Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Programa de P6s Graduagéao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Fernanda Stoduto Ferreira
(Engenheira de Alimentos — UFRGS)

AVALIAGAO DA MULTIPLICAGAO E RECUPERAGAO DE SALMONELLA
ENTERITIDIS SE86 EM DIFERENTES DILUENTES, MEIOS DE CULTURA E
METODOS DE SEMEADURA, APOS EXPOSICAO AO

DICLOROISOCIANURATO DE SODIO

Porto Alegre
Janeiro de 2011


http://www.pdfonline.com/easypdf/?gad=CLjUiqcCEgjbNejkqKEugRjG27j-AyCw_-AP

Stoduto, Fernanda
S869a Avaliacdo da multiplicacao e recuperagao de salmonella
enteritidis se86 em diferentes diluentes, meios de cultura e métodos
de semeadura, apos exposi¢ao ao dicloroisocianurato de sédio. /
Fernanda Stoduto. — — Porto Alegre, 2011.

58f. :il.

Dissertacao (mestrado) - Programa de Pds-graduacéo em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Instituto de Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, BR-RS,
2011.

Orientador: Prof. Dr. Eduardo Tondo

Bibliografia

1. Microbiologia dos alimentos 2. Doengas transmitidas por
alimentos 3. Salmonella Enteritidis |. Titulo. Il. Tondo, Eduardo

César (Orient.).

CDU 664:576.8

Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
da UFRGS.


http://www.pdfonline.com/easypdf/?gad=CLjUiqcCEgjbNejkqKEugRjG27j-AyCw_-AP

Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Programa de P6s Graduagéao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Fernanda Stoduto Ferreira
(Engenheira de Alimentos — UFRGS)

AVALIAGAO DA MULTIPLICAGAO E RECUPERAGAO DE SALMONELLA
ENTERITIDIS SE86 EM DIFERENTES DILUENTES, MEIOS DE CULTURA E
METODOS DE SEMEADURA, APOS EXPOSIGAO AO

DICLOROISOCIANURATO DE SODIO

Dissertacao apresentada ao Curso de Pods
Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos como um dos requisitos para
obtencdo do grau de Mestre em Ciéncia e

Tecnologia de Alimentos.

Orientador: Prof. Dr. Eduardo César Tondo

Porto Alegre
Janeiro de 2011


http://www.pdfonline.com/easypdf/?gad=CLjUiqcCEgjbNejkqKEugRjG27j-AyCw_-AP

Fernanda Stoduto Ferreira
(Engenheira de Alimentos - UFRGS)

DISSERTACAO

Submetida como parte dos requisitos para obtengao do grau de
MESTRE EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

Programa de P6s Graduagao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (PPGCTA)

Universidade Federal do Rio Grande do Sul — Porto Alegre, RS, Brasil

Aprovada em:

Pela Banca Examinadora:

EDUARDO CESAR TONDO
Orientador — Programa de P6s Graduagao em

Ciéncia e Tecnologia de Alimentos/lUFRGS

FERNANDA ARBOITE DE OLIVEIRA
Banca — Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e

Tecnologia do Rio Grande do Sul

FLORENCIA CLADERA
Banca — Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos/UFRGS

JOSE MARIA WIEST
Banca — Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos/UFRGS

Homologada em:

Por:

JOSE MARIA WIEST
Coordenador do Programa de Pos
Graduagao em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos (PPGCTA)

VITOR MANFROI
Diretor do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos. ICTA/UFRGS


http://www.pdfonline.com/easypdf/?gad=CLjUiqcCEgjbNejkqKEugRjG27j-AyCw_-AP

AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Eduardo Cesar Tondo pela orientagao, paciéncia, ensinamentos,
exemplo, amizade e pela oportunidade de desenvolvimento.

Aos professores do PPGCTA, por todos os conhecimentos transmitidos.

A Prof. Dra. Floréncia Cladera, pela ajuda com os graficos e com a analise estatistica
dos dados do experimento.

Ao Laboratério de Microbiologia e Controle de Alimentos e a Prof?* Marisa Ribeiro de
Itapema Cardoso da Faculdade de Veterinaria da UFRGS, pelas cepas utilizadas neste
trabalho.

Ao Ministério da Educacao, através do Programa de Expansdo das Universidades
Publicas Brasileiras — REUNI, pela oportunidade e concessao de bolsa.

A Kalykim, pelos produtos cedidos ao Laboratério de Microbiologia e Controle de
Alimentos, que auxiliaram na realizagdo deste trabalho.

A toda equipe do Laboratério de Microbiologia e Controle de Alimentos da UFRGS,
pela amizade, alegria, apoio, por compartilharem comigo esses dois anos de ‘estrada’ e por
me ensinarem muito sobre cada ‘Flor’, com suas qualidades e pontos a melhorar.

A Fabiana Fernanda Pacheco da Silva, que desde os primeiros dias do Mestrado foi
uma amiga verdadeira, sincera, fiel, que me ajudou em muitos diversos momentos, com
paciéncia e carinho.

A Marcia Loiko, pela amizade, carinho, conselhos, por ter um coragao tdo grandioso
e por sempre estar disposta a ajudar.

A Leticia Casarin, pela amizade, carinho, apoio e pelo ombro amigo em tantos
‘desabafos’.

A Cheila de Paula, pelos conselhos, auxilio em muitos momentos e por estar sempre
disposta a ajudar e dividir seus conhecimentos e experiéncias.

A Juliana Guedes Silveira, pela amizade, alegria e emo¢ao que trouxe a nossa
‘rotina’.

A minha familia: minha mae e minha irma, por todo apoio, carinho e amor, e por
sempre estarem ao meu lado, independente das minhas escolhas.

Ao Cris, meu Amor, por ser o balsamo de todas as dores, pelos ‘colos’, palavras e
por cada momento de paz e alegria que me ajudou a suportar todos os desafios e
dificuldades.

Ao Dr. Edward Bach, que sintonizou as primeiras Esséncias Florais, Esséncias que
foram fundamentais para meu equilibrio e cura durante grande parte do mestrado e que
também puderam ajudar as ‘Flores’ que estava abertas a elas.

A Deus, que me conduziu, abengoou, iluminou e protegeu durante esses dois anos.


http://www.pdfonline.com/easypdf/?gad=CLjUiqcCEgjbNejkqKEugRjG27j-AyCw_-AP

AVALIACAO DA MULTIPLICAGAO E RECUPERAGAO DE SALMONELLA
ENTERITIDIS SE86 EM DIFERENTES DILUENTES, MEIOS DE CULTURA E
METODOS DE SEMEADURA, APOS EXPOSIGAO A DICLOROISOCIANURATO
DE SODIO

Autor: Fernanda Stoduto Ferreira
Orientador: Prof. Dr. Eduardo César Tondo

RESUMO

No Rio Grande do Sul (RS), uma cepa de Salmonella (S.) Enteritidis (SE86) foi
identificada como o principal microrganismo causador de Doengas Transmitidas por
Alimentos (DTA), nos ultimos anos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
multiplicacdo e a recuperacgao da S. Enteritidis SE86 em diluentes, meios de cultura
e métodos de semeadura, apds a exposicdo ao Dicloroisocianurato de sdédio
(NaDCC). Em um primeiro momento, o microrganismo foi ativado em caldo BHI e
exposto a 200ppm de NaDCC, por cinco minutos. Em seguida, ele foi diluido em
diferentes solucgdes, as quais foram armazenadas a 7° C e 30° C, separadamente,
sendo amostradas e analisadas microbiologicamente, a cada hora, durante seis
horas. Em um segundo momento, foi avaliada a recuperagdo do microrganismo,
antes e apo6s exposicao ao NaDCC, através de semeadura em superficie e pelo
método da Camada Fina de Agar (Thin Agar Layer - TAL), em cinco diferentes meios
de cultura [Agar Triptona de Soja (TSA), Agar Verde Brilhante Manitol Lisina Cristal
de Violeta (MLCB), Agar Verde Brilhante (BGA), Agar Salmonella Shigella (SS) e
Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD)]. Na terceira fase do estudo, foram avaliadas
a multiplicagao e a recuperacao de dois outros sorovares de Salmonella, além da S.
Enteritidis SE86, utilizando o diluente, o meio de cultura e o0 método de semeadura
que demonstraram os melhores resultados nas fases antecedentes. Os resultados
demonstraram que houve multiplicagao significativa (P < 0,05) da S. Enteritidis SE86
ndo exposta ao NaDCC, armazenada a 30° C, nos diluentes Agua peptonada (P),
Agua peptonada + Tween 80, Lecitina e Tiossulfato de sédio (P + N), Solucéo salina
+ Tween 80, Lecitina e Tiossulfato de sédio (SaS + N) e Agua peptonada + Solugéo
salina (P + SaS). O diluente Solugdo salina (SaS) nao propiciou multiplicagéo
durante as seis horas de incubacdo, mas manteve as células viaveis, sendo,
portanto, escolhido para os demais experimentos. Células expostas e ndao expostas
ao NaDCC néo foram capazes de se multiplicar em nenhum dos diluentes testados,
a 7° C. Da mesma forma, apdés exposicdo ao NaDCC, nenhuma multiplicagao
significativa foi observada nos diluentes armazenados a 30° C. Nao houve diferenca
significativa (P < 0,05) nas contagens de S. Enteritidis SE86 exposta ao NaDCC
quando semeada em TSA, meios seletivos ou meios seletivos adicionados de sobre
camada de TSA (TAL). O meio XLD foi escolhido para os demais experimentos, uma
vez que permitiu praticamente a mesma multiplicagcdo que o meio TSA. Quando
foram avaliadas a multiplicacdo e a recuperacdo de S. Enteritidis SE86, S.
Typhimurium e S. Bredeney, expostas e ndo expostas ao NaDCC, diluidas em SaS e
semeadas em TSA, XLD e XLD + sobre camada de TSA (TAL), ndo houve diferenca
significativa entre as contagens de células obtidas nos meios e no TAL, sugerindo
que a semeadura direta em XLD pode ser um método adequado para a
quantificacdo de Salmonella exposta ao NaDCC, em condi¢cdes laboratoriais.

