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nova dimensao
no sistema

para anaerodbios

As infecgbes devidas aos germes anaerdbios sio muito mais
frequentes do que deixam supor 0s exames de laboratoério.
De fato, estes germes foram mal conhecidos durante muito
tempo, por ser bastante complicada a sua identificacdo nas
condi¢des utilizadas até agora.

Hoje, o sistema BBL oferece simplicidade de trabalho

€ seguranca nos resultados desses exames, imprescindiveis
em todos os laboratorios pela multiplicidade de aplicacdes
que representam, sejam na clinica, no ensino, na pesquisa
ou na industria.

PRINCIPIO

As jarras GasPak permitem a obtencdo de uma anaerobiose

perfeita, numa hora, sem auxilio de qualquer aparelho anexo.

Em policarbonato, material transparente, autoclavavel,
realizam as condicdes 6timas de higiene e visualidade.

Os envelopes GasPak sao geradores de hidrogénio e de gas
carbdnico que permitem realizar, sem bomba de vacuo, uma
atmosfera inerte no interior da Jarra Anaerdbia.

Os dois componentes de base sio:

® Um gerador de hidrogénio + um gerador de gas carbonico.
® Um catalisador de palédio agindo a temperatura ambiente.
Por adicdo de 10 mi de 4gua no envelope GasPak, ha
desprendimento de hidrogénio e gas carbdnico. Sob o efeito
do catalisador, o hidrogénio reage com o oxigénio do ar
presente na jarra, para formar dgua; cria-se assim uma
atmosfera anaerobia.

O gés carbénico produzido favorece a multiplicacdo de
certos microorganismos que se desenvolveriam mal ou
seriam inibidos na auséncia deste gas. Um indicador
constituido por uma banda de papel de filtro embebida
numa solucdo de azul de metileno, permite controlar
visuaimente a anaerobiose.
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Neutralizing antibodies against bovine viral diarrhea-mucosal
disease (BVD) virus in cattle sera from Sdo Paulo State, Brazil

Laurinda A. Soares* & Octévio A. de Carvalho Pereira™*

Summary

Profuse diarrhea with serious animal damage and high mortality rate has been observed in cattle from
Sio Paulo State, Brazil, in the last seven years. Based on the predominant symptoms of the disease,
it has been clinically referred to as bovine viral diarrhea. Among 2,646 animals examined from 13 farms
in the Municipality of Botucatu and vicinity, 465 (17.5%) were sick and 113 (24.3%) of the latter died.
Virus isolation from clinical material from dead animals yielded negative resuits. Cytopathogenic agents
were not isolated in bovine kidney cell cultures, nor was it possible to detect any noncytopathogenic
strain by immunofluorescence. Search for neutralizing antibodies against the Oregon C24V strain was
made in 31 serum samples from convalescent animals, 59 serum samples from clinically healthy adult
animals and from ten pools of sera from calves. Seroiogy revealed neutralizing antibodies in 38.7% of
the sick animals, whose titers varied from 1 :25 to 1 :625. Healthy animals yielded titers 1 : 5 to
1 : 25, 3.4% being positive for the adults. Three out of the ten pools had antibodies: The results suggest
that BVD-MD virus cannot be the main agent or the only pathogen responsible for the diarrhea outbreaks
observed.

Resumo

Anticorpos neutralizantes contra o virus da diarréia bovina-doenga das mucosas (BVD-MD) no Estado
de S3o Paulo, Brasil

Nos altimos sete anos tém sido observados em bovinos do Estado de Sso Paulo, Brasil, surtos diarréicos
com sérios distGrbios nos animais e alta taxa de mortalidade. Devido aos sintomas predominantes da
doenga, esta tem sido diagnosticada clinicamente como diarréia a virus. Entre 2.646 animais examinados
em 13 fazendas, no Municipio de Botucatu e vizinhangas, 465 (17,5%) adoeceram, dos quais 113 (24,3%)
morreram. As tentativas para isolamento de virus de materiais clinicos de animais mortos foram negativas.
N#o foram isolados agentes citopéticos em cultura de células de rim de bovino, nem foi possivel detectar
a presenca de amostras nao-citopéticas com o emprego de imunofluorescéncia. Pesquisa de anticorpos
neutralizantes contra a amostra Oregon C24V foi feita com 31 amostras de soros de animais em convales-
cenga, 59 amostras de soro de animais adultos clinicamente sadios e dez misturas de soros de vitelos.
A sorologia evidenciou anticorpos neutralizantes em 38,7% nos animais doentes, cujos titulos variaram de
1:25 a1 :625. Animais sadios forneceram tftulosde 1 :5a1: 25, com percentual de 3,4% positivo
entre os adultos. Das dez misturas de soro de vitelos, trés continham anticorpos. Os resultados sugerem
que o virus da diarréia bovina ndo pode ser o principal agente ou o Unico patogeno responsdvel pelos
surtos diarréicos observados.

