487
Agar Nutriente Azul de Tripano . ............. 488
Agar Nutriente Manganés (ANMn) . .......... 488
Agar NWRI(HPCA) ...................... 488
Agar Oxford (OXA) Agar Oxford

Modificado MOX) .................... 488
Agar Oxoid Listeria Cromogénico (OCLA). . . .. 489

Agar Padrio para Contagem (PCA)
Standard Methods Agar (SMA)

Tryptone Glucose Yeast Extract Agar ...... 489
Agar Padrio para Contagem (PCA) Suplementado

com Amido Solavel .................... 489
Agar Padrio para Contagem (PCA) Suplementado

com Cloranfenicol ..................... 489
AgarPalcam ............................. 490
Agar Penicilina Pimaricina (PPA). . ........... 490
Agar Pirazinamidase ...................... 490
Agar Pseudomonas CN . ................... 491
AgarR2A ... ... ... .. .. 491
Agar Rainbow O157 ...................... 492
Agar Rapid’L.mono. .. ..................... 492
AgarR&FOI57 ..., 492
Agar/Caldo Rogosa SL .................... 492
Agar Salmonella Shigella Desoxicolato (SSDC) . 492
AgarSangue N°2 .. ....................... 493
Agar Sangue de Cavalo em Sobrecamada (HL). . 493
AgarSelo ........ .. ... ... ... . .. ..., 493
Agar Selo Tioglicolato ..................... 493
Agar (Caldo) Soro de Laranja (OSA/OSB) . .. .. 494
Agar Sulfeto Indol Motilidade (SIM) ......... 494
AgarSulfito ........... ... ... . ... ... 494
Agar Sulfito Ferro ........................ 494
Agar (Caldo) TNg- TN, -T\N; ............. 495
Agar/Caldo Thermoacidurans (TAA/TAB). . . . .. 495
Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS). . 495
Agar Tirosina ............................ 495
Agar Triplice Agucar Ferro (TSI)............. 496

Agar Tripticase de Soja (TSA) ............... 496

Agar Tripticase de Soja (TSA) com Magnésio e
Oxalato ... 497

Agar Triptona Glicose Extrato de Carne (TGE). . 497

Agar (Caldo) Triptona Glicose Extrato de Levedura

0,5% Acido Acético (TGYA-TGYB). .. ... 497
Agar Triptose Sulfito Cicloserina (TSC) .. .. ... 497
Agar Tween Esterase ...................... 498
Agar Ureia de Christensen .. ............... 498
Agar Verde Brilhante (BG).................. 499
Agar Verde Brilhante Sulfa (BGS)............ 499
Agar Vermelho Violeta Bile (VRB) ........... 499
Agar Vermelho Violeta Bile com

Glicose (VRBG) ....................... 499
Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) ... .... 500
Agar Xilose Lisina Tergitol 4 (XLT4) ......... 500
Agua Peptonada 0,1% (HyOp) ............... 500
Agua Peptonada Alcalina (APA) ............. 501
Agua Peptonada Tamponada (BPW) .......... 501

Agua Peptonada Tamponada com Cristal Violeta 501
Agua Peptonada Tamponada Modificada

com Piruvato (mBPWp) ................. 501
Agua Salina Peptonada (H,Osp) ............. 501
Agua Verde Brilhante (H,Ovb) .............. 502
Alcool 70% oo 502
AlcoolTodado . . ... 502

Alcool Todado 3:1

Caldo Acetamida = vide Agar/Caldo Acetamida

Caldo Acetamida ISO 16266 ................ 502

Caldo Acido (CA) = vide Caldo Thermoacidurans
(mesma formulagao)

CaldoAll ... .o 503
Caldo APT = vide Agar/Caldo All Purpose Tween
Caldo Asparagina . ........................ 503

Caldo Bacillus acidoterrestris (BAT)
= vide Agar/Caldo Bacillus acidoterrestris

CaldoBolton ............................ 503
Caldo Brucella ........................... 504
Caldo Cianeto de Potassio (KCN)

(cuidado,veneno) ..................... 504
Caldo Citratode Koser . ... ................. 505
Caldo Descarboxilase . . .................... 505
Caldo Descarboxilase de Falkow ............. 505

Caldo Dextrose Purpura de Bromocresol (BCP) . 505
Caldo Dextrose Triptona (DTB)

= vide Agar (Caldo) Dextrose Triptona
Caldo Diferencial Refor¢ado para

Clostridios (DRCM) . ......... .. ... .... 506
Caldo E. coli (EC) ......... ... ... . .... 506
Caldo E. coli com 4-metilumbeliferil-p-D-

-glicuronideo (EC-MUG) ................ 506
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Caldo de Enriquecimento de

Enterobacteriaceae (EEB) ............... 507
Caldo de Enriquecimento para Listeria
Tamponado (BLEB) .................... 507

Caldo de Enriquecimento de Listeria
Tamponado com Acido
Morfolinopropanosulfénico (MOPS-BLEB) . 507
Caldo Extrato de Levedura Amido Glicose (YSG)
= vide Agar/Caldo Extrato de Levedura Amido
Glicose

Caldo Extrato de Malte (EM)................ 508
Caldo Fraser — Half-Fraser — Half-Fraser Base .. 508
Caldo de Figado (CF) . ..................... 509

