MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA.
PORTARIA N° 126, DE 03 DE NOVEMBRO DE 1995.

Normas de Credenciamento e Monitoramento de L aboratérios de Diagnostico das Salmonel oses Aviérias
(S. Enteritidis, S. Gallinarum, S. Pullorum e S. Typhimurium)

O SECRETARIO DE DEFESA AGROPECUARIA, no uso da atribuicdo que Ihe confere o artigo 78,
inciso VII do Regimento Interno da Secretaria, aprovado pela Portaria Ministerial n® 212, de 21 de agosto
de 1992, resolve:

Art. 1° - Aprovar as Normas de Credenciamento e Monitoramento de L aboratorios de Diagndstico das
Salmoneloses Aviarias (S. Enteritidis, S. Gallinarum, S. Pullorum e S. Typhimurium), em anexo.

Art. 2° - Esta Portaria entra em vigor na data de sua publicagéo, revogando-se a Portaria SDA n°207, de
20 de dezembro de 1994, publicada no Diario Oficial da Uni&o n° 244 de 26 de dezembro de 1994 e as
demai's disposi¢des em contrario.

ENIO ANTONIO MARQUES PEREIRA
ANEXO

NORMAS PARA CREDENCIAMENTO E MONITORAMENTO DE LABORATORIOS DE
DIAGNOSTICO DAS SALMONELASAVIARIAS (S. Enteritidis, S. Gallinarum, S. Pullorum e
S.Typhimurium)

1. Do Credenciamento

Para efeito de credenciamento e monitoramento serdo obedecidas as determinagdes constantes das
Portarias da Secretaria Nacional de Defesa Agropecuéria/ SNDA n° 53 de 20 de maio de 1991 e da
divisdo de Laboratério Animal / DLA n° 01 de 14 de agosto de 1991 e demais normas e instrucdes que
vierem a ser baixadas por este Ministério.

2. Material
2.1. Antigenos e soro padréo

SO poderdo ser utilizados antigenos (AQ) e o soro controle positivo (SCP) registrados no Departamento de
Defesa Animal / DDA, observando o prazo de validade.

2.2.Meiosde cultura

- Agar citrato de Simmons

- Agar Fenilaanina

- Agar Hektoen (HK)

- Ager LisinaFerro (LIA)

- Agar Macconkey

- Agar Nutritivo

- Agar Rambach

- Agar Triplice Agtcar Ferro (TSI)
-Agar Verde Brilhante (BPLS)
-.Caldo Cérebro Coracao (BHI)
-.Caldo Malonato

-.Caldo para descarboxilacéo da Lisina
-.Caldo para descarboxilagéo de Ornitina
-.Caldo para desidrolagéo de Arginina



-.Cado parafermentacdo de Dulcitol
-.Caldo parafermentacéo de Glicose
-.Cado parafermentacéo de L actose
-.Cado parafermentacéo de Maltose
-.Cado parafermentacdo de Manitol
-.Cado para fermentacdo de Sacarose
-.Caldo Rappaport Vassiliadis
-.Caldo Tetrationato

-.Caldo Uréia

-.Leite Desnatado

-.Meio de Clark e Lubs

-.Meio de transporte Cary e Blair
-.Meio SIM motilidade, producéo de indol e H2S

2.3. Reagentes

-.Reativo de Kovacs

-.Reagente para a prova de V oges-Proskauer (VP)
-.Reagente para a prova de Vermelho de Metila (VM)
-.Solucdo aguosa de Cloreto de Célcio a 1%
-.Solugdo aguosa de Novobiocina a 4%

-.Solucéo aguosa de Verde Brilhante a 0,1%
-.Solucéo |odo-lodetada

-.Solugdo salinaa 0,85%

-.Solucéo salinaa 2%

-.Soro anti-flagelar H2 de Salmonella

-.Soro anti-flagelar Hi de Salmonella

-.Soro anti-flagelar Hg, m de Salmonella

-.Soro anti-flagelar Hg, p de Salmonella

-.Soro anti-flagelar Hm de Salmonella

-.Soro anti-flagelar Hp de Salmonella

-.Soro anti-flagelar Hg de Salmonella

-.Soro anti-somético B (04) de Salmonella

-.Soro anti-somético D (09) de Salmonella

-.Soro anti-somatico O polivalente de Salmonella

2.4. Amostras a serem testadas
2.4.2. Diagnostico bacteriol égico

2.4.2.1. Animaisvivos:

- Swab de cloaca

- Fezes frescas do lote

- Material da cama, ninho €/ou swab de arrasto.
- Ovos

2.4.2.2. Animais necropsiados:
- Swab de carcaca

- Baco

- Figado

- Ovérios
-VesiculaBiliar

- Rins

- Pulméo

- Coragao

- Trato gastrintestinal

- Articulagbes com lesdes
- Conjuntiva com lesdes



2.4.3. Diagnostico sorol ogico:
- Soro sanguineo

3. Recebimento das amostras

3.1. Asamostras deverdo estar devidamente identificadas e acondicionadas em caixas isotérmicas.
3.2. As amostras deverdo estar acompanhadas de um formulério de coleta devidamente preenchido,
conforme model 0 estabel ecido pela Coordenacdo de Programa Sanitario CPS, do Departamento de
Defesa Anima DDA.

3.3. Asamostras serdo registradas em livro proprio conforme model o indicado pela Coordenacdo Geral de
Laboratério Animal CGLA.

3.4. As amostras de tecidos destinadas ao diagnéstico bacteriol 6gico deverdo estar resfriadas a+ 4°C.

3.5. Quando as amostras destinadas ao diagndstico bacteriol 6gico forem coletadas através de swabs, 0s
mesmos deverdo ser introduzidos em meio de transporte Cary e Blair, excecdo feita a swabs de arrasto
gue deverdo estar submersos em leite desnatado esterilizado. As amostras deverdo estar resfriadas a +
4°C.

3.6. As amostras destinadas ao diagnostico sorol 6gico deverdo estar resfriadas a+ 4°C. Nao serdo aceitas
amostras de sangue total, com presenca de coagulo ou evidéncias de contaminagao.