Introduction

Bovine viral diarrhea-mucosal disease (BVD-MD)
was first reported in 1946, when Olafson & col.16
described a new highly contagious febril disease of
cattle. They isolated the agent, reproduced the disease

experimentally and called it “virus diarrhea”. The
disease was a transmissible infection characterized

by profuse diarrhea, with clinical signs of iliness,

particularly ulceration of the mouth. Later on, a
related disease reported by Pritchard & col.!” was
called ““Indiana virus diarrhea’’. Ramsey & Chivers'®
described another similar disease, called ‘‘mucosal
disease’’. Ever since numerous reports on similar
diseases appeared thoughout the world, as either
bovine viral diarrhea or mucosal disease. The first
publications gave rise to some confusion, due mainly
to differences among the most predomnant symptoms

*  Supported by ‘“Fundagdo de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo”, grant Médicas 70/966.

** Escola Paulista de Medicina, Depto. de Microbiologia, Caixa Postal 01000 S&o Paulo SP.
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and to conflicting data on mortality and morbidity
rates. This led to the assumption that two different
agents were involved, until several authors'®'® proved
the antigenic relationship between the .agents of
bovine viral diarrhea and mucosal disease.

Tissue culture studies with the virus were made
soon after, but only in 1960 Gillespie & col.” isolated
one cytopathogenic strain in bovine kidney cell
culture (the Oregon C24V strain), that has been
used as reference. This strain produces a cyto-
pathogenic effect which consists of vacuolation of the
cytoplasm, caryopycnosis and cellular degeneration.
However, the existence of noncytopathogenic strains
through the inoculation of tissue culture fluids in
cattle was known long before. But only in 1964 was
Fernelius” able to detect and titrate such strains by
immunofluorescence. Sheffy & col.*! demonstrated
an antigenic relationship between the viruses of bovine
viral diarrhea and hog cholera: pigs inoculated with
the Oregon C24V strain were protected against a
virulent strain of hog cholera virus. Cross-reaction
with other viruses, however, has never been found:
no antigenic relationship has ever been observed
between bovine enteroviruses, parainfluenza-3, infec-
tious bovine rhinotracheitis-infectious pustular vulvo-
vaginitis (IBR-1PV), winter dysentery, bovine leucose,
infectious ulcerative stomatitis, micotic stomatitis,
blue tongue, bovine encephalitis and others'?.

In Brazil, Correa & col.*® reported outbreaks of
diseases with symptoms resembling BVD-MD, but
did not isolate the virus nor detect any neutralizing
antibody. Such outbreaks occurring since 1966
showed the following main characteristics: diarrhea
{the most common feature)}, ulcers in the oral mucosa,
increased lacrimation in some animals, a slight rise
of temperature and small hemorragic areas in the
intestines. The animals quite ating and showed marked
depression. About 20% of the animals died within
10 to 15 days. Treatment with antidiarrheics and
chloromycetin gave no positive results. Based on
clinical and hystopathological aspects, the authors
concluded that it was bovine viral diarrhea-mucosal
disease or a similar disease. Nevertheless, it would
be necessary to isolate the virus and/or to detect
specific neutralizing antibodies in significant rising
levels to confirm the diagnosis. 4

The present investigation seeks to determine the
involvement of the bovine viral diarrhea-mucosal
disease virus in the progress of these outbreaks,
through the search for neutralizing antibodies from
both sick and healthy animals, and the attempt to
isolate the virus from clinical material of dead
animals, by inoculation of organ suspensions in
bovine kidney cell cultures, and the use of immuno-
fluorescence, to detect the presence of non-cytopatho-
genic strains.

Material and Methods
1. Clinical material

1.1. Virus isolation — Virus isolation was attempted
from the following clinical material from animals that
died in six different farms during severe outbreaks of
diarrhea: spleen, blood, mesenteric lymph nodes,
feces and intestinal mucus. Samples arrived frozen
and were kept in the laboratory at -~ 20°C until cell
cultures were available for virus inoculation.