Caldo Half-Fraser = vide Caldo Fraser —

Caldo Half-Fraser — Caldo Fraser Base
Caldo Infusao Cérebro Coragao (BHI)

= vide Agar/Caldo Infusdo Cérebro Coragio

Caldo Infusdo de Vitela (VIB) ............... 509
Caldo Irgasan Ticarcilina Clorato (ITC)........ 509
Caldo KF Streptococcus (KFB) .............. 510
Caldo Lactosado (CL). .. ..............oo... 510
Caldo Lactose Sulfito (LS) . ................. 511
Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST)........... 511
Caldo Lauril Sulfato Triptose Modificado

Vancomicina (m-LST-V)................. 511
Caldo Malonato Modificado ................ 512
Caldo MRS (De Man, Rogosa & Sharpe)

= vide Agar/Caldo MRS
Caldo M-Staphylococcus . .................. 512
CaldoNitrato ........... ... ... ..., 512
Caldo Nutriente (NB) = vide Agar/Caldo Nutriente
Caldo Nutriente Lisozima .................. 512
Caldo Peptona Sorbitol Bile (PSBB) .......... 513
Caldo de Pré-Enriquecimento Universal . ... ... 513
Caldo Purpura Base Carboidratos ............ 513

Caldo Rappaport-Vassiliadis
Modificado (RV = R10) Caldo Rappaport-

-Vassiliadis Soja (RVS).................. 513
Caldo Rogosa SL = vide Agar/Caldo Rogosa SL
Caldo Selenito Cistina (SC) ................. 514

Caldo Soro de Laranja (OSB)

= vide Agar/Caldo Soro de Laranja
Caldo T\N; e T\N;

= vide Agar/Caldo TN - TN, - T\N;

Caldo Tetrationato (TT) .................... 515
Caldo Tetrationato Hajna (TTH).............. 515
Caldo Tetrationato Muller Kauffmann

Novobiocina (MKTTn) ................. 515

Caldo Thermoacidurans (TAB)
= yide Agar/Caldo Thermoacidurans

Caldo Tripticase de Soja (TSB) .............. 516
Caldo Triptona 1% .. .............cvon... 517
Caldo Triptona Glicose Extrato de

Levedura 0,5% Acido Acético (TGYB)

= vide Agar/Caldo Triptona Glicose

Extrato de Levedura 0,5% Acido Acético
Caldo Universidade de Vermont

Modificado (UVM)..................... 517
CaldoUreiaRépido ....................... 518
Caldo Ureia de Rustigian & Stuart ........... 518
Caldo Verde Brilhante Bile 2% (VB) .......... 518
Caldo Vermelho de Fenol-Carboidratos . . ... ... 518
CaldoVM VP ... ... .. 519
Caldo VP Modificado para Bacillus . .......... 519
Discos de Indoxil Acetato .................. 519
Escalade McFarland ...................... 519
Etanol 70% = vide Alcool 70%

Formalina

= vide Solugdo Salina Formalinizada
Leite em P6 Desnatado Reconstituido .. ....... 520
Leite Tornassolado (Litmus Milk) ............ 520
Meio de Carne Cozida (CMM)............... 520
Meio de Fermentagdo de Carboidratos para

Clostridium perfringens ................. 521
MeiodeKingB .......................... 521
Meio de Lactose Gelatina (MLG). ............ 521
MeioPE-2 ... ... .. ... 522
Meio Reforcado para Clostridios (RCM) . ... ... 522
Meio Reforgado para Clostridios com

Lactato(RCML) . .......... oot 522
Meio Teste de Motilidade .................. 522
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Meio de Tioglicolato (TGM) ................ 523
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Reagente de Catalase

(Peroxido de Hidrogénio 3%) ............ 524

Reagentes para Coloracdo de Esporos (Ashby) .. 524
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Reagente de Fosfatase Acida ................ 524
Reagente de Kovacs para Teste de Indol
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Reagentede Nessler ....................... 525
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sulfanilico e solugdo 0,5% alfa-naftol) . ... .. 526
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Coleta, transporte e estocagem
de amostras para analise

Revisdes da 52 edicao

Item 1.3.1 (revisado) A esterilizag@o de frascos e utensilios para coleta de amostras em autoclave deve ser feita
a 121+3 °C por 15 minutos no minimo. Em estufas deve ser feita a 170+£10 °C por 1 hora no minimo (ISO

7218:2007/Amd.1:2013).

Item 1.3.4 (revisado) Nas orientagdes da 21° edicao do Standard Methods for the Examination of Water and Was-
tewater para a coleta de amostras de 4gua havia a recomendagao de adicionar EDTA as amostras com teor alto
de metais. Essa recomendagio foi suprimida na 22% edi¢do e também nesta 5% edig¢do do Manual.

Item 1.4.3 (revisado) A temperatura de estocagem de amostras sob refrigeragao recomendada pela 5 edigdo do
Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods passa de 0 a 4,4 °C para 0 a 4,0 °C. O
tempo maximo de seis horas para estocagem de amostras de moluscos e crustaceos foi suprimida na 5* edi¢do

do Compendium e também deste Manual.