3.7. As amostras destinadas ao diagnostico sorolégico, deverdo ser, obrigatoriamente, divididas em duas
aliquotas e identificadas, uma como prova e outra como contra-prova.

3.8. A targeta de identificacdo da contra-prova, conforme modelo indicado pela CGLA, sera preenchidae
lacrada juntamente com as amostras para contraprova; o lacre sera plastico, numerado e inviolavel.

4. Conservagdo e estocagem

4.1. As amostras destinadas ao diagndstico bacteriol 6gico deverdo ser mantidas atemperaturade + 4°C
por ndo mais que 48 horas, até serem processadas.

4.2. As amostras destinadas ao exame sorol0gico deverdo ser mantidas a temperatura de + 4°C por néo
mais que 48 horas, até serem processadas.

4.3. As amostras destinadas a contra-prova do diagnéstico sorol6gico deverdo ser mantidas em
temperaturade 20° C, por um periodo de 30 (trinta) dias.

5. Seguranca biologica

5.1. Deverdo ser respeitadas as normas de seguranca biol 6gica em todos os procedimentos realizados com
0 material de exame.

5.2. As amostras destinadas a contra-prova, serdo destruidas apds decorrido o prazo estabelecido paraa
sua estocagem, com a observancia dos critérios e normas de seguranca biol ogica.

6. Métodos

6.1. Diagnéstico bacteriol 6gico

- |solamento

- |dentificac&o bioquimica

- Caracterizagdo antigénica da cepa bacterianaisolada aglutinacéo
rapida em lamina.



6.2. Diagndstico sorol égico

- Soroaglutinacdo rapida

- Soroaglutinacdo lenta em tubo
- Microaglutinagdo

7. Dos resultados e rel atérios

7.1. Toda a documentacéo referente alivro de registro, laudo de resultado e relatérios devera ser
arquivada por um periodo de cinco anos.

7.2. Os resultados dos exames deverdo ser emitidos em formulério proprio, segundo model o estabel ecido
pela Coordenagédo Geral do Laboratério Animal CGLA, e de acordo com o fluxograma determinado.

Resultado negativo: Enviar FAX ou outro tipo de comunicagdo imediata, parao Médico Veterinério
reguisitante.

Resultado positivo: Enviar FAX ou outro tipo de comunicagéo imediata, para:

- Servico de Sanidade Animal / SSA / DFAARA,;

- Comité Estadual de Sanidade Avicola CESA;

- O Laboratorio de Referénciaindicada pela CGLA;

- O Departamento de Defesa Animal DDA, em Brasilia;
- O Médico Veterinario requisitante.

7.3. Todo laboratério credenciado devera encaminhar até o quinto dia Util do més subsequiente, relatdrio
das atividades mensais, em formulério préprio, segundo model o estabelecido pela CGLA, a CGLA.

8. Do laboratoério
8.1. O laboratorio deve possuir instal agdes e equipamentos adequados para a realizagdo do Diagnostico
das Salmonel oses Aviérias responsavel técnico e substituto deste, devidamente habilitado pela CGLA

para arealizacdo dos diagnosticos.

8.2. AsinstalagBes devem fazer parte da mesma base fisica do laboratério e atender as normas de
seguranca biol dgica.

8.3. Somente o responsavel técnico ou seu substituto poderdo assinar formulario de resultado do exame e
o relatorio mensal.

9. Instalacdes, equipamentos e materiais.

Para efeito de credenciamento e monitoramento, o laboratdrio sera vistoriado, devendo atender as
exigéncias quanto a:

9.1. Instalagdes

9.1.1. Protocolo

O protocolo devera ser constituido de dois ambientes distintos:

9.1.1.1. Recepcdo: Onde serdo recebidos, registrados e identificados os materiais a serem examinados.
Deverater pessoa proprio que procedera a conferéncia do material, observando a exatidao dos dados de

remessa e 0 estado de conservacso.

9.1.1.2. Escritorio: Estrutura responsavel pela emissdo dos laudos do resultado devendo ser
obrigatoriamente independente da sala da recepcéo.

9.1.2. Sdlade exame



Neste local as amostras serdo processadas, incluindo-se a realizacdo dos exames bacteriol égicos e
sorol 6gi cos.

9.1.3. Apoio técnico
9.1.3.1. Meios e solucdes
Este setor estard encarregado do preparo de meios e solucdes.

9.1.3.2. Lavagem e esterilizac8o Este setor atendera o laboratério procedendo a desinfecgdo, lavagem,
montagem, esterilizagéo e estocagem de material oriundo dos setores de exame, meios e solucdes.

9.2. Equipamentos e materiais
9.2.1. Protocolo

9.2.1.1. Recepcao
- Mesa com superficie resistente a desinfetantes
- Refrigerador

9.2.1.2. Escritério
- Arquivo com chave
- Maguina de escrever / equipamentos de informatica

9.2.2. Sdlade exame

- Balanca

- Banhomaria regulével

- Cémara asséptica ou fluxo laminar vertical
- Estufa bacteriol 6gica a 35-37°C

- Estufa bacteriolégicaa42 43°C

- Fonte de luz

- Homogenei zador de tubos (opcional)

- Microplacas com fundo em U com 96 pocos
- Microscopio 6tico

- Pipetas automaticas de 10, 40 e 100 ml

- Refrigerador

- Sistema de microteste

- Stomacher (opcional)

9.2.3. Apoio técnico

9.2.3.1. Meios e solugdes

- Agitador magnético com e sem placa aguecedora
- Balanca analitica (opcional)

- Balanga semi-analitica

- Carrinho de laborat6rio (opcional)

- Congelador a20° C

- Delonizador (opcional)

- Destilador (opcional)

- Dispensador de pipetas

- Fluxo laminar horizontal ou cdmara asséptica
- Potencidmetro

- Refrigerador (+4 a+8°C)

9.2.3.2. Lavagem e esterilizacéo
Desinfeccao:



- Autoclave
- Carrinho de laboratério (opcional)

Lavagem:

- Cuba para &gua sanitaria

- Delonizador (opcional)

- Deposito para agua destilada ou dgua deionizada
- Destilador

- Lavador de pipetas

- Sistema para enxaguie de material

- Sistema para ferver material (vidraria, etc.)