1.2. Serological tests — Serum samples of animals
from three different conditions were examined for
specific antibodies. (a) Individual sera from 30
diseased animals. In a herd of 700 animals, 80 got
sick with serious enteric and respiratory symptoms.
From these, 30 individual sera:were obtained. This
outbreak extended over a periocd of a month, during
which 35 animals died.

From another farm with similar problems, two
serum samples were collected from one sick animal,
the first sample in the beginning of the disease and
the second two weeks later, shortly before the
animal’s death.

{(b) Individual sera from 59 adult clinically healthy
animals, obtained from a farm far away from the
affected areas. There was no report of disease among
these animals. »

(c) Ten pools of sera from clinically healthy calves,
obtained from a local slaughterhouse. Each pool
consisted of sera from eight to ten calves one to
two months old.

2. Technical methods

2.1, Virus isolation — Primary bovine kidney cell

“cultures were obtained by tripsinization of minced

kidneys from calves. The cell suspensions were
dispensed into test tubes, Leighton tubes or pre-
scription bottles and incubated at 37°C .for seven
to ten days, when a confluent cell sheet was obtained.
Monolayers were then inoculated with virus and
suspected materials.

2.2. Demonstration of cytopathic effects — For
detailed study of the pathologic alterations of the
infected cells, monolayer cultures were grown on
coverslips placed in Leighton tubes. A 10% organ
suspension of the suspected materials was made with
Hanks' BSS, treated with antibiotics, and inoculated
into the cell cultures, 0.1 ml being used for each
test tube. Six blind passages were carried out for
each inoculum, and kept under observation during
seven days, before the test was considered negative
for cytopathogenic agents. For general observation
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of infection in the monolayers, coverslips were
removed from the Leighton tubes at regular intervals,
fixed in methanol and stained in May-Griinwald
Giemsa’s.

2.3. Demonstration of viral antigen by direct
fluorescent antibody technigue — To demonstrate
viral antigen, acetone-fixed air-dried monolayers were
stained according to Fernelius” with the use of
fluorescein-labeled gamma globulin anti-hog cholera
virus., The strains Miinchen-1 and PAV-1 of hog
cholera virus, maintained in the PK-15 cell line,
were used as the antigen for the production of the
immune sera'®. For the preparation of the conjugate,
the technigue used by Danner & Bachmann® was
adopted. Conjugate-stained monolayers were exam-
ined with a Carls Zeiss microscope equipped with
fluorescent lamp HBO200w, UV-absorbing filter and
blue-absorbing barrier filters.

2.4, Neutralization tests — The virus strain used
was the Oregon C24V strain of the bovine viral
diarrhea-mucosal disease virus?, passed serially in
bovine kidney cell cultures twenty two times. The
strain was inoculated in 100m} prescription bottles
to vield sufficient amount of virus. The virus sus-
pensions were pooled, centrifuged and the super-
natant dispensed in 1.0ml aliguots and stored at
- 20°C. One aliquot was titrated by inoculating five
test tubes with a confluent sheet of bovine kidney
cells with 0.1ml of the virus, diluted from 107" to
10°7. The TCiDs was calculated according to
Reed & Muench'®. The titer was 102,

For the neutralization tests, sera were thawed and
inactivated at 56°C for 30 minutés prior to use.
Diltutions from 1 : 5 to 1 : 625 were made with
Hanks’ BSS and each dilution mixed with equal
volumes of a virus suspension containing 100 TCIDs,.
The virus-serum mixtures were Kept at 4°C for two
hours when 0.2ml were inoculated into 2 10 5 cell
culture tubes and incubated at 37°C. Two hours
later 1m] of maintainance medium was added to
each tube, which was then kept under observation

for seven daysa. Each neutralization test always -

included virus titration and uninoculated controls.
It was valid only if 100 TCIDs, were present in
0.1ml and if the controls were in good conditions
until the 7th day. The serum was considered positi-
ve when its titer was 1: 5 or higher**?°.

Results

Attempts to isolate cytopathogenic agents in
primary bovine kidney cell cultures were unsuccessful.’
No detectable modification attributable to a virus
could be observed. Controls inoculated with the

Oregon C24V strain of BVD-MD virus showed the
characteristic cytopathogenic effect of the virus, i.e.,
cytoplasm vacuolization, caryopicnosis and eventual
cell degeneration. No viral antigen could ever be
demonstrated by immunofiuorescence. Momolayers
inoculated with the Oregon C24V strain, used as
positive controls, showed fluorescence in the cyto-
plasm, whereas the nucleus remained dark. Uni-
nocutated cells, used as negative controls, showed no
fluorescence.

in the neutralization tests for antibodies against
BVD-MD virus a positivity of 38.7% was obtained
from 31 sick animals, whose titers varyed from
1:25 to 1 : 625, The majority of the positive sera
had a 1 : 25 titer. Two paired serum samples collected
from one sick animal, at the beginning of the disease
and just prior to death, were negative. Only two out
of 59 serum samples from healthy adult animals
were positive, with 1 : 5 and 1 : 25 ftiters (Table
1).