Item 1.4.5 (revisado) A temperatura de estocagem de amostras de dgua sob refrigeracdo recomendada pela 22*
edicdo do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (Hunt, 2012) passa de 10 °C para
8 °C, enfatizando-se a recomendagdo de que essas amostras ndo devem ser congeladas.

1.1. Introducao

As recomendagdes contidas nesse capitulo sdo
da American Public Health Association (APHA),
descritas na 5* edi¢cdo do Compendium of Methods
for the Microbiological Examination of Foods
(Salfinger & Tortorello, 2015), na 22* edicdo do
Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater (Hunt, 2012) (especificas para
a analise de agua), na 17* edicdo do Standard
Methods for the Examination of Dairy Products
(Wehr & Frank, 2004) (especificas para a anali-
se de produtos lacteos) e em diversas normas da
International Organization for Standardization
(recomendadas para ensaios realizados com me-
todologia ISO).

Alguns termos utilizados ao longo do texto sdo
oriundos da terminologia relacionada com a
amostragem de lotes e devem ter seu significado
corretamente compreendido:

Lote

Lote é definido como uma quantidade de alimen-

to de mesma composi¢ao e caracteristicas fisicas,
quimicas e sensoriais, produzida e manuseada
numa mesma batelada, sob as mesmas condigdes.
Na prética, lote geralmente ¢ a quantidade de ali-
mento produzida dentro de um intervalo de tempo
de funcionamento de uma linha de produ¢ao, sem
interrupcao.

Amostra de lote e unidade de
amostra

Amostra de lote ¢ uma fragdo do total produzi-
do, retirada ao acaso, para avaliar as condi¢des
do lote. No caso de alimentos acondicionados em
embalagens individuais, ¢ composta de n embala-
gens individuais. No caso de grandes massas de
alimentos, ndo acondicionados em embalagens
individuais, ¢ composta de n aliquotas do produto.
As embalagens ou aliquotas individuais sdo cha-
madas de unidades de amostra e, para a avalia¢ao
do lote, s@o analisadas separadamente. A partir do
conjunto de resultados da analise das n unidades
de amostra, € possivel inferir as caracteristicas de
todo o lote, mas o resultado da analise de uma Uni-
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ca unidade de amostra ndo pode ser tomado como
representativo do lote.

Nas analises de Salmonella, cujo padrao em ali-
mentos € auséncia em qualquer das unidades de
amostra, ¢ comum a pratica de compor (misturar) as
unidades de amostra, para realizar um tnico ensaio.
A presenga na amostra composta ¢ inaceitavel, in-
dependente de quantas ou quais unidades de amos-
tra estejam contaminadas. Maiores detalhes sdo
apresentados no capitulo especifico de Salmonella.

Planos de amostragem de lotes

Sempre que se tratar da avaliacdo de lotes ou par-
tidas, a tomada das n unidades de amostra devera
seguir um plano de amostragem estatistico ade-
quado. Os mais utilizados sdo os planos de duas
ou trés classes estabelecidos pela International
Commission on Microbiological Specifications
for Foods (ICMSF, 2002), adotados pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

O plano de duas classes classifica os lotes em
duas categorias, aceitavel ou inaceitavel, depen-
dendo dos resultados da analise das n unidades de
amostra. E 0 mais aplicado no caso de ensaios de
presenga/auséncia, como Salmonella, por exem-
plo, em que a auséncia ¢ aceitavel e a presenca
em qualquer das n unidades de amostra ¢ inacei-
tavel.

O plano de trés classes classifica os lotes em trés
categorias, aceitavel, qualidade intermediaria mas
aceitavel e inaceitavel. Sao recomendados para
ensaios quantitativos, para os quais o padrao nio
¢ auséncia, mas sim, valores dentro de uma fai-
xa entre m ¢ M. Os parametros utilizados nesses
planos, para a tomada de decisdes a respeito dos
lotes sao:

n: ¢ o numero de unidades de amostras a serem
colhidas aleatoriamente de um mesmo lote, para
serem analisadas individualmente. As n unidades
de amostra constituem a amostra representativa do
lote. Para ensaios de presenga/auséncia, ndo quan-
titativos (Salmonella ou Listeria monocytogenes,
por exemplo) as unidades de amostra poderdo ser
compostas e realizada uma unica analise, porém,
na composi¢do das amostras devem ser consulta-

das e obedecidas as orienta¢des dos capitulos rela-
cionados aos ensaios especificos em questao.

m: ¢ o padrio microbioldgico estabelecido para
um dado microrganismo, num dado alimento. Em
um plano de trés classes esse valor separa um lote
aceitavel de um lote com qualidade intermediaria
aceitavel.

M: ¢ um limite toleravel, acima do padrdo, que
pode ser atingido por algumas (c¢) unidades de
amostra, mas ndo pode ser ultrapassado por ne-
nhuma. Em um plano de duas classes, M separa o
lote aceitavel do inaceitavel. Em um plano de trés
classes, separa o lote com qualidade intermediaria
aceitavel do lote inaceitavel.

c: dentre as n unidades de amostra que constituem
a amostra representativa do lote, ¢ é o nimero ma-
ximo de unidades que podem ser aceitas com con-
tagens acima do padrao m, desde que ndo acima
do limite M. Nos casos em que o padrao micro-
bioldgico ¢ auséncia, ¢ € igual a zero e aplica-se o
plano de duas classes.