Palavras-chave: Salmonella, recuperacao, Dicloroisocianurato de sddio
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ABSTRACT

In Rio Grande do Sul State (RS), a strain of Salmonella (S.) Enteritidis (SE86) was
identified as the main causative microorganism of foodborne diseases, in recent
years. The aim of this study was to evaluate diluents, media and plating methods for
growth and recovery of this pathogen, after exposure to Sodium dichloroisocyanurate
(NaDCC). At first, the microorganism was exposed to 200 mg kg~ NaDCC by five
minutes. Then it was diluted in different diluent solutions, which were stored at 7° C
and 30° C, separately, being sampled and microbiologically analyzed for six hours. In
a second step, the recovery of the microorganism before and after exposed by
NaDCC was evaluated, through surface plating method and Thin Layer Agar (TAL)
method, in five different culture media [Tryptic Soy Agar (TSA), Mannitol Lysine
Crystal Violet Brilliant Green Agar (MLCB); Brilliant Green Agar (BGA), Salmonella
Shigella Agar (SS) and Xylose Lysine Desoxychole Agar (XLD)]. In the third phase of
this study, the growth and recovery of S. Enteritidis SE86 and two other serovars of
Salmonella were evaluated, using the diluent, the culture medium and plating method
that showed the best results in previous phases. The results showed significant
multiplication (P < 0.05) of S. Enteritidis SE86 not exposed to NaDCC, stored at 30
°C, in diluents Peptone water (P), Peptone water + Tween 80, Lecithin and Sodium
thiosulfate (P + N), Saline solution + Tween 80, Lecithin and Sodium thiosulfate (SaS
+ N) and Peptone water + Saline solution (P + SaS). Saline solution (SaS) did not
sustain bacterial multiplication, but maintained viable cells, being chosen for the next
experiments. Exposed and not exposed cells were not able to multiply in any of the
diluents at 7° C during six hours of storage. After NaDCC exposure, no significant
multiplication was observed in any of the diluents stored at 30° C. No significant
difference (P < 0,05) in growth of S. Enteritidis SE86 exposed to NaDCC was
observed on TSA, selective medium or on selective media overlayed with TSA (TAL).
The XLD medium was chosen for the next experiments, since it allowed the same
multiplication that TSA. When the multiplication and recovery of exposed and not
exposed S. Enteritidis SE86, S. Typhimurium, and S. Bredeney were evaluated after
dilution in SaS and plating on TSA, XLD, and XLD overlayed with TSA, there was no
significant difference in counts obtained on media and TAL, suggesting that direct
plating on XLD could be an adequate method for the quantification of Salmonella
exposed to NaDCC, under laboratory conditions.

Keywords: Salmonella, recovery, Sodium dichloroisocyanurate.
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1 INTRODUGAO

As Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA) s&o causadas por
microrganismos ou suas toxinas, apos a ingestdo de agua ou alimentos
contaminados. Elas constituem um sério problema de saude publica e podem causar
expressivas perdas econdmicas (NYACHUBA, 2010; WELKER et al., 2010). Apesar
de diversos casos de DTA serem notificados, € reconhecido que apenas uma
pequena parte dos surtos reais seja registrada nas estatisticas oficiais (GREIG e
RAVEL, 2009).

No Brasil, de 1999 a 2009, foram notificados 6.349 surtos de DTA,
envolvendo 123.917 pessoas doentes e 70 ébitos. O Rio Grande do Sul (RS) foi
responsavel por 30,26% destas notificagdes. Dentre os agentes etiolégicos mais
frequentes, a Salmonella spp. foi identificada como sendo a causadora de 42,5%
dos casos identificados (BRASIL, 2009).

Embora diversos sorovares de Salmonella (S.) tenham sido isolados de
diferentes alimentos, a S. enterica, subsp. enterica, sorovar Enteritidis tem sido o
principal microrganismo envolvido nas salmoneloses alimentares no RS (GEIMBA et
al., 2004). Uma cepa de S. Enteritidis (SE86) foi o microrganismo identificado em
mais de 90% dos alimentos envolvidos em salmoneloses de 2001 a 2002 (OLIVEIRA
et al., 2007; OLIVEIRA et al., “in press”’). O mesmo microrganismo também
demonstrou maior adaptacédo acida e térmica que demais sorovares de Salmonella
(MALHEIROS et al.,, 2009) e maior resisténcia ao hipoclorito de sédio a 200 e
400ppm (TONDO et al., 2010).

Entre os principais fatores causais de surtos, entre 2000 e 2002, em servigos
de alimentacdo, no RS, a higiene deficiente de utensilios e equipamentos e a
contaminagdo cruzada somaram um total de 14,15%, indicando a possivel
deficiéncia na higienizagédo de superficies que entram em contato com os alimentos,
nas varias etapas da produgao dos mesmos (CUNHA, 2008).

Analises microbioldgicas das superficies de utensilios e equipamentos séo
uma importante ferramenta de verificagao da eficacia dos procedimentos de limpeza
e desinfeccdo (MOORE e GRIFFITH, 2007). Uma das técnicas de coleta e analise
mais indicada é o suabe de superficie (APHA, 2001).
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Apos a desinfecgdo de superficies, muitos microrganismos sao inativados,
porém pode haver a sobrevivéncia de parte da populagdo bacteriana. Essas
bactérias podem ter sido afetadas pela agdo dos desinfetantes, perdendo a
capacidade de formar colbnias em meios seletivos, porém, continuam podendo se
reproduzir em meios nao-seletivos, sendo denominadas “estressadas” ou “injuriadas”
(WU, 2008). Células bacterianas estressadas apresentam grande relevancia as
industrias de alimentos e aos servigos de alimentagdo, uma vez que podem nao ser
detectadas nas analises microbioldgicas, mas virem a causar surtos alimentares ou
problemas de qualidade, apds a sua recuperacdo. Nesse sentido, os métodos de
analises devem permitir a recuperagao destas células, a fim de que nédo sejam
obtidas contagens inferiores ao numero de microrganismos que realmente estédo
presentes na amostra (JASSON et al, 2007). Como é sabido, os compostos
liberadores de cloro estdo dentre os desinfetantes mais utilizados para a desinfec¢ao
de superficies que entram ou ndo em contato com os alimentos (JAENISCH et al.,
2010; PENG et al, 2002; ROSSONI e GAYALARDE, 2000). No Brasil, um dos
compostos de cloro mais utilizado é o Dicloroisocianurato de sodio (NaDCC) a 200
ppm, que pode ser um agente estressante dos microrganismos existentes nas
superficies. Por esse motivo, a avaliagdo do efeito desse composto sobre patégenos
alimentares importantes, como a S. Enteritidis SE86, e a possibilidade de
recuperagao desses microrganismos, apos a exposicao a este desinfetante, assume
grande importancia.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a multiplicagdo e a recuperagao de
S. Enteritidis SE86, em diferentes diluentes, meios de cultura e métodos de

semeadura, apos exposi¢ao ao NaDCC.
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OBJETIVO GERAL

Investigar a multiplicacdo e a recuperagao de S. Enteritidis SE86 exposta e

nao exposta ao Dicloroisocianurato de sédio.

1.2

Objetivos especificos

Avaliar a multiplicagcdo e a recuperacao de S. Enteritidis SE86, em diferentes
diluentes utilizados no método de analise de superficies por suabe, antes e
apods a exposicao ao Dicloroisocianurato de sdédio;

Avaliar a multiplicacdo e recuperacédo de S. Enteritidis SE86, em diferentes
meios de cultura e métodos de semeadura, antes e apds a exposi¢cao ao

Dicloroisocianurato de sédio;

Avaliar a multiplicagdo e a recuperagdo dos sorovares Salmonella
Typhimurium e Salmonella Bredeney, além da S. Enteritidis SE86, utilizando o
diluente, o meio de cultura e o método de semeadura que demonstraram os

melhores resultados nas fases antecedentes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DTA no Brasil

Surtos de DTA sdo um dos principais problemas dos servicos de
alimentacao. Um surto por DTA é definido pela ocorréncia de dois ou mais casos de
doencga similar, resultante da ingestdo de um alimento em comum. Nos casos mais
graves, como aqueles causados por Clostridium botulinum e Escherichia coli
0O157:H7, apenas um caso ja é considerado um surto alimentar comum (OLIVEIRA
et al., 2010; GREIG e RAVEL, 2009).

No Brasil, de 1999 a 2009, foram notificados 6.349 surtos de DTA. Em
51,3% dos surtos, o agente etiolégico n&do foi identificado, e dos agentes
identificados, os mais siginificativos foram: Salmonella spp (42,5%), Staphylococcus
sp (20,5%), Bacillus cereus (7,0%), e Clostridium perfringens (4,9%) (BRASIL, 2009).
Apenas em 2004, de acordo com o Sistema de Monitorizagdo de Doencgas Diarréicas
Agudas (MDDA), do Ministério da Saude, foram notificados um total de 2.395.485
casos de doenca diarréica aguda (DDA) (BRASIL, 2004). Segundo o Sistema de
Informagdes Hospitalares (SIH) do Ministério da Saude, de 1999 a 2004, ocorreram
3.410.048 internacbes por DTA, com uma média de 568.341 casos por ano
(BRASIL, 2005).