Regarding the ten calf serum pools, three were
positive, one with 1 : 5 titer and two with 1 125
titer.

Table 1

Neutralization test with sera from sick and healthy animals
against the Oregon C24V strain of BVD-MD virus

Source '(:lftlsne]:)aer Percen-t?ge Sera titer

of sera [’rositlive/ of positive | 1. 51125 1:125|1:625
otal

‘:‘:“;i‘nal 12/31 38.7 -1 8 2 2

Healthy | 5/59 3.4 1 1 - -

animal * )

Total 14/90 15.5 1] 9 2 2

Discussion

Serological results indicating the presence of anti-
bodies against bovine viral diarrhea virus and the
failure of virus isolation must be interpreted with
caution?Z.

The analysis of Table | shows a low percentage
of positivity in the total sera and that the value rises
significantly (38.7%) in sera from sick animals,
whereas it is much lower in healthy animals (3.4%).
This suggests a better immune response in the former,
probably due to a greater exposure to the viral
antigen. However, since the sick animals were ex-
sanguinated during the convalescent period, a more
significant number of positive sera should be expected.

The occurrence of positive sera from calves and
adult animals, whether healthy or sick, shows that
the virus is probably widespread in the area. Vaccina-
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tion procedures are not employed here, in any other
State of Brazil, and no reference to cross-reaction
with other bovine infections is known. Thus sero-
logical titers obtained can only be attributed to
natural infection. The antibodies found in healthy
animals demonstrates the occurrence of innaparent
or subclinical infection, which is frequently found
also in other parts of the world.

The presence of antibodies in pools of sera from
clinically healthy calves shows that passive immunity
probably exists. Malmquist'® verified that passive
immunity lasts from 6 to 14 months. Studying the
antibody level in newborn animals, to which colos-
trum' had been administered, he observed that the
initial 1 : 2,048 titer decreased to 1 : 64 up to the
7th month and remained as such until the 14th
month.

The low titers obtained in sera of sick animals
could be explained on the basis of vidor's findings
(personal communication, 1972), recently in Porto
Alegre, Rio Grande do Sul, where he isolated one
strain of BVD-MD virus antigenically distinct from
the Oregon C24V strain. He found neutralising
antibodies against the Oregon C24V strain in 39% of
bovine healthy animals, with titers varying from 1: 8
to 1 : 256%. It is known that “in vitro” cross-
-neutralization with immune serum against homol-
ogous virus gives a neutralization index greater than
with anti-serum against heterologus virus strains®'14

The low serum titers obtained in this investigation
could be explained if the virus strain involved could
have some antigenic differences in relation to the
Oregon C24V strain.

in spite of the typical disease symptoms, no
infectious agent was ever found in this study. Similar
results, however, were obtained by others®? who
studied animals with BVD-MD and found a high
positive sera percentage without success in the
attempts to isolate the virus.

Distinct infectious agents could be possibly in-
volved in the outbreaks. It is known that mixed
infections frequently occur, especially with para-
influenza-3 and infectious bovine rhinotracheitis-
-infectious pustular vulvovaginitis viruses!¥423

The data obtained suggest that bovine viral diar-
rhea-mucosal disease virus, which seems to be wide-
spread in the region, cannot be the main agent or
the only pathogen causing the outbreaks of bovi-
ne diarrhea in Sdo Paulo State.

Acknowledgements

We are thankful to Prof. Dr. Anton Mayr, Dean
of the “Institut flir Mikrobiologie un Infektionskran-
kheit der Tiere” of Miinchen University, Germany,
who kindly supplied all virus strains used in this
study.

References

1. BURKI, F. — Viren des Digestionsapparates bei Rindern
apud Mh Vet.-Med., 21:148, 1966.

2. CLASSICK, L. & FERNELIUS, A.L. — Bovine viral
diarrhea virus: neutralizing antibodies in a calf obtained
by cesarean section from a cow which was infected.
Amer. J, Vet. Res., 31: 393-5, 1970.

3. COGGINS