Unidade analitica

A unidade de amostra geralmente contém uma
quantidade de produto maior do que a necessaria
para a anélise, porque, ao se coletar uma unida-
de de amostra, ha sempre o cuidado de se tomar
quantidades suficientes para estocagem de con-
tra-amostras e prevencdo de perdas por aciden-
te. Unidade analitica ¢ a quantidade de alimento
efetivamente utilizada na realizagdo de um ou
mais ensaios da unidade de amostra. O nimero
de unidades analiticas necessarias para a analise
depende do numero e tipos de ensaios que serdo
realizados na mesma unidade de amostra, sen-
do uma para os ensaios gerais de quantificagdo
(contagem total de aerdbios mesofilos, contagem
de bolores e leveduras, contagem de coliformes
totais/termotolerantes/E. coli, contagem de S.
aureus, contagem de B. cereus, contagem de C.
perfringens), uma para cada ensaio de presenga/
auséncia (Salmonella, Listeria monocytogenes e
todos os outros que requeiram enriquecimento em
caldo especifico) e uma para cada outro ensaio
que requeira tratamento diferenciado da amostra



Coleta, transporte e estocagem de amostras para andlise o 3

(contagem de esporos de bactérias, contagem de
bolores termorresistentes e outros).

1.2. Material necessario

Frascos e utensilios para coleta

o Frascos ou bolsas plasticas estéreis de capaci-
dade variada

Espatulas

Facas

Colheres

Tesouras

Pingas

Caladores

Amostradores verticais de tubo duplo
Amostradores tipo “corer”

Furadeira elétrica e brocas esterilizadas
Caixas de isopor com gelo seco ou sachés de
gelo reutilizavel em gel

Oo0Oo0oooooaod

Reagentes e diluentes

o Etanol 70%

o0 Solugdo de hipoclorito de sodio a 100 mg/l
(100ppm)

o Solucdo de tiossulfato de so6dio (Na,S,0;) 3%
ou 10%

0 Solucdo Tamponada Glicerol Sal

Equipamentos

0 Freezer com temperatura abaixo de 20 °C ne-
gativos

o Refrigerador com temperatura entre 0 e 4 °C

1.3. Coleta de amostras
para analise

O capitulo 2 do Compendium (Taylor et al., 2015)
recomenda que amostras de alimentos acondicio-
nados em embalagens individuais sejam coletadas
e encaminhadas ao laboratdrio na sua embalagem
comercial original, fechada e intacta. Cada emba-
lagem unitaria do produto constitui uma unidade
de amostra e devem ser coletadas tantas unidades
de amostra quantas forem requeridas pelo plano
de amostragem. Se a embalagem unitaria contiver
uma quantidade de alimento insuficiente para as

analises e guarda de contra amostras, deve-se co-
letar varias embalagens unitarias, como parte de
uma mesma unidade de amostra. No momento da
analise, deve-se juntar o contetido dessas diversas
embalagens em um unico frasco estéril, misturan-
do-se bem e retirar a unidade analitica da mistura.
Se o produto ndo permitir mistura, deve-se tomar,
de cada uma das embalagens unitarias, por¢oes de
peso aproximadamente igual, para compor a uni-
dade analitica daquela unidade de amostra.

No caso de alimentos contidos em tanques ou
grandes embalagens, impossiveis de serem trans-
portadas ao laboratorio, deve-se transferir porgdes
representativas da massa total para frascos ou bol-
sas de coleta estéreis, sob condigdes assépticas.

1.3.1. Selecao e preparacgao de
frascos para coleta de alimentos
acondicionados em embalagens
nao individuais

Utilizar frascos ou bolsas com tampas a prova
de vazamentos, de material ndo toxico, aprovado
para contato com alimentos e, de preferéncia, au-
toclavaveis ou pré-esterilizados. Nao é recomen-
davel o uso de frascos de vidro, devido ao risco de
quebra, contaminag¢do do ambiente de coleta com
cacos de vidro e perda do conteudo

Escolher frascos com tamanho adequado para a

quantidade de alimento que sera coletada. Para de-

finir a quantidade de amostra a ser coletada, consi-
derar que cada unidade de amostra deve conter, no
minimo, duas vezes o nimero de unidades analiti-
cas que serdo utilizadas nos ensaios, de preferén-
cia, trés a quatro vezes esse valor, para a separagao
da contra-amostra e preven¢ao de possiveis perdas.

Levar em conta, ainda, o fato de que os frascos de

coleta ndo devem ser completamente preenchidos

pelo alimento, sendo recomendavel utilizar, no ma-
ximo, trés quartos de sua capacidade, para facilitar

a posterior homogeneizacdo da amostra, antes da

retirada da(s) unidade(s) analitica(s).

