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ﬂ Taxonomia

A designagéo do género Salmonella foi adotada em 1900, por Ligniéres, em homenagem a Daniel
Salmon, o qual isolou o microrganismo conhecido como Salmonella enterica sorovar Choleraesuis de
suinos. Sua nomenclatura teve como orienta¢éo inicial informagdes relacionadas as condi¢des clinicas ou

ao hospedeiro do qual o microrganismo era isolado.

Entretanto, a diversidade inicial de sorovares que apresentavam etiologia nio especifica de um
determinado hospedeiro levou, inicialmente, a designacido do mesmo sorovar em hospedeiros distintos,
em locais diferentes. A partir de 1920, um grupo de microbiologistas, liderados por Fritz Kauffmann, em
Copenhagen, e por Philip Bruce White, em Londres, unificou a taxonomia, tendo seu trabalho reconhecido
pelo subcomité de Salmonella da Sociedade Internacional de Microbiologia, em 1933, como esquema de
Kauffmann-White. A partir de entdo, sua nomenclatura passou por algumas modificagdes, tendo por base
a utilizacdo de métodos classicos e de métodos moleculares, como AFLP e sequenciamento 16S rRNA,
MLEE e AFLP.

Na atualidade, o género esta constituido de duas espécies geneticamente distintas: S. enterica
e S. bongori, sendo que a primeira estd dividida em seis subespécies, que receberam as seguintes

denominacgbes: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica.

Na forma da reda¢do da nomenclatura atual, de acordo com as modificagdes taxondmicas
estabelecidas, os sorotipos ou sorovares ndo sdo mais considerados espécies, razio pela qual os
sorovares da subespécie enterica devem ser designados da seguinte maneira: Salmonella typhimurium:
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium ou, de maneira mais simples e objetiva,
Salmonella sorovar Typhimurium ou ainda Salmonella Typhimurium. Portanto, na nomenclatura
atual, os sorovares Typhimurium, Agona, Enteritidis, entre outros, ndo indicam uma espécie, motivo

pelo qual o sorovar nao deve ser escrito em italico ou sublinhado.

Salmonella é o género de maior relevincia na familia Enterobacteriaceae, embora sua relagdo
filogenética seja, de certo modo, conjuntural. Dependendo do método empregado, S. enterica é
mais relacionada com Citrobacter spp. do que com Escherichia coli (homologia de DNA) ou em
sentido inverso, quando empregado método de avaliagdo de grandes fragmentos (23S rRNA).

Em geral, acredita-se que Salmonella e E. coli descenderam de um ancestral comum ha 160-180
milhdes de anos, durante o periodo tercidrio, em paralelo com os invertebrados. Ao longo da avaliac¢éo, E.
coli e a maioria das cepas de Salmonella difasica se adaptaram aos mamiferos e, de modo semelhante, os

sorovares monofasicos permaneceram adaptados aos répteis.
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Em cada subespécie sdo reconhecidos diferentes numeros de sorovares tendo por base a
caracterizagdo de seus antigenos somaticos (O) e flagelares (H). Entre as espécies, a subespécie S.enterica
apresenta maior numero de sorovares, sendo responsavel por 99% dos isolamentos, usualmente de
animais de sangue quente. Em 2002, foram incluidos 18 novos sorovares, sendo 12 pertencentes a
S.enterica subespécie enterica, 2 subespécie salamae, 2 diarizonae, 1 houtenae e 1 S.bongori. Atualmente
sdo reconhecidos cerca de 2500 sorovares incluidos em duas espécies S.enterica e S.bongori, cuja

distribui¢do editada por Grimont e Weill (2007) é apresentada no Quadro 1.

Quadro 1 - Distribuicao do numero de sorovares de acordo com espécie e
subespécie de Salmonella

Espécies/Subespécies Sorovares

Salmonella enterica subsp. enterica 1.490
Salmonella enterica subsp. salamae 500
Salmonella enterica subsp. arizonae 94
Salmonella enterica subsp. diarizonae 320
Salmonella enterica subsp. houtenae 72
Salmonella enterica subsp. indica 12
Salmonella bongori 22

Em 2004, uma nova espécie foi proposta, Salmonella subterranea, isolada em sedimento
subterraneo de solo com baixo pH na Oak Ridge, Tennessee. Essa amostra apresentou forte inter-relagdo

com S. bongori, por meio de sequenciamento 16S rRNA, além de algumas caracteristicas metabolicas,

como indol positivo, H,S e lisina descarboxilase negativa, pigmento amarelo e um flagelo lateral. A
amostra-tipo proposta ¢ ATCC BAA-86.




2 Caracteristicas
Gerais

As salmonelas pertencem a familia Enterobacteriaceae, sendo que, morfologicamente, sdo
bastonetes Gram negativos, geralmente moveis, capazes de formar dcido e, na maioria das vezes, gas a
partir da glicose, com excecdo de S. Typhi, S. Pullorum e S. Gallinarum (< 5% produzem gas). Também
fermentam arabinose, maltose, manitol, manose, ramnose, sorbitol, trealose, xilose e dulcitol. A maioria
das salmonelas de interesse clinico ndo fermenta lactose, contudo, muitas cepas podem adquirir essa
caracteristica por meio de transferéncia plasmidial. Sdo oxidase negativa, catalase positivo, indol, Voges-
Proskauer — VP, Vermelho de Metila - VM, malonato e ureia negativa. Produzem gas sulfidrico a partir
da redugdo do enxofre por a¢do da enzima cisteina desulfidrase. Apresentam ainda como caracteristicas
metabolicas a capacidade de descarboxilagdo dos aminodcidos lisina e ornitina, reduc¢do de nitrato a nitrito
e utilizagdo do citrato como tinica fonte de carbono, podendo ocorrer variagdes em fungdo do sorovar e/ou
da subespécie. Por exemplo, S. Arizonae ndo fermenta o dulcitol, mas frequentemente é malonato positivo.
S. Pullorum nio fermenta o dulcitol e S. Gallinarum nio descarboxila ornitina, sendo ambas imdveis.

S. Typhi, S. Pullorum e S. Gallinarum nio produzem gas a partir da fermentagao da glicose.

A diferenciagio fenotipica das espécies e subespécies de Salmonella esta apresentada no quadro

2 e a caracterizagao bioquimica entre S. Typhi, S. Paratyphi A e Salmonella enterica subespécie enterica

(predominantes em isolamentos de fontes humanas e animais) estdo descritas no quadro 3.
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Quadro 2 - Caracterizacao fenotipica das espécies e subespécies de Salmonella spp.

Espécies S. enterica subsp.
o o 8 o
Sl E g s § S.bongori | S.subterranea
s N | £ |5
5| 5| & |2
Caracteristicas
Dulcitol Et + - - R d " .
ONPG (2h) = = + + = d + +
Malonato - + + + - - - -
Gelatinase - + + + + = + _
Sorbitol + + + + + = + -
Crescimento KCN = - - - + = 4 +
L(+) Tartarato® + - - - - = - )
Galacturonato = + = + + + + ND
g-glutamyl transferase +() - + + + + + ND
b-glucuronidase D D - + - d - ND
Mucato + + + -(70%) - + + ND
Salicina - = = - + - - ND
Lactose - - -(75%) (7;'% ) - -
Lise-fago O, S y i . i D ND
Habitat normal animais S Sangue frio e meio ambiente ?
quente

Notas: (a): d-tartarato; (b): S. Typhimurium (d), S. Dublin (-); +: = 90% reacdes positivas; = 90% reacdes
negativas; d: diferentes reagbes (sorovares); (e): crescimento sem producao de 4cido.

Quadro 3 - Diferenciacdo bioquimica entre S. Typhi, S. Paratyphi A e sorovares de S. enterica
subsp. enterica mais frequentes

S. enterica

subsp. enterica

Glicose (gas) = + +
Acido:

Dulcitol +/- + "

Arabinose -/ + a5 +
Descarboxilacdo:

Lisina + - +

Ornitina - 4 +
Dehidrolagao da Arginina +/- + o
Producao de H,S +* -/ (4) +
Citrato de Simmons - = +

Notas: +: positivo; - : negativo; (+) 75% positivo apds 48 horas; *: fraco




3 Habitat

O habitat natural das salmonelas pode ser dividido em trés categorias, com base na especificidade
do hospedeiro e padrio clinico por ele determinado: altamente adaptadas ao homem, incluindo S. Typhi
e S. Paratyphi A, B e C, agentes da febre entérica (febres tifoide e paratifoide); altamente adaptadas aos
animais, representadas por S. Dublin (bovinos), S. Choleraesuis e S. Typhisuis (suinos), S. Abortusequi
(equinos), S. Pullorum e S. Gallinarum (aves), responsaveis pelo paratifo dos animais. Entretanto, em
determinadas situagdes (idade jovem, pacientes com doengcas cronicas, idosos, imunocomprometidos),
os sorovares S. Dublin e S. Choleraesuis podem determinar no homem um quadro septicémico, isto é,

mais grave do que o causado por S. Typhi.

A terceira categoria inclui a maioria dos sorovares que atingem indiferentemente o homem
e os animais, designadas salmonelas zoondticas, as quais sdo responsaveis por quadro de gastrenterite
(enterocolite) ou por doengas de transmissdo alimentar. Sua distribuicdo é mundial, sendo os alimentos
os principais veiculos de sua transmissdo. Sdo responsaveis por significantes indices de morbidade e
mortalidade, tanto nos paises emergentes quanto nos desenvolvidos, determinando pequenos e grandes

surtos, envolvendo, principalmente, o consumo de alimentos de origem animal, como ovos, aves, carnes

e produtos lacteos.




@]3 Ecologia

A Salmonella spp. é eliminada em grande nimero nas fezes, contaminando o solo e
a dgua. A sobrevida no meio ambiente pode ser muito longa, em particular na matéria orgénica.
Pode permanecer viavel no material fecal por longo periodo (anos), particularmente em fezes secas,
podendo resistir mais de 28 meses nas fezes de aves, 30 meses no estrume bovino, 280 dias no solo
cultivado e 120 dias na pastagem, sendo ainda encontrada em efluentes de dgua de esgoto, como

resultado de contaminagéo fecal.

Os produtos agricolas ndo processados, como hortalicas e frutas, e os alimentos de origem
animal, como as carnes cruas, o leite e os ovos sdo veiculos frequentes de salmonelas. A contaminagio de
origem fecal é geralmente a fonte para os produtos agricolas, pela exposi¢do a dgua contaminada; para o

leite e 0s ovos, por meio da exposi¢do direta; e para a carne, usualmente durante as operagoes de abate.

Em comparagdo com outros bastonetes Gram negativos, as salmonelas sdo relativamente
resistentes a vdrios fatores ambientais. A adaptabilidade fisiolégica de Salmonella é demonstrada
por sua habilidade para proliferar em valores de pH entre 7.0 e 7.5 (extremos 3.8 e 9.5), temperatura
de 35°C a 43°C (extremos 5°C a 46°C) e uma atividade hidrica (> 0,94), ocorrendo variagdes entre
sorovares e/ou cepas. Nos produtos secos, como o chocolate, o cacau em po, as especiarias ou o leite
em po, e em produtos congelados, como os sorvetes, o normal é a sobrevivéncia por periodos de tempo
prolongados. A bactéria é sensivel ao calor, ndo sobrevivendo a temperatura superior a 70°C. No entanto,

a termorresisténcia pode incrementar-se com menor coeficiente de atividade de dgua.

A inativagdo ocorre rapidamente em temperatura de pasteurizagido em alimentos com atividade
de 4gua > 0,95 a qual, quando inferior, aumenta a termorresisténcia. Essa associagdo entre tolerdncia ao
sal e acido resisténcia sdo interdependentes. Certos processos como salmoura (= 9,0%) e defumagio tém
efeito limitado na sobrevivéncia das salmonelas, pois elas podem sobreviver por varios meses na salmoura
com cerca de 20% de sal e em produtos de elevados teores proteicos ou de gordura. Como exemplos,
podem ser citados a carne seca defumada e o pescado, nos quais as salmonelas apresentam capacidade
de sobrevivéncia de varias semanas a meses. A relativa resisténcia que esses microrganismos apresentam
a dessecacdo, congelamento, salmoura e defumagio explica por que sobrevivem em muitas classes de

alimentos. O efeito bactericida das condigdes dcidas varia de acordo com a natureza do é4cido utilizado

no processo, sendo que os acidos acético e propidnico sdo mais inibitérios que os acidos latico e citrico.




5 Caracteristicas Clinicas

e Patogenia

A dose infectante varia de 10°a 10° células, porém, em pacientes imunocomprometidos, tém
sido observadas doses < 10° para alguns sorovares envolvidos em surtos de doengas de transmissdo
alimentar - DTA. A manifestagdo clinica inclui quadros entéricos agudos ou cronicos, além de

localizagdo extraintestinal, como infecgdes septicémicas, osteomielite, artrite, hepatite etc.

Os microrganismos penetram por via oral, invadindo a mucosa intestinal, com disseminagdo
para a submucosa, resultando em enterocolite aguda. Normalmente, o quadro diarreico ¢ moderado, sem
a presenca de sangue, entretanto, em alguns quadros clinicos, pode ocorrer perda de pequeno volume de

fezes associado a tenesmo e sangue.

Seu transporte, através do sistema reticulo endotelial, aliado a capacidade de multiplicagdo
no interior dos macrofagos, possibilita sua manutengio e disseminagdo no organismo. Individuos
subnutridos ou com deficiéncias do sistema imune podem apresentar infec¢des de extrema gravidade,
como a incidéncia de bacteremia em pacientes aidéticos, dos quais 20% a 60% relatam infecgdo

gastrintestinal prévia.

Sua viruléncia é multifatorial, incluindo mobilidade, habilidade de penetrar e replicar nas células
epiteliais, resisténcia a a¢ao do complemento, producéo de entero, cito e endotoxina, sendo desconhecido
o exato papel de cada um, para a manifestagido da doenca. Em alguns sorovares, a viruléncia é mediada
por um plasmidio, em uma regido do operon de 8Kb que contém os genes spyR ABCD, cuja origem ¢é
ainda desconhecida. A relagio entre a presenca desse plasmidio de viruléncia e sorovar ja se encontra
bem estabelecida em S. Dublin, S. Gallinarum e S. Choleraesuis.