Montagem:
- Estante para secagem de material
- Mesa para montagem do material

Esterilizac&o:

- Autoclave

- Carrinho de laboratorio (opcional)
- Forno de esterilizagdo

Estocagem:

- Congelador (-20°C)

- Estantes e / ou armérios

- Refrigerador (+4 a+8°C)

10. Do responsavel técnico e seu substituto

Para efeito de credenciamento e monitoramento, o responsavel técnico e seu substituto serdo submetidos a
avaliacao técnico-cientifica, pela CGLA.

11. Do credenciamento e monitoramento

Apbs a aprovacdo dos responsaveis técnicos na avaliagio técnico-cientifica e atendimento As exigéncias
de instalacBes e equipamentos na vistoria, o laboratério sera credenciado.

O monitoramento se fara utilizando os procedimentos de envio de material para controle da qualidade
técnica e realizagcdo de vistorias técnico-administrativas.

12. Disposi¢oes gerais
12.1. Sob nenhuma alegac&o sera concedida contra-prova de diagnéstico bacteriol gico efetuado.

12.2. Somente ap6s a realizacdo do isolamento e das caracterizagbes bioquimicas e antigénicas devera ser
liberado resultado definitivo e conclusivo para o diagndstico das Salmoneloses Aviarias.

12.2.1. Independentemente da emissao, pel os laboratorios credenciados de resultados definitivo e
conclusivo do diagnostico das Salmonel oses nos casos em que as cepas apresentarem a formula
antigénica completa (Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis, Salmonella Gallinarum,
Salmonella Pullorum), estas dever&o ser encaminhadas ao L aboratério de Referénciaindicado pela
CGLA, visando aformagdo de um banco de dados para a realizagdo de estudos epidemiol ogicos.

12.2.2. As cepas que apresentarem a formula antigénica incompleta ou apenas aglutinarem com 0 soro
anti-somatico O polivalente, deverdo ser encaminhadas ao Laboratorio de Referénciaindicado pela
CGLA paraaconfirmagao e/ou caracterizacdo final.

12.2.3. Asremessas das amostras referidas nositens 12.2.1 e 12.2.2 deverdo ser acompanhadas dos



protocol os dos exames realizados, podendo ser utilizadas para fins de monitoramento dos laborat6rios
credenciados e pesquisa.

12.3. Astécnicas, 0s reagentes e as solugdes a serem utilizados para o diagnostico das Salmonel oses
Aviérias estdo descritos nos Anexos | e |l respectivamente.

12.4. Outros métodos diagndsticos poderdo ser utilizados desde que previamente regulamentados pela
CGLA.

12.5. O laboratério credenciado que ndo cumprir esses procedimentos tera o credenciamento para o
Diagnostico Oficial das Salmoneloses Aviarias, suspenso por tempo determinado ou cancelado, por ato
desta Secretaria.

12.6. Os exames realizados pelos laboratérios credenciados serdo custeados diretamente pelos
interessados.

12.7. O Laboratério de Referénciaindicado pela CGLA, somente receberd amostra para a confirmagéo
diagnostica, remetida pel os laboratdrios credenciados, cujos exames serdo custeados diretamente pelos
interessados.

ANEXO |

DESCRICAO DAS TECNICAS/ METODOS BACTERIOLOGICOS E SOROLOGICOS PARA
DIAGNOSTICO DAS SALMONELOSES AVIARIAS (S. Enteritidis, S. Gallinarum, S. Pullorume S.
Typhimurium)

1. Diagnostico Bacteriol 0gico

1.1. Enriquecimento

1.1.1. ORGAOS

1.1.1.1. Enriquecimento ndo seletivo

Homogeneizar o material e inocular 2g em 20 ml de Caldo Cérebro Coragdo (BHI)

Incubar atemperatura de 35 a 37 °C por 18 a 24 horas.

1.1.1.2. Enriquecimento seletivo

Homogeneizar o materia e incubar 2g em 20ml de Caldo Tetrationato 0,2g em 20ml de Caldo
Rappaport-Vassiliadis.

Incubar atemperatura de 42 a 43 °C por 18 a 24 horas e também a 35 a 37°C.

1.1.2. OVOS

1.1.2.1. Enriquecimento ndo seletivo

Proceder a desinfeccdo da casca do ovo com acool etilico a 70% ou & cool iodado antes de abri-lo.
Homogenei zar o contelldo em saco plastico esterilizado ou stomacher semear 10ml em 100 ml de BHI.
Incubar atemperatura de 35 a 37° C por 18 a 24 horas.

1.1.3. MATERIAL DE CAMA, NINHO SWAB DE ARRASTO E FEZES.



1.1.3.1. Enriguecimento ndo seletivo

Homogeneizar o material e inocular 2g em 20ml de BHI.
Incubar atemperatura de 35 a 37 °C por 18 a 24 horas.
1.1.3.2. Enriquecimento seletivo

Homogeneizar o materia e inocular 2g em 20ml de Caldo Tetrationato e 0,2g em 20 ml de Caldo
RappaportVassiliadis.

Incubar atemperatura de 42 a 43 °C por 18 a 24 horas.

1.2. Isolamento

A partir dos caldos de enriquecimento seletivo e ndo seletivo estriar em placas de Agar MacConkey, Agar
Verde Brilhante, Agar Hektoen e /ou Agar Rambach (Utilizar no minimo, dois meios
seletivosindicadores).

Incubar atemperatura de 35 a 37°C por 18 a 24 horas.

Verificar 0 aspecto das coldnias desenvolvidas nas placas.

Caracteristicas das colonias de Salmonella:

- Agar MacConkey Coloniasincolores.

- Agar Hektoen Colonias verde-azuladas, com ou sem centro-negro.