Os frascos e utensilios ndo pré-esterilizados que

serdo utilizados na coleta (espatulas, colheres,

tesouras, pingas, caladores etc.) devem, de prefe-
réncia, ser esterilizados individualmente em auto-
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clave (121£3 °C pelo menos por 15 minutos) ou
em estufa de esterilizagdo (17010 °C pelo me-
nos por uma hora) (ISO 7218:2007/Amd.1:2013).
Alguns outros métodos que podem ser utilizados
como alternativa sdo a flambagem em chama, a
imersdo em etanol e combustdo do alcool (pode
ndo eliminar esporos) e o tratamento com solu-
¢oOes desinfetantes. Nesse ultimo caso devem ser
usados desinfetantes aprovados para superficies
de contato com alimentos, aplicados conforme a
orientacdo dos fabricantes e seguidos de 12 enxa-
gues com agua purificada estéril, para a remogao
dos residuos. Frascos ou bolsas ndo estéreis que
apresentem, num teste de lavagem da superficie
interna, contagem de microrganismos viaveis me-
nor do que 1 UFC/ ml de capacidade, podem ser
utilizados sem esterilizagdo prévia.

1.3.2. Procedimentos para a coleta
de alimentos acondicionados
em embalagens nao individuais

a) Antes de iniciar a coleta da unidade de amos-
tra, promover uma mistura de toda a massa
de alimento, para garantir que a distribuicao
dos microrganismos seja homogénea. Retirar
entdo, com utensilios ou instrumentos adequa-
dos, a quantidade de produto necessaria para
compor a unidade de amostra.
b) Se néo for possivel promover a mistura da mas-
sa de alimentos antes do inicio da amostragem,
retirar por¢des de diferentes partes do conteu-
do, até obter a quantidade de produto adequada
para compor a unidade de amostra. Evitar a re-
tirada de porgdes das regides proximas a super-
ficie ou abertura do tanque ou volume.
bl) Para coletar amostras de p6, em diferentes
partes de tanques ou grandes embalagens,
podem ser utilizados caladores ou amos-
tradores verticais de tubo duplo, com com-
primento suficiente para atingir o centro da
massa de alimento. Usar um amostrador es-
téril diferente para cada unidade de amostra
coletada, ou desinfetar o instrumento entre
uma amostragem € outra.

b2) Para compor uma unidade de amostra com
porgoes de diferentes pontos de alimentos

em grandes pecas solidas, deve-se usar fa-
cas, pingas e forceps estéreis para cortar pe-
dacos menores do alimento.

b3) No caso de grandes blocos de alimentos
congelados, como blocos de pescados e
frutos do mar, blocos de ovo liquido etc., o
mais adequado ¢ utilizar uma furadeira elé-
trica (com a broca previamente esterilizada)
combinada com um funil estéril. A broca é
inserida no funil (cujo didmetro de abertura
inferior deve ser apenas ligeiramente maior
que o diametro da broca) e encostada no
ponto do bloco que se deseja amostrar. Li-
ga-se a furadeira e as raspas congeladas do
alimento vao-se dirigindo para a superficie,
sendo coletadas no funil, de onde podem ser
transferidas para um frasco de coleta ade-
quado.

b4) Quando a coleta for feita através de tor-
neiras ou tubulagdes, limpar a parte externa
da saida com etanol 70%, flambar, se o ma-
terial for resistente ao fogo, e deixar escoar
uma certa quantidade do produto, antes de
iniciar a coleta. Isso vai promover uma la-
vagem da tubulacdo e remover os residuos
acumulados.

b5) Para a amostragem de margarina e produ-
tos similares (“spreads”) a ISO 6887-4:2017
recomenda remover a camada externa (3 a
Smm) e retirar as unidades de amostra com
um amostrador tipo “corer”, previamente es-
terilizado. Introduzir o instrumento na diago-
nal, sem atingir o fundo, rodar num circulo
completo e retirar, trazendo uma porgdo co-
nica do produto.

¢) Lembrar que a superficie externa dos frascos

e bolsas de coleta ndo € estéril. Assim, ndo se-

gurar os frascos ou bolsas diretamente acima

da massa de alimento, pois podem cair ou in-

troduzir contaminantes no produto. Da mesma

forma, nunca introduzir um frasco de coleta

diretamente no produto, mas sim, utilizar um

utensilio adequado para retirar as unidades de

amostra.

d) Ao retirar o instrumento de coleta cheio com
o produto coletado, ndo manusea-lo sobre os
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outros instrumentos pré-esterilizados, pois res-
pingos do alimento podem contaminar os que
serdo utilizados posteriormente.

e) Abrir os frascos ou bolsas de coleta apenas o
necessario para introduzir o produto e fechar
imediatamente.

f) Nao tocar a superficie interna dos frascos ou
bolsas de coleta e suas tampas.

g) Alimentos contaminados podem conter micror-
ganismos perigosos para a satde. Essas amos-
tras devem ser coletadas por pessoal bem trei-
nado na manipulacdo de microrganismos, cien-
te dos cuidados necessarios para sua propria
prote¢do. Na duvida, tratar cada amostra como
se estivesse contaminada.

