Rev. Inst. Adolfo Lutz,
62(3): 159 - 164, 2003 ARTIGO ORIGINAL / ORIGINAL ARTICLE

Controle de qualidade em laboratério de microbiologia de
alimentos e avaliacdo de desempenho de meios
de cultura no isolamento desalmonellaspp.

Quality Control in food microbiology laboratory and evaluation of
performance from the culture medium in 8e@monellaspp. isolation.

Dilma Scala GELU
Christiane Asturiano RISTOR
Adriana Aparecida BUZZO

RIALAG/952

Gelli, D. S.; Ristori, C. A. e Buzzo, A. A. - Controle de qualidade em laboratério de microbiologia de
alimentos e avalia¢cdo de desempenho de meios de cultura no isolam@atmdeellaspp.Rev. Inst.
Adolfo Lutz, 62(3): 159 - 164, 2003.

RESUMO. Os dados de laboratério devem ser reais e confiaveis, pois orientam os sistemas de controle de
patégenos aplicaveis em toda a cadeia de producado de alimentos, especialmente para os de incidéncia e
severidade consideraveis. Dentre as bactérias patogénicas de maior interesse a saude publica estdo as do
génerdSalmonellaque podem estar presentes nos alimentos em baixos himeros ou em estado fisioldgico
de “stress”, dificultando seu isolamento. Diversos laboratdrios de pesquisa tém se preocupado com a
validacdo de métodos analiticos para seu isolamento e detecc¢éo, avaliando a eficiéncia dos meios de
enriquecimento e de isolamento seletivo. Com este propésito, foi desenvolvido e avaliado o desempenho
de uma mistura d8almonellaTyphimurium e microrganismos competidores/interfereniesofi,

P.mirabilis, P.aeruginosaC.freundiie S.aureuy mantidos sob congelamento a (-)18°C por 30 dias, a fim

de referendar e validar a metodologia usada para o isolamento de salmonelas a partir de alimentos. Os
resultados diarios foram satisfatérios quanto a recuperag@i®ygdimurium utilizada como controle e
demonstraram que é possivel o preparo prévio da mistura controle. Os testes ecométricos, de seletividade
e produtividade e de recuperac¢do demonstraram a adequacidade geral dos meios de cultura e temperaturas
usados nas diferentes etapas analiticas. Observou-se que o caldo Rappaport-Vassiliadis modificado
apresentou melhor desempenho, por inibir a formagéo deneseimento invasogeProteusnos meios

sélidos usados.
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INTRODUCAO auséncia de controles biolégicos pertinentes. A utilizacao de
controles positivos (cepas padrdo Smonelly, controles
A validacdo das metodologias analiticas para mwmegativos (teste de esterilidade e controles biolégicos com
isolamento de patégenos em alimentos tem implica¢gdestros microrganismos ndo-salmonela) e testes de recuperagéo
importantes na saude publica e do consumidor. Seu isolamedi®,salmonela sédo necessarios nos laboratorios de rotina
para identificar as vias de transmissdo ao homem e contaminadiagndéstica e de pesquiss controles de qualidade dos meios
do meio ambiente é importante, pois pode permitir a adocdodkecultura e dos métodos ja estdo descritos e séo indispensaveis
medidas de controle. Entretanto, para que o dado cientifico paaa referendar os resultados analifitoEntretanto, esses
monitorizacado de sua presenca sejam confiaveis, podendo seteimandam atividades laboriosas, como por exemplo a
de base real para as atividades de controle, o método analitiecessidade diaria de preparacdo das cepas para as provas de
deve ser comprovadamente efetivo e eficaz. Este diferencialouperacdo que acompanham a andlise de amostras.
gque determina a confiabilidade do resultado e a sua O objetivo deste trabalho é apresentar modelo de
adequacidade para indicar onde uma medida de controlgaidacdo de meios de cultura e temperatura de incubacao para
aplicavel em cada um dos elos da cadeia produtiva do alimeatisolamento d&almonellaspp. em alimentos, utilizando uma
e garantindo a seguranca (inocuidade) do alimento frente @@pa deS.-Typhimurium e uma mistura de microrganismos
microrganismo em questéo competidores e interferentds.¢oli, P.mirabilis, P.aeruginosa
Dentre os agentes de agravo a sau&almonellsspp. C.freundiie S.aureuy mantidos sob congelamento a (-)18°C
tem importancia e interesse consideraveis. Mundialmente, € am presenca de crioprotetor, no Laboratério de Microbiologia
dos principais agentes responséaveis por doengas de origdimentar no Instituto Adolfo Lutz Central e propsistematica
alimenta#®!3 E um dos principais a ser controlado pelode conservacéo de cepas controle necessarias para as atividades
sistemas de gestdo da seguranca dos alimentos: aplicacdalda®ntrole analitico.
Boas Préticas, do SistemaAigdlise de Perigos e Pontos Criticos