- Agar Verde Brilhante (BPLS) Col6nias rosadas

- Agar Rambach Col6éniasincolores (S. Gallinarum e S. Pullorum) ou vermelhas (outras Salmonellas).
1.3. Identificacéo

1.3.1. Identificacdo bioquimica preliminar

A partir do isolamento em Agar MacConkey, Verde Brilhante, Hektoen e/ou Agar Rambach repicar de
cada umadas placas 2 a 3 coldnias, com caracteristicas de Salmonella, no Agar TSI, LIA, SIM e Caldo
Uréia. Fazer aleitura de acordo com o Quadro 1.

Quadro 1 Identificac&o bioquimica presuntiva de Salmonella

Salmonella Salmonella
Comportamento Salmonella |Salmonella - p.
bioquimico Pullorum Gallinarum sub-espécie | sub-espécies
Il aelllB
Base |A gés +/- A gés- A gés + A gas +
TSI 24 horas Bisal [V V V V ou A
H2S |+/- + + +
Base |P P P P
LIA 24 horas 0S|/ n 5 n
Urease - - + -
Motilidade - - + +

Salmonella sp sub espéciel S. Typhimurium e S. Enteritidis (entre outras)
Salmonella sp sub espécielll aelll b - Antigo grupo Arizona

A amarelo (&cido)




V vermelho (alcalino)
P purpura (alcaino).

1.3.1.1. As cepas que apresentarem resultado negativo para a presenca de urease e reagbes caracteristicas
de Samonellano Agar TSI e LIA mdveis ou imoveis no SIM devem ser submetidas a testes bioquimicos
complementares, de acordo com o quadro de diferenciacéo (Quadro 2).

Quadro 2 Diferenciacdo biogquimica de Salmonella

Salmonella Salmonella sp
Comportamento |sp. ~ |SamonellgSamonella sub-espécies m
bioguimico Iwb—espeue Pullorum |Gallinarum aelllB
Indol - - N -
VM + + + i
VP - - N -
Cit. Simons + - . *
H2Sno TS + d + *
Urease - - N .
Fenilalanina ) ) -
desaminase
Lisina
descarboxilase i " i
Arginina
deg drolase d d i ‘
Ornitina
descarboxilase * i ’
Motilidade + - - i
Malonato - - -
D-Glicose
producéode &cido " * : '
D-Glicose d 3 +
producéode gés
L actose - - - *
Sacarose - - - d
D Manitol + + + -
Dulcitol + - +(*) *
Maltose + -(**) + *

Salmonella sp sub espéciel S. Typhimurium e S. Enteritidis (entre outras)
Salmonella sp sub espécielll aelll b - Antigo grupo Arizona

+ - 90-100% de cepas sdo positivas

- - 90-100% de cepas sdo negativas

d Diferentestipos

(*) Ocasionamente negativa

(**) ou tardiamente positiva

As cepas que apresentarem perfil bioguimico compativel com Salmonella
devem ser caracterizadas antigenicamente através do teste de aglutinacdo rgpida
com soro anti-somético O polivalente de Salmonella.

1.3.2. Caracterizagdo antigénica da cepa bacteriana - aglutinagdo rapida em [amina.

1.3.2.1. Com soro anti-somético O polivalente de Salmonella. Adicionar ao cultivo do Agar Nutritivo 0,5
1,0 ml de solucéo salina 0,85% estéril e homogeneizar.



Depositar sobre a superficie dalamina, uma gota da solucéo salina 2% e outra de soro anti-soméatico O
polivalente de Salmonella.

Acrescentar uma gota de suspensdo bacteriana sobre cada uma delas e Homogeneizar. Realizar aleitura
em 30 a 60 segundos, com iluminacéo sobre fundo escuro.

Classificar areacdo do seguinte modo:

Positiva Presenca de aglutinagdo na mistura cultura + soro anti Salmonella.
Negativa Auséncia de aglutinacdo na mistura cultura + soro anti Salmonella.

Caso ocorra aglutinacdo em ambas as misturas a caracterizacdo antigénica estarainviabilizada por
tratar-se de cepas rugosas (autoaglutinavel), neste caso, proceder o isolamento.

1.3.2.2. As cepas moveis ndo rugosas que apresentarem resultado positivo frente ao soro anti-somatico O
polivalente de Salmonella deverdo ser caracterizadas antigenicamente com 0s soros anti-somaticos B (04)
e D (09) deSamonella.

1.3.2.3. Com o soro anti-somatico B (04) Caso o corra aglutinagdo na mistura cultura+soro antisomético
B (04) nas cepas mdveis deveremos prosseguir na caracterizagao antigénica frente aos soros
anti-flagelares H1 e H2 de Salmonella no sentido de se identificar a Salmonella Typhimurium (1, 4, [5],
12:i:1, 2). Portanto a aglutinacdo 4:i:2 confirma o sorovar acima.

1.3.2.4. Com o soro anti-somatico D (09).

As cepas moveis que ndo apresentarem resultado positivo frente ao soro anti-somatico B (04) deverdo ser
submetidas ao teste de aglutinagdo frente ao soro antisomatico D (09). Caso ocorra aglutinagdo da mistura
cultura +soro antisomatico D (09) deveremos prosseguir na caracterizacao antigénica frente aos soros
anti-flagelares: Hg, m; Hg, p; Hm, Hp e HQ, no sentido de identificar a Salmonella Enteritidis
(1,9,12:.g,m:-).

A inclusdo dos soros anti-flagelares Hp e Hq visa afastar a possibilidade de identificagcdo erronea de
outros sorovares com formula antigéni ca assemelhada. Fazer ainterpretagdo de acordo com o Quadro 3.

Quadro 03 Caracterizacéo antigénica dos fatores flagelares Hg, Hm, Hp e Hq

Resultado
Antissoros da Interpretacéo

aglutinacdo

Soro
anti-flagelar + Confirmac&o da presenca do fator Hg
Hg,m
Soro
anti-flagelar [+
Hg,p
Soro
anti-flagelar [+ Confirmag&o da presencga do fator Hm
Hm
Soro )
anti-flagelar Hp
Soro )
anti-flagelar Hq

Confirmacao da ausénciado fator Hp

Confirmac&o da auséncia do fator Hq

Os resultados apontados no Quadro 03 permitem confirmar a caracterizag&o antigénica da Salmonella
Enteritidis (9:g,m).