Em pacientes imunodeprimidos, a salmonelose pode ser assintomatica ou ainda determinar
diarreia autolimitada em 95% dos casos. As infec¢des clinicas humanas determinadas por Salmonella
spp. apresentam quatro sindromes clinicas distintas: gastrenterite, febre entérica, septicemia com ou
sem infec¢des localizadas e determinam o estado de portador assintomatico. Entre a totalidade de
sorovares, S. Enteritidis e S. Typhimurium sdo os sorovares de maior prevaléncia em casos de septicemia

e infecgdes localizadas.
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Infec¢bes gastrintestinais

O quadro clinico humano pode variar com fezes diarreicas de caracteristicas aquosas,
semelhante a diarreia colérica, a fezes consistentes com sangue oculto, ou visivel, e muco. O quadro
diarreico regride, usualmente, de trés a quatro dias. Pode ocorrer febre (39°C) em cerca de 50% dos
casos, normalmente de curta duragio (dois dias), cdlicas abdominais leves a intensas quando houver
invasdo dos linfonodos (linfadenite mesentérica), que podem mimetizar apendicite. Desenvolvimento
de sindrome de célon irritado — SCI, que se caracteriza por diarreia branda persistente seguida de

quadro agudo de gastrenterite.

Em pacientes portadores de SCL, ha persisténcia como portador assintomatico em 31% apds cinco
anos. Em pacientes hospitalizados, portadores de cancer, o quadro reincide, ocasionando pneumonia
semelhante aquela ocasionada por Pneumocystis, e Salmonella. permanecendo presente nas fezes apos
cessarem os sintomas, com uma média de excrecdo durante o periodo de cinco semanas. O estagio de
portador persiste por até nove semanas em 90% dos adultos, sendo, em criangas < 5 anos, inferior a sete
semanas. A frequéncia desse estagio entre manipuladores de alimentos usualmente é reduzida (0,5%).
Entre esses profissionais, normas de educagdo e higiene no manuseio de alimentos representam os

principais aspectos para minimizar o risco de transmissao alimentar.

Bacteremia

A febre entérica é usualmente determinada por S. Typhi, S. Paratyphi A e C e S. Sendai,
entretanto pode ser determinada por outros sorovares. Sua frequéncia é mais elevada entre pacientes
do sexo masculino, acometendo de 1% a 4% dos pacientes imunodeprimidos (especialmente doengas
do sistema reticuloendotelial, linfoma, leucemia, cincer, lupus sistémico e outras doengas vasculares).
O risco de desenvolvimento de bacteremia entre pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia
adquirida - HIV é de 20 a 100 vezes maior do que na populagdo normal. Entre esses, somente 20%
dos pacientes apresentam quadro posterior diarreico.

Usualmente, a bacteremia apresenta elevada prevaléncia em adultos, os quais tém como histdrico

o uso prévio de drogas imunossupressoras. Entre esses pacientes, a complicagdo subsequente usualmente

¢é a pneumonia, sendo responsével por elevados indices de letalidade entre idosos.

Infeccoes do Sistema Nervoso Central

As infec¢des incluem meningites, abscessos, empiema subdural. A presenca de diarreia e de
outros sintomas gastrentéricos sio apontados em 50% dos casos. Embora a bacteremia seja comum em
pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia adquirida, complica¢des do sistema nervoso central
raramente sdo apontadas. A maior prevaléncia dessas infecgdes ocorre entre pacientes de longo periodo

de hospitalizagdo, drenagem cirdrgica e terapia antimicrobiana prolongada.

Os sorovares de maior prevaléncia em bacteremia e nas infec¢des do sistema nervoso central sdo

S. Typhimurium e S. Enteritidis.

12
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Infecc6es em outros sitios

Asinfec¢des variam de bacteritria ao comprometimento de juntas (mais comuns), 0ssos e tecidos
e endocardites (< 1% a 0.1%). Podem ocorrer no bago e no trato genital, assim como em complicagdes
pulmonares. No trato urinario, hda maior prevaléncia em mulheres, das quais 50% apresentam quadro
diarreico. Os principais fatores de risco sio imunossupressio, cistite, pielonefrite e abscesso renal,

entretanto a maioria dos casos ocorre em pacientes sem fatores de risco conhecidos.

7

A Salmonella também é reconhecida por ocasionar lesdes endovasculares e osteomielite,

acometendo 7% a 10% dos pacientes > 50 anos.

Em pacientes que apresentam como fatores de risco diabetes, infeccdo por HIV (virus da
imunodeficiéncia adquirida) e aterosclerose (composta especialmente por lipidios e tecido fibroso que se
formam nas paredes dos vasos), a presenca de Salmonella é observada nas placas aterosclerdticas, tendo

em vista a propriedade de se multiplicar nos fagdcitos dessas placas.

Entre as complicagdes da gastrenterite, podem ser citadas a rabdomidlise (lesio do musculo
esquelético, usualmente acompanhado de falha renal), a osteomielite, que pode levar ao aparecimento
de aneurisma abdominal adrtico, com elevado indice de mortalidade, a linfadenite mesentérica, a
apendicite, a peritonite, a colecistite, a pericardite, a pleuropneumonia e a insuficiéncia renal, que tém

sido amplamente apontadas como infec¢Ges extraintestinais determinadas por Salmonella spp.

Artrite reativa, artrite inflamatoria e a sindrome de Reiter (ocorréncia simultinea de uretrite e/
ou cervicite, conjuntivite e artrite) tém sido reportadas por uma ampla variedade de enteropatogenos,
incluindo Salmonella spp. A incidéncia de artrite reativa e de sindrome de Reiter em surtos varia de 6%
a 29% e 3%, respectivamente. Estudos recentes apontam que pacientes com o marcador imunogenético

HLA-B27 apresentam elevada probabilidade de desenvolver a sindrome de Reiter. A antibioticoterapia ndo

¢ efetiva para o tratamento de artrite reativa.




@ Epidemiologia

A salmonelose é considerada a zoonose mais difundida do mundo. Como o ciclo de transmissdo
de salmonela envolve praticamente todos os vertebrados e sua veiculagdo estd associada a ingestdo de
alimentos, seu controle representa um desafio para a satide publica, tendo em vista a emergéncia de
novos sorovares e a reemergéncia de outros em determinadas dreas, tanto nos paises emergentes quanto

nos industrializados.

O fator epidemiolégico mais destacado nos animais é o estado de portador, no qual a falta de
sintomas e as dificuldades técnicas para sua detecgdo antes ou durante a inspecdo dos produtos de origem

animal os convertem em fonte continua de contaminagio do meio ambiente e, portanto, dos alimentos.

Considerando que a principal via de transmissdo de Salmonella spp. estd na cadeia alimentar, sua
presenca em animais, criados com objetivo comercial, aponta esse microrganismo como o mais incidente e
relevante agente etioldgico de enteroinfeccdes. Isso ocasiona perdas de milhoes de dolares para a industria,
particularmente de bovinos, suinos e aves, tanto para o mercado interno quanto para exportagio, sendo

que, em alguns paises, a rigidez na inspecdo representa necessidade constante de qualidade.

Particularmente nas aves, a transmissao de Salmonella spp. pode ser do tipo vertical ou horizontal.
Por séculos, o consumo de ovos sem cocgdo era uma pratica comum do homem, porém, na atualidade,
diferentes surtos, determinados pelo sorovar S. Enteritidis e, mais recentemente, por outros sorovares
(S. Heidelberg, S. Agona e S. Virchow), levaram ao reconhecimento de sua capacidade de transmissdo
transovariana, levando a disseminagio, para o homem, por meio de alimentos que sdo utilizados sem
a devida cocgdo, como tortas, maioneses, omeletes etc. (WHITE; FEDORKA-CRAY; CHILLER, 2006).

A transmissao horizontal envolve todos os sorovares, os quais apresentam caracteristicas ubiquas.
Pode ocorrer pelo meio ambiente, em que roedores assumem o papel de portadores assintométicos, por
longos periodos (> 10 meses), disseminando tais microrganismos entre diferentes areas. Outra via, a qual
ainda é objeto de especulacio, esta representada pelas ragdes. Embora, na literatura nacional, entre as
décadas de 1980 e 1990, seja apontada auséncia dos sorovares adaptados as aves em matérias-primas de
origem animal, algumas medidas tém sido adotadas pelos criadores, no sentido de minimizar possiveis

contaminagdes, tendo em vista a impossibilidade de sua eliminagao total (BACK et al. 2006).

Os produtos agricolas ndo processados, como hortalicas e frutas, e os alimentos de origem
animal, como carnes cruas, leite e ovos, sdo veiculos frequentes de salmonelas. A contaminagdo de

origem fecal é geralmente a fonte para os produtos agricolas, pela exposi¢do a agua contaminada;
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para leite e ovos, a contamina¢do se da por meio da exposi¢do direta e para a carne, usualmente
ocorre durante as operagdes de abate (ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 1988).

Os animais ocupam o ponto central na epidemiologia das salmonelas entéricas, representando
uma fonte de infeccao de grande importancia sanitdria, porém de dificil controle. Com exce¢ao dos
poucos sorovares adaptados a espécie humana, ndo ha duvida de que o homem contrai a infec¢do, cuja

manifestacao clinica é gastrentérica, usualmente resultante do consumo de alimentos de origem animal.

Soma-se, nesse contexto, o aumento da resisténcia de Salmonella spp. aos antimicrobianos, com
o percentual elevando-se de 17% na década de 1970 para 31% ao final dos anos 1980, incluindo-se a
resisténcia as fluoroquinolonas. Tal fato vem culminando, neste século, com o aparecimento, em diferentes

paises, de cepas produtoras de diferentes tipos de beta-lactamases.

A incidéncia de resisténcia bacteriana a antimicrobianos representa risco a saide humana e
animal. Esse tema de extrema importéncia tem sido objeto de atengdo de institui¢des como a Organizagdo
Mundial da Satde - OMS, o Escritdrio Internacional de Epizootias — OIE e o Codex Alimentarius, que
vém discutindo solugdes globais para o problema. Tal fato tem por base sua distribuicdo mundial,
sendo detectada na maioria das espécies animais utilizada para consumo humano, além de animais

silvestres e domésticos.

Embora a terapia antimicrobiana néo seja recomendada na maioria das infec¢des diarreicas,
esse procedimento é indicado nas infec¢Oes invasivas e ocorre, na prética, muitas vezes de modo
indiscriminado, resultando no aumento de amostras resistentes aos antimicrobianos, podendo representar

grave problema, especialmente nos paises emergentes.

Como resultados, podem ser citadas diferentes situagdes, como a resisténcia, no sudeste da Asia,
de 50% de Salmonella Typhi ao cloranfenicol, a tetraciclina e a ampicilina, com o uso de fluoroquinolonas,

excetuando-se criangas, para as quais esta ¢ substituida pela ceftriaxone.

O uso de antimicrobianos na terapéutica também requer o conhecimento ou suspeita quanto
ao agente infeccioso e seu perfil de sensibilidade. Contempla um regime posoldgico, cuja dosagem e

duragio possibilitam o controle do processo infeccioso, reduzindo-se riscos de desenvolvimento de

resisténcia bacteriana.




Diagnostico
Laboratorial

Espécimes clinicos

Sangue

O hemocultivo reveste um interesse especial no caso de febre tifoide e paratifoide, porém
néo é constantemente positivo. Os percentuais de positividade, na auséncia de tratamento prévio com
antibidticos, sdo de 90% durante a primeira semana de evolugdo, de 75% na segunda, de 40% na terceira
e de 10% na quarta semana.

Os hemocultivos sdo negativos nas infecgdes transmitidas por meio dos alimentos (infec¢des
gastrintestinais), determinadas pela maioria dos sorovares, podendo causar septicemia em individuos
imunocomprometidos.

1. Principais cuidados para coleta

A coleta deve ser realizada antes da utilizagdo de antimicrobianos devendo-se efetuar a
desinfeccdo da superficie dos frascos de cultivo (dlcool 70°GL) e assepsia do sitio de pun¢io (alcool
70°GL ou solugdo iodada) em movimentos concéntricos do centro para a extremidade.

2. Volume para cultura

Nos adultos, o volume devera ser de duas coletas de 10mL com intervalo de uma hora, os
quais sdo inoculados em dois frascos de meio de cultura (inocular 10mL/100mL de meio enriquecido,
acrescido de anticoagulante SPS - Polianetolsulfonato s6dico). Para crian¢as, mantendo a proporg¢ao
(ImL/10mL de meio enriquecido, acrescido de SPS), devem ser tomados volumes variaveis de acordo
com o peso (< 1,5kg a < 4kg - 1mL; 4kg a 13kg — 3mL; 13kg a 25kg —~10mL; > 25kg — 20mL).

No processamento das amostras de sangue por hemocultura tradicional, os frascos devem
ser incubados a 35°C e avaliados por sete dias e deve ser empregada, paralelamente, semeadura direta
em meio seletivo-indicador. A partir do crescimento de colénias com morfologia tipica, deverd ser
efetuado o isolamento e subsequente identificagdo bioquimica e antigénica. No caso de recebimento de
sangue coagulado, dilacerar o codgulo, por meio de uma pipeta e, em sequéncia, semear em meio de
enriquecimento e, paralelamente, em meio seletivo-indicador.

Fezes

A procura de uma metodologia ideal para o isolamento de Salmonella spp. tem sido constante
entre os pesquisadores, o que tem trazido melhorias na especificidade e na sensibilidade, bem como
simplicidade e rapidez na execugao dos exames bacterioldgicos.
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Numerosos métodos e técnicas classicas e moleculares vém sendo descritos, visando ao
isolamento de diferentes sorovares de Salmonella spp. procedentes de distintas fontes de infecgéo.

Nas amostras clinicas, se um espécime é apropriadamente obtido na fase aguda da doenca, ndo
¢ necessaria a utilizacdo de meios de enriquecimento, tendo em vista a presenga de grande niimero de
células. Contudo, na forma crdénica ou mesmo na identificacdo de portadores, é indicada a utilizacdo de
meios de enriquecimento e de meios seletivos para facilitar seu isolamento.