1.3.3. Coleta de alimentos
envolvidos em casos de
doencgas de origem alimentar
(DTAs)

O capitulo 2 do Compendium (Taylor et al., 2015)
recomenda coletar e analisar amostras de todos os
alimentos suspeitos, o mais cedo possivel. Entre-
tanto, ndo adianta coletar amostras de alimentos
que tenham sofrido abuso de temperatura ou que
ja se encontrem em estado de parcial deterioragao.
Os resultados dessas analises serdo de pouca ou
nenhuma utilidade para as conclusdes da investi-
gacdo. Se ndo houver sobras das refei¢cdes suspei-
tas, pode-se tentar uma das seguintes alternativas:
coletar amostras de refei¢des similares, prepara-
das posteriormente sob as mesmas condigdes, co-
letar amostras dos ingredientes e matéria-prima
utilizados na preparagdo das refei¢des suspeitas e
coletar os vasilhames onde as refei¢des suspeitas
se encontravam acondicionadas

1.3.4. Coleta de amostras de agua

O capitulo 60 do Compendium (Robin & Feng,
2015) trata da coleta de agua engarrafada, consi-
derada pelo Codex Alimentarius como alimento.
Essas amostras devem ser coletadas na embala-
gem original, lacrada. Em havendo interesse ou
necessidade de coletar volumes menores, a partir
de embalagens de maior capacidade, deve-se ho-

mogeneizar todo o conteudo, invertendo a emba-
lagem varias vezes, desinfetar o bocal com etanol
70% e, em condigdes assépticas, abrir o lacre com
uma faca ou tesoura estéril ou flambada. Despre-
zar o volume inicial e coletar a amostra em um
frasco estéril adequado.

Para a coleta de outros tipos de agua, a parte
9060A da 22* edicao do Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater (Hunt,
2012) traz as seguintes orientagdes:

a) Para coletar amostras de torneiras e tubula-
¢oes, limpar a area externa da saida com uma
solucdo de hipoclorito de sodio a 100 mg/l ou
com etanol 70%, flambando, se o material for
resistente ao fogo. Abrir totalmente a torneira e
deixar a agua fluir por 2 a 3 minutos, para lim-
par a tubulag@o. Reduzir o fluxo para coletar a
amostra sem respingos para fora do frasco de
coleta.

b) Para coletar amostras de dgua de pogo ou cis-
terna com bomba, bombear a agua por cinco a
10min, para estabilizar a temperatura da agua
antes da coleta. Se ndo houver uma bomba,
preparar os frascos de coleta com um peso na
base e introduzir o frasco diretamente no pogo.
E necessario cuidado para ndo contaminar a
amostra com material acumulado na superficie
da agua.

¢) Para coletar amostras de agua de rios, lagos ou
reservatorios, segurar o frasco de coleta pela
base e mergulhar abaixo da superficie da agua,
com a boca para baixo. Direcionar a boca do
frasco para a corrente de agua e elevar ligei-
ramente, para que a agua fique retida. Se néo
houver corrente de agua, empurrar o frasco
para frente horizontalmente, no sentido con-
trario ao da mao.

d) Amostras de adgua clorada devem ter o cloro
residual neutralizado imediatamente apos a co-
leta, para impedir a continuagdo do seu efeito
bactericida sobre a microbiota presente. Para
tanto, adicionar aos frascos de coleta, antes da
esterilizacdo, 0,1 ml de uma solucdo 3% de
tiossulfato de sodio (Na,S,0;), para cada 100
ml de amostra que se pretende coletar. Essa



6 0O

Manual de métodos de analise microbiologica de alimentos e agua

quantidade ¢ suficiente para neutralizar 5 mg
de cloro residual por litro de amostra. Nas situ-
acoes em que a concentracao de cloro residual
seja superior a 5 mg/l, utilizar 0,1 ml de uma
solug¢do 10% de tiossulfato de sodio, para cada
100 ml de amostra que se pretende coletar.
Essa quantidade ¢ suficiente para neutralizar
15 mg de cloro residual por litro de amostra.
Podem também ser utilizadas bolsas plasticas
ou frascos estéreis, disponiveis comercial-
mente ja contendo o tiossulfato de sodio. Se a
amostra for coletada e enviada ao laboratorio
pelo proprio interessado, sem a prévia neutra-
lizacao do cloro, adicionar a solu¢do de tios-
sulfato de sodio estéril imediatamente apds a
chegada da amostra, sob condi¢des assépticas.

1.4. Transporte e estocagem
de amostras até o
momento da analise

Como regra geral, deve-se transportar e estocar
amostras de alimentos da mesma forma como o
produto ¢ normalmente transportado e estocado
na sua comercializa¢do. As orientagdes abaixo
devem ser observadas para garantir a integridade
do produto até o momento das analises:

1.4.1. Transporte e estocagem de
alimentos com baixa atividade
de agua

Alimentos desidratados, secos ou concentrados sdo
estaveis microbiologicamente, podendo ser trans-
portados e estocados a temperatura ambiente. De-
vem, entretanto, ser protegidos contra a umidade.

1.4.2. Transporte e estocagem de
alimentos congelados

Amostras de alimentos comercializados na forma
congelada devem ser transportadas e mantidas
congeladas até o momento da analise, ndo poden-
do sofrer descongelamento total ou parcial du-
rante o transporte. O capitulo 2 do Compendium
(Taylor et al., 2015) recomenda que a temperatura

de estocagem dessas amostras nao seja superior a
20 °C negativos. A ISO 7218:2007/Amd.1:2013
recomenda temperatura de 15 °C negativos, de
preferéncia 18 °C negativos.