O RS é um dos poucos Estados brasileiros onde ha dados epidemiologicos
sobre DTA ha mais de 20 anos (BARTZ, 2008). Dos 6.349 surtos notificados no
Brasil entre 1999 e 2009, 30,25% ocorreram no RS, e essa alta porcentagem se
deve a implantacdo do Sistema de Vigilancia Epidemioldgica das Doencgas
Transmitidas por Alimentos (VE-DTA) nos municipios (BRASIL, 2009). De 2000 a
2002, foram investigados 527 surtos de DTA no Rio Grande do Sul. A populagéo
exposta foi de 68.679 pessoas, os doentes representaram 6.986 e os hospitalizados
totalizaram 2.508. A maioria dos individuos acometidos foi jovens e adultos com
idade entre 20 e 49 anos (54,20%), ficando, em segundo lugar, as criangas e
adolescentes entre 10 e 19 anos (21,66%), seguido dos adultos com 50 anos ou
mais (11,2%). Os agentes etiolégicos identificados nos surtos foram: Salmonella sp.
(44,76%), Staphylococcus aureus (12,9%), Escherichia coli (8,06%), Bacillus cereus
(6,85%), Clostridium sp. (4,84%), Shigella sp. (2,83%), sendo que em 19,36% o


http://www.pdfonline.com/easypdf/?gad=CLjUiqcCEgjbNejkqKEugRjG27j-AyCw_-AP

18

agente nao foi identificado. Os principais fatores causais foram: matéria-prima sem
inspecgao (22,25%), manutencdo em temperatura ambiente por mais de duas horas
(21,35%), higiene deficiente de utensilios e equipamentos (8,1%), manutengcdo em
refrigeragdo inadequada (8,1%), manipulagdo inadequada (7,64%), contaminagao
cruzada (6,05%) e em 12,8% o fator causal nao foi identificado (CUNHA, 2008).

2.2 DTA causada por Salmonella

Salmonella € um importante patdogeno causador de DTA em diversas partes
do mundo (GREIG e RAVEL, 2009). Salmonella é a principal causadora de DTA em
diversos paises, tais como: os Estados Unidos (NYACHUBA, 2010), a Italia
(MURESU et al., 2001), a Franga (BOUVET et al., 2002) e a Grécia (TASSIOS et al.,
1997). O género Salmonella esta dividido em 2 espécies (S. enterica e S. bongori) e
em mais de 2.600 sorovares (GUIBOURDENCHE et al., 2010). Os sorovares S.
Enteritidis (SE) e S. Typhimurium (ST) sdo os mais comumente implicados em
infecgdes alimentares humanas, as quais normalmente ocorrem veiculadas por
alimentos contaminados (BABU et al., 2006).

Até a década de 80, S. Enteritidis era isolada de humanos e animais com
frequéncia consideravelmente baixa na maioria dos paises. Porém, a partir do final
dessa década, ocorreu uma mudanga, uma vez que as salmoneloses causadas por
S. Enteritidis tornaram-se mais frequentes, inclusive que aquelas causadas por S.
Typhimurium, que, até entdo, era predominante. Esta mudancga foi observada nos
paises da Europa e, posteriormente, em paises das Américas (CASTILLA, 2003).
Durante a década de 1990, o aumento das salmoneloses por S. Enteritidis foi
observado em estudos também em outras regides do Brasil, incluindo cidades do
Estado de Sao Paulo (PERESI et al., 1998; TAVECHIO et al, 2002; FERNANDES,
2003). Da mesma forma, no RS, em 1990, a S. Typhimurium foi isolada de 86% dos
alimentos envolvidos em salmoneloses e ndo houve relatos envolvendo S.
Enteritidis. No entanto, no ano de 1993, este sorovar foi encontrado em 64% dos
alimentos relacionados aos surtos, enquanto a S. Typhimurium foi isolada em
apenas 4% desses alimentos (GEIMBA et al., 2004). O aumento no isolamento de S.
Enteritidis pode ser atribuido ao sucesso das campanhas de erradicacdo de S.

Gallinarum e S. Pullorum, causadoras do tifo aviario e da diarréia bacilar em frangos.
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Essas campanhas possibilitaram a abertura de um novo nicho ecoldgico que vem
sendo ocupado pela S. Enteritidis (BAUMLER et al., 2000). No Brasil, segundo a
Secretaria de Vigilancia em Saude, dentre as 1313 salmoneloses registradas no
periodo de 1999 a 2009, 279 tiveram o sorovar identificado, sendo 77% destes
causados por S. Enteritidis. Os demais 23% foram atribuidos a 18 diferentes
sorovares (BRASIL, 2009).

2.3 DTA causada por Salmonella no Rio Grande do Sul

Nadvorny et al. (2004) relataram que no RS, no ano de 2000, Salmonella foi
a principal causadora de surtos alimentares. A manipulagcdo inadequada dos
alimentos e a utilizacdo de produtos sem inspecdo sanitaria foram os principais
fatores que possibilitaram a ocorréncia dessas salmoneloses, sendo responsaveis
for 74,2% dos surtos confirmados. Em um estudo que avaliou dados epidemiologicos
de surtos alimentares no RS, no periodo de 2000 a 2002, Cunha (2008) relatou que
41,4% dos surtos ocorreram em servigos de alimentacdo, sendo a Salmonella sp.
responsavel por 44,76% destes. Os alimentos mais comumente relacionados com os
surtos foram as saladas com maionese caseira (45,61%), seguida dos produtos
carneos (24,56%) e produtos de confeitaria (12,28%), que juntos somam 82,45% dos
surtos de salmoneloses investigados.

Estudos demonstraram que uma cepa de S. Enteritidis (SE86) foi
identificada na maioria dos alimentos envolvidos nos surtos de 1999 a 2002
(GEIMBA et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2007).

Alguns estudos tém sido direcionados com o objetivo de buscar informacdoes
sobre as caracteristicas que capacitam a S. Enteritidis SE86 a destacar-se de outras
como patoégeno alimentar. Esses estudos indicaram importantes informagdes sobre
esse microrganismo, tais como: S. Enteritidis foi o microrganismo identificado em
97% dos alimentos envolvidos em salmoneloses entre 1999 e 2000 (GEIMBA et al.,
2004) e uma cepa especifica foi isolada em mais de 92% dos alimentos consumidos
por individuos acometidos por salmonelose no periodo de 2001 a 2002 (OLIVEIRA
et al., 2007). A S. Enteritidis SE86 sobreviveu ao congelamento em hamburguer de
frango, artificialmente contaminado, por um periodo maior que outros

microrganismos, tais como Escherichia coli e Staphylococcus aureus (CASARIN et
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al., 2009). Esta cepa apresentou maior taxa de crescimento, nas primeiras seis
horas de incubagcdo, em meio de cultura e em maionese caseira, que outros
sorovares de Salmonella testados (MALHEIROS et al., 2007). Também foi
observado um aumento significativo na resisténcia a antibidticos como ampicilina e
acido nalidixico, no periodo de 1999 a 2006 (GEIMBA et al., 2005; OLIVEIRA et al.,
2006; OLIVEIRA et al. “in press”). Esta cepa demonstrou capacidade de
multiplicagdo maior que Shigella sonnei, Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
apo6s 3 horas de armazenamento a 30° C, em panos de algoddao e panos
descartaveis utilizados para higienizacdo em servigos de alimentagcdo (BARTZ et al,
2010). Recentemente, Tondo et al. (2010) demonstraram que a S. Enteritidis SE86
foi mais resistente ao hipoclorito de soédio (800, 400 e 200ppm) que a S.
Typhimurium e a S. Bredeney, aderidas sobre o polietileno e ao ago inoxidavel. Esse
fato assume grande importancia principalmente porque os compostos liberadores de
cloro, nessas concentragdes, sao amplamente utilizados para higienizagdo de

superficies que entram ou ndo em contato com alimentos.

2.4 Higienizagao de equipamentos e utensilios na produgao de alimentos

Uma das formas mais importantes de prevencdo de DTA é a correta
higienizacdo de superficies de equipamentos e utensilios. A higienizacdo é uma
operacao que compreende duas etapas, a limpeza, a qual é responsavel pela
remogao de substancias minerais e ou organicas indesejaveis, tais como terra,
poeira, gordura e outras sujidades, e a desinfecgdo, responsavel pela redugao do
numero de microrganismos até niveis que n&do comprometam a qualidade higiénico-
sanitaria do alimento (SILVA Jr., 2008).

Os desinfetantes recomendados e mais utilizados para a desinfecgao
ambiental, de equipamentos e utensilios s&o: o Alcool 70° GL e o Hipoclorito de
sédio 200ppm (SILVA Jr., 2008). O Alcool é eficiente contra bactérias na forma
vegetativa, virus e fungos, mas nao contra endésporos. Ja os compostos liberadores
de cloro sédo eficazes contra virus, fungos e bactérias na forma vegetativa e
esporulada, e tém sido utilizados na prevengdao e remocdo de biofilmes
(McDONNELL e RUSSELL, 1999; JOSEPH et al., 2001; PENG et al.,, 2002;
RUSSELL, 2003; DeQUEIROZ e DAY, 2007).
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O método comumente utilizado para comprovar as condigdes de higiene dos
equipamentos consiste em inspeciona-los visualmente apdés terem passado por
processo de higienizagéo. Entretanto, esse método ndo permite avaliar a eficacia da
higienizagdo (LEWIS et al., 2008; SHERLOCK et al., 2009). Além disso, a higiene
aparente pode induzir ao erro e dar uma falsa sensagado de segurancga. Por isso, é
recomendada a analise microbiolégica das superficies que entram em contato com
os alimentos, a qual passa a ser uma importante ferramenta de verificagdo da
eficacia da higienizagao (SILVA Jr., 2008).

2.5 Analises microbioldgicas de superficie de equipamentos

Para analise microbioldgica de superficies de equipamentos, a American
Public Health Association (APHA, 2001) recomenda os seguintes métodos:

Suabe: recomendado para superficies com cantos, fendas, aberturas,
utensilios de mesa e de cozinha;

Esponja: recomendado para areas extensas de superficies de equipamentos
e ambientes;

Placas RODAC (Replicate Organism Detection and Counting) e Petrifilm (3M):
recomendado somente para superficies planas, impermeaveis e relativamente faceis
de higienizar.

O método mais comumente utilizado € o suabe. O suabe é umedecido em
solugdo diluente e passado na superficie a ser analisada.

Quanto aos padroes satisfatorios de microrganismos para analise de
superficie, ndo ha uma legislacdo brasileira que determine-os, e sim valores de
referéncia adotados a partir de critérios internacionais (APHA, Organizagao
Panamericana da Saude — OPAS) e estudos nacionais. Como exemplo disso, Silva
Jr. (1993) realizou um estudo que permitiu a recomendacédo de valores de referéncia
mais préximos, segundo esse autor, da realidade Brasileira (SILVA Jr., 2008).