1. Aspectos relevantes para a coleta

As fezes devem ser coletadas durante a fase aguda, antes de iniciar o tratamento com antibidticos.
Em pacientes com infec¢io ativa, do mesmo modo que para crian¢as ou individuos com dificuldade de
obtencdo de amostras, deve ser priorizada a utilizacao de swabs retais. Em pacientes com suspeita de febre
tifoide, a pesquisa de Salmonella Typhi nas fezes é indicada a partir da segunda semana da doenga, assim
como na fase de convalescencga e na detecgdo de portadores.

2. Fezes de emissdo espontanea

Essas amostras devem ser coletadas em pequenos recipientes, de vidro ou polietileno, de boca
larga, limpos e/ou esterilizados. O material devera ser analisado até duas horas apés a coleta, quando
mantido a temperatura ambiente. Deve ser colhida de 0,5g a 2g de fezes e, quando da presenca de sangue
ou de muco, essa deve ser a por¢édo selecionada para a avaliagdo laboratorial. Evitar a coleta de espécimes
fecais a partir das roupas do paciente, da superficie de camas e/ou chao.

3. Espécimes retais

Umedecer o swab em solucéo fisioldgica ou em agua destilada esterilizada e introduzir na ampola
retal do paciente ou comunicante, comprimindo-o em movimentos rotatdrios suaves por toda a extensdo
dessa regido. O processamento laboratorial deve ser efetuado até duas horas ap6s a coleta e, caso ndo seja
possivel, introduzir o swab retal ou fecal impregnado de fezes no meio de conservagdo Cary e Blair. Nessa
condicdo, as salmonelas sobrevivem por uma a duas semanas em temperatura de refrigeracao.

4. Coleta de fezes em papel-filtro:

Podem ser utilizadas tiras de papel-filtro, tipo xarope ou mata-borrao, com dimensées de 2,5cm
de largura por 6,0cm de comprimento. As fezes diarreicas ou suspensas em dgua devem ser espalhadas
em dois tercos de uma das superficies do papel, com auxilio de um fragmento de madeira (palito
individual) ou de qualquer outro material semelhante, disponivel no momento. Em sequéncia, devem ser
acondicionadas em invélucros plasticos ap6s dessecar naturalmente. Sob essas condig¢des, a Salmonella se
mantém viavel por um periodo aproximado de 30 dias.

5. Transporte:

Sao utilizados contéineres plasticos ou isopor para transporte das amostras e manuten¢do por
curto periodo de tempo (> 2h < 4h). Estas sdo acondicionadas em embalagens de plastico ou de papel
e colocadas no interior da caixa de transporte, sendo que as fichas contendo as informagdes clinicas e/

ou epidemioldgicas sdo mantidas & parte dos espécimes clinicos. Para reutilizagdo dos contéineres para

transporte, devera ser efetuada a desinfecgéo, utilizando-se solugio de hipoclorito de sédio (100ppm).
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Exame direto de fezes - avaliacao presuntiva

E uma ferramenta para orientar o profissional de laboratério na metodologia a ser adotada. Os
resultados podem ser individualizados da seguinte forma: a presenca de pidcitos e células mononucleares
indicam processo inflamatério; a presenga de polimorfonucleares é indicativa de sindrome disenteriforme
ou colite determinada por patégenos invasivos; e a presenca de células mononucleares predomina em

pacientes com febre tifoide.

1. Metodologia

Utilizar solug¢do de azul de metileno de Loeffler, misturada em igual quantidade com as fezes;
essa mistura deve ser colocada sobre lamina, coberta por laminula e examinada com microscopio 6tico
(objetiva de 10x e 40x).

FLUXOGRAMA
Isolamento de Salmonella spp. em espécimes fecais
Fezes (suspensao)

Swab fecal/retal

Semeadura Direta Enriquecimento

Agar EMB Caldo Sglenito Cistina
Agar MacConkey Caldo Tetrationato Kau'ft"ma%nn
Caldo Rappaport Vassiliadig

18h/24h-37°C 18h/24h-37°C
*18h/24h-43°C

Agar Hektoen e/ou
Agar SS e/ou
Agar XLD e/ou
Agar Sulfito Bismuto e/ou
Agar Verde Brilhante

Isolamento 5 -10 colOnias:
Meio de Triagem

Caracterizagdo bioquimica

Identificagao antigénica
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Espécimes oriundos de outros sitios organicos

Os procedimentos de rotina empregados na analise microbioldgica dos diferentes espécimes
clinicos também podem ser utilizados no isolamento de Salmonella spp. A morfologia colonial fornece as
primeiras informagdes para a sua identificagdo.

E importante conhecer o potencial de crescimento de cada meio de cultura e observar as
caracteristicas das colonias. Por exemplo, semeadura em Agar Sangue e em Agar MacConkey pode
apontar morfologia semelhante ou, ainda, tamanhos distintos.

Um dos aspectos mais importantes na analise de amostras oriundas de diferentes sitios organicos
¢ a coleta e o transporte até o laboratorio.

o Fluidos organicos e secregdes: em sua maioria, os liquidos (pleural, ascitico, biliar, de
articulagdes e outros) sdo coletados por procedimento médico, devendo ser transportados
imediatamente ao laboratdrio e processados dentro da rotina de diagndstico de diferentes
grupos microbianos.

o Espécimes oriundos de infeccoes sistémicas e localizadas: em pacientes com sépsis aguda,
meningite, osteomielite, artrite ou pneumonia devem ser coletadas duas amostras (10mL a
20mL por amostra) de pung¢des venosas distintas, antes da antibioticoterapia, com intervalos
de cinco a 15 minutos entre as pungdes.

o Urina: a coleta deve ser feita pela manha, preferencialmente da primeira mic¢do do dia, ou
entdo apos retencgao vesical de duas a trés horas. A coleta deve seguir normas de assepsia
rigorosa prévia dos genitais com dgua e sabdo neutro, posterior secagem e coleta do jato
intermedidrio espontaneo.

o Liguor: a coleta deve ser realizada por equipe médica especializada, sendo recomendado
que o paciente esteja em jejum. O transporte da amostra para o laboratdrio deve ser feito
imediatamente e, quando tiverem sido coletados dois ou mais tubos, o laboratério devera
utilizar o tubo que contiver menos sangue, o que facilita o isolamento bacteriano.

Salmonella spp. em alimentos

A salmonelose é uma das zoonoses mais complexas em sua epidemiologia e controle, cujos
padrdes diferem de uma regido para outra. Isso se deve a diferengas nos hébitos alimentares, praticas
de elaboragdo de alimentos, criagdo de animais e padrdes de higiene e saneamento. Seu controle é
um trabalho drduo, tendo em vista a emergéncia de novos sorovares e a reemergéncia de outros em
determinadas 4reas, tanto nos pafses emergentes quanto naqueles industrializados (ORGANIZACION
MUNDIAL DE LA SALUD, 1988).

Qualquer alimento que contenha Salmonella spp. é um risco potencial para o consumidor, cuja
veiculagdo é facilitada, na atualidade, pela mudanca nos habitos alimentares da popula¢io. A necessidade,
cada vez maior, de elevar a produgéo/oferta de alimentos leva ao aumento dos fatores de risco, resultantes
de falhas quanto ao manuseio, transporte muitas vezes em condi¢des inadequadas, aliados & auséncia de
critérios basicos de higiene e saneamento, os quais favorecem a disseminagéo.

Nos produtos secos, como chocolate, cacau em po, especiarias ou leite em p6, e em produtos congelados
como os sorvetes, o normal é a sobrevivéncia por periodos de tempo prolongados. Esse microrganismo é

19

Sy



Manual Técnico de Diagnéstico Laboratorial da Salmonella Spp

20

A A

sensivel ao calor e ndo sobrevive a temperatura > 70°C, no entanto, a termorresisténcia pode ser suplementada
com menor coeficiente de atividade de 4gua, como inativagdo que ocorre rapidamente em temperatura de
pasteurizagdo em alimentos com atividade de agua > 0,95.

A associagdo entre tolerancia ao sal e acido resisténcia sao interdependentes. Certos processos
como salmoura (= 9,0%) e defumagio tém efeito limitado na sobrevivéncia das salmonelas, podendo
resistir por varios meses na salmoura com cerca de 20% de sal, em produtos de elevado teor proteico ou
de gordura. Sdo exemplos a carne seca defumada e o pescado, em que tém capacidade de manter-se vivos
por vérias semanas a meses. A relativa resisténcia que esses microrganismos apresentam a dessecagio, ao
congelamento, a salmoura e a defumagéo explica por que permanecem em muitas classes de alimentos.
O efeito bactericida das condi¢des acidas varia de acordo com a natureza do 4cido utilizado no processo,
sendo que os acidos acético e propidnico sdo mais inibitdrios que os acidos latico e citrico.

Deve ser salientado que, em alimentos com elevado teor lipidico, como ovos e chocolate, as
salmonelas ficam dentro dos gldbulos de gordura, protegidas, ndo sendo afetadas pelas enzimas digestivas
ou pela acidez géstrica, fato que reduz a dose infectante (FORSYTHE, 2002).

Nos alimentos, o isolamento de Salmonella spp. representa um problema para os bacteriologistas
em func¢do do reduzido nimero de microrganismos presentes, associados a uma microbiota mista e
numerosa, aliada ainda a complexa composi¢io de alguns tipos de alimentos.

Desse modo, a andlise de alimentos para detecgio de Salmonella spp. requer métodos diferentes
daqueles utilizados em laboratdrios clinicos. A metodologia convencional recomendada por diferentes 6rgaos
regulamentadores segue basicamente quatro etapas, que podem ser aplicadas a qualquer tipo de alimento,

embora apresentem algumas variagdes na selecio de meios de cultura e na forma de preparacio das amostras.
FLUXOGRAMA PARA ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO EM ALIMENTOS

Pré-enriquecimento
25g ou 25mL da amostra + 225mL de meio

i 35 +1°C/18h-24h

Enriquecimento seletivo

h N

0,ImL do cultivo 1mL do cultivo
+ 10mL de RV + 10mL do caldo TT
42 + 0,2°C/24h\\4 / 35+ 1°C/24h
Isolamento em meio seletivo
HE e XLD
l 35 +1°C/24h

Identificagdo Presuntiva
TSI, LIA e Ureia

i 35 +1°C/24h

Caracterizagao antigénica
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Caracteristicas dos meios de cultura usualmente empregados

Pré-enriquecimento

Assalmonelas podem estar presentes nos alimentos em pequenas quantidades e, geralmente, sofrem
os efeitos resultantes do processamento e do armazenamento. Necessitam, portanto, de pré-enriquecimento
em meios ndo seletivos para sua recuperagao. Os danos as salmonelas resultam na perda ou na alteragdo das
fungdes celulares, o que as tornam suscetiveis a agentes seletivos, que refletem na incapacidade de formar

colonias em meios minimos salinos, entretanto, sdo visualizadas em meios complexos.

Microrganismos que sofreram danos estruturais ndo sdo capazes de proliferar ou sobreviver
em meios contendo agentes seletivos (concentragoes crescentes de sal, lauril sulfato, desoxicolato, sais
biliares, detergentes e antibidticos). O dano so6 ¢é reversivel se as células forem expostas as condigdes
favoraveis de desenvolvimento em um meio nao seletivo e rico em nutrientes. Essa recuperagdo pode ser
conseguida utilizando-se varios meios, como agua peptonada tamponada, caldo lactosado, dgua destilada

verde brilhante, caldo tripticase de soja, entre outros (Quadro 4).

A agua peptonada a 1,0% tamponada e o caldo lactosado sdo comumente usados, mas outros
meios, tais como triptona de soja e caldo nutriente, podem ser empregados. O caldo lactosado pode,
eventualmente, ser inconveniente como pré-enriquecimento quando utilizado em amostras que contém
populagio elevada de microrganismos fermentadores da lactose, pois a subsequente redugdo do pH
do meio pode limitar a multiplicagdo das salmonelas, em particular das células com danos estruturais,

embora a literatura aponte que a Salmonella spp. se multiplica em uma faixa ampla de pH (pH 3.8 2 9.5).

Quadro 4 - Procedimentos de isolamento de Salmonella aprovados
por diferentes 6érgaos reguladores

Método® M.elos ¢3Ie Pre- Meios de Enriquecimento® Me|o§ Seletivo-
enriquecimento® Indicadores
ISO 6579 APT® 37°C +1/ RVS 41,5 £1°C / 24h £3h XLD - 37°C £1 / 24+3h
(2007) 18+2h© MKTT 37°C+£1°C / 24h+ 3°C 2°C opcional®
RV 42°C +0,2 / 24+2h HE 35°C £0,2 / 24+2h
BAM/FDA®  CL 35°C / /
(2006) +2/ 24+2h© TT 35°C +£2 /24+2h ou SB 35°C +2 / 24+2h
B B 420°C £0,2 / 24+2h@ XLD 35°C +2 / 24+2h
VB 35°C £0,2/18-24h
MLG/FSIS APA 35°C+2/ RV ou RVS 42°C+0,5/ 22+2h
(2004) 18+24h TTH 42°C £0,5 / 22+2h XLT4 ou DM-LIA
a - - 35°C+2/ 18-24h
SS 35°C +2 / 24+2h
CL 35°C SC 37°C+1°C / 24h+3°C
APHA® (2001) / BS 35°C +2 / 24+2h
+2 /24+2h© TT 37°C+1°C / 24h+3°C
HE 35°C +£2 / 24+2h

Notas: @ISO — International Standartization Organization; BAM/FDA — Bacteriological Analytical Manual da
Food and Drug Admistration — on-line; e MLG/FSIS — Microbiological Laboratory Guidebook on-line da Food
Safety And Inspection Service, United States Department of Agriculture.
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® APT — Agua Peptonada Tamponada; CL - Caldo lactosado; SC — Caldo Selenito Cistina; RVS — Caldo
Rappaport Vassiliadis Soja; MKTT — Caldo Tetrationato de Kauffmann com novobiocina; RV — Caldo Rappaport
Vassiliadis modificado; TT — Caldo Tetrationato; TTH — Caldo Tetrationato de Hajna; XLD — Agar Xilose Lisina
Desoxicolato; HE — Agar Entérico Hektoen; SS - Agar Salmonella-Shigella; SB — Agar Sulfito de Bismuto;
DM-LIA — Agar Lisina Ferro duplamente modificado; VBS — Agar Verde Brilhante Sulfa; e XLT4 — Agar Xilose
Lisina Tergitol 4.