O transporte deve ser feito em caixas de isopor
com gelo seco, porém, certos cuidados devem ser
observados. O produto ndo deve entrar em contato
com o gelo seco porque a absor¢do do CO, pode
alterar o pH. Se a tampa da embalagem nao vedar
a entrada de gases e/ou se embalagem for permea-
vel aos gases e/ou se tornar quebradica com o frio,
deve-se usar uma embalagem secundaria. Geral-
mente um embrulho em papel grosso € suficiente
para prevenir esse problema.

Roétulos e etiquetas usados na identificacdo das
amostras devem ser a prova d’agua, para prevenir
a perda dos dados.

1.4.3. Transporte e estocagem de
alimentos refrigerados

Amostras de alimentos comercializados na forma
refrigerada devem ser transportados e mantidos
sob refrigeragdo desde a coleta até o momento da
analise. O capitulo 2 do Compendium (Taylor et
al., 2015) recomenda, como regra geral, transpor-
te e estocagem entre 0 ¢ 4 °C e intervalo maxi-
mo de 36 horas entre a coleta e a analise. A ISO
7218:2007/Amd.1:2013 recomenda transporte
entre 1 °C e 8 °C, estocagem a 3+2 °C e interva-
lo maximo de 36h entre a coleta e a analise (24h
no caso de amostras altamente pereciveis). Na
impossibilidade de se proceder a analise no inter-
valo de tempo preconizado, as amostras devem
ser congeladas e mantidas nas mesmas condigdes
descritas para amostras congeladas (item 1.4.2),
desde que o congelamento ndo interfira na recu-
peragdo do(s) microrganismo(s) alvo (vide item
1.4.3.1. excegdes abaixo).

O capitulo 2 do Compendium (Taylor et al., 2015)
recomenda que o transporte seja feito em caixas
de isopor com gelo, sendo recomendavel o uso de
sachés de gelo reutilizdvel em gel, para evitar o
acumulo de liquido nas caixas. Na indisponibili-
dade de gelo em gel, pode ser utilizado gelo co-
mum, desde que acondicionado em bolsas plasti-
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cas. Caixas bem fechadas, com espaco amplo para
gelo, suficiente para envolver todos os frascos de
amostra, podem manter temperaturas de refrige-
racao adequadas por até 48 horas, na maioria das
situagdes. Como regra geral, essas amostras nao
devem ser congeladas, por isso, ndo ¢ recomen-
davel o uso de gelo seco nas caixas de isopor.
Se o tempo de transito for prolongado e houver
necessidade de usar gelo seco, as embalagens de
amostras ndo devem entrar em contato direto com
as embalagens de gelo seco, para evitar o congela-
mento. Rotulos e etiquetas usados na identificagao
das amostras devem ser a prova d’agua, para pre-
venir a perda dos dados.

1.4.3.1. Excegoes. Para certos produtos ou micror-
ganismos as recomendagdes sdo diferenciadas:

a) No capitulo especifico para bactérias lacticas
o congelamento ndo é recomendado, devido
a grande susceptibilidade desses microrganis-
mos as injurias pelo congelamento.

b) No capitulo especifico para vibrios patogénicos
recomenda-se que as amostras sejam estocadas
sob resfriamento moderado (7-10 °C) e anali-
sadas entre 24 e 48h apoés a coleta. O contato
direto com gelo deve ser evitado, porque as
células podem ser injuriadas se o resfriamen-
to for rapido. O congelamento das amostras ¢
desaconselhado e, em caso de absoluta neces-
sidade, deve ser feito a 80 °C negativos.

¢) No caso de C. perfringens devem ser analisadas,
se possivel, imediatamente, pois a estocagem
por poucos dias sob refrigeragdo ou congela-
mento pode levar a uma redugéo de trés a cin-
co ciclos logaritmicos na contagem em placas.
Na impossibilidade de se proceder a analise
imediata, o capitulo 33 do Compendium (La-
bbe, 2015) recomenda que sejam refrigeradas
pelo menor tempo possivel, ndo devendo ser
congeladas ou mantidas sob refrigeragdo pro-
longada. Havendo necessidade de estocagem
por mais de 48 horas, tratar as amostras com
Solugao Tamponada Glicerol Sal (na quantida-
de requerida para atingir a concentragao final
de 10% na amostra) e estocar entre 55 e 60 °C
negativos.

d) No capitulo especifico para Campylobacter a
ISO 10272-1:2006 destaca a sensibilidade de
Campylobacter ao congelamento ¢ a secagem,
recomendando que as amostras ndo sejam con-
geladas e que sejam protegidas contra a perda
de umidade. Indica estocagem a 3+2 °C e ana-
lise o mais rapido possivel. O Bacteriological
Analytical Manual (Hunt et al., 2001) destaca
que Campylobacter ¢ sensivel ao ar, secagem,
baixo pH, aquecimento, congelamento e es-
tocagem prolongada, podendo sofrer injurias
que dificultam a detec¢dao. Células velhas ou
estressadas gradualmente adquirem forma
cocoide e se tornam mais dificeis de cultivar.
Para estocagem prolongada, C. jejuni subsp
Jjejuni pode sobreviver duas a quatro semanas
sob refrigeragdo (4 °C), se for garantida bai-
xa tensdo de oxigé€nio e protecao contra perda
de umidade (exceto no caso de leite cru). Nas
mesmas condi¢des, também pode sobreviver
dois a cinco meses a 20 °C negativos. Outras
espécies, nas mesmas condi¢des, podem so-
breviver (mas nao se multiplicar) uma a trés
semanas a 4 °C (exceto no caso de leite cru). A
populagdo diminui dois ciclos logaritmicos a
20 °C negativos, mas os sobreviventes podem
ser recuperados apos mais de cinco meses.
Uma vez abertos os frascos ou embalagens, a
analise deve ser feita o mais rapido possivel,
porque a introdug@o de oxigénio ¢ particular-
mente deletéria para as células, j& debilitadas
pela estocagem prolongada.