A seguir estdo descritos os critérios internacionais e valores de referéncia
adotados no Brasil para contagem de bactérias em superficies que entram em
contato com alimentos (SILVA Jr., 2008).
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APHA (2001):

Contagem padrdao em placas de microrganismos mesofilos aerdbios ou

facultativos (heterotréficos):
o <=2UFC/cm? satisfatorio;

e > 2UFC/cm?: insatisfatorio.

OPAS:

Contagem padrdao em placas de microrganismos mesofilos aerdbios ou
facultativos (heterotroficos):

e Excelente: 0 - T0UFC/cm?

e Boa: 11 -29UFC/cm?;

e Regular: de 30 - 49UFC/cm?;

e Ma: 50 - 99UFC/cm?;

e Péssima: maior que 100UFC/cm?

Silva Jr. (1993):

Contagem padrdao em placas de microrganismos mesofilos aerdbios ou

facultativos (heterotroficos):
e <= 50UFC/cm?: satisfatorio;
e >50UFC/cm? insatisfatorio;

e Auséncia de coliformes fecais, S. aureus, B. cereus, P. aeruginosa em
50cm?;

e Para utensilios de mesa:

e <= 100UFC/cm?: satisfatorio

e > 100UFC/cm?: insatisfatorio

2.6 Bactérias estressadas

Apods a ocorréncia de processos como aquecimento, congelamento, secagem,
irradiacdo, alta pressao hidrostatica, fermentacdo ou uso de produtos quimicos, tais
como desinfetantes utilizados na desinfec¢cdo de equipamentos e utensilios, pode-se
ter trés populagdes de bactérias:

e Populagao inativada ou morta;
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e Populagao sobrevivente e capaz de multiplicacao;
e Populagao estressada ou injuriada (WU et al., 2001).

De acordo com Wu (2008), a primeira definicdo de bactérias estressadas foi
realizada por Hartsell, em 1951, que as definiu como células que tem a capacidade
de se recuperar e readquirir a capacidade de formar colbnias em meios nao-
seletivos, mas ndo em meios seletivos. Na célula estressada podem ocorrer
alteragbes estruturais, tais como danos na parede celular e na membrana
citoplasmatica, que as deixam suscetiveis a agentes seletivos ou antimicrobianos.
Apols estresse, as bactérias podem apresentar uma extensdo de sua fase lag,
chamado periodo de recuperacdo, até que suas células recuperem suas
capacidades perdidas e comecem a se multiplicar a uma taxa igual a das células néao
estressadas (TOMLINS e ORDAL, 1971). Portanto, a etapa de recuperagdo é
necessaria, e se nao for realizada, pode-se obter contagens inferiores as que
corresponderiam ao numero de microrganismos realmente presentes na amostra
(JASSON et al, 2007).

2.7 Recuperacao de bactérias estressadas

Bactérias estressadas tém a capacidade de se recuperar e retornar ao estado
fisiologico normal, com inicio de crescimento e divisdo celular sob condi¢cdes
favoraveis. Durante a reparagao, a restauracdo da capacidade de multiplicagao ira
ocorrer antes que a multiplicacdo normal ocorra. Para esta recuperacido, sao
utilizados meios liquidos e sélidos (WU, 2008). Meios de cultura seletivos, que
permitem a diferenciagdo de patdogenos, podem n&o permitir o crescimento de
células estressadas (WU et al., 2001).

Uma alternativa € a adicdo de substancias aos diluentes e aos meios
seletivos, com os seguintes objetivos: reagir e eliminar compostos que afetam o
mecanismo de reparagao da célula, neutralizar a agado dos desinfetantes e melhorar
o desprendimento das bactérias a partir das superficies. Sdo exemplos de agentes
estressantes o peréxido de hidrogénio e os proprios desinfetantes. Alguns dos
compostos adicionados aos diluentes e aos meios seletivos s&o: catalase, piruvato,
Tween 80 (polisorbato), lecitina, oxyrase e tiossulfato de sédio. O Tween 80, por

exemplo, €& considerado um neutralizante tensoativo de desinfetantes fendlicos,


http://www.pdfonline.com/easypdf/?gad=CLjUiqcCEgjbNejkqKEugRjG27j-AyCw_-AP

24

auxiliando na redugdo da tensdo superficial da solugdo, aumentando a sua
capacidade de entrar em contato com toda a superficie a ser amostrada e retirar as
células que estdo nela aderidas (APHA, 2001; MOORE e GRIFFITH, 2007; WU,
2008). O tiossulfato de sodio tem o poder de inativagdo de produtos que liberam
cloro, permitindo avaliar a contaminagdo microbiolégica de produtos como agua
clorada de estagdes de tratamento (SILVA et al. 1997; COSTA e FERREIRA, 1998).

Uma boa estratégia para a recuperagcao bacteriana é a incubagéo, por um
curto periodo, sob condi¢gbes otimas (JAY et al., 2005). Geralmente, a maioria das
células estressadas se recupera entre duas e quatro horas, sob temperatura
adequada de incubagdo, em um meio nao-seletivo e nutricionalmente rico (WU,
2008).

Outra alternativa para recuperagao de células bacterianas estressadas sao os
meios solidos, utilizados com diferentes métodos de semeadura. De forma geral, os
microrganismos da amostra sdo recuperados em um meio nao-seletivo por um curto
periodo (ex. 1 - 4h) e temperaturas adequadas (ex. 25 - 37° C) e, apds a
recuperagcdo, apenas 0s microrganismos de interesse se desenvolvem em uma
sobre-camada ou camada inferior de meio seletivo (KANG e FUNG,1999; HAJMEER
et al., 2001; WU et al., 2001; DUAN et al., 2006). A seguir sdo exemplificados alguns
métodos de semeadura utilizados para a recuperagao de células bacterianas

estressadas.

2.8 Meios de cultura e métodos de semeadura para recuperagcao de células

estressadas

Os métodos indicados para recuperacdao e deteccdo de bactérias em

superficies sao:

e Meétodo classico: utilizacdo de diluente liquido e semeadura em superficie em
meio de cultura seletivo ou ndo, conforme o microrganismo de interesse:

O suabe é esfregado em 50cm? da superficie e inserido em um tubo com

solucao diluente, podendo ser adicionada de neutralizantes. Em seguida, o suabe

imerso é transportado até o laboratério, em condigbes adequadas de refrigeragao,

devendo ser analisado em menos de 24 horas apos a coleta (APHA, 2001).
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e Meétodo de sobre-camada em semeadura por Pour Plate:

Desenvolvido por Ray e Speck (1973) e Ray (1979), neste método a amostra
é semeada através do método Pour-Plate, em meio TSA ou PCA e incubada a
aproximadamente 35° C (para coliformes, por exemplo), para recuperagao de células
estressadas. Apdés uma hora de incubagao, a camada de agar ja semeado é coberta

por uma camada de agar com meio seletivo e incubada a temperatura desejada.

e Meétodo de sobre-camada em semeadura por superficie:

Segundo Wu (2008), este meétodo foi desenvolvido por Speck (1975) e
Hartman (1975). A amostra € semeada na superficie de um meio n&o seletivo, como
o TSA, ja solidificado, e incubada a 35° C (para coliformes, por exemplo), por duas a
quatro horas, para recuperagdo. Em seguida, uma camada de meio seletivo é
superposta as células recuperadas sobre o meio nao seletivo. Apos solidificagao do
meio, as placas sao incubadas em temperaturas e tempo desejados.

e Meétodo da Camada fina de agar (Thin Agar Layer - TAL):

No método TAL, desenvolvido por KANG e FUNG (1999), a amostra é
semeada sobre uma camada fina de meio nao seletivo, o qual foi colocado sobre
uma camada mais grossa de meio seletivo solidificado (Figura 1). Devido a
recuperacao das células na camada superior (meio nao seletivo), os microrganismos

patogénicos interagem com o os compostos seletivos do meio do fundo da placa.

Bactéria

Meio nZo seletivo———»

{€—Meio seletivo

Figura 1: Método de semeadura da Camada fina de Agar (Thin Agar Layer — TAL).

Dentre os métodos de semeadura, o método classico é o mais amplamente
utilizado e recomendado. Ja o método TAL tem sido sugerido por ser bastante eficaz
para a recuperagao de células bacterianas estressadas (KANG e FUNG, 1999;
KANG e FUNG, 2000; WU et al. 2001; WU e FUNG., 2006; QIU e WU, 2007;
OSAILI et al., 2010). Por esse motivo, estes serdo os dois métodos avaliados no
presente estudo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Local de Trabalho

Todos os experimentos, assim como 0 armazenamento das cepas e demais
materiais, foram realizados no Laboratério de Microbiologia e Controle de Alimentos
do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA/UFRGS).

3.2 Meios de cultura, diluentes e neutralizantes

Os meios de cultura e diluentes utilizados foram das marcas Himedia
(Mumbai, India) e Oxoid (Basingstoke, Inglaterra). O Cloreto de sédio utilizado foi da
marca Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). O desinfetante utilizado foi o Kalyclean S313
da Kalykim (Rio Grande do Sul, Brasil). Este produto foi gentiimente cedido pela
Empresa Kalykim Industria e Comeércio Ltda, para uso no presente trabalho (Anexo
B). Para Os neutralizantes Tween 80, Lecitina de soja e Tiossulfato de soédio
utilizados foram da Oxiteno (S&o Paulo, Brasil), Viafarma (Sao Paulo, Brasil) e Top
Glass (Rio Grande do Sul, Brasil), respectivamente. A composicédo e o modo de
preparo dos meios de cultura e dos diluentes utilizados neste trabalho estéo
descritos no Anexo A.