de Controle- APPCC, estabelecimento de pardmetros e MATERIAL E METODOS
procedimentos de normatizacdo por 6rgaos publicos e
interessados, entre outros. 1. Cepas e seu preparo

As salmonelas pertencem a Familia Enterobacteriaceae  As cepas d8almonellarhyphimurium Thomasville 1B,
e séo encontradas no trato intestinal do homem e de outEssherichia colATCC 25922Citrobacter freundiiATCC 8090,
animais de sangue quente. Estdo amplamente distribuidas®saudomonas aeruginodaCC 27853 Proteus mirabilisIAL
natureza, podendo contaminar produtos alimenti€ios 1022,Staphylococcus aureu#\L 1606 cedidas pela Se¢éo de

Entretanto, o isolamento desta bactéria a partir deolecdo de Culturas Bacterianas do IAL, liofilizadas, foram
alimentos tem interferéncias, tais como sua distribuic&eativadas em caldo infusdo de cérebro e coragdo (BHI - Brain
heterogénea entre unidades de um mesmo lote ou partideHaart Infusion Broth), incubado a 35°C/18h. Em seguida foi
alimentos, nameros baixos de células vidveis na amostraalizado um subcultivo das mesmas utilizando este mesmo
diversidade e niumeros proporcionalmente elevados oeio.
microbiota competidora presente, além do “stress” fisiol6gico
(injuria fisica}. 2. Teste ecométrico

A andlise laboratorial para a detecgdo desta bactéria €  Os meios de cultura seletivos diferenciais foram testados
um processo de importancia no contexto de saude publica edip método ecométrico, segundo Mo¥sels meios usados
garantia do controle de produtos. As legislacdes e as condigdepresente trabalho foram: &gaimonella-ShigelléSS), agar
endémicas e epidémicas exercem pressao para que o resuNadde Brilhante (VB) e &gar Sulfito de Bismuto (ASB).
seja confiavel e caracterize a distribuicdo desta bactéria entre O teste ecométrico permite avaliar a capacidade seletiva
os produtos alimenticios. Portanto, ndo s6 por razdes elale produtividade da bactéria desejada. A avaliacdo dos
credibilidade do laboratério, mas sobretudo pelas implicacoesultados é baseada na formacéo de estrias de crescimento
sociais, de saude publica e econdmica, 0s resultados analitabms microrganismos nos meios sélidos testados, sendo dado o
devem ser exatos e confiaveis. valor de 0,2 para cada estria. A soma total de cada estria formada

As metodologias descritas para o isolamento dadenominada de valor de indice de Crescimento Absoluto
Salmonellaspp. podem ser classificadas como padrdo (pr@CA)*. Para um meio de cultura ser considerado produtivo o
enriguecimento, enriquecimento seletivo e isolamento a pailtA deve ser de pelo menos 3,5 e para ele ser seletivo a cepa
de meios seletivos) e métodos simplificados ou rapidos, paesejada deve ter o ICA maior que 3,0 e as cepas ndo desejadas
0s quais o método padrao é referéncia menor que 2,0.

Segundo a “American Public Health Association”
(APHA), a ocorréncia de resultados néo confidveis é decorreBtévaliacdo da seletividade, produtividade e recuperacgéo da
também da preparacéo impropria dos meios de cultura ouSi@yphimurium nos caldos de enriquecimento
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3.1. Recuperacdo daS.Typhimurium nos caldos de 5. Avaliagdo do uso dos tubetes congelados para o controle do
enriguecimento método analitico

Tubos contendo 3 mL dos caldos BHI, selenito-cistina Diariamente, no periodo de um més, um tubete controle
(SC) e Rappaport-Vassiliadis modificado (RV), respectivamentej descongelado a temperatura ambiente e usado para o
foram inoculados com uma gota da cultura da cepa de salmonetatrole do método. O contetdo do tubete foi transferido para
em fase estacionaria. Este procedimento foi realizado emm frasco contendo 225 mL de APT. O controle foi analisado
duplicata, para que a incubacado fosse realizada em deasparalelo com as amostras de alimentos para a determinacgéo
temperaturas, a 35°C e 42°C/18-24h. Apé6s esse periododeisalmonelas, utilizando-se as mesmas etapas analiticas, estufas
realizada a partir de cada cultura, a Contagem Padrédo em Plackstes de meios de cultura: pré- enriguecimento em APT,
(CPP¥?, em agar nutritivo, em profundidade, para a quantificac&nmriquecimento seletivo em SC e RV incubados a 35°C e 42°C,
da cepa de salmonela, seguido da incubac¢do a 35°C/24h. isolamento nos meios em placas SS, VB e ASB, isolamento das

colénias em meio IAL e sorologia polivalente.

3.2. Seletividade e produtividade dos meios de enriqguecimento
seletivos RESULTADOS

A cultura da cepa d&@ Typhimurium cultivada em caldo
BHI e em fase estacionaria de desenvolvimento (18-24h Teste ecométrico dos meios seletivos diferenciais
incubagao a 35°C, que continha cerca d&EC/mL), foi diluida O teste realizado demonstrou valores de indice de
até 102 em agua peptonada tamponada a 1% (APT). De cdti@scimento Absoluto (ICA) méaximos (5,0) p&fByphimurium,
uma das dilui¢es, foram transferidas aliquotas de 1,5 mL pBrairabilis, P.aeruginosa C.freundinos meios SS, VB e ASB;
cada dois tubos contendo 15 mL de caldo selenito-cistina epdeaE.coli o valor do ICA foi de 0,2 no 4gar SS e 5,0 nos outros
0,1 mL para dois tubos contendo 10 mL de caldo Rappapaibis meios, enquanto 8.aureusteve seu desenvolvimento
Vassiliadis, modificado. A cada um dos tubos de meio de culturdbido nos 4gares SS e ASB e um ICA de 0,2 para o meio VB.
de enriquecimento seletivo foi acrescentado 0,2 mL da mistura
das culturas das bactérias interferentes, diluid2@&0APT), Recuperacao d& Typhimurium nos caldos de enriquecimento

ou seja, mistura das culturas das cepak.deli, C.freundij O valor médio obtido para a produtividade dos caldos
P.aeruginosaP.mirabilise S.aureugcerca de 0UFC/mL de SC e RV foi de 1% o obtido no BHI de P{Tabela 1). Pode-se
interferentes). considerar que a diferenca encontrada entre os meios nao foi

Um conjunto de tubos dos meios de enriquecimengignificativa, demonstrando, portanto, nimeros finais de células
seletivo (SC e RV), foi incubado a 35°C e o outro a 42°C por tiaveis deS.Typhimurium satisfatérios entre os meios de
horas. Apés este periodo cada tubo foi semeado, por estr&agjquecimento ndo seletivo (BHI) e de enriqguecimento seletivo
em superficie nos meios seletivos VB, SS e ASB e incubadoSE e RV).
35°C/ 18h.

As colbnias caracteristicas &lmonellaspp. foram Teste de seletividade e produtividade nos caldos de
isoladas em meio para identificacdo presuntiva dmnriquecimento seletivo, a 35 e 42
enterobactérias (IAL) e incubadas a 35°C/18h. As cepas que Os resultados das quatro repeticdes da avaliagdo de
apresentavam provas bioquimicas caracteristicas forgmodutividade e seletividade dos caldos de enriqguecimento
submetidas a provas sorolégicas com anti-soros polivalen&S e RV em conjunto com 0s meios seletivos (SS, VB, ASB),

somatico e flagelar. revelaram a recuperacdo da cepaSdg/phimurium até a
Estes testes foram repetidos quatro vezes e o resultaliloicdo 10*°. Nas menores diluicdes (até“@ bactéria foi
expresso foi a média destes. isolada com facilidade, exceto para a combina¢do SC-VB onde

houve producédo de véu (crescimento invasoifp.derabilis

4. Preparagdo e conservacao da mistu@Typhimurium e  que dificultou seu isolamento. Os resultados obtidos indicam,
interferentes, para uso como controle do método analitico portanto, melhor desempenho do caldo Rappaport-Vassiliadis

A partir da cultura d& Typhimuriumem caldo BHI, fase modificado nas duas temperaturas testadas, em relagdo ao
estacionaria, foram realizadas CPP, em profundidade, com &gglenito-cistina (Tabela 2).
nutritivo e incubacédo 85°C/24R2 Considerando a contagem
obtida e os resultados dos testes de seletividade e produtividddaliacdo da mistura de culturas/controle mantidas sob
foi selecionada a diluicdo T0que continha niveis de centenagongelamento
de células vidveis/mL, para o preparo do controle. Emum pequeno  Os resultados dos tubetes controle analisados no
tubo para congelamento (tubete) com capacidade para 2 mL gleiiodo de um més, mostraram a recuperacéo da salmonela pela
distribuido 1 mL de uma suspensao preparada com: 10 mLrdatodologia usada (com referéncia aos meios usados para o
diluicdo selecionada, 0,2 mL da mistura de interferentes e 2 mLisiamento das salmonelas) durante todo o periodo considerado.
glicerol, como crioprotetor das células das bactérias. Os tubetes
foram conservados a (—)18°C até o momento do uso.
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Tabela 1.Recuperacéo d&Typhimurium(UFC/ml) nos caldos infuséo de cérebro e coragéo (BHI), selenito-cistina e Rappaport-
Vassiliadis, incubados a 35°C e 42°C/18-24h.

Meios
Temperatura Caldo Caldo Caldo
de incubacéo BHI selenito-cistina Rappaport-Vassiliadis
9 8 8
35°C 1,2x10 2,7x10 4,9x10
42°C 1,6x10 2,6x10 4,6x10

Tabela 2.Média dos testes de seletividade e produtividade dos caldos selenito-cistina e Rappaport-Vassiliadis, incubados a 3¢
e 42°C/18h-24h, para recuperaca&dgphimurium.

Meios sélidos S.Thyphimurium

(Ultima diluicdo em que houve recuperagéo)

Agar Salmonella Agar Agar
Caldos Shigella verde-brilhante sulfito de bismuto
(Temperatura de incubacéo) (SS) (VB) (ASB)
Selenito-cistina 10° Recuperagao 107
(35°C) prejudicada*
Selenito-cistina 10’ Recuperagio 10’
(42°C) prejudicada*
Rappaport-Vassiliadis 1010 1010 10%°
(35°C)
Rappaport-Vassiliadis 10’ 108 108

(42°C)

* = Recuperacao prejudicada, pois houve producédo de vdundeabilis, dificultando o isolamento d& Typhimurium

DISCUSSAO E CONCLUSAO

isolamento e identificacédo.

e da amostra). Conforme os resultados obtidos no teste de

A seletividade dos meios é dada pela presenca de
agentes inibidores na sua composi¢cao que possam, a0 mesmo

O isolamento d&almonellaspp. em alimentos requer {€MPO suprimir, mesmo que parcialmente, a microbiota
procedimentos complexos, com alguns fatores conhecido§@npetidora e promover o desenvolvimento do microrganismo
outros ainda n&o bem esclarecidos. Segundo Bussecesso desejado. Selenito-cistina e Rappaport-Vassiliadis sdo meios
da utilizag&o de meios de enriquecimento antes do isolamefi@numente utilizados na deteccéo de salmonelas em alimentos
foi um passo decisivo para a detecciBalenonellanecessario € demonstram resultados satisfatérios, como os obtidos nos
para melhorar os meios e procedimentos analiticos para o §§i€s em questao. A recuperaca8 @igphimurium foi obtida
até a diluicao de 10da cultura inicial e isto ocorreu mesmo na

A produtividade dos meios de cultura, seletivos ou niBresenca de interferentes em namero proporcionalmente maior,
depende de fatores intrinsecos (nutrientes, potencial de 6xRf§@ as combinagdes de meios usadas nas etapas analiticas:
reducdo, pH, atividade de &gua, tipo e atividade dé¥/-ASB, RV-SS e RV-VB, demonstrando énfase maior para o
antimicrobianos e/ou formagao destes durante o aquecimen€gjdo Rappaport-Vassiliadis que mostrou melhor recuperacéo
fatores extrinsecos (temperatura de incubacao e suas flutuac®ég,o caldo 39|9U't0'0'5t'na (recuperacao at§. uanto as
pressdo de Pe CO, do ambiente) e fatores implicitos temperaturas de incubacéo dos caldos, o desempenho do caldo
(dependéncia nutricional do microrganismo, os fenomeng@ppaport-Vassiliadis foi maior a 35°C e do caldo selenito-cistina
antagonicos e sinérgicos entre os componentes da microbf°C-

O comportamento dos contaminarfanirabilis, E.coli,

recuperacio, pode-se observar que a diferenca no ciEigeruginosae C,.fre.undii no me_io ASB, demonstrado por
logaritmico nao foi superior a 1,0 quando da comparacso dedores altos do Indice de Crescimento Absoluto, pode ter tido

meios seletivos (RV e SC) com um meio n&o seletivo de referérgfg€m na etapa de preparacdo do meio e indicou que a
seletividade do mesmo nao foi satisfatéria. Quanto a

(BHI).
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seletividade, o meio SS foi o mais seletivo. Na presenper base controles ja descritoporém, foi adicionado o
avaliacao, o fator decisivo para o isolamento de nimeros bai&aureus considerando que o mesmo esta freqientemente
de salmonelas (nivel de unidades de células presentes) fpresente nos alimentos e que sua presenca poderia influir no
uso dos meios de enriquecimento seletivo (SC e RV). resultado do isolamento da salmonela, em funcéo da etapa de
Os resultados obtidos no presente estudo demonstrpré-enriquecimento. Pelos resultados obtidos, a recuperacao
a importancia da utilizagdo de mais de uma combinacdo de melascepa controle dgalmonellaspp. ndo foi prejudicada pela
de cultura, ou seja, pelo menos dois tipos de caldo geesenca d&.aureus
enriquecimento e trés meios de cultura sélidos para oisolamento A padroniza¢do do controle deve ser realizada
de Salmonellsspp. a partir de amostras de alimentos. semestralmente. O teste ecométrico e a avaliacdo de seletividade
Os testes de controle de qualidade dos meios de cultergrodutividade dos caldos de enriquecimento devem ser
para salmonelas, geralmente, demonstram a utilizacéo de cultveadizados a cada mudanca de lote de meio de cultura desidratado
puras e/ou material naturalmente contaminados (ex.:materiardeebido.
esgoto), porém, apesar de apresentarem a vantagem da avaliacdo Sugere-se a realiza¢do dos testes utilizando-se como
da seletividade e produtividade no conjunto, tem a desvantagespa padrdo controle outros sorotiposSiémonellapara
da falta de uniformidade do material naturalmente contaminadwaliar o desempenho do método, respectivo controle e
O método passa a ndo ser adequado para padronizacagrdparacdo e, conservacao das cepas-teste, conforme descrito
controle entre os laboratori8sAlém disso, o nimero de no presente trabalho. Observa-se ainda, a necessidade de
bactérias presente é também importante, estando diretamesabelecer diluicdes da bactéria que contenham apenas
relacionado com os resultados positivos de isolaméntos unidades de células viaveis, avaliacdo da utilizagdo de outros
A preparacdo das cepas @&Typhimurium e crioprotetores, como o DMSO (dimetilsulfoxiéle)o aumento
interferentes, mantidas sob congelamento para seu usodograzo de congelamento dos tubetes.
controle do método e para valida¢do dos resultados obtidos, O controle de qualidade em Microbiologia € mais uma
nao requer preparacao diaria e facilita a operacionalizacacate que uma ciéncia e envolve aspectos inatingiveis, tais como
controle reprodutivel, eficiente e rapido. Permite avaliar @nso comum, critério e aten¢éo constante aos detalhes. Os
fatores que possam interferir com o isolamento da salmonelaragramas devem ser organizados, considerando-se objetivos
partir de alimentos e possibilita o estabelecimento dem definidos. Ainda, por necessidade do processo de
parametros e critérios de controle de qualidade dos meiosagialiacdo de riscos microbiol6gicos, os resultados de analises
cultura, das etapas analiticas e do préprio analista. Esttalsoratoriais, para serem considerados validos para os
guestdes, que podem ser abordadas separadamente, pqutesessos de gestdo dos perigos bacterianos no alimento, tais
ser respondidas pelos resultados obtidos por um Unico testeno a aplicacao das Boas Praticas e do Sistema APPCC, devem
e validadas. A selecdo dos microrganismos interferentes teer verdadeiros, confidveis e reprodutiveis.

RIALAG/952

Gelli, D. S.; Ristori, C. A. e Buzzo, A. A. - Quality Control in food microbiology laboratory and evaluation
of performance from the culture medium in 8amonellaspp. isolationRev. Inst. Adolfo Lutz, 62(3):159
-164,2003.

ABSTRACT. The laboratory data should be real and reliable because they guide the systems of control
of applicable pathogens in the whole chain of production of foods, especially for the one of incidence and
considerable severity. Amongst the pathogens of greater interest to the public health, there are the
Salmonellaspp. which can be present in foods in a small quantity or in a physiological state of stress that
makes difficult its isolation. Many research laboratories are studying the validation of analytical methods
for its isolation, detection and evaluating the efficiency of the enrichment and selective medium isolation.
It was studied the isolation 8&Imonellalyphimurium from a mixture containing as well as the competitors/
interfering microorganism<.coli, P.mirabilis, P.aeruginosaC.freundiiandS.aureusmaintained at (-

)18°C during 30 days with the proposal to validate the same methodology in the isol&aimonhella

from foods. The daily results have shown good recove&igphimurium in the above mixture and it

was shown as well as the possibility of using the control mixture. The recovery, ecometrics, selectivity
and productivity tests showed that the conditions of culture and temperatures were adequate. It was
observed that the modified Rappaport-Vassiliadis broth presented better performance due the inhibition
of Proteusveil (swarm) in the solid samples used.

KEY WORDS. Salmonellaspp., laboratorial quality, food, isolation.
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