1.3.2.5. As cepasimdveis ndo rugosas que apresentarem resultado positivo frente ao soro anti-somético
polivalente O, deveréo ser caracterizados antigenicamente com soro anti-somético D (09).

Ass cepas que apresentarem resultado positivo deveréo ser diferenciadas bioquimicamente.

Quadro 04 Reaces bioquimicas de S. Pullorum e S. Gallinarum.

Provas bioguimicas guam?ﬂﬂl a Salmonella Gallinarum
Descarboxilaggo da |, i
ornitina

Producéo de H2S

(TSI) +- "
Fermentacéo do

dulitol ' (%)
Fermentacdo da . x

maltose () "
Fermentacéo de . .
glicose/gés +gast/- T ges-

(*) Ocasionamente negativa
(**) Ou tardiamente positiva

2. Diagnéstico Sorologico

2.1. Aglutinacéo rgpida

Depositar uma gota no antigeno corado em uma placa ou |&mina, acrescentar uma gota de soro sanguineo.
Homogeneizar com movimentos suaves da placa ou lamina. Realizar aleitura apds 1 e 2 minutos.
Classificar areacdo do seguinte modo:

Positiva aglutinagcdo em até 2 minutos.

Negativa Auséncia de aglutinagdo em 2 minutos.

2.2. Aglutinacéo lenta em tubo

Misturar em tubo (13x100), 0,04 ml do soro sanguineo e 1 ml do antigeno ndo corado para obter diluicdo
de 1:25.

Incluir controles positivo e negativo com soros conhecidos.

Incubar amisturade 35 a 37°C por 18 a 24 horas.

Classificar areacdo do seguinte modo:

Positiva deposito granular branco, com sobrenadante limpido.

Negativa turbidez uniforme

2.3. Microaglutinagdo

Utilizando placas de microteste diluir o soro 1:20 pela adicdo de 10 ml de solucéo salina 0,85%,
acrescentar 100 ml de antigeno para microteste, corado, previamente padronizado. Efetuar controles
positivo e negativo.

Selar as placas e incubar por 24 a48 horasde 35a37° C.

Classificar areacdo do seguinte modo:
Positiva Precipitagdo fina, difusa



Negativa precipitacdo em forma de bot&o.
ANEXOII
FORMULACAO E PROCEDIMENTOS TECNICOS DE PREPARACAO DE MEIOS DE CULTURAS

E REAGENTES
1 Agar Citrato de Simmons

SUIfato e MAGgNESIO .....ecveceeeieeie e 0,29
(O] 1= (0 0 (X< o o o 10 209
(@1 Fe] < (0 X0 (ST o o (1o IR 500
Fosfato monobasico de amonio..........cccceeveeeereeiieieiese e 109
Fosfato dibasiCo de POLASSIO ......ccecveerieeeeciiciec e 109
Azul de bromotimol .........ccceeveiiiieceeceee e 0,089
o - U 15,09

Dissolver 24,2 g em um litro de agua destilada ou deionizada. Aquecer até dissolucéo completa. Distribuir
3 a4 ml em tubos 13x100 ou 13 x120 mm.

Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Solidificar em posi¢éo inclinada.

pH final 6,8+ 0,2a25°C.

Semeadura A partir de cultura de 24 horas em agar nutritivo, semear pequeno indculo com agulha, em
estrias, na superficie do meio. Incubar atemperatura de 35 a 37 °C por 18 a 24 horas.

Interpretacdo Uma viragem da cor verde para a azul (alcalinizacéo) indica utilizacdo do citrato.

2 Agar Fenilalanina

EXtrato de leVEdUIraL.........ccuvveeieciee e 309
Fosfato dibasiCo de POtaSSIO.........ccccueeiveeeeciieiiecee e 109
Cloreto de SOUI0 ......ccveeveeciieie e 509

[ ] IR 1011 = F= 0T = 209
o OO 12 g

Dissolver 23 g em um litro de agua destilada ou deionizada e aquecer até dissolver completamente.
Distribuir 5 ml em tubos 16 x 160 mm. Esterilizar a 121°C por 15 minutos. Solidificar em posicéo
inclinada. pH final 7,3 + 0,2 a25°C Semeadura Fazer indculo abundante e incubar atemperatura de 35 a
37°C por 18 a 24 horas.

Interpretacdo Adicionar 5 a 6 gotas do reagente. A cor verde escuraindica atransformacéo de
fenilalanina em écido fenilpiravico (Proteus Morganella Providencia).

2.1 Reagente utilizado para o teste fenilalanina (desaminacéo).

ClOrEtO FEITICO. .. .vii ittt 10,09
Agua destilada ou deionizada ...............ccoeeevecueeceeeeeeeceeeeeeeenens 100 ml
3 Agar Hektoen

Prote0SE-PEPLONG .....coiveeieieee e s 129
EXtrato de 1evedo ........ccoeeeeevececeseee e 30¢g
(@1 1o < (0 )0 (ST o o [[o IR 500
TiOSSUITALO AE SOTIO ... 509
SAISDIAIES ... 90g¢g
Citrato deferro amoniacal ..........ccccceveeveiieriece e 159
2 (021 = 209
LACIOSE ... 1209
s 2 (0 SRR 12,09
FUCSINAACITA ..ot 01g
Azul de bromotimol .........ccceevveeeviere e 0,065 g
o - U 14,09

Dissolver 76 g em um litro de &gua destilada ou deionizada. Aquecer até afervura por alguns segundos.
N&o autoclavar. Distribuir 15 a 20 ml por placa. /
pH final: 7,5+ 0,1a25 °C.