3.3 Linhagens bacterianas

Foram utilizadas cepas de Salmonella enterica de trés sorovares distintos. Um
dos sorovares foi o S. Enteritidis (SE86) proveniente de um surto de salmonelose
ocorrido no Rio Grande do Sul, em 1999, o qual foi investigado pela Vigilancia
Sanitaria do RS e isolado pelo Laboratério Central do RS (FEPPS/IPB/LACEN/RS).
O microrganismo em questdo foi genotipificado por GEIMBA et al. (2004) e
apresentou o mesmo perfil genotipico das linhagens de S. Enteritidis envolvidas na
maioria dos surtos (mais de 90%) de salmonelose ocorridos entre o periodo de 1999
a 2002, no Rio Grande do Sul (GEIMBA et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2007). A S.

Enteritidis SE86 foi proveniente da bacterioteca do Laboratério de Microbiologia e
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Controle de Alimentos (ICTA/UFRGS). A segunda e a terceira cepa utilizadas neste
trabalho foram a S. Typhimurium e a S. Bredeney, isoladas de fezes de suinos,
cedidas pela Profa. Dra. Marisa Ribeiro de Iltapema Cardoso, do Departamento de

Medicina Veterinaria Preventiva da Faculdade de Veterinaria da UFRGS.

3.4 Armazenamento das culturas bacterianas e preparo dos indculos

As trés cepas de Salmonella foram mantidas em Caldo Cérebro Coragao
(BHI), adicionado de 50% (v/v) de glicerol estéril, sob temperatura de -15° C. As
culturas para os experimentos realizados com maior frequéncia, foram mantidas
em placas contendo Agar BHI, armazenadas a 4° C. Antes de cada experimento,

as culturas foram ativadas em caldo BHI, incubadas a 37° C, por 18 a 24 horas.

3.5 Avaliagao da multiplicagao e recuperagao bacteriana em diferentes

diluentes

As avaliacbes da multiplicacdo e da recuperacdo em diferentes diluentes
foram realizadas utilizando a bactéria S. Enteritidis SE86. Para essas avaliacoes,
culturas desse microrganismo foram expostas a um composto comercial liberador
de cloro (NaDCC, Kalyclean S313), por cinco minutos. Esse produto foi escolhido
por ser amplamente utilizado em industrias de alimentos e servigos de alimentacao
no RS e demais Estados brasileiros. O tempo de exposi¢do de cinco minutos foi
definido por permitir uma redugdo no numero de microrganismos, mas nao eliminar
a totalidade das células, possibilitando a avaliacdo da recuperacido. Esse tempo de
exposicdo foi avaliado previamente aos experimentos de recuperacdo e
multiplicacdo das Salmonella, uma vez que a concentracdo e o tempo de
exposicao recomendados pelo fabricante do produto eliminavam totalmente os
indculos iniciais de Salmonella (aproximadamente 10°UFC/mL). As contagens das
culturas expostas ao NaDCC foram comparadas as contagens de culturas n&o
expostas ao NaDCC e a diferengca entre elas foi considerada o efeito do
desinfetante sobre a cultura da S. Enteritidis SE86. A recuperacgao foi considerada

a capacidade de determinado diluente propiciar o aumento do numero de células,
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em determinado tempo, além daquele numero verificado na populagao inicial. A
comparagao entre a cultura exposta ao NaDCC e a nao exposta ao NaDCC foi
realizada, a fim de avaliar diferengcas de comportamento do microrganismo e o
tempo necessario para haver a multiplicagado das células, quando ndo submetido
ao estresse.

As culturas de S. Enteritidis SE86 foram ativadas em 9mL de caldo BHI a
37°C por 18 a 24h, atingindo uma concentracdo de aproximadamente 10°UFC/mL.
Foram realizados dois experimentos em paralelo: um com bactérias ndo expostas
ao NaDCC (Grupo Controle) e outro com bactérias expostas ao NaDCC (H). A
exposicao ao NaDCC foi realizada inoculando 1mL de cultura bacteriana em 9mL
de solugdo NaDCC a 200ppm, por cinco minutos. As culturas de bactérias
expostas e nédo expostas foram diluidas nas solug¢des diluentes listadas a seguir
(com ou sem os neutralizantes) até uma concentracdo final de aproximadamente
108UFC/mL. A concentragdo inicial de células nas culturas foi determinada
anteriormente pela quantificagdo em placa com agar BHI.

e Agua peptonada 0,1% (P);

e Agua peptonada 0,1% + Tween 80 0,5% + Lecitina de Soja 0,07% +

Tiossulfalto de sodio 1% (P + N);

e Solugdo salina 0,85% (SaS);

e Solugdo salina 0,85% + Tween 80 0,5% + Lecitina de Soja 0,07% +
Tiossulfalto de sédio 1% (SaS + N);

Solugéo salina 0,85% + Agua peptonada 0,1% (P + SaS).

As solugcdes de diluentes contendo o indculo de S. Enteritidis SE86 foram
incubadas durante 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas, em temperaturas de 7° C e 30° C. Estas
temperaturas foram escolhidas, uma vez que representam temperaturas facilmente
atingiveis, em condi¢des controladas (7° C) e n&o controladas (30° C), de
transporte de amostras. A contagem de unidades formadoras de colénias (UFC) de
S. Enteritidis SE86 exposta ao NaDCC foi quantificada pela técnica de gotas,
segundo SILVA et al. (1997). Seguindo essa técnica, 20uL das diluicbes a serem
quantificadas foram colocadas sobre a superficie de Agar BHI. Para a quantificagdo
das UFC de Salmonella nado exposta, 0,1mL de cada diluicdo foi cultivada pelo

método do espalhamento em Agar BHI. As placas foram deixadas para secar em


http://www.pdfonline.com/easypdf/?gad=CLjUiqcCEgjbNejkqKEugRjG27j-AyCw_-AP

29

temperatura ambiente, dentro de uma camara de fluxo laminar (LabConco, Kansas
City, Missouri) previamente esterilizada. Em seguida as placas foram incubadas a
37° C, por 18 a 24 horas, e as colbnias bacterianas quantificadas e expressas em
UFC.mL™" Cada quantificacdo foi realizada em duplicata e cada experimento foi

repetido, no minimo, duas vezes.

3.6 Avaliagdo da multiplicagdo e recuperagdao bacteriana em diferentes

meios de cultura soélidos e técnicas de semeadura

A bactéria S. Enteritidis SE86 foi exposta ao NaDCC conforme descrito nos
itens 3.5. As culturas de bactérias expostas e ndao expostas foram diluidas em
Solugado salina 0,85% até 103UFC.mL™" e semeadas (0,1mL) em duplicata, pela
técnica do espalhamento em TSA (meio ndo seletivo), em quatro meios seletivos
(MLCB, BGA, SS e XLD) e nos meios seletivos (MLCB, BGA, SS e XLD)
adicionados de sobre camada de meio ndo seletivo (TSA), pelo método TAL. As
placas do método TAL foram preparadas sobrepondo 14 mL de meio nao seletivo
(TSA) em 25 mL de meio seletivo. As placas foram incubadas por 18 a 24 horas, a
37° C. Ap6s incubagao, foram efetuadas as contagens (UFC.mL™") e os resultados

em cada meio de cultura comparados.

3.7 Multiplicagao e recuperacgao de S. Enteritidis SE86, S. Typhimurium e S.

Bredeney cultivadas em XLD e diferentes métodos de semeadura

Apos a escolha do melhor diluente e do melhor meio e método de
semeadura para a S. Enteritidis SE86, outros sorovares de Salmonella (S.
Typhimurium e S. Bredeney) foram avaliados pelas mesmas técnicas, a fim de
comparar o desempenho das mesmas para diferentes sorovares de Salmonella.
Para tanto, as bactérias S. Enteritidis SE86, S. Typhimurium e S. Bredeney foram
cultivada em BHI, por 18 a 24 horas, a 37° C. As bactérias foram expostas ao
NaDCC e diluidas conforme descrito nos itens 3.5 e 3.6. As diluicdes foram
semeadas (0,1mL) em duplicata, pela técnica do espalhamento, em TSA, XLD e
XLD adicionado de sobre camada de meio nao seletivo (TSA), pelo método TAL.
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As placas foram incubadas por 24 horas a 37° C. Apds incubacdo as
UFC.mL™ foram quantificadas e os resultados de cada sorovar em cada meio de

cultura comparados.

3.8 Analise Estatistica

Todos os experimentos realizados para avaliar a multiplicacdo e recuperacéao
dos microrganismos foram repetidos, pelo menos duas vezes, sendo todos os
resultados provenientes de contagens em duplicatas.

Para avaliar se houve variagbes estatisticamente significativas nas contagens
de microrganismos, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA). O teste de Tukey
foi utilizado para comparar as diferengcas entre os valores médios das contagens.
Para todos os testes, p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliagcdao da recuperagdao e da multiplicagao bacteriana em diferentes

diluentes

4.1.1 Multiplicagao da S. Enteritidis SE86 a 30° C (grupo controle)

A S. Enteritidis SE86, ndo exposta ao desinfetante (grupo controle, nao
exposto ao NaDCC), incubada a 30° C, ndo apresentou multiplicagao significativa
em nenhum dos diluentes testados nas trés primeiras horas. O diluente P + SaS
sustentou multiplicagao significativa, apds quatro horas de incubagdo, enquanto
que os diluentes P e SaS + N, apds cinco horas de incubagdo. O diluente P + N
sustentou multiplicagao significativa, apds seis horas de incubag¢do, enquanto o
diluente SaS n&o apresentou multiplicagéo significativa em nenhum tempo avaliado
(Figura 2).

O P + SaS foi o diluente que mais sustentou a multiplicagdo da S. Enteritidis
SE86, apresentando aumento médio de 2,0 log UFC.mL™", apds seis horas de
incubacgdo. Os diluentes P e P + N apresentaram aumento médio de 1,5 e 1,2 log
UFC.mL™", respectivamente, ao final das seis horas de incubacédo a 30° C. MOORE
e GRIFFFITH (2007) relataram resultados semelhantes referente a Agua
peptonada tamponada, demonstrando que esse diluente puro e também acrescido
de Tween 80, Lecitina e Tween 80 + Lecitina proporcionaram o crescimento de
Bacillus cereus e Escherichia coli, armazenados a temperatura ambiente, em
aproximadamente 1,5 log UFC.mL™ apos seis horas de armazenamento.