e) No capitulo especifico para contagem de aero-
bios psicrotroficos, recomenda-se que as amos-
tras sejam analisadas no intervalo de seis ho-
ras, a partir da coleta. A estocagem refrigerada
permite a multiplicacdo dos psicrotroficos e o
tempo de geracdo de varios desses microrganis-
mos encontra-se dentro desse intervalo. O con-
gelamento ndo ¢ indicado para essas amostras,
porque pode provocar injuria ou morte de varios
microrganismos. Se o congelamento for indis-
pensavel considerar na avaliagao dos resultados
que parte da microbiota pode ter sido perdida.

f) Segundo o capitulo 46 do Compendium (Ricke
et al., 2015), amostras de ovo liquido refrige-
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rado devem ser analisadas, se possivel, dentro
de quatro horas apo6s a coleta, ndo devendo ser
congeladas.

g) Segundo o capitulo 51 do Compendium (Pé-
rez-Diaz et al., 2015), amostras de produtos
vegetais fermentados ou acidificados nao co-
mercialmente estéreis devem ser estocadas sob
refrigeragdo por nao mais do que 24 horas.

1.4.4. Transporte e estocagem
de alimentos comercialmente
estéreis em embalagens
herméticas

Alimentos comercialmente estéreis com embala-
gens em condi¢cdes normais, podem ser transpor-
tados e estocados a temperatura ambiente, deven-
do ser protegidos contra exposi¢do a temperaturas
superiores a 40 °C (ISO 7218:2007/Amd.1:2013).
Refrigerantes engarrafados, comercializados a
temperatura ambiente, também podem ser trans-
portados e estocados nessas condigdes.

Segundo o capitulo 51 do Compendium (Parkin-
son & Francis, 2015), embalagens estufadas de-
vem ser acondicionadas em bolsas plasticas de-
vido ao perigo de vazamento de material de alto
risco microbioldgico. O transporte e a estocagem
podem ser feitos sob refrigeracdo, para prevenir
explosdo, mas se houver suspeita de deterioracao
por bactérias termdfilas, lembrar que a refrigera-
¢do pode destruir as células vegetativas.

1.4.5. Transporte e estocagem de
amostras de agua

O Capitulo 60 do Compendium (Robin & Feng,

2015) recomenda:

a) Para dgua engarrafada na embalagem original,
lacrada, transporte e estocagem a temperatu-
ra ambiente, sem necessidade de refrigeragao.
Nao ha exigéncias quanto ao intervalo de tem-
po entre a coleta e a analise.

b) Para embalagens abertas ou amostras transfe-
ridas para outros frascos, transporte e estoca-

gem sob refrigeracdo e intervalo entre coleta e
analise preferencialmente de 8h, nao devendo
ultrapassar 24h.

Para outros tipos de agua, a parte 9060B da 22°
edi¢do do Standard Methods for the Examination
of Water and Wastewater (Hunt, 2012) traz a se-
guinte orientacao:

¢) Como regra geral, transporte e estocagem sob
refrigeragao (menor que 8 °C sem congelar) e
intervalo entre coleta e analise ndo superior a
24h.

d) Para avaliagdo da conformidade de agua po-
tavel, transporte e estocagem sob refrigeracdo
(menor que 8 °C sem congelar) e intervalo
entre coleta e analise ndo superior a 30h, para
quantificagdo de coliformes, ou 8h, para a
quantifica¢do de heterotroficos (contagem to-
tal de aerdbios mesofilos em placas).

e) Para a avalia¢do da conformidade de agua ndo
potavel, transporte e estocagem sob refrigera-
¢ao (menor que 8 °C sem congelar) e intervalo
entre coleta e analise ndo superior a 6h.

1.5. Recepgao de amostras
para analise

Na recepgao de amostras para analise no laborato-
rio, devem ser observadas as condi¢des da emba-
lagem e as condigdes em que foi feito o transpor-
te, antes da aceitagdo do pedido de analise. Deve
ser recusada qualquer amostra com embalagem
rasgada, furada, violada, com corpos estranhos ou
qualquer outro tipo de defeito, bem como amos-
tras transportadas sob condi¢des inadequadas. Se
o interessado estiver encaminhando amostra com
embalagem ja aberta ou com selo violado (comum
no caso de amostras encaminhadas para responder
a reclamagdes de consumidores, por exemplo),
pode-se proceder a analise, dependendo do tipo
de embalagem, tipo de produto e microrganismos
investigados, porém, as condi¢cdes em que a amos-
tra foi recebida devem constar da identificagdo da
amostra e do laudo final de analise.
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