© Existem algumas variagOes apontadas na descricao do procedimento técnico.

@ Alimentos com carga microbiana reduzida, incubar a 35°C, e com carga microbiana elevada a incubagao
deverd ser a 43°C.

@ Selecionar meio seletivo indicador adequado para o isolamento de cepas lactose positiva e dos sorovares
S. Typhi e S. Paratyphi. Podem ser empregados o Agar Verde Brilhante — VB e o Agar Sulfito de Bismuto — SB.

® FDA e APHA, além do caldo lactosado, para uso geral, recomendam a utilizacdo de: dgua destilada verde
brilhante, para leite em p6 e misturas lacteas; leite em p6 desnatado verde brilhante, para chocolates, balas
e confeitos; caldo triptcase de soja para condimentos; caldo nutriente, para glacés e coberturas similares.

Quadro 5 - Confirmacao de Salmonella spp. em alimentos - 1SO 6579:2007

Testes . - P .
bioguimicos Autoaglutinacao Testes antigénicos Interpretacao
L < Poli“O’ “H" ou “Vi" Confirmado como

Tipicos Nao .
positivos Salmonella spp.
Tipicos' Néao Todos negativos
S . < .
Tipicos Sim Nac.)”se"zipllllca e Pode ser Salmonella spp.?
. < e Poli“O”,"H" ou “Vi
Atipicos Nao/Sim -
positivos
Atipicos Nao/Sim Todos negativos N0 conimmaco come
Salmonella spp.

Notas: 'Resultados tipicos: TSI com bisel alcalino; acidez na profundidade; H,S; lisina descarboxilase positiva;
urease, -galactosidade , VP e indol negativos.

2 As cepas devem ser enviadas ao Laboratério de Referéncia Nacional para a confirmagdo definitiva.




Quadro 6 - Avaliacao de Salmonella spp. em alimentos

Agar TSI

AgarLIA
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Base 4cida/éapice alcalino
comH.S

Base 4cida/éapice alcalino
comH.S

Base acida/apice alcalino
sem H,S

Base acida/apice alcalino
sem H.S

Base 4cida/éapice alcalino
semH.S

Base acida/apice alcalino
comH,S

Base e apice acidos
semH.S

Base e apice acidos
comH.S

Base e apice alcalino com
H.S

Base e apice alcalino com
H.S

Base e apice alcalino sem
H,S

Base e apice alcalino sem
HS

Base e apice alcalino sem
H.S

Base 4cida e apice alcalino
com/sem H_S

Base alcalina ou acida e
apice sem H,S

Base e apice alcalinos com
H.S

Sem alteracao de cor nos meios de cultura

+(?)

+(?)

+(?)

Continuar

Continuar

Continuar

Continuar*

Descartar

Continuar

Descartar

Continuar™

Descartar

Fonte: (USDA, 2004)

Nota: *S. Typhisuis — pode ser encontrada em suinos.

**S. enterica subesp. arizonae ou diarizonae.
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Enriquecimento Seletivo

O enriquecimento seletivo determina aumento continuo de Salmonella, restringindo a
proliferacio da microbiota acompanhante. Devido a utilizagdo dos diferentes agentes inibitérios
adicionados aos meios, estes também diferem em sua seletividade e aplicagio especifica.

Diferentes tipos de inibidores tém sido propostos para enriquecimento seletivo de salmonelas,
sendo a bile, o tetrationato, o selenito e corantes, como o verde brilhante e o verde malaquita, os mais
usados. Esses inibidores sdo incorporados aos meios, isolados ou em combinagéo. Particularmente para
produtos gordurosos como leite de coco e coco ralado, utilizar Tween-80, Triton X ou Tergitol 7.

A seletividade é melhorada pela incubagio a 41°C-43°C. Nessa etapa, recomenda-se a utilizagao
de dois diferentes meios, devido a variagdo de resisténcia da Salmonella spp. aos agentes seletivos. Os meios
comumente usados sdo: caldo Rappaport Vassiliadis modificado - RV ou Rappaport Vassiliadis Soja - RVS
e diversas formulagées do caldo tetrationato — TT. Entretanto, o primeiro nio deve ser utilizado, caso haja
suspeita de S. Typhi.

Para amostras clinicas, podem ser utilizados diferentes meios de enriquecimento, destacando-se
o Caldo Tetrationato, o Caldo Tetrationato Verde Brilhante, o Caldo Selenito, o Caldo Gram Negativo, o
Caldo Cloreto de Magnésio Verde Malaquita, o Caldo Rappaport Vassiliadis e variagdes desses.

As principais caracteristicas dos meios de enriquecimento seletivos mais empregados estdo
descritas na Quadro 7.

1. Caldo Tetrationato

A seletividade do caldo tetrationato depende de sua capacidade de restringir a multiplicagdo de
coliformes. Sorovares de Salmonella (exceto S. Choleraesuis, S. Typhisuis, S. Gallinarum e S. Pullorum)
possuem a enzima tetrationato-redutase e, consequentemente, sao capazes de multiplicar-se no meio.
Porém, o desenvolvimento excessivo de Proteus spp., que também produz essa enzima, pode interferir na
deteccio de Salmonella spp. Nesse caso, o caldo tetrationato verde brilhante, segundo Muller-Kauffmann,
contendo verde brilhante e bile, inibe a multiplicagdo de espécies de Proteus

2. Caldo Rappaport

O Caldo Cloreto De Magnésio Verde Malaquita (Caldo Rappaport) vem demonstrando eficacia
na detecgdo de Salmonella spp. A associagdo do cloreto de magnésio com um corante bacteriostatico
(verde malaquita) constituiu-se no meio de enriquecimento para a maioria dos sorovares de Salmonella
spp., com exce¢do de S. Typhi. Posteriormente, uma modificagao desse meio, resultante da diminuigdo
da concentragdo de verde malaquita, com temperatura de 43°C para incubacéo, o qual foi denominado
meio de Rappaport Vassiliadis, vem evidenciando maior eficiéncia quando da utilizagdo de pequenas
quantidades deinéculo, bem como por ter maior capacidade de inibicdo dos microrganismos competitivos.

3. Caldo Selenito

Esse meio vem sendo recomendado para o enriquecimento de Salmonella spp. em espécimes
fecais, especialmente para o isolamento de S. Typhi e S. Paratyphi B, sendo também ttil para a
detecgdo de outros sorovares de Salmonella spp., mesmo quando os microrganismos estdo presentes

em pequeno nimero. A adi¢do de cistina melhora a qualidade do meio de cultura.




Manual Técnico de Diagnéstico Laboratorial da Salmonella Spp

4. Caldo Gram negativo — Caldo GN

Esse meio ¢ utilizado para o enriquecimento seletivo de bactérias Gram negativas,
particularmente Shigella spp. e Salmonella spp., a partir de todo tipo de espécimes clinicos. Devido
a concentragdo relativamente baixa de desoxicolato, é menos inibidor de Escherichia coli e de outros
coliformes, enquanto a maior concentragio de manitol em relagdo a glicose limita o crescimento de

espécies de Proteus e favorece o de Salmonella spp. e Shigella spp., que sao fermentadores do manitol.

Quadro 7 - Caracteristicas dos meios de enriquecimento seletivos

Indicacio Substancias Bactérias Bactérias
< inibidoras inibidas favorecidas
Coliformes
. S. Typhisuis,
. Espécimes . 1 .
Caldo Selenito clinicos Selenito de sédio  S. Choleraesuis, Salmonella spp.
S. Gallinarum,
S. Pullorum
Espécimes Citrato Gram positivos, Maioria das
Caldo GN ,p' desoxicolato coliformes, .
clinicos L enterobactérias
de sédio Proteus spp.
Espécimes Cloreto de Gram positivos,
Caldo Rappaport clinicos magnésio verde  coliformes S. Salmonella spp.
Alimentos malaquita Typhi Shigella
Gram positivos,
coliformes,
. S. Typhi,
Espé
Caldo s’pfeames Sais biliares S. Paratyphi,
. clinicos Salmonella spp.
Tetrationato ) lodo S. Pullorum,
Alimentos .
S. Gallinarum,
S.Typhisuis,
S. Choleraesuis,

Meios seletivos-indicadores

No esquema de diagnéstico das enterobactérias, os meios seletivos indicadores, de natureza

solida, desempenham fungédo primordial para o isolamento de diferentes membros dessa familia.
Todos esses meios objetivam a diferenciacdo de Salmonella spp. de outras bactérias, em funcdo
de suas propriedades inibitdrias e do aspecto macroscopico das colonias (Quadro 8).

Esses meios sdo comumente baseados na incapacidade da maioria das salmonelas em fermentar
a lactose e, em alguns casos, outros substratos, tais como a sacarose e a salicina, bem como a capacidade

de produgao de sulfeto de hidrogénio.
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Vérios meios, tais como o Agar Verde Brilhante, o Agar Entérico de Hektoen, o Agar Xilose Lisina
Desoxicolato, o Agar Salmonella-Shigella e o Agar Sulfito de Bismuto, sdo indicados nos procedimentos

aprovados por diferentes 6rgaos reguladores para o isolamento de salmonela a partir de alimentos.

Como algumas cepas de salmonela podem produzir reduzida quantidade de gas sulfidrico -
H,S, muitas vezes ndo detectado nos meios seletivos, ou ainda perder a capacidade de produzir esse gés,
particularmente na analise de alimentos, é importante que o segundo ou terceiro meio de isolamento
nio seja baseado nessas duas caracteristicas. Uma dessas opgdes é o Agar Verde Brilhante — BG Agar,
que se baseia na fermentagdo da lactose, mas ndo na producio de H,S, e o Agar Bismuto Sulfito - BS

Agar, que se baseia na produgdo de H,S, mas nio fermenta a lactose.

O Agar Sulfito de Bismuto é particularmente recomendado para o isolamento de S. Typhi,

entretanto nao deve ser utilizado se foi preparado em periodo superior a 24-36 horas.

Por outro lado, esse meio inibe o crescimento de outros sorovares de Salmonella spp., a menos

que seja refrigerado a 4°C por, no minimo, 24 horas antes de sua utilizacao.

Mais recentemente, novos meios de cultura que incorporam substincias cromogénicas em
sua formula estido disponiveis no mercado, os quais, por serem seletivos e indicadores, permitem
a diferenciagdo de Salmonella spp. de outras bactérias, pelo desenvolvimento de cores caracteristicas
para cada género/grupo bacteriano. Dentre os meios cromogénicos, podem ser citados: Agar Rambach,

Cromocen SC, CHROMagar Salmonella, Colorex Salmonella.

O Agar Rambach vem sendo utilizado para identificar Salmonella spp. em géneros alimenticios
e amostras clinicas, permitindo a diferencia¢do com membros do género Proteus e outras bactérias
entéricas. Além de um composto cromogénico que indica a presenca de b-galactosidase, prépria dos
coliformes, possibilita a identificacdo de Salmonella spp. por formar acido a partir do propilenoglicol que,
em combina¢do com um indicador de pH, resulta em uma colora¢io vermelho carmim, caracteristica de

suas colonias.

A presenca de fragmentos de 3-galactosidase, caracteristica dos coliformes, é evidenciada
pelo desenvolvimento de coldnias azul-esverdeadas ou violeta-azuladas. Outras enterobactérias ou
bactérias Gram negativas, como Proteus., Pseudomonas, Shigella. S. Typhi e S. Paratyphi A apresentam

colonias incolores.

Cromocen SC é um meio para a detecgdo, isolamento, diferenciacio e/ou contagem de
Salmonella (exceto S. Typhi), coliformes totais e de outras bactérias Gram negativas. O meio se baseia
na combinagdo de uma rea¢do cromogénica para detectar a atividade p-galactosidase e uma reagdo
bioquimica de degrada¢ao de fontes de carbono que produzem diminui¢édo do pH, com a consequente
alteragdo de cor do indicador incluido na formulagdao. A Salmonella (exceto S. Typhi) apresenta
colonias com centro vermelho e bordas mais claras; coliformes (exceto Klebsiella spp. e Citrobacter

spp.), coldnias verde-azuladas; e Klebsiella spp. e Citrobacter spp. colonias violeta. As coldnias incolores

ou com pigmentagao propria correspondem a outras bactérias Gram negativas.
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CHROMagar Salmonella é um meio seletivo e diferencial para o isolamento e a identificagdo
presuntiva de Salmonella spp. de outras bactérias coliformes e ndo coliformes em amostras fecais e de
alimento. Colonias de Salmonella, incluindo S. Typhi caracterizam-se pela cor pirpura, e outras espécies

bacterianas sao inibidas, incolores ou azuis.

Colorex Salmonella é um meio cromogénico para isolamento e diferenciagdo de Salmonella spp.,
incluindo S. Typhi, diretamente de espécimes clinicos e de alimento. Apresenta, em sua composicio,
mistura cromogénica especial que permite diferenciar Salmonella spp. de outras bactérias, com base
na cor e na morfologia das colonias, além de inibir bactérias Gram positivas. Coldnias de Salmonella
spp. se apresentam na cor purpura; E.coli e outros coliformes, na cor azul-esverdeada, enquanto os

microrganismos incapazes de hidrolisar o composto cromogénico sdo incolores.

Nos espécimes clinicos, a recuperagao de multiplos sorovares de Salmonella spp. requer dois ou
mais meios seletivos indicadores e a escolha de um deles, ou do esquema a ser utilizado para o isolamento
e identificagdo desse microrganismo, é, em grande parte, questdo de preferéncia pessoal. Portanto, na
escolha do meio de cultura, deve ser levado em consideragdo o espécime a ser analisado e os sorovares

usualmente detectados.

Eimportante lembrar que a interacio dos meios de enriquecimento e seletivos com a temperatura

e tempo de incubagio sdo fundamentais para melhor isolamento dessa bactéria.

A prevaléncia de Salmonella spp. no ambiente e em alimentos e a necessidade de redugio do
intervalo de tempo das analises laboratoriais tém levado a busca e ao consequente uso de procedimentos
analiticos mais rapidos. Entretanto, esses devem ser equivalentes, em sensibilidade e em especificidade,
aos métodos classicos, podendo ser citados: testes bioquimicos miniaturizados, métodos baseados em

anticorpos, hibridiza¢do de DNA e varia¢des do método de PCR.

Apesar de varios desses métodos serem considerados rapidos, a maioria dos sistemas de
detec¢do de Salmonella spp. ainda recorre ao cultivo para recuperar células que sofreram danos
estruturais e ampliar a populac¢do de Salmonella spp. em meios liquidos. Dessa forma, os procedimentos
de pré-enriquecimento e/ou enriquecimento seletivo, devem ser empregados em conjunto com os

métodos rapidos.
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Identificacao Bioquimica Presuntiva (Meios de Triagem)

Uma vez selecionadas colonias sugestivas nos meios indicadores seletivos, estas serdo
transferidas para meios de triagem, tais como Agar ferro triplo agticar — Agar TSI, Agar dois agticares
ferro (Kligler — KIA), Agar Lisina Ferro - LIA, meio de Costa e Vernin - CV, meio IAL (modificagdo do
meio de Rugai e Aratjo), Agar Motilidade-Indol-Lisina - MILi, Agar Motilidade-Indol-Ornitina - MIO

e meio EPM - Escola Paulista de Medicina.

As caracteristicas diferenciais dos meios de triagem mais utilizados estdo descritas nos quadros
9,10, 11, 12 e 13. Esses meios podem ser empregados de forma isolada ou em associagio e possibilitam
caracterizagdo bioquimica presuntiva, indicando os testes bioquimicos complementares necessarios para

sua identificacao.

1. Agar ferro-agtcar triplo (Agar TSI)

Esse meio é utilizado para diferenciagdo de bastonetes Gram negativos com base na fermentagdo
e produgio de gas dos carboidratos: glicose, lactose e sacarose e producdo de sulfeto de hidrogénio.
Permite verificar a fermentagdo da glicose por meio do aparecimento de coloragdo amarela na base
e a produgdo de gas, indicada pela formagao de bolhas ou rachaduras no meio. A mesma coloragdo
também é observada na porgido superior do tubo quando ocorre fermentagdo da lactose e/ou sacarose.
Quando esses dois aguicares ndo sdo fermentados, o dpice permanece com a cor original (dmbar). A
produgdo de H,S ¢ indicada pela cor negra na base da por¢do central do tubo. Microrganismos como
Proteus mirabilis, Edwardsiella tarda, Citrobacter freundii e Salmonella spp. podem apresentar perfil de

comportamento semelhante.

Agar ferro - dois acticares (Kligler Iron Agar - KIA)

Esse meio apresenta as mesmas indicagdes, leitura e interpretagio do Agar TSI, porém com

diferenca na sua formulagdo por ndo conter sacarose.

Agar Lisina-Ferro - LIA

Esse meio de cultura usualmente é empregado em associagdo com outro meio de triagem
para identificagdo presuntiva de enterobactérias, visando ofertar maior numero de informagdes para a
identificagdo presuntiva. A descarboxilagdo da lisina é evidenciada pela coloragao purpura (alcalina) da
base e, quando esta ndo ocorre, a cor amarela aponta somente a fermentagio da glicose. A desaminagio
da lisina é visualizada no dpice (vermelho-cobreado) e a produgao de H,S (negro), usualmente, da base

até a por¢ao central do tubo.

Meio de Costa e Vernin - CV

Esse meio é uma modifica¢io do meio de Monteverde, apresentando camada inferior

semissolida e outra solida, permitindo avaliar as seguintes reagdes: indol (tampéo de algoddo ou tira
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de papel de filtro embebida no reativo), fermentagdo da lactose e sacarose, produgéo de gas, hidrélise

da ureia, producdo de H,S, formado na interface do meio semissolido e solido, e mobilidade.

O ataque a lactose ou a sacarose, ou a ambas, com a produgéo de 4cido, torna o meio vermelho.
A presen¢a de um anel negro na base da camada solida indica produgio de H.S; a turvagdo difusa ou
ndo da parte semissolida revela a mobilidade; a coloragio azul, distribuida por todo o meio, identifica as
bactérias produtoras de urease. Além desses testes, o aparecimento de uma colora¢io rosea ou vermelha

na tira de papel de filtro ou no algodio caracteriza as bactérias produtoras de indol.

Meio IAL (PESSOA; SILVA, 1972)

Elaborado para triagem de enterobactérias, permite a leitura das seguintes provas bioquimicas:
indol (tampdo de algoddo ou tira de papel de filtro embebida no reativo), fermentacdo da sacarose
e da glicose, produgdo de gds, desaminagdo da fenilalanina, hidrdlise da ureia, produgio de H,S,

descarboxila¢do da lisina e mobilidade.

Meios MIO - Motilidade-Indol-Ornitina e Meio MILi - Motilidade-Indol-Lisina

Esses meios evidenciam a descarboxilacio dos aminoacidos ornitina ou lisina, a mobilidade e a
produgdo de indol. A mobilidade é interpretada pela difusdo do microrganismo na zona da inoculagio;
a descarboxila¢do da ornitina ou lisina é evidenciada pela coloragdo purpura (alcalina) da base, que
neutraliza o dcido (amarelo), formado pela fermentagdo da glicose. A produgio de indol é observada pela

formagao de um anel vermelho ap6s acrescentar 2 a 4 gotas do reativo de Kovacs a superficie do meio.

Meio EPM

O meio EPM ¢ uma modificacdo do meio de Rugai e Aratjo, evidenciando a producio de

gés por fermentagdo da glicose, produgdo de H,S, hidrolise da ureia e desaminagao do triptofano.

Quadro 9 - Caracteristicas diferenciais dos meios TSI, KIA, MIO, MILi e LIA

TSl e KIA MIO/MILi LIA

Fontes de Peptona Peptona Peptona
aminoacidos Extrato de carne Extrato de levedura Extrato de levedura
(desaminagao) Extrato de levedura ornitina ou lisina lisina
AmlnoaC|d9s - Nao Ornitina ou lisina Lisina
(descarboxilacdo)
Fermgntagao de Iac+sac.+gl|c =TSI Glicose (0,19%) Glicose (0.1%)
carboidratos lac+ glic=KIA

Vermelho de fenol: Bromocresol purpura: Bromocresol purpura:
Indicador de pH acido = amarelo acido = amarelo acido = amarelo

alcalino =vermelho  alcalino = purpura alcalino = purpura

(continua)




(continuagao)

Fonte para producao

TSl eKIA
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MIO/MILi

Tiossulfato de sédio Nao Tiossulfato de sédio
de H,S
Indlcad?r d Sulfato ferroso Nao Citrato férrico amoniacal
producdo de H,S

Quadro 10 - Rea¢des nos meios de triagem TSI e KIA*

Leitura

Interpretacao

Diagnéstico presuntivo

Reacdo &cida (amarelo) e gés
na profundidade

Reacdo acida na superficie
Auséncia de H,S

Reacdo acida e gas na
profundidade Superficie
alcalina (vermelha)
Presenca de H,S

Reacdo acida sem gas na
profundidade, superficie
alcalina Auséncia de H,S

Meio inteiramente acido com

gas Presenca de H,S

Meio inteiramente acido, sem
gas Auséncia de H,S

Fermentagao da glicose
Fermentacao da lactose e/ou
sacarose, com producao de
gas

Fermentacao da glicose sem
ataque a lactose
e/ou a sacarose

Fermentagao da glicose
Nenhuma agao sobre a lactose
e a sacarose

Fermentacgao da glicose com
gés Fermentacao da glicose e/
ou da sacarose

Fermentacao da glicose com
formacao de 4cido
Fermentacao da lactose e/ou
sacarose

Escherichia, Klebsiella
Enterobacter
Providencia, Serratia

Salmonella,
Edwardsiella
Citrobacter, Proteus

Shigella, Salmonella
Proteus, Providencia, Serratia,
Yersinia

Citrobacter, Proteus

Escherichia coli,
Serratia

Nota: *Para a interpretacao do Agar Kligler (KIA) nio considerar a fermentacio sobre a sacarose.

Quadro 11 - Rea¢des no Agar Lisina Ferro — LIA

Microrganismos Base Apice H,S
Salmonella Purpura Purpura +
Proteus, Morganella Amarelo Purpura avermelhado =
Providencia Amarelo Purpura avermelhado -
Citrobacter Amarelo Purpura +
Escherichia Amarelo/ Purpura Purpura -
Shigella Amarelo Purpura -
Klebsiella Purpura Purpura -

Excecdo: S. Paratyphi A = base amarela/ dpice purpura
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Quadro 12 - Reagdes observadas no meio de Costa e Vernin — CV

Leitura Microrganismos

Salmonella spp.
Edwardsiella tarda
Citrobacter freundii

Meio inalterado, com certa alcalinidade no apice (esverdeado ou
azulado). Presenca de H_S; auséncia de gas; mével ou imével

Certos sorovares de

Reacdes idénticas as acima citadas, sem H.S
2 Salmonella

Meio inalterado no prazo de 24h, podendo se acidificar em periodos mais  Shigella spp.
longos (fermentacao lenta); auséncia de H.S; movel ou imével Providencia sp.

Meio inteiramente azul, com producao ou nao de H.S; dificuldade na

. s Proteus sp.
leitura da mobilidade P
Camada solida azul (superficie) e amarelo-azulado na porcao semissélida
(base), indicando agao sobre a sacarose. Proteus vulgaris
Presenca de H,S
Meio totalmente vermelho, por vezes podendo apresentar areas Escherichia,
amareladas (reducdo); grande producao de gds. Auséncia de H,S. Enterobacter
Mobilidade presente ou ndo. Apice do meio sélido com discreta Klebsiella e Serratia
alcalinidade na Tribo Klebsielleae (sem gas)
Meio com discreta acidez na profundidade, ligeira alcalinizacdo na ) .

P 9 s Citrobacter freundii

superficie. Presenca de H,S, mével

Meio inalterado com 24h; pequena alcalinizacdo na superficie,
acentuando-se apo6s 48h. Forte tonalidade azul-esverdeada na superficie.  Pseudomonas
Auséncia ou discreto crescimento no meio semissélido

Quadro 13 - Interpretacdo do meio EPM

Producao de gas Formacao de bolhas ou rachaduras no meio

Presenca de pigmento negro de qualquer

Producao de H,S intensidade

Coloracao azul-esverdeada (fraca) na base indica

Hidrdlise da ureia .
prova positiva

Desaminacao do Reacdo positiva: verde-escuro ou acastanhado
triptofano Reacao negativa: superficie inalterada

Superficie

Caracterizacao bioquimica complementar

Embora seja possivel uma identificagdo preliminar, com base na morfologia colonial e nas
reagdes bioquimicas, nos diferentes meios indicadores seletivos e de triagem, a identifica¢do de
membros da familia Enterobacteriaceae requer a utilizacdo de provas bioquimicas complementares.
Entre as provas preliminares, destacam-se a detec¢do da enzima citocromo-oxidase e a redugdo do
nitrato a nitrito, caracteristicas intrinsecas da familia. Além dessas, dispde-se de uma variedade
de provas diferenciais complementares, as quais permitem avaliar as caracteristicas metabolicas,

contribuindo para a identificacdo posterior dos géneros/espécies.
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Essas caracteristicas sdo: fermentac¢do de carboidratos, reacdo de vermelho de metila -VM,
utilizagdo de citrato, produgao de acetoina - VP, indol, urease, sulfeto de hidrogénio - H_S, descarboxilagio

de aminodcidos e mobilidade.

As principais caracteristicas bioquimicas e diferenciais de Salmonella spp. estdo descritas nos
quadros 14, 15, 16, 17, 18 e 19.

1. Citocromo-Oxidase

Os citocromos sdo hemoproteinas que contém ferro e funcionam como a ultima ligagdo da
cadeia respiratoria aerdbica, transferindo elétrons (hidrogénio) ao oxigénio com a formagao de dgua. O
sistema citocromo é encontrado nos organismos aerdbios ou microaerdbios e anaerdbios facultativos.
Portanto, o teste da oxidase é importante na identificacdo de microrganismos que nao possuem a enzima
ou sdo anaerdbios obrigatdrios. O teste ¢ muito util em estudos preliminares para diferenciagdo de
Enterobacteriaceae (negativas, exceto Plesiomonas shigelloides) de outras familias como Aeromonadaceae,

Pseudomonadaceae e Vibrionaceae, positivas nesse teste.

A prova de citocromo-oxidase utiliza certos reativos corantes, como o dicloridrato de
p-fenilenodiamina ou oxalato de p-amino-dimetil-anilina, que atuam como aceptores artificiais de
elétrons, substituindo o oxigénio. Esses sdo incolores no estado reduzido, mas na presenga da enzima

e do oxigénio atmosférico se oxidam, formando produto de tonalidade azul ou rosa, respectivamente.

2. Redug¢io de Nitratos

A capacidade de um microrganismo reduzir nitrato a nitrito é uma caracteristica importante
utilizada na identificagdo e na diferenciacdo de espécies de muitos grupos de microrganismos. Todas
as enterobactérias, exceto certos biotipos de Panthoea agglomerans e Erwinia, reduzem nitratos. Os
microrganismos que reduzem nitratos tém a capacidade de retirar oxigénio destes para formar nitritos e

outros produtos de redugcéo.

7

A presenca de nitritos no meio teste é evidenciada pela cor vermelha apés adigdo do
reativo de Griess-Ilosvay, composto de duas solu¢des: solugdo A (acido sulfanilico - 0,8g, acido
acético - 30mL, agua destilada - 75mL) e solugdo B (alfa-naftilamina - 0,5g, acido acético - 30mL,
agua destilada — 75mL).

3. Pesquisa da produgio de indol

O indol é um dos produtos metabdlicos de degradagcio do aminoacido triptofano.
As bactérias que possuem a enzima triptofanase sdo capazes de hidrolisar e desaminar o triptofano
com producéo de indol, acido pirtvico e amonia. A prova estd baseada na formag¢iao de um complexo
de cor vermelha quando o indol reage com o grupo aldeido do p-dimetilaminobenzaldeido (reativos
de Kovacs ou Ehrlich).