Os diluentes SaS e SaS + N apresentaram aumento médio de 0,2 e 1,0log
UFC.mL™", respectivamente, apds as seis horas de experimento. Comparando SaS
e SaS + N, ndo houve diferenga significativa de multiplicagdo entre os mesmos, em
nenhuma das seis horas de incubacgao, indicando que a adicdo dos neutralizantes
ao diluente SaS nao promoveu diferenga significativa na multiplicagcao celular.
Comparando os diluentes P e P + N, o diluente P sustentou multiplicacdo
significativa em relagdo a P + N, apds cinco horas de incubagéo, indicando que a
adicdo dos neutralizantes ndo favoreceu a multiplicagao celular em comparagao

com o diluente puro.
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Se o0 objetivo da analise microbiologica € a quantificagcdo das células, o
diluente adequado sera aquele que nao sustentar multiplicagdo das bactérias
existentes na amostra, durante o transporte da mesma, a fim de que no resultado da
analise ndo haja um numero de bactérias maior do que havia no momento da coleta.
Por outro lado, um diluente ideal poderia influenciar na recuperagcao de células
estressadas, “desestressando” as mesmas, porém sem propiciar a sua multiplicagéo
ou morte, durante as primeiras horas de cultivo. (WU, 2008). E possivel que fases
lag prolongadas sejam necessarias para a recuperagdo celular e posterior
multiplicagdo (TOMLINS e ORDAL, 1971).

A facilidade de preparo e o custo sdo fatores importantes no momento da
escolha de um diluente. Levando em consideragao essas questdes e os resultados
acima citados, o diluente considerado mais apropriado, segundo o presente estudo,
foi a Solugéo salina (SaS), por ndo ter causado a diminuigdo do numero de células e
nao ter sustentado a multiplicagdo bacteriana, durante as seis primeiras horas de
incubacdo. Além disso, esse diluente é facil de ser preparado e acessivel

economicamente.
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Figura 2: Multiplicagdo de Salmonella Enteritidis SE86 ndo exposta ao NaDCC
(Controle), a 30°C, em Agua peptonada (¢ ), Agua peptonada + Tween 80 0,5% +
Lecitina 0,07% + Tiossulfalto de sédio 1% (=), Solugéo salina (A ), Solugao salina +
Tween 80 0,5% + Lecitina 0,07% + Tiossulfalto de sédio 1% (m) e Agua peptonada
com Solugao salina (*). Cada ponto foi representado pela média e pelo desvio
padrao.
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4.1.2 Multiplicagao e recuperacao da S. Enteritidis SE86 exposta ao NaDCC, a
30°C

Apds o a exposigdo ao NaDCC, a S. Enteritidis SE 86 n&o apresentou
crescimento significativo em nenhum dos diluentes, durante as seis horas do
experimento, nem houve diferenga significativa entre as contagens obtidas entre os
diluentes (Figura 3). Se a Figura 3 for comparada com a Figura 2, o efeito do NaDCC
sobre a populagédo bacteriana podera ser observado, uma vez que, na Figura 2, a
maioria das contagens estavam em cerca de 9 log UFC.mL", enquanto que na
Figura 3, as contagens bacterianas variaram de 5 a 6 log UFC.mL™". Como na Figura
3 nédo houve multiplicagao significativa em nenhum dos diluentes, a recuperagao
celular ndo pdde ser observada, ndo sendo possivel diferenciar as células mortas
das células estressadas ou células viaveis mas nao cultivaveis (VNC). Bactérias
estressadas apresentam uma extensdo de sua fase lag, chamado periodo de
recuperacao, até que suas células comecem a se multiplicar a uma taxa igual a das
células ndo estressadas (TOMLINS e ORDAL, 1971). Como exemplo disso, apos o
estresse por calor a 48° C por 30 minutos, a S. Typhimurium cultivada em meio TSB
(Trypticase Soy Broth) e semeada em meio TSA, apresentou fase lag de quatro a
cinco horas de duragdo, até a completa recuperacdo e inicio da multiplicagao
(CLARK e ORDAL, 1969). Segundo CLARK et al. (1968) e IANDOLO e ORDAL
(1966), Staphycoccus aureus e Streptococcus faecalis, submetidos a estresse por
calor (55° C por 15 minutos e 60° C por 15 minutos, respectivamente), quando
cultivados em meio TSB e semeados em meio TSA, apresentaram fases lag com
duracao de quatro e seis horas, respectivamente, até o inicio da multiplicacdo. Com
base nos experimentos realizados no presente estudo, pode-se sugerir que a
extensdo da fase lag da S. Enteritidis SE86 exposta ao NaDCC é de, no minimo,
seis horas. E possivel que tempos maiores de incubagdo demonstrassem a duracéo
exata da fase lag dessas células e a recuperacao de células estressadas, porém
esse nao foi o objetivo desse trabalho, uma vez que o tempo de 6 horas foi
escolhido por ser um periodo médio frequentemente recomendado para o transporte
de amostras (SILVA et al., 1997; LIGHTFOOT e MAIER; 2003)
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Figura 3: Multiplicacdo de Salmonella Enteritidis SE86 exposta ao NaDCC, a 30°C,
em Agua peptonada (), Agua peptonada + Tween 80 0,5% + Lecitina 0,07% +
Tiossulfalto de sédio 1% (=), Solucado salina (A), Solugéo salina + Tween 80 0,5% +
Lecitina 0,07% + Tiossulfalto de sédio 1% (m) e Agua peptonada com Solugéo
salina (*). Cada ponto foi representado pelo pela média e pelo desvio padrao.

4.1.3 Multiplicagao e recuperacao da S. Enteritidis SE86 nao exposta (controle)

e exposta ao NaDCC,a7°C

A 7° C, a S. Enteritidis SE 86 (controle) ndo apresentou crescimento
significativo nos diluentes avaliados, durante as seis horas do experimento (Figura
4). Semelhante resultado foi demonstrado por MOORE e GRIFFFITH (2007) que
relataram que a agua peptonada tamponada e também acrescida de Tween 80,
Lecitina e Tween 80 + Lecitina nao proporcionaram a multiplicacdo de Bacillus
cereus e Escherichia coli, armazenados a temperatura de 4° C, por seis horas.

O mesmo resultado também pbde ser observado para células expostas ao
NaDCC (Figura 5). O efeito do NaDCC péde ser verificado através da comparagao
das contagens das Figuras 4 e 5, contudo como nao houve crescimento, nao foi
possivel avaliar se houve recuperagao celular bacteriana, apds exposicdo ao
desinfetante. FUKUYAMA et al. (2009) demonstraram nao haver aumento

significativo no numero inicial de células de Salmonella spp., Escherichia coli
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0O157:H7 e Staphylococcus aureus, durante 9 horas de armazenamento a 4° C, apds
desinfeccédo de repolho ralado submetido ao calcinato de calcio 0,1%, por 20
minutos, combinado com hipoclorito de sodio 100ppm, por 20 minutos. Esses
resultados, juntamente com os resultados das Figuras 4 e 5, sugerem que a
temperatura de 7° C pode ser utilizada para o transporte de amostras sem a
multiplicacdo da S. Enteritidis SE86. E possivel que esse resultado possa ser valido
para demais microrganismos, uma vez que o American Public Health Association
(APHA, 2001) recomenda temperatura de refrigeracdo para o transporte das

amostras bacterianas.
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Figura 4: Multiplicacdo de Salmonella Enteritidis SE86 ndo exposta ao NaDCC, a
7°C, em Agua peptonada (¢ ), Agua peptonada + Tween 80 0,5% + Lecitina 0,07%
+ Tiossulfalto de sodio 1% (=), Solugao salina (A ), Solugéo salina + Tween 80 0,5%
+ Lecitina 0,07% + Tiossulfalto de sodio 1% (m) e Agua peptonada com Solugéo
salina (*). Cada ponto foi representado pela média e pelo desvio padrao.
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Figura 5: Multiplicacdo de Salmonella Enteritidis SE86 exposta ao NaDCC, a 7°C,
em Agua peptonada (), Agua peptonada + Tween 80 0,5% + Lecitina 0,07% +
Tiossulfalto de sodio 1% (=), Solugéo salina (A), Solugcéo salina Tween 80 0,5% +
Lecitina 0,07% + Tiossulfalto de sédio 1% (m) e Agua peptonada com Solugéo
salina (*). Cada ponto foi representado pela média e pelo desvio padrao.

4.2 Avaliacdao da multiplicagao e recuperagao bacteriana em diferentes
meios de cultura soélidos e técnicas de semeadura

4.2.1 Meio de cultura MLCB e métodos de semeadura em superficie e TAL

A S. Enteritidis SE86 ndo exposta ao NaDCC (controle) apresentou
contagens significativamente menores (P < 0,05) em MLCB quando comparados
aos numeros obtidos em TSA (meio ndo-seletivo) e MLCB + sobre camada de TSA
(TAL) (redugdo de 0,21 e 0,23 log UFC.mL™, respectivamente). Apds exposigao ao
NaDCC, a multiplicacdo em MLCB foi 0,23 log UFC.mL™" menor do que nos meios
TSA e em MLCB + sobre camada de TSA (TAL), porém a diferenga nao foi
estatisticamente significativa (Figura 6). As pequenas diferengas entre 0 meio
seletivo e os demais sugerem recuperagdao de poucas células de S. Enteritidis
SE86 nos meios TSA e MLCB + sobre camada de TSA (TAL). Resultados
semelhantes foram encontrados por WU et al. (2001), na recuperagao de Listeria
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monocytogenes, comparando os meios TSA, MOX (Modified Oxford; DIFCO) e TAL
(MOX + sobre camada de TSA), antes e depois exposi¢cao das células ao acido
acético. Houve diferenga numérica entre o meio seletivo e os demais, antes e apos
o estresse, mas esta diferenca ndo foi significativa estatisticamente. Segundo
esses autores, a falta de diferenga significativa poderia indicar que n&o havia
muitas células estressadas, ou seja, as células estavam simplesmente viaveis e

foram capazes de se multiplicar no meio seletivo ou estavam mortas.
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Figura 6: Multiplicagdo de Salmonella Enteritidis ndo exposta ao NaDCC (C) e exposta ao
NaDCC (H) em TSA, MLCB e MLCB + sobre camada de TSA (TAL). Cada ponto foi
representado pela média e pelo desvio padrao.

a,b,c Valores com letras diferentes diferem significativamente (P<0,05) diferem entre si.
Obs.: Nao foi realizada comparagao entre expostas (C) e ndo expostas (H) ao NaDCC.