4 Agar LisinaFerro (LIA)

PEPLONAL.......eei i e 5,0g
= (0 )0 (SRS /= o [0 = 30¢g
(€] 1T o0 1049

I 1 = USSP 10,09
TioSSUIfatO dE SOAIO .....cveeeecieececeeecec e 0,049
Citrato de ferro amoniacal...........ccccceeveeeeeieese e 05¢g
Parpura de bromocresol ... 0,02g
AGA et 15,09

Dissolver 34 g em um litro de &gua deionizada ou destilada. Distribuir em tubos. Esterilizar a121 °C por
12 minutos.

Esfriar em posicdo inclinada, de modo a produzir uma base de + 4 cm e um bisel menor. pH final: 6,7 +
0,2a25°C.

Semeadura A inoculagdo do meio se faz por picada central até a profundidade, seguida de espalhamento
em estrias estreitas na superficie. Incubar atemperaturade 35 a 37 °C por 18 a 24 horas.

Interpretacéo:

(1) Base purpura (reacdo acalina) e superficie purpura (reagdo alcalina): presencade lisina
descarboxilase.

Base amarela (reacdo &cida) e superficie vermelha ou purpura (reagéo acalina): auséncia de lisina
descarboxilase.

(2) A presenca de H2S se traduz por escurecimento do meio na juncéo da base com bisel. Em cepas que
produzem pouco H2S o escurecimento se limita a picada.

5 Agar MacConkey

BaCtO-PEPIONG........eoiiieeiiiie e 1709
ProteOSE-PEPIONEA ......ccuveiieeeee e 3049
(@1 Fo < (0 )0 (ST o o ([0 IR 500
LACIOSE. ..ttt e 10,09
S ISy o= TS i T 159
VermelNO NEULIO ........ocveeiieeieceese et 0,03¢g
O gES = V7T o] 1= = 0,001 g
o OO U T 1359

Dissolver 50g em um litro de &gua deionizada ou destilada. Esterelizar a 121° C por 15 minutos.
Distribuir 15 a 20 ml por placa.
pH final 7,1+ 0,2a25°C.

6 Agar Nutritivo

EXIralo 08 CAME......cvee et 309
PEPIONAL ...ttt 500

ClOreto de SOUI0 .....ccveeeeeiece e 509
A s 15049

Dissolver 28 g em um litro de agua destilada ou deionizada. Aquecer até dissolucdo completa. Distribuir
em tubos. Esterilizar 2121°C por 15 minutos.

Solidificar na posic¢éo inclinada.

pH final 6,8+ 0,2a25°C.

7 Agar Rambach

PEPIONAL ...t e 80¢
Propileno glicol .........coooveieieecececee e 1059
(@ o]¢= (o0 [0 [ o 1SS 509
DesoXiColato B SOUIO ......coveieieie e 109
Y T GO 1509
MiStUra CrOMOQENICA .......eevveeieeiecteete e s eere e e et ste e sreesre e sre e 159

Agua destilada deionizada.............c.coveeereereeereecesereseeeeesseseeen, 1.000 mi



Adicionar 1 frasco da mistura cromogénica a 250 ou 1000 ml de &gua destilada ou deionizada (a
guantidade dependera da embalagem). Misturar.

Adicionar um frasco do po nutriente, dissolver em banho maria ou vapor fluente.

N&o autoclavar. Homogeneizar bem antes do plagueamento.

pH final: 7,3 + 0,2 a 25°C.

8 Agar Triplice Actcar Ferro (TSI)

EXIrato 08 CAIME.......cceeee ettt 30¢g
EXrato de l@VEAUIA ........coeeeee e 30¢g
PEPLONGAL ... s 15049
Prote0SE-PEPLONG ......cvvee et 5009
LaCIOSE ..ottt e 10,09
0= (015 = 100g
(€] 1o 01 1049
ST = (oI = 4 (01 o TSSO 029
ClOreto de SOUIO .....ccvecueeiece e 509
TIOSSUITALO dE SOAIO ... 03g
Vermelho defenol ... 0,024 ¢
Y T GO 120¢g

Dissolver 65 g em um litro de &gua deionizada ou destilada. Distribuir em tubos. Esterilizar 2 121°C por
15 minutos. Solidificar em posicédo inclinada. A base deve ter + 4 cm de altura e superficie inclinada de
igual comprimento.

pH final: 7,4 + 0,2 a25°C.

Semeadura A inoculagdo do meio se faz por picada central até a profundidade, seguida de espelhamento
em estrias estreitas na superficie.

Incubar atemperatura de 35 a 37 °C por 18 a 24 horas.

I nterpretagdo:

(1) Baseindterada: glicose ndo fermentada. A base vira para amarelo (reacéo acida) em caso contrario.
Se houver producdo de gas surgem algumas bolhas ou mesmo ocorre deslocamento do meio de cultura.

(2) Se asuperficie permanece inaterada ou se torna vermelha (reacéo acalina): alactose e a sacarose néo
foram fermentadas. A superficie vira para amarelo (reacéo acida) em caso contrério (fermentacéo da
lactose e/ou sacarose).

(3) A producéo de H2S se traduz por escurecimento do meio najungdo da base com o bisel. Em cepas que
produzem pouco H2S o escurecimento se limita apicada.

9 Agar Verde Brilhante (BPLS)

Proteose-peptonan® 3 ... 10g
EXtrato de 1eVedo ........ccveiiiiiece e 309
ClOreto de SOUI0 .....ccvecueeiecee et 509
LACIOSE ... 10,09
0 (015 = 100g
Vermelho defenol ... 0,08 g
Verde Brilnante ..o 0,0125¢g
Y T ST 20,09

Dissolver 58,0 g em um litro de agua deionizada ou destilada, esterilizar a 121 °C por 15 minutos.
Adicionar 1 ml da solug&o aquosa de novobiocina a 4% em um litro de meio antes do plagueamento.
Distribuir 15 a 20 ml por placa.

pH final: 6,9 + 0,2 a 25°C.