4. Prova do Vermelho de Metila - VM

E uma andlise quantitativa de producio de acidos fortes (latico, acético, férmico), a partir da

glicose, por meio da via da fermentacdo acida mista. Como muitas espécies de enterobactérias podem
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produzir quantidades suficientes de dcidos fortes detectaveis pelo indicador vermelho de metila, durante
as fases iniciais da incubagdo, somente os organismos que podem manter esse pH baixo ap6s incubagédo
prolongada (48h a 72h), superando o sistema estabilizador de pH do meio, ¢ que podem ser chamados de
vermelho de metila positivos. Para reduzir o tempo de incubagio e leitura do teste, pode ser empregada,
como alternativa, a semeadura da cepa em 1mL do meio bésico, envasado em tubos 18x180, e apds o

periodo de 24 horas, efetivada a adigdo do reativo conforme a metodologia original e leitura conclusiva.

5. Prova de Voges-Proskauer —-VP

O 4cido piravico, composto principal formado pela degradacdo fermentativa da glicose, é
metabolizado por meio de varias vias, de acordo com os sistemas enzimaticos que possuem as diferentes
bactérias. Uma dessas vias leva a produ¢io de acetoina (acetil-metil-carbinol), um subproduto inativo.
Os microrganismos do grupo Klebsiella-Enterobacter-Hafnia-Serratia produzem acetoina como principal
subproduto do metabolismo da glicose e formam quantidades menores de dcidos mistos. Na presenca de
oxigénio atmosférico e de hidréxido de potassio a 40%, a acetoina é convertida em diacetila e o alfa-naftol
atua como catalisador para revelar um complexo de cor vermelha. Esse teste pode ser agilizado quanto a
execugdo e leitura, efetuando semeadura da cepa em 1mL do meio basico envasado em tubos 18x180 e,
apos o periodo de 24 horas, efetivada a adigdo dos reativos (0,2mL de KOH 40% e 0,6mL de a-naftol 5%),

repouso por 30 minutos e leitura conclusiva.

Mecanismo bioquimico dos testes de VM e VP

Glicose

}

Acido pirtvico

e e

Acetilmetilcarbinol Fermentagdo dcida mista
(Acetoina) pH < 4,5
(VM +)

Butilenoglicol Diacetila «— KOH + 02
Alfa-naftol

Complexo vermelho (VP +)
6. Utiliza¢io do citrato

O citrato de sédio é um sal de acido citrico, composto orgénico simples, que constitui um dos

metabolitos do ciclo dos acidos tricarboxilicos (Ciclo de Krebs). Algumas bactérias podem obter energia
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por via diferente da fermentacdo de carboidratos, utilizando citrato como tnica fonte de carbono. A
avaliacdo dessa caracteristica ¢ importante para identificacdo de certos géneros e espécies da familia
Enterobacteriaceae. Os meios de cultura empregados para detectar a utilizagdo de citrato sdo isentos de

proteinas e carboidratos como fontes de carbono.

O meio de cultura tem como unica fonte de carbono o citrato de sédio, um &nion, apresentando
ainda fosfato de amonia como unica fonte de nitrogénio. As bactérias capazes de utilizar o citrato também
sdo capazes de extrair nitrogénio do sal de amoénio, levando a alcalinizagdao do meio a partir da conversdo
do NH, em hidréxido de amoénia (NH,OH). Como indicador, ¢ utilizado o azul de bromotimol, que nas

reagdes positivas (pH > 7.6) torna o meio de tonalidade azul.

7. Hidrdlise da Ureia

A urease é uma enzima presente em muitas espécies de microrganismos que podem
hidrolisar a ureia. A ureia é uma diamina do 4cido carbonico; todas as aminas sdo facilmente
hidrolisadas com liberagdo de amonia e de didxido de carbono. A amonia reage em solugdo para

formar carbonato de amonio, resultando na alcalinizagdo e aumento do pH do meio.

Podem ser utilizados dois meios para a detecgio de urease, o caldo ureia de Stuart e o Agar
Ureia de Christensen. O primeiro é tamponado com sais de fosfato a um pH 6,8, sendo indicado para
identificagdo de microrganismos produtores de grandes quantidades de amonia para superar o sistema
e elevar o pH do meio para produzir uma viragem do indicador (> 8.0), sendo seletivo para espécies
de Proteus. O Agar Ureia de Christensen possui um sistema tampio muito mais fraco, permitindo
detectar produ¢des menores de amonia, sendo, portanto, apropriado para a andlise de bactérias que

apresentam formagéo reduzida de urease ativa.

8. Produgio de sulfeto de hidrogénio -H.S

Capacidade de certas espécies bacterianas para liberar enxofre na forma de H,S a partir
de aminoécidos ou de outros compostos. A produgdo de H,S pode ser detectada em um sistema
analitico se as seguintes condi¢des estiverem presentes: liberacao de sulfeto a partir da cisteina ou
do tiossulfato por acdo enzimdtica bacteriana; acoplamento do sulfeto com o ion hidrogénio para
formar H,S; detec¢do do H,S pelos sais de metais pesados, tais como ferro, bismuto ou chumbo,

na forma de sulfeto de metal pesado, um precipitado negro.
H,S + metal pesado = sulfeto = precipitado negro
9. Descarboxilases

As descarboxilases representam um grupo de enzimas substrato especificas, capazes de atuar
sobre a por¢do carboxila dos aminodcidos, formando aminas de reagdo alcalina. Lisina, arginina e
ornitina sdo os trés aminoacidos habitualmente avaliados na identificagdo das enterobactérias cuja

descarboxilagdo resulta na liberagdo das seguintes aminas especificas:

Lisina cadaverina
Ornitina putrescina
Arginina citrulina
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Na conversdo de arginina para citrulina intervém uma dehidrolase, ao invés de uma
descarboxilase, visto que, na primeira etapa, o NH, é retirado da arginina. Em sequéncia, a citrulina

¢ transformada em ornitina que, em seguida, sofre descarboxilagdo para formar putrescina.

Durante os periodos iniciais da incubagdo, o meio torna-se amarelo devido & fermentagao da
glicose presente. Se o aminoacido for descarboxilado, formam-se aminas alcalinas e o meio volta a cor

purpura original.
10. Fenilalanina desaminase

A fenilalanina é um aminodcido que, por desaminagéo, forma um cetoacido, o acido fenilpiruvico.
Entre os membros da familia Enterobacteriaceae, somente espécies dos géneros Proteus, Morganella e

Providencia possuem a enzima desaminase, necessaria para essa conversao.

O teste da fenilalanina é baseado na detec¢do de 4cido fenilpiravico, o qual é liberado no meio,
apds o crescimento do organismo teste. Sua presenga é visualizada pela adi¢do de uma solugéo de cloreto

férrico a 10%, quando aparece uma cor verde.

Fenilalanina desaminagdo __ 4cido fenil piravico precipitado verde (piruvato)

Cloreto férrico 10%

11. Fermentagdo de carboidratos

Sao extensivamente empregadas nos meios de cultura como fonte de energia para a bactéria
e, mais particularmente, para diferenciacdo de géneros e identificagdo de espécies. A fermentagdo ¢
um processo metabdlico de oxidagao-redugao que tem lugar em um ambiente anaerdbico, no qual um
substrato orgénico serve como aceptor final de hidrogénio (elétron) ao invés do oxigénio. Nos sistemas
de provas bacteriologicas, esse processo é detectado por observagdo da mudanga de cor dos indicadores
de pH quando os produtos acidos sdo formados. A fermentagao dos carboidratos produz acido e gas ou
somente acido, sendo que a producdo de gas (didxido de carbono e hidrogénio) se detecta pelo acimulo
de gas em um tubo de vidro (tubo de Durham) invertido no meio. A fermentacdo de substratos organicos,

tais como carboidratos, resultam em produtos finais reduzidos e oxidados.

Quadro 14 - Caracteristicas bioquimicas de Salmonella spp.

Ureia Reacdo negativa

LDC - Lisina Positivo: Reagao alcalina (cor purpura do meio) e amarelo no meio
descarboxilase controle (exceto S. Paratyphi)

ODC - Ornitina Positivo: Reagao alcalina (cor purpura do meio) e amarelo no meio
descarboxilase controle (exceto S. Gallinarum - ODC negativo)
VM -Vermelho

Coloracao vermelha do meio apds adi¢cao do reagente

de metila

(continua)
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(continuagao)

Meios Reacoes

VP -Voges- . ~ , i
Meio sem alteracdo apo6s adicdo dos reagentes
Proskauer § P s g
Fenilalanina . , .
. Meio inalterado apds colocagao do reagente
desaminase

Utilizacao do citrato Positivo: Reacéo alcalina - cor azul do meio

SIM
Indol Negativo — anel amarelo apés colocacdo do reagente — Kovacs
H.S Presenga de pi.gmentco negro de qualquer intensidade ou somente na
2 picada (cepas iméveis)
Motilidade Crescimento ao longo da picada (imével) ou turvacao do meio (moével)

Fermentacao de acticares

Glicose Positivo (reacdo acida) com/sem gas no tubo de Durhan
Lactose Negativo/Positivo

Manitol Positivo
Sacarose Negativo

Quadro 15 - Percentuais de positividade de Salmonella spp. nas provas bioquimicas

Percentual de Salmonella

Meios de cultura Reacao positiva ou negativa 0 S an AT i e [
TSI glicose (4cido) + 100
TSI glicose (gas) + 91,92
TSI lactose - 99,23
TSI sacarose - 99,5
TSIH,S + 91,6
LIA r 98
SIM (H,S) + 97
SIM (indol) - 98,9
SIM (motilidade) + 97
Hidrolise da ureia - 99
Lisina descarboxilase + 94,6
Ornitina descarboxilase + 97
Reacdo de Voges-Proskauer - 100
Reacgdo do Indol - 98,9

Notas: ' Esses percentuais indicam incidéncia de cepas com reacdes marcadas como + ou -.

2S.Typhi é anaerogénica.

3 Salmonella enterica subespécie arizonae: reacdes +/— para lactose, B-galactosidase positiva; Salmonella
enterica subespécie salamae: reacdo — para lactose e f-galactosidase.
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Quadro 16 - Caracteristicas bioquimicas diferenciais de Salmonella spp.,
Proteus sp., Citrobacter sp. e Edwardsiella tarda

3 3 S
= d T n ] £
3 @ S = @ -3 3
‘g 2> v o oS S o >
< I~ S S 5) v -
] 5 o= = = = S S
] 5 QS () ~] ~ ~
~ VU ~ o g N = -
%} ] v S w [} [}
S v S S © (<] w S 1
S S S O s S S S S
S e | 88| 8 2 2 £ £
£ g | EE| 3 s 3 3 3
(¥] O (WS w Q Q “ V3
Glicose (gas) +/- + + + + = + -
Fermentagao
Manitol + + 4+ = - - + +
Lactose +/- +/- -/+ - = - - -
Sacarose +/- -/+ -/+ - -/+ 4 - -
Dulcitol -/+ -/+ - - = - + -
ONPG +/- 1 - - - - i
Vermelho metila + + + + + + +
Voges-Proskauer = - - - +/- - . -
Indol -/+ + + + - + - -
Citrato Simmons +/- + + = +/- -/+ 2 -
Acetato -/+ +/- +/- = Al 4 + =
Malonato -+ 4 - - - - - _
H,S +/- = -/+ + + + +
Mobilidade +/- + + + + 4k 4L
Hidrolise ureia -/+ +/- +/- - + - -
Fenilalanina
. - - - - + + - -
desaminase
Lisina N . .
descarboxilase
Arginina
. +/- +/- +/- - - - +/- -
dehidrolase
Ornitina
. - + + + + - + -
descarboxilase
KCN +/- = + = + + = -

Nota: + : positivo; - : negativo.
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Quadro 17 - Diferenciacdo bioquimica entre S. enterica subespécie enterica, Citrobacter sp.
e Edwardsiella tarda

S. enterica Citrobacter Citrobacter Edwardsiella
sub. enterica freundii diversus tarda

Descarboxilacao:

Lisina I = = +

Ornitina + [-] + [+]
Indol - - + +
Citrato + + + -
Simmons
H 2S +/ [+] = +
Urease - +/- +/-
KCN = 4 1 =
ONPG - + - -

Notas: + : positivo; - : negativo; [+]: 76 a 89% positivo; [-]: 11 a 25% negativo.

Quadro 18 - Diferenciacao entre Citrobacter freundii e Salmonella arizonae e S. diarizonae

Gelatinase
Citrobacter freundii - + - - -
Salmonella arizonae + - + + + (lenta)
Salmonella diarizonae + - + + + (lenta)

Notas: 'Lisina descarboxilase.

2Ornitina descarboxilase.

Quadro 19 - Diferenciacdo entre Salmonella Paratyphi C e S. Choleraesuis

S. Paratyphi C (Vi* ou Vi) 4 + ;

S. Choleraesuis - - -

S. Choleraesuis var. Kunzendorf = + ;

Nota: S. Paratyphi C é adaptada ao homem e S. Choleraesuis possui caracteristica ubiquitaria.
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Aspectos Gerais — Antigenos
das Enterobactérias

Antigenos comuns: todas as espécies da familia Enterobacteriaceae apresentam um antigeno
comum, também designado de antigeno de “Kunin”. Sua presenca usualmente nio é avaliada, tendo em

vista que ndo representa um critério relevante para a diferenciacdo entre géneros ou espécies.

Antigeno de parede ou antigeno “O” - Ohne: composi¢io lipopolissacaridica
(hexosamina - 3.5% a 4.5%; complexo fosfolipidico - 20% a 30%; polissacarideos — 60%).
E termoestavel (1hora/100°C), ndo sendo destruido pelo dlcool etilico a 50°GL. Esse antigeno é composto

de trés partes:

o porgcdo lipidica, responsével pela toxicidade e caracteristicas pirogénicas;

o porgao basal ou “core”;

o polissacarideo, caracteristico da especificidade somatica das formas lisas (S).
E constituido de cadeias repetitivas, cujo arranjo espacial confere natureza definida. Esta,

aliada ao tipo de ligagdo, determina a especificidade dos antigenos “O”.

Cepas em fase lisa (“S”- Smooth) apresentam colonias com superficies homogéneas, brilhantes
e bordos regulares indicativos de antigeno “O” completo. A ocorréncia de mutagao que afete sua porgdo
basal, ou na sintese de sua cadeia, resulta na perda da especificidade do antigeno. Sdo designadas rugosas
“R” (Rough) de superficie e bordos irregulares. Sdo autoaglutinaveis em solugdo salina, facilmente

fagocitaveis e sensiveis a agdo do complemento e, como consequéncia, perdem sua capacidade patogénica.

No procedimento laboratorial para a confirma¢do antigénica, a aglutinagio das células
bacterianas (somatica ou antigeno “O”) pelo antissoro especifico apresenta como caracteristica a formagao
de granulos finos ndo dissociaveis pela agitacio, tendo em vista que a reagio ocorre pela inter-relagao das

paredes das células bacterianas.

Antigeno flagelar ou antigeno “H” (Hauch): estd presente nas enterobactérias méveis e sua
composicao é proteica, designada flagelina. As diferencas antigénicas surgem devido a variagdes na

estrutura primdria (contendo aminodcidos) das diferentes moléculas de flagelina.

A estrutura flagelar possui como caracteristica importante a termolabilidade, podendo ser

destruido a 100°C por uma hora, bem como ap6s a¢do lenta do alcool 50°GL, sendo resistente a solugdo
de formol a 0,5%.
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A aglutinagdo flagelar apresenta como caracteristica a formagdo de grumos espessos que se
dissociam rapidamente por meio de agitagdo. Esta ocorre em tempo mais rapido do que aglutinagdo
somdtica, devido ao elevado niimero existente na célula, quando comparado a aglutinagdo somatica

(entre as células bacterianas).

O arranjo espacial e as caracteristicas intrinsecas ao género possibilitam a produc¢éo de dois
tipos de flagelos distintos. Em uma populagdo bacteriana de uma cepa de Salmonella spp., que produza
dois tipos distintos de flagelo, a frequéncia de variacdo de células que apresentam um dos tipos ou fases

é na ordem de 10*.

Antigeno de superficie ou envoltorio “Vi” (Félix e Pitt): apresenta sua localizacdo espacial
externa, a qual impede a detecgdo do antigeno somatico. Usualmente, encontra-se presente em cepas
de S. Typhi isoladas de pacientes, podendo também ser detectados em S. Paratyphi C e S. Dublin. Sao
termoldbeis, podendo ser destruidos pelo aquecimento da suspensio a 100°C/10 a 15 minutos. Apresenta
como relevéncia a possibilidade de uso como ferramenta epidemioldgica por meio de um conjunto de

preparados fagicos.
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@ Caracterizacao Antigénica
de Salmonella spp.

A sorotipificagdo constitui importante ferramenta epidemioldgica complementar na identificagdo
de Salmonella spp., permitindo determinar a prevaléncia/emergéncia ou apontar tendéncias de um
sorovar em distintas zonas geograficas, bem como identificar surtos, conhecer as fontes de infec¢éo e
vias de transmissdo. A distribuicdo dos sorovares estdo catalogadas no esquema de Kauffmann e White
(POPPOF; MINOR, 2001) e envolve a identificagdo dos antigenos somaticos e flagelares.

Esquema de Kauffmann-White

Baseado nos componentes antigénicos somaticos O e flagelares H, foi estabelecido o esquema
denominado Kauffmann-White, que contém informacdes quanto as espécies, subespécies e apresenta
listadas as formulas antigénicas de todos os sorovares. Sua editoracdo é efetuada pelo Centro Colaborador
para Referéncia e Pesquisa em Salmonella da Organiza¢do Mundial de Sadde (Instituto Pasteur-Paris),
sendo revisado anualmente quanto a caracterizagdo de novos sorovares. A editoragio completa dessa
listagem ¢ efetivada a cada cinco anos.

Apresenta-se sob a forma de tabela, contendo o conjunto das caracteristicas antigénicas.
Compreende na primeira coluna a estrutura somaética, cujos sorovares que possuem tais caracteristicas
sdo identificados por letras maitsculas. Ex.: grupo A (O:2), grupo B (0:4), grupo C, (0:6,7), grupo C,
(0:6,8,20), grupo D, (0:9), grupo E, (0:3,10), grupo E, (0:3,15), grupo E, (0:1,3,19) etc.

A segunda e a terceira colunas apresentam suas estruturas flagelares, indicadas por letras
minusculas e numeros,fase 1, e a fase 2, representada por niimeros arabicos, além de letras minusculas.

Em relagdo aos antigenos O e H, alguns aspectos devem ser considerados:
1. Antigeno O de Salmonella spp.:

O grupo antigénico ¢ identificado por alguns fatores, como: O:4, O:9. Outros tém pouco ou
nenhum valor discriminatdrio e se apresentam normalmente associados, por exemplo: O:12, com O:2,
0:4 e O:9; S. Paratyphi A (0:1,2,12), S. Typhimurium (0:1,4,5,12) e S. Enteritidis (0:1,9,12).

Determinados antigenos surgem como consequéncia de uma modificagdo da estrutura, por
exemplo: O:1 resulta da inser¢do de uma cadeia de galactose no polissacarideo e O:5, de uma reagdo
de acetilagio, presente nas unidades repetidas do polissacarideo, responsavel pela especificidade, por

exemplo: 0:4,12 como ¢ o caso do sorovar S. Typhimurium O:1,4,5,12.
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2. Antigenos H de Salmonella spp.:

Os fatores antigénicos H de Salmonella sdo representados por letras minusculas nas fases
especificas (H1), como “i” em S. Typhimurium e “z,” em S. Hadar, ou associadas, g, m, f, g, h etc. A outra
fase, definida como ndo especifica ou H2, é representada por nimeros arabicos, como 1,2; 1,5; 1,6; 1,7,

além de letras mindsculas e.n, x, z,, z, etc.

Identificacao antigénica

Determinadas caracteristicas bioquimicas especificas podem ser observadas em alguns
sorovares, como S. Typhi: auséncia de gas em glicose, produgédo reduzida de H,S, lisina descarboxilase
positiva, ornitina descarboxilase e utilizacdo do citrato de Simmons negativas; S. Paratyphi A: produgio
de gis em glicose, ornitina descarboxilase positiva, produ¢do de H,S, lisina descarboxilase e citrato
de Simmons negativas. Entretanto, a confirmac¢do do sorovar somente poderd ser dada por meio da

identificagdo antigénica conclusiva.

Principais cuidados para a execucao do teste

o Nunca utilizar crescimento a partir de meios de cultura que contenham carboidratos.

« Semear, preferentemente, a cepa em tubo 13x100, contendo Agar nutriente inclinado,
envasado com bisel longo (4cm a 5¢m).

o Preparar suspensdo utilizando solugéo salina (0.85% NaCl).

o A suspensdo devera apresentar turbidez semelhante ao tubo 3 da escala de MacFarland.
Usualmente, o volume de solugio salina adicionada é de aproximadamente 1,5mL.

o Realizar o teste somente a partir de cultivos recentes (méximo de 18 a 24 horas de
crescimento a 37°C).

o Em amostras com antigeno de envoltorio, efetuar a retirada, por meio do aquecimento da
suspensdo em (100°C por 15 minutos).

o Observar se a suspensdo apresenta-se homogénea antes de realizar o teste, certificando-se
de que esteja em sua forma lisa.

o Cepas que apresentarem grumos que se depositam ap6s um periodo em repouso sio
consideradas autoaglutinaveis e devem ser submetidas a um reisolamento para tentativa
de isolamento de cepas lisas. Estas deverdo ser reavaliadas e, caso persista o perfil de

autoaglutinagio, encaminhadas ao laboratorio de referéncia.

Execucao do teste de soroaglutinacao rapida

+  Semear a cepa isolada em Agar nutriente inclinado e incubar 37°C/18h-24h.

o Preparar suspensao, adicionando solug¢do salina (0,85g% NaCl).

o Homogeneizar a suspensao.

o Observar a homogeneidade da suspensdo e, no caso de davidas, observar auséncia de
aglutinagdo em ldmina e dar prosseguimento para a confirmagdo do género Salmonella.

o« Em uma ldmina de vidro, adicionar uma gota (10ul) de antissoro polivalente OH ou
antissoro polivalente somatico e uma gota da suspenséo bacteriana, homogeneizando com
o auxilio de uma alga de platina ou com um palito de madeira.
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o Impelir movimentos rotatérios e observar, até o periodo de um minuto, em caixa de
Huddleson, a presenca de aglutinagio (grumos).

o Repetir o procedimento, empregando antissoros polivalentes flagelares.

o No diagndstico de S. Typhi, empregar inicialmente o antissoro Vi para caracterizagdo do
antigeno de envoltério. Caso a reagdo seja positiva, aquecer a suspensdo em (100°C/15
minutos) reavaliar com antissoro Vi e, caso nao seja observada aglutinagdo, confirmar a
estrutura somatica por meio do antissoro “OD”. Para identificagdo conclusiva de S. Typhi,

efetivar a caracteriza¢do do antigeno flagelar Hd.

Todas as cepas de Salmonella spp. devem ser encaminhadas para o Laboratério de Referéncia

Nacional (IOC/Fiocruz) para identificagao antigénica conclusiva e realizagdo de ensaios complementares.

Varia¢oes que afetam a Tipagem Antigénica em Salmonella spp.

1. Variagdo Capsular — V-W: fenotipica
o Impede aglutinacdo somatica.

o Utilizada em avaliagdo epidemiolégica (lisotipia em S.Typhi).

2. Variagdo da Estrutura Somitica — S-R: genotipica

«  E de natureza genotipica.
o  Determina alteragdes quanto a morfologia colonial.

o Usualmente, apresenta auséncia de estabilidade em solucéo salina.

3. Variagdo Flagelar - OH-O: fenotipica

o Permite a formacgao de grandes flocos que se dissolvem com agitagéo.
o Importante na caracterizagdo conclusiva dos sorovares de Salmonella spp.
o Quando da perda de uma de suas fases, podem ser, na maioria das vezes, recuperados,

utilizando o meio de Craigie (Agar semi 0-0,5%):

llustracao 1 -

™~

Semear a cepa .
Repicar cepa e
4_ caracterizar a fase
Adicionar | | desconhecida
antissoro de fase
conhecida
—

4. Variagdes Mediadas por Fagos
o Presenca de fagos temperados: grupos A, B, D de Salmonella spp.

o Conversao lisogénica: fragdo 12 (Salmonella spp.)
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@ Meios de Cultura

1. Principais aspectos quanto a manutengdo e a estocagem:

o Somente devem ser recebidos meios de cultura, adquiridos por meio de compra, cujo prazo
de validade seja > seis meses da data de recebimento.

o Apertar todas as tampas dos frascos.

o Observar prazo maximo de estocagem.

o Registrar o quantitativo em estoque, recep¢do e saida.

o Nenhum meio de cultura pode ser utilizado apds a data de vencimento.

o A revalida¢io somente pode ser efetuada pelo fabricante.

o Os meios de cultura preparos devem ser estocados sob prote¢ao da luz solar.

o A manutencio deve, preferencialmente, ser efetuada sob refrigeragdo a 4°C.

2. Preparo dos meios de cultura:

o Na re-hidrata¢do ou preparo devem ser seguidas, obrigatoriamente, as instrucdes do
fabricante.
o Preparar a quantidade minima, suficiente para o uso.

o Observar o tempo de validade de meios preparados, estocados sob condigdes adequadas.

Quadro 20 - Duracao maxima de meios de cultura
Meio sélido — envase em placas de Petri

Meio de cultura 4°C Embalagtnc1 pldstica

Agar sangue 15 dias 50 dias
Agar EMB 15 dias 60 dias
Agar MacConkey 15 dias 60 dias
Agar SS 6 dias 10 dias
Agar XLD 5 dias 10 dias
Agar Hektoen 5 dias 10 dias
Agar Verde Brilhante 2 dias 4 dias

Agar Sulfito Bismuto 24 horas 24 horas
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Quadro 21 - Duracao maxima de meios de cultura
Meio sélido - envase em tubos

- Bucha de algodao Bucha de algodao he:rﬁcélzszg‘:ll;i‘:ico
Meio de cultura 4°C TA 4°C
N° semanas N° semanas
N° meses
Agar LIA 1-2 1-2 3-6
Agar TSI 1-2 2-4 3-6
Agar KIA 3-4 2-4 2-4
Agar Miiller Hinton 1-2 2-4 3-6
Agar Nutriente 3-4 1-2 2-4
Agar Ureia 3-4 1-2 2-4
Agar Citrato 3-4 1-2 2-4
Agar Fenilalanina 3-4 1-2 2-4

Quadro 22 - Duracao maxima de meios de cultura
Meio liquido - envase em tubos

Bucha de Bucha de Fechamento Lacre de

Meio de cultura algodao algodao h?rrf\ético aluminio
4°C TA Plastico 4°C TA

N° semanas N° semanas N° meses N° meses
C. Mller Hinton 3-4 1-2 2-4 3-6
C. Infuso Coracgao 3-4 1-2 2-4 3-6
C. Tripticase Soja 3-4 1-2 2-4 3-6
C. Peptonado 3-4 1-2 2-4 3-6
C. Nitrato 3-4 1-2 2-4 3-6
C. Selenito 3-4 1-2 2-4 3-6
Meio-fermentacao 3.4 122 2-4 3.6

carboidratos

3. Controle de qualidade dos meios de cultura

o  Controlar o pH de cada partida de meio.

o  Efetuar teste de esterilidade.

o Realizar teste de desempenho: inocular uma al¢a do crescimento da cepa padréo e incubar
nas condi¢bes de rotina até obter turvacdo correspondente ao tubo 0.5 da escala de
MacFarland.

o Anotar e registrar resultados em cada lote, E o exemplo a seguir.

Ilustracao

Data
Vencimento

Data - Lote
Fabrica¢io

Data
Controle

Desempenho | Esterilidade

pH +/- +/-

Responsavel

Meio de cultura:
Cepas para controle: Positivo:
Negativo:
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ﬂﬂ Figuras

Fonte disponivel em:
<http://www.edgarsnyder.com/foodpoisoning/salmonella.htmI>

Fonte disponivel em:
<http://www.sdgl.org/index.php?page=medische.informatie.salmonella>
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Figura 4 - Agar Mac Conkey
Coldnias fermentadoras da lactose

Fonte disponivel em: <flickr.com/photos>

Figura 5 - Agar Mac Conkey - morfologia colonial de Salmonella spp.

Fonte disponivel em: <flickr.com/photos>

Figura 6 - Agar XLD - morfologia colonial de Salmonella spp.

Fonte disponivel em: <http://www.bact.wisc.edu>

Fonte disponivel em: <labent/ioc/fiocruz>
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Figura 8 - Agar Eosina- Azul de Metileno

Fonte: (KONEMAN; SOMMERS, 1989)

Fonte disponivel em: <labent/ioc/fiocruz

Figura 10 - TSI - Agar ferro trés aclcares

Fonte disponivel em:
<users.stlcc.edu/kkiser/biochem.html>

Fonte disponivel em:
<users.stlcc.edu/kkiser/biochem.html>
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Figura 12 - Reacao do Vermelho de Metila - VM

7 negative positive \
methy red methy red

Fonte disponivel em:
<people.rit.edu/.../PDFfiles/20081MicroLab4.pdf>

Figura 13 - Positivo: Reacao de Voges-Proskauer - VP

B B

Fonte disponivel em:
<people.rit.edu/../PDFfiles/20081MicroLab4.pdf>

Fonte disponivel em:
<people.rit.edu/.../PDFfiles/20081MicroLab4.pdf>

Fonte disponivel em:
<users.stlcc.edu/kkiser/biochem.html>
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Figura 16 - Utilizacao do Malonato

Fonte disponivel em:
<users.stlcc.edu/kkiser/biochem.html>

Fonte disponivel em:
<users.stlcc.edu/kkiser/biochem.html>

Figura 18 - Meio SIM (H2S; Indol; Mobilidade)

Fonte disponivel em:
<people.rit.edu/.../PDFfiles/20081MicroLab4.pdf>

Notas: 1: ndo inoculado; 2: H2S - Indol + Mobilidade+;
3:H2S - Indol — Mobilidade-; 4: H2S + Indol - Mobilidade+.
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Meios de cultura e reagentes: para o preparo dos meios de cultura desidratados, reagentes e

solugdes comercializados e ndo discriminados a seguir, obedecer as recomendagdes dos fabricantes.

Meios de Pré-enriquecimento

Agua Peptonada 1% Tamponada (pH 7,2)

Peptona 10,0g
Cloreto de sodio 5,0g
Fosfato de sodio dibasico 3,5¢
Fosfato de potassio monobasico 1,5g
Agua destilada 1000mL

Suspender e dissolver os componentes em agua destilada, esterilizar em autoclave a 121°C por

15 minutos.

pH final: 7,2 £ 0,22 2°C

Caldo Tetrationato
Polipeptona 5g
Sais biliares 1g
Carbonato de célcio 10g
Tiossulfato de sodio (penta-hidratado) 30g
Agua destilada 1000mL

Suspender os componentes em agua destilada e dissolver por aquecimento até a ebuli¢do.
Distribuir aliquotas de 10mL em tubos de ensaio de 16mmx160mm previamente esterilizados. Nao

autoclavar. Estocar por até duas semanas a 5°C-10°C.
pH final 8,4+ 0,2 a 25°C.

No momento da utilizacdo do meio, adicionar para cada 10mL de caldo tetrationato, 0,2mL de
soluc¢do de iodo-iodeto de potassio e 0,1mL de solugdo de verde brilhante a 0,1%.

O meio ndo devera ser estocado apds o acréscimo das solugdes anteriormente descritas.
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Caldo Rappaport-Vassiliadis

Meio Base

Triptona 5g
Cloreto de sodio 8g
Fosfato monobdsico de potassio 1,6g
Agua destilada 1.000mL

O meio base devera ser preparado no dia de sua utilizagao.

Solugdo de Cloreto de Magnésio
Cloreto de magnésio hexa-hidratado 400g
Agua destilada 1.000mL

Estocar em frasco escuro, a temperatura ambiente, por até um ano.
Solugio de Verde Malaquita Oxalato

Verde malaquita oxalato 04g
Agua destilada 1.000 mL

Estocar em frasco escuro, a temperatura ambiente, por até seis meses.

Preparo e distribuigdo final do meio

Para o preparo do meio completo, acrescentar para cada 1.000mL do meio base: 100mL de
solugdo de cloreto de magnésio e 10mL de solu¢do de verde malaquita oxalato. Dispensar aliquotas de
10mL em tubos de 16mm x 160mm. Autoclavar a 115°C por 15 minutos. Estocar o meio completo em

refrigerador e utilizar em até um més ap6s o preparo.

pH final 5,5+ 0,2 a 25°C

Meios de Triagem

Meio de Triagem de Costa e Vernin - CV

A - Base semissolida

Peptona 20g
Cloreto de sodio 5g
Solugéo de Azul de Timol 3mL
Indicador de Andrade 10mL
Agar-agar. 5g

Agua destilada 1.000mL

Adicionar todos os elementos a dgua e aquecer até dissolver completamente o agar. Ajustar o

pH a 7,3 ou a 7,4. Distribuir quantidades exatas do meio em baldes e esterilizar a 121°C por 15 minutos.

B - Base Solida
Peptona (Bacto) 1g

Triptona ou tripticase 5g
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Tiossulfato de sddio 0,2g
Sulfato ferroso amoniacal 0,2g
Solugdo de azul de timol 3mL
Indicador de Andrade 10mL
Agar 20g
Agua destilada 1.000mL

Adicionar os componentes em dgua destilada e aquecer em banho-maria fervente até a completa
dissolucdo. Ajustar o pH a 7,3 ou a 7,4. Distribuir quantidades exatas do meio em baldes e esterilizar a

121°C por 15 minutos.

Preparo e distribuigdo final do meio

Fundir as bases e resfriar entre 50°C a 60°C, aproximadamente. Adicionar, a cada um deles, na
proporgio de 5mL por 100mL de meio, a solugdo de ureia e agticares. Distribuir, inicialmente, o Agar
semissOlido em volume de 2,5mL em tubos esterilizados de 13mm de diAmetro com altura varidvel. Deixar
solidificar, & temperatura ambiente, por cerca de 30 minutos e acrescentar, em seguida, volume idéntico, por

tubo, da base solida. Inclinar os tubos, de modo a deixar uma base de 2cm a 3cm de altura, aproximadamente.

Solugdo de azul de timol

Azul de timol 1,6g
NaOH 0,1N 34,4mL
Agua destilada 65,6mL
Indicador de Andrade

Fucsina 4cida 0,5g
Hidroéxido de Sédio N 16mL
Agua destilada 100mL

Dissolver a fucsina em dgua destilada e adicionar o hidréxido.

Solugdo de Ureia e agticares

Ureia 20g
Lactose 30g
Sacarose 30g
Agua destilada 100mL

Dissolver a mistura por aquecimento brando em banho-maria e esterilizar por filtragio.

Conservar em geladeira.

A semeadura ¢ executada com auxilio de agulha, introduzindo-a até o terco superior da
metade da camada semissdlida e sob a forma de estrias, na superficie da parte sélida. Neste meio,
poderad ser pesquisada a produgio de indol, fixando no tampao, apds a inoculagdo, uma tira de papel
de filtro, embebida no reativo para pesquisa de indol ou entido impregnando o préprio algodido

(hidréfilo) na sua base interna, com esse reativo. Incubar a 37°C durante 24 a 48 horas.
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Meio de Triagem IAL (PESSOA; SILVA, 1972)

Base (Meio de Rugai)

Triptona (Difco) 10g
Extrato de carne (Difco) 2g
Cloreto de s6dio (Merck) 5g
Fosfato dissddico (Synth) 2g
L-triptofano (Nuclear) 1g

Azul de bromotimol (Inlab) solucdo alcoolica 1,5% 2mL
Agar (Difco) 11g
Agua destilada 1.000mL

Dissolver todos os ingredientes, com exce¢do do agar e do indicador. Ajustar o pH em

7,4£0,2, acrescentar o agar, fundir, filtrar e adicionar o indicador. Esterilizar 121°C por 15 minutos.

Lisina

Extrato de levedura (Oxoid) 3g
Glicose (Synth) 0,5g
Nitrato de potassio (Merck) 0,5g
L-lisina (Ajinomoto) 5g

Agar (Difco) 4g
Purpura de bromocresol(Merck) solucdo alcoolica 1,6% 1,25mL
Agua destilada 1.000mL

Dissolver todos os ingredientes, acertar o pH em 6,4+0,2, acrescentar o agar e aquecer até

completa fusao.

Vascar
Cera de carnatba (tipo flor) 10g
Vaselina liquida 90mL

Reativo de indol

p-dimetil aminobenzoaldeido 1g
Acido arcérbico 2g
Agua destilada 1.000mL

Dissolver o p-dimetil aminobenzoaldeido no alcool, adicionar o acido ortofosférico e agua.

Solugdo substrato

Citrato de ferro amoniacal 2g
Tiossulfato de sédio 2g
Sacarose 80g
Glicose 10g
Ureia 40g
Agua destilada 85mL
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Colocar todos os reagentes em um frasco esterilizado de 200mL, fechar e aquecer a 65°C sob
agitacdo frequente até completa dissolu¢do. Deixar o frasco imerso por uma hora a essa temperatura.

Fundir 800mL de Rugai, esfriar a aproximadamente 65°C e acrescentar 14mL de substrato.

Adicionar, em tubos de 12mmx120mm, quantidade de vascar (solucéo 3) suficiente para formar
um anel de Imm de espessura. Distribuir 1,5mL do meio Lisina (solugdo 2) e esterilizar a 121°C por 15
minutos. Deixar os tubos na posi¢io vertical para formagao do menisco vedatdrio do vascar e adicionar
3mL do meio de Rugai (solugdo 1) com o substrato (solugio 5). Colocar o tampao de algodio no reativo
do indol (solugdo 4). Deixar inclinado de tal maneira que a base seja de aproximadamente um tergo da

altura do dpice.

Meio Basico para Fermentacao de Carboidratos

Peptona 10g
Extrato de carne 3g
Cloreto de sédio 5g
Indicador de Andrade 10mL
Agua destilada 1.000mL

Ajustar pH a 7.2. Distribuir em volumes de 3mL a 5mL e esterilizar a 121°C por 15 minutos. Os
carboidratos glicose, lactose, sacarose e manitol sdo incorporados ao meio, na concentragao final de 1,0%,

os demais carboidratos sdo geralmente utilizados a 0,5%.

A glicose, manitol, dulcitol, salicina, adonitol e inositol podem ser incluidos ao meio basico
e esterilizados a 121°C por 15 minutos, pois resistem a esse processo. No entanto, lactose, sacarose,
celobiose, arabinose, ramnose e xilose devem ser esterilizados & parte, principalmente sob a forma
de solugdes a 10% ou a 20%, recorrendo-se, para tanto, aos processos fisicos, como a filtracdo ou o
aquecimento a 121°C por 10 minutos, seguido de resfriamento brusco. A presenca de acido no meio,
em decorréncia do metabolismo da bactéria, é revelada pela viragem do indicador de Andrade para uma

coloracao avermelhada.

Caldo Ureia

Extrato de levedura 0,1g
Fosfato de sodio dibasico 9,5g
Fosfato de potassio monobasico 91g
Ureia bacterioldgica 20g
Vermelho de fenol 0,01g
Agua destilada 1000mL

Suspender os componentes em agua destilada e homogeneizar até a total dissolugao. Esterilizar

por filtragdo. Distribuir aliquotas de 3mL em tubos de ensaio de 13X100mm.

pH final 6,8+ 0,2 a 25°C.
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Meio para Manutencao e Envio de Cepas

Agar nutriente fosfatado**

*Extrato de carne 3g
*Peptona 10g
*Cloreto de Sédio (NaCl) 3g
Fosfato dibasico de sédio (12 H20) 2g
*Agar-agar 15g
Agua destilada 1.000mL

Ajustar o pH 7.2-7.4. Distribuir em tubos de hemolise, em volumes de 3mL a 4mL/tubo e
esterilizar a 121°C por 15 minutos. Deixar solidificar em posi¢ao discretamente inclinada (bisel curto).
A semeadura do meio deve ser realizada por duas a trés picadas, até a profundidade, e por estrias, na
superficie. Substituir o tampao de algoddo dos tubos por rolhas de borracha ou por silicone previamente
esterilizadas. Empregar as condi¢des normais de tempo e de temperatura de incubagdo. Para manutencdo
por longo periodo, as cepas repicadas devem ser mantidas ao abrigo da luz.

* A formulagio citada podera ser substituida por meio comercializado (Agar nutriente), desde
que mantidas as concentragdes anteriormente mencionadas, efetuando-se adi¢do somente da(s) droga(s)
ndo existente(s) na formulagado bésica.

** Essa formulagdo podera ser utilizada para manutengio e envio de cepas das familias
Vibrionaceae e Aeromonadaceae. Para o preparo do meio, devem ser adicionados 10g de cloreto de s6dio

(NaCl), em substitui¢do ao peso indicado na formulagao acima.

Solucdes e Reagentes

Solugdo de iodo-iodeto de potdssio

Iodeto de potassio 5g
Iodo ressublimado 6g
Agua destilada estéril 20mL

Dissolver o iodeto de potassio em 5mL de agua destilada estéril. Adicionar o iodo e dissolver por agitagio.

Diluir para um volume final de 20mL.

Solugdo de verde brilhante a 0,1%
Corante verde brilhante 0,1g
Agua destilada estéril 100mL

Dissolver o corante em 4gua esterilizada
Solugdo salina a 0,85%

Cloreto de sddio 8,5¢
Agua destilada 1.000mL

Dissolver o cloreto de sodio em agua destilada. Autoclavara 121°C por 15 minutos. Resfriar a temperatura ambiente.
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