4.2.2 Meios de cultura XLD, SS e BGA e métodos de semeadura em superficie
e TAL

A S. Enteritidis SE86 nao exposta e exposta ao NaDCC ndo apresentou
diferenca significativa de multiplicagao (P < 0,05) entre os meio seletivos (XLD, SS
e BGA), o meio ndo seletivo TSA e os meios seletivos (XLD, SS, BGA) + sobre
camada de TSA (TAL) (Figuras 7, 8 e 9). Esses resultados sugerem que 0s meios
de cultura seletivos nao inibiram a multiplicacdo da S. Enteritidis SE86, sendo
portanto adequados para o seu cultivo, inclusive para semeadura direta.
Corroborando essa idéia, a norma ISO 6579/2002 recomenda a semeadura em

meio XLD para a contagem de Salmonella.
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Os meios XLD, SS e BGA (Figuras 7, 8 e 9) adicionado de sobre camada de
meio TSA (TAL) também nao apresentaram diferenga significativa de multiplicagao
da S. Enteritidis SE86, quando comparado com os demais meios de cultura. Esse
resultado € interessante, uma vez que o meétodo TAL tem sido sugerido como
importante para a recuperagao de células bacterianas estressadas (KANG e
FUNG, 1999; KANG e FUNG, 2000; WU et al. 2001; WU et al., 2006; OSAILI et
al., 2010). A nao utilizacdo do método TAL pode apresentar vantagem na pratica
laboratorial, uma vez que esse método € mais trabalhoso para a confecgdo das
placas. WU et al. (2001) demonstraram que S. Typhimurium, estressada por acido
acético, nado apresentou diferenca significativa de recuperagdo no meio néao
seletivo TSA e o TAL, utilizando o XLD + sobre camada de TSA. Contudo, ambos
meios recuperaram mais ceélulas do que o meio XLD sozinho. Esses resultados
foram justificados pela maior sensibilidade das células estressadas por acido aos
agentes seletivos do meio XLD. Resultados semelhantes foram demonstrados por
KANG e FUNG (2000) que demonstraram que a S. Typhimurium estressada pelo
calor ndo apresentou diferenga significa de recuperacao entre TSA e TSA + XLD
pelo método TAL, mas mais células foram recuperadas em comparagdo ao XLD
sozinho. Sem estresse pelo calor, a S. Typhimurium ndo apresentou diferenca
significativa entre TSA, XLD e ambos meios no método TAL.

Dentre os meios de cultura testados, o MLCB e o XLD sdo recomendados
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2003) para a
pesquisa de Salmonella. Além disso, o XLD é recomendado para a quantificagao
de Salmonella pela ISO 6579/2002. Segundo o presente trabalho, o XLD n&o
apresentou diferenga significativa nas contagens em comparagdo com o meio néao
seletivo (TSA) e com os meios seletivos + sobre camada de TSA (TAL), com ou
sem exposicdo ao NaDCC, podendo ser considerado adequado para semeadura
direta de S. Enteritidis SE86.
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Figura 7: Multiplicagédo de Salmonella Enteritidis SE86 ndo exposta ao NaDCC (C) e
exposta ao NaDCC (H) em TSA, BGA e BGA + sobre camada de TSA (TAL). Cada ponto
foi representado pela média e pelo desvio padrao.

a,b: Valores com letras diferentes diferem significativamente (P<0,05) diferem entre si.
Obs.: Nao foi realizada comparacao entre expostas (C) e ndo expostas (H) ao NaDCC.
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Figura 8: Multiplicacdo de Salmonella Enteritidis SE86 ndo exposta ao NaDCC (C) e
exposta ao NaDCC (H) em TSA, SS e SS + sobre camada de TSA (TAL). Cada ponto foi
representado pela média e pelo desvio padrao.

a,b: Valores com letras diferentes diferem significativamente (P<0,05) diferem entre si.
Obs.: Nao foi realizada comparacao entre expostas (C) e ndo expostas (H) ao NaDCC.
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Figura 9: Multiplicagédo de Salmonella Enteritidis SE86 ndo exposta ao NaDCC (C) e
exposta ao NaDCC (H) em TSA, XLD e XLD + sobre camada de TSA (TAL). Cada ponto
foi representado pela média e pelo desvio padrao.

a,b: Valores com letras diferentes diferem significativamente (P<0,05) diferem entre si.
Obs.: Nao foi realizada comparagao entre expostas (C) e ndo expostas (H) ao NaDCC.

4.3 Recuperagao de S. Enteritidis SE 86, S. Typhimurium e S. Bredeney
cultivadas em XLD e diferentes métodos de semeadura

Os trés sorovares S. Enteritidis SE86, S. Typhimurium e S. Bredeney, n&o
expostos e expostos ao NaDCC né&o apresentaram diferenga significativa nas
contagens no meio seletivo XLD, meio n&o seletivo TSA e XLD + sobre camada de
TSA (TAL) (Figuras 10 e 11). Entretanto, p6de-se observar que, apds exposi¢cédo ao
desinfetante clorado, os sorovares se desenvolveram numericamente mais em
meio TSA, em comparagdo com o meio seletivo XLD e o TAL (XLD + sobre
camada de TSA). Essa diferenga numérica sugere que havia células estressadas,
mas que os meios de cultura seletivos ndo inibiram o crescimento destas cepas de
forma significativa estatisticamente, sendo, portanto, adequados para o
desenvolvimento de Salmonella. Esses resultados podem ser aplicados para
Salmonellas ativadas em laboratério e expostas ao NaDCC. Demais estudos séo
necessarios para avaliar o comportamento desses microrganismos, estressados

por desinfetantes em superficies de servigos de alimentacao.
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Quando comparados entre si, os sorovares S. Enteritidis SE86, S.
Typhimurium e S. Bredeney, ndo expostas ao NaDCC (grupo controle), n&o
apresentaram diferenca significativa nas contagens. Contudo, apds o exposig¢ao ao
NaDCC, houve uma diferenga numérica entre as cepas (Figura 11). A S.
Typhimurium apresentou o menor numero de células recuperadas, seguida pela S.
Enteritidis SE86 e pela S. Bredeney, tanto no meio seletivo (XLD), quanto no meio
nao seletivo e no XLD + sobre camada de TSA (TAL). Entretanto, essa diferenca
somente foi significativa comparando a S. Bredeney com a S. Typhimurium, no
meio XLD. Esses resultados indicam que os microrganismos testados
apresentaram diferentes sensibilidades ao NaDCC, ocasionando maior morte
celular ou a ndo recuperagéo do sorovar S. Typhimurium.

Experimentos realizados por NGWAI et al. (2007) demonstraram que S.
Enteritidis apresentou diferenga significativa de multiplicagdo em comparagao com S.
Typhimurium, quando estressada por peroxido de hidrogénio e cultivada em TSA,
mas semelhante sobrevivéncia quando estressada em pH acido, alta salinidade,
etanol e alta temperatura. Segundo o presente estudo, as trés cepas de Salmonella,
quando expostas ao NaDCC e cultivadas em TSA, ndo apresentaram diferenca
significativa de multiplicagdo. Por outro lado, Tondo et al. (2010) demonstraram que
a S. Enteritidis SE86 apresentou maior resisténcia ao Hipoclorito de sédio 200 e
400ppm que as S. Typhimurium e S. Bredeney.

MICHAEL et al. (2003) observaram que S. Enteritidis, em comparagao com S.
Typhimurium e um pool de Salmonella sp., S. Bredeney e S. Derby recuperaram
menos células nos caldos de enriquecimento Reppaport-Vassiliadis incubado a 42°
C, Tetrationato Mdiller-Kauffmann a 37° C e 42° C e Selenito Cistina, quando
amostras de fezes de suinos foram artificialmente contaminadas. Quando aliquotas
dos meios de enriquecimento foram semeados em trés diferentes meios de cultura,
nao houve diferenga significativa entre eles, demonstrando que o isolamento

dependeu mais da etapa de enriquecimento do que do meio de cultura.
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Figura 10: Multiplicagdo de S. Enteritidis SE86 (SE), S. Typhimurium (ST) e S. Bredeney
(SB) nédo expostas ao NaDCC em XLD, XLD + sobre camada de TSA (TAL) e TSA. Cada
ponto foi representado pela média e pelo desvio padrao.

a,b,c/ A, B, C: Valores com letras diferentes diferem significativamente (P<0,05) entre si.
Letras minusculas: Comparacao entre sorovares em um mesmo meio de cultura / método
de semeadura.

Letras maiusculas: Comparacao entre meio de cultura / método de semeadura, para um
sorovar.

Obs. 1: Nao foi realizada comparacao entre diferentes sorovares em diferentes meios e
métodos de semeadura.
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Figura 11: Multiplicagdo de S. Enteritidis SE86 (SE), S. Typhimurium (ST) e S. Bredeney
(SB) expostas ao NaDCC em XLD, XLD + sobre camada de TSA (TAL) e TSA. Cada ponto
foi representado pela média e pelo desvio padrao.

a,b,c,d/ A, B, C: Valores com letras diferentes diferem significativamente (P<0,05) entre si.
Letras minusculas: Comparagéo entre sorovares em um mesmo meio de cultura / método
de semeadura.

Letras maiusculas: Comparacgao entre meio de cultura / método de semeadura, para um
sorovar.

Obs.: Nao foi realizada comparagao entre diferentes sorovares em diferentes meios e
meétodos de semeadura.
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5. CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados obtidos no presente trabalho, conclui-se que:

1) O melhor diluente para coleta e transporte de suabes de superficie para
analise de S. Enteritidis SE86 foi a Solugdo salina 0,85%, por nado sustentar
multiplicagdo microbiana durante seis horas a temperatura de refrigeragao (7° C) e
de 30° C, tanto sem exposi¢ao ao NaDCC, quanto com exposi¢gao ao NaDCC, além
de ser um diluente de facil preparo e de custo acessivel.

2) Nao houve recuperagao da S. Enteritidis SE86 em nenhum dos diluentes
testados, apds a exposi¢ao ao NaDCC, tanto a temperatura de refrigeragao (7° C)
quanto a 30° C, nao sendo possivel observar a diferenciagao entre as células mortas
e as células estressadas ou células viaveis mas n&o cultivaveis (VNC).

3) Nao houve multiplicagdo ou recuperagao celular em nenhum dos diluentes
testados, antes e apds exposi¢ao ao NaDCC, a 7°C, sugerindo que a temperatura de
7° C pode ser utilizada para o transporte de amostras sem a multiplicacdo da S.
Enteritidis SE86.

4) Entre os meios de cultura e métodos de semeadura, o XLD, pelo método
de semeadura em superficie, demonstrou ser o mais adequado para analise de S.
Enteritidis SE86, por ndo apresentar diferenga significativa em comparagdo com o
meio de cultura ndo seletivo e o método TAL (meio seletivo + sobre camada de
TSA), e por ser recomendado pela ISO 6579/2002 e pelo MAPA.

5) Nao houve diferenga significativa de multiplicagdo entre os meios XLD,
TSA e XLD + sobre camada de TSA pelo método TAL, em nenhum dos trés
sorovares de Salmonella analisados, confirmando a indicacdo da semeadura direta
em XLD como a mais adequada, uma vez que a preparagao das placas de XLD é
mais simples que pelo método TAL e apresentou os mesmos resultados que o meio

nao seletivo.
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ANEXO A — Meios de cultura, diluentes e solugoes utilizadas

1. Agar Infusdo Cérebro e Coragéo (BHI)

Composicao (g/L)

Infusao de cérebro 12,59
Infusao de coragao 5049
Proteose peptona 10,0g
Cloreto de sédio 509
Fosfato dissédico (Na;HPO,) 25¢g
Gluscose 20g
Agar-Agar 10,0 g
Preparo:

Dissolver 47 g do meio em 1L de agua destilada e esterilizar em autoclave a 121° C
por 15 min. Distribuir em placas de Petri estéreis e deixar solidificar. O pH final deve
ser7,4+0,2.

2. Caldo Infusédo Cérebro e Coragéao (BHI)

Composicao (g/L)

Infusao de cérebro 12,59
Infusao de coragao 5049
Proteose peptona 10,0 g
Cloreto de sédio 5049
Fosfato dissédico (Na;HPO,) 25¢g
Glucose 20g
Preparo:

Dissolver 37 g do meio em 1L de agua destilada, distribuir em tubos estéreis.
Esterilizar em autoclave a 121° C por 15 min. O pH final deve ser 7,4 + 0,2.

3. Solugao de Dicloroisocianurato de Sédio a 200ppm (Kalyclean S313)
Composicao (g/L)

Dicloroisocianurato de sédio Nao especificado
(}Ioreto de sodio Nao especificado
Agua destilada estéril 1000,0 mL
Preparo:

Dissolver 2g de Kalyclean S313 em 1L de agua destilada esterilizada em autoclave a
121° C por 15 min. A concentracao de Cloro livre deve ser 200ppm.

Obs.: O fornecedor nao especificou a porcentagem da composi¢ao por ser segredo
industrial.

4. Agua Peptonada 0,1%
Composicao (g/L)

Peptona de carne ou de caseina 19
Agua destilada 1000,0 mL
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Preparo:
Dissolver 1g de Peptona em 1L de agua destilada e esterilizar em autoclave a 121°
C por 15 min. O pH final deste diluente deve ser 7,2 + 0,2.

4. Solugao Salina 0,85%

Composicao (g/L)

Cloreto de sédio (NaCl) 8,59
Agua destilada 1000,0 mL
Preparo:

Dissolver o NaCl em agua destilada, esterilizar em autoclave a 121° C por 15 min.

5. Agua Peptonada 0,1% + Tween 80 0,5% + Lecitina de Soja 0,07% +
Tiossulfalto de sédio 1%

Composicao (g/L)

Peptona de carne ou de caseina 19
Tween 80 5 mL
Lecitina 0,79
Tiossulfato de s6dio 10% 0,1 mL
Agua destilada 1000,0 mL
Preparo:

Dissolver 1g de Peptona, 5mL de Tween 80, 0,7g de Lecitina e 0,1mL de Tiossulfato
de sodio 10% em 1L de agua destilada e esterilizar em autoclave a 121° C por 15
min.

6. Solugdo Salina 0,85% + Tween 80 0,5% + Lecitina de Soja 0,07% +
Tiossulfalto de sédio 1%

Composicao (g/L)

Cloreto de sédio (NaCl) 8,59
Tween 80 5 mL
Lecitina 0,79
Tiossulfato de sédio a 10% 0,1 mL
Agua destilada 1000,0 mL
Preparo:

Dissolver 8,5g de Cloreto de Sddio, 5mL de Tween 80, 0,7g de Lecitina e 0,1mL de
Tiossulfato de sodio a 10% em 1L de agua destilada e esterilizar em autoclave a
121° C por 15 min.

7. Solucdo Salina 0,85% + Agua Peptonada 0,1%

Composicao (g/L)

Cloreto de sédio (NaCl) 8,59
Peptona de carne ou de caseina 19
Agua destilada 1000,0 mL
Preparo:

Dissolver 8,5g de Cloreto de sddio e 1g de Peptona em 1L de agua destilada e
esterilizar em autoclave a 121° C por 15 min.
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8. Agar Triptona de Soja (TSA)

Composicao (g/L)

Caseina digerida 1509
Soja digerida 509
Cloreto de Sédio 5049
Agar-Agar 15,0 g
Preparo:

Dissolver 40 g do meio em 1L de agua destilada e esterilizar em autoclave a 121° C
por 15 min. Distribuir em placas de Petri estéreis e deixar solidificar. O pH final deste
meio deve ser de 7,3 £ 0,2.

9. Agar Verde Brilhante Manitol Lisina Cristal de Violeta (MLCB)

Composicao (g/L)

Extrato de levedura 5049
Peptona 10,0 g
P6 de Lab-Lemco 20g
Cloreto de sédio 40¢g
Manitol 3,09
Cloridrato de L-Lisina 5049
Tiosulfato de sédio 4049
Citrato de amonio férrico 109
Verde brilhante 0,0125¢g
Cristal de Violeta 0,01¢g
Agar-Agar 15,0 g
Preparo:

Dissolver 49 g do meio em 1L de agua destilada. Misturar delicadamente e ferver
com agitacao frequente para dissolver o meio completamente. Resfriar até 50° C,
distribuir em placas de Petri estéreis e deixar solidificar. N&o autoclavar ou
sobreaquecer.

10. Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD)
Composicao (g/L)

Extrato de levedura 3,09
L-Lisina HCI 5049
Xilose 3,759
Lactose 7,59
Sacarose 759
Desoxicolato de sédio 109
Cloreto de sédio 5049
Tiosulfato de sédio 6,89
Citrato de Amoénio Férrico 0,8g
Vermelho de Fenol 0,08 g
Agar-Agar 12,549
Preparo:

Dissolver 53 g do meio em 1L de agua destilada. Aquecer com agitagao frequente,
nao sobreaquecer. Distribuir em placas de Petri estéreis e deixar solidificar. O pH
final deste meio deve serde 7,4 £ 0,2.
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11. Agar Salmonella Shigella (SS)

Composicao (g/L)

Pé6 Lab-Lemco 5049
Peptona 50¢g
Sais biliares 8,59
Lactose 10,0 g
Citrato de sédio 10,0g
Tiossulfato de sédio 8,59
Verde brilhante 0,00033 g
Vermelho neutro 0,025 ¢
Agar-Agar 15,09
Preparo:

Dissolver 63g do meio em 1L de agua destilada. Levar a fervura com agitagao
freqUente e deixar ferver suavemente para dissolver o agar. Nao autoclavar. Esfriar
até 50°C e distribuir em palcas de Petry estéreis. O pH final deste meio deve ser de
7,0+0,2.

12. Agar Verde Brilhante (BGA)

Composicao (g/L)

Peptona Proteose 10,0 g
Lactose 10,0 g
Extrato de levedura 3,09
Sacarose 10g
Cloreto de sédio 5049
Vermelho de fenol 0,08 ¢
Verde brilhante 0,0125¢g
Agar-Agar 12,0 g
Preparo:

Suspender 50g em 1 litro de &agua destilada. Deixar ferver para dissolver
completamente. Esterilizar em autoclave a 121 ° C por 15 minutos. Esfriar e distribuir
em palcas de Petry estéreis. O pH final deste meio deve ser de 6,9 £ 0,2.
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ANEXO B - Autorizagao para uso de produto — Kalykim Ind. e Com. Ltda.

Alvorada, 22 de fevereiro de 2011.

Vimos, por meio desta, comunicar a permissao de uso do produto Kayclean
S313, da Empresa Kalykim Indistria e Comércio Ltda, no trabalho de
Mestrado intitulado “AVALIACAO DA MULTIPLICACAO E RECUPERACAO DE
SALMONELLA ENTERITIDIS SE86 EM DIFERENTES DILUENTES, MEIOS DE
CULTURA E METODOS DE SEMEADURA, APOS EXPOSICAO AO
DICLOROISOCIANURATO DE SODIO”, realizado pela Mestranda Fernanda
Stoduto Ferreira, sob supervisdo do Prof. Dr. Eduardo Cesar Tondo, do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos - UFRGS, bem como a
divulgacdo dos resultados deste trabalho, apds a avaliagdo da Empresa

Kalykim.

Freitas
Representante Legal
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