10 Caldo Cérebro e Coracédo (BHI)

Infusdo de cérebro de boi desidratado ..........ccceereiciineieicciee 1259
Infusdo de coracgéo de boi desidratado .........ccooceeverienieneneee 5049
Proteose PEPLONA .......ccvviiiiiiciii e 10,09



Cloreto de SOUI0 ......ceecueeiecee e 509

FOSFatO diSSOUICO ......ecveeeeeieecieeeeeee e 259

GlICOSE ... 209

Dissolver 37 g em um litro de &gua deionizada ou destilada. Distribuir em tubos ou frascos. Esterilizar a
121°C por 15 minutos.

pH final: 7,4 + 0,2 a25 °C.

11 Cado Maonato

1L = (00 [SX= 11 010 = 209
Fosfato dibasiCo de POLASSIO .......cveveeeriere e 06g
Fosfato monobasico de POtasSIO .......ccceccveieerieciee s 049
ClOreto de SOUIO .....ccveceeeiece e 20g9
V= ol 7= (0 Mo [SXE="0 o 1o 10U 309
AZUl deBromOotimOl .........oooueeee e 0,025g

Dissolver 8 g em um litro de agua destilada ou deionizada. Distribuir 3 ml em tubos. Esterilizar a121°C
por 15 minutos.

pH final: 6,7 + 0,2 a 25°C.

Semeadura inocular a partir de uma cultura de 18 a 24 horas em agar nutritivo. Incubar atemperatura de
35 a37°C. Observar até 72 horas.

Interpretacdo Uma viragem da cor verde amarelada para a azul (alcalinizacdo) indica a utilizacdo do
mal onato.

12 Caldo para descarboxilagdo da Lisina e Ornitina e desidrolacgo de Arginina (Base Moeller)

PEPLONAL ... 5009
EXIralo dE CAME ..ottt 509
GlICOSE ..ottt et e e reereeneens 059
Parpurade bromocresol ... 0,019
Vermelho de CreSOl .......ooouveeeiieeee e 0,005¢g
PIFAOX@l ..o 0,0059

Dissolver 10,5 g em um litro de &gua deionizada ou destilada. Aquecer até dissolucdo completa. Dividir o
meio em 4 aiquotas idénticas. Adicionar 2,5 g (1%) de L-lisina, L-arginina e L-ornitina, sendo que a
ultima frag@o ndo recebera nenhum aminoaci do, funcionando como controle. No caso do uso de

DL -amino&cidos dobrar a concentragéo (2%).

pH final: 6,0 + 0,2 a 25°C.

Obs: A ornitina é extremamente &cida, devendo ser feito o regjuste do pH com 1,15 ml de NaOH a 1N por
250 ml de meio. Distribuir 4 a5 ml em tubos de 13 x 100 mm. Esterilizar a 121°C por 10 minutos.

Semeadura Inocular a partir de uma culturade 18 a 24 horas em &gar nutritivo. Incluir o tubo controle.
Cobrir, assepticamente, a superficie dos mesmos com 4 a5 mm de 6leo mineral estéril. Incubar a
temperaturade 35 a 37 °C.

Observar até 96 horas.

Interpretacdo Uma viragem de parpura para amarel o para purpura (real calinizagdo do meio) indicaa
utilizac&o do aminoacido. O testemunho e a prova negativa permanecem amarel os (reacéo acida).

13 Caldo base para a fermentacéo de carboidratos

THIPEONA ...ttt 5049
PEPLONA TR CAIME ... s 5049
Cloreto de SOUIO ......ceecueeiece e 509
Vermeho defenol ... 0,018 g

Dissolver 15 g em um litro de &gua destilada ou deionizada. Distribuir em tubos (com tubos de Durhan
caso o carboidrato a ser incorporado seja a glicose).

Esterilizar a 121°C por 15 minutos. Acrescentar, assepticamente, glicose, manitol, lactose e sacarose na
concentracdo final de 1% e dulcitol e maltose a 0,5%.



pH fina: 7,4 + 0,2 a 25 °C.
Semeadura inocular os tubos com uma gota de suspensao ténue bacteriana. Incubar natemperatura de 35
a37°C, por 18 a 24 horas. Observar por alguns dias.

Interpretacdo A cor amarela (reagdo &cida) indica a utilizagdo do carboidrato. Na glicose pode-se
observar a producéo de gés (bolha no tubo de Durham).

Preparo da solucéo concentrada de carboidrato:

(@2 oTo [0 =1 (o T 259

AQUATESIIBAA ..ot 10,0 ml

Dissolver efiltrar em seringa descartavel acoplada a um filtro com membrana de 0,22m.

14 Caldo Rappaport Vassiliadis

PEPLONA CBSEINA ......eeeveceie et 4049

PEPIONA TR SOJA ... 1049

(@i fo = (o X0 [ 7='o [01=S Lo 1N 2909

Cloreto de SOUIO ......ceecueeciecie et 80¢g

FOSfatO QIPOtASSICO .....veeeeeieeeiecie et 04¢9

FOSFato MONOPOLASSICO ......couveueiierierie et 06¢g

Verde MalaQUITA .........coeeeeeeee e 0,036 g

Dissolver 43 g em um litro de &gua destilada ou deionizada. Distribuir em tubos ou frascos. Esterilizar a
115 °C por 15 minutos.

pH final: 5,5+ 0,1 a 25°C.

15 Cado Tetrationato

ProteoSE-PEPLONGL......c.eeeeieie et 5009

Misturade saiShDIlIaresS ........cccooveieeveice e 109
Carbonato de CAICIO ......ccueeeeeiecece e 10,09
TIOSSUITAEO 0B SOTIO ..o 30,09

Dissolver 46 g em um litro de &gua deionizada ou destilada, estéril. Aquecer até afervura. N&o
autoclavar. Distribuir em tubos ou frascos estérels.
pH final: 8,4 + 0,2 a25°C

Antes da utilizaco, acrescentar para cada 100 ml do meio, 2 ml da solucéo iodo-iodetada, 1 ml da
solugdo aquosa de verde brilhante 2 0,1% e 0,1 ml da solucédo aquosa de verde brilhante 2a0,1% e 0,1 ml
da solugdo aquosa de novobiocina a 4%.

Solucéo |odo-lodetada:

oo o OSSP 6,09
Lol (< (ol [T oo 'S T o S 509
FAYo [0z Yo = A1 F='o - WO 20 ml
16 Cado Uréia

Extrato delevedura..........ocooveeevecce s 01g
FOSTato 08 POLESSIO ...t 919
FOSFAtO AISSOUICO ... s 950
== SRR 20,09
VermelNo feNOl ..o 001lg

Dissolver 38,7 g em um litro de &gua destilada ou deionizada, estéril. Esterilizar por filtragdo. Distribuir 2
ml por tubo estéril.

pH final: 6,8 + 0,1 a25°C.

Semeadura Fazer inoculo denso e incubar atemperatura de 35 a 37°C por 18 a 24 horas.

Interpretacdo Uma viragem da cor laranja para vermelho-cerejaindica a presenca de urease.

17 Leite desnatado



Dissolver 100 g de leite em pd desnatado em um litro de &gua destilada ou deionizada. Distribuir em
tubos ou frascos estéreis. Esterilizar em vapor fluente por 15 minutos.
pH final: 7,0+ 0,2a25°C

18 Meio detransporte Cary e Blair

Tioglicolato de SOUIO ......cccevveeieeeeceecece e 159
[0S 2 (00 K50 o oo NS 119
(@ [o]¢= (o0 [0 [ o 1SR 509
o T 509

Dissolver 12,6 g em 991 ml de &gua destilada ou deionizada. Esfriar a50°C, acrescentar 9 ml de solugdo
aquosa de cloreto de célcio a 1%. Ajustar o pH para 8,4. Distribuir em tubos ou frascos estéreis.
Esterilizar em vapor fluente por 15 minutos.

19 Meio deClark e Lubs

PEPLONAL ... 5049
Fosfato dibasiCo de POLASSIO ........cecveeieecieiiieie et 509
GlICOSE ..ottt et ae e reerenneens 509

Dissolver 15,0 g em um litro de agua deionizada ou destilada. Distribuir 3 a5 ml em tubos. Esterilizar a
121°C por 15 minutos.
pH final: 6,9 + 0,2 a 25°C.

Semeadura inocular a partir de uma cultura de 18 a 24 horas em &gar nutriente. Incubar aa temperatura de
35a37°C.
- Provado vermelho de metila (VM)

Apés 2 dias de incubagdo adicionar 3 a5 gotas do reagente.
Interpretacéo:

Cor vermelho (pH inferior a4,2): reacéo positiva (VM+).
Cor amarela (pH superior a6,3): reagdo alcalina (VM -)

Reagente:
Vermelho de Metila ... 01g
AlCo0l EtilICO @95 Y0....cueieireieieeriere e 300,0 ml

Dissolver e completar para o volume de 500 ml com &gua destilada. - Prova de Voges ProsKauer Apés 2
dias de incubac&o adicionar 0,6 ml do reagente A e 0,2 ml do reagente B. Agitar e aguardar 15 minutos.

Interpretacéo:
Cor vermelha presenca de acetilmetilcarbinol (acetoina) reacéo positiva (VP+)

Cor amarela reagéo negativa (VP-).

Reagente A
Alfarnaftol.......cveieeeee e 509
Alcool €tiliCo @AISOIULO...........ecveeeeceeeeeee et 100,0 ml
Reagente B

Hidroxido de POLESSIO .....cveueeverieieeeieie s 40,09
AQUAESHIBAA ...t 100,0 mi
Obs: Estocar os 3 reagentes a4°C e ao abrigo daluz.

Meio SIM

PEPIONEL. ... 30,09
U= (00 [SX 0= 1 1 TR 309
Citrato deferro amoniacal ...........cccceeveeiiiiiee i 0,29
TiOSSUITAL0 dE SOAIO ... 0,025 g
o - OO 309

Dissolver 36 g em um litro de &gua destilada ou deionizada. Distribuir em tubos (4 cm de altura).



Esterilizar a 121°C por 15 minutos. Solidificar em posi¢éo vertical.
pH final: 7,3 + 0,2 a25°C.

Semeadura A inoculagéo do meio sefaz por picada central atingindo 1 cm de profundidade. Incubar a
temperatura de 35 a 37°C por 18 a 24 horas.

Interpretacao:
(1) A presenca de H2S se traduz por escurecimento do meio no ponto ou ao redor da picada.

(2) O crescimento limitado ao ponto da picada significa que a cepa € imdvel, enquanto que o crescimento
difuso representa motilidade.

(3) A pesquisade indol serafeita pela adicdo de algumas gotas do reativo de Kovacs: anel vermelho +,
anel amarelo.

20.1 Reativo de Kovacs

Para-dimetil-aminobenzaldeido (PDAB) ..., 509
Alcool aMiliCO OU I1SO-AMITICO. ... 75,0 ml
Acido cloridrico coNCENIrado ........coeeeeeeeeeeeeeeee e 25,0 mi

Dissolver o PDAB no dcool em banho-maria a 60°C. Resfriar e adicionar lentamente o &cido cloridrico
(gotaagota). Estocar ao abrigo daluz.

RETIFICACAO
No anexo | da Portarian® 126, de 3/11/95, publicado no D.O. de 6/11/95, Secdo 1, pags. 17694 a 17698.
No subitem 1.1.1.2 Enriquecimento seletivo.

Onde se |& Homogeneizar o material e incubar 2g em 20 ml de Caldo Tetrationato e 0,2 g em 20 ml de
Caldo Rappaport-Vassiliadis, Incubar atemperatura de 42 a 43°C por 18 a 24 horas.

Leia-se: Homogeneizar o material e incubar 2g em 20 ml de Caldo Tetrationato e 0,2 g em 20 ml de
Caldo Rappaport-Vassiliadis. Incubar atemperatura de 42 a43°C por 18 a 24 horas etambém a 35 a
37°C.

D.0.U., 06/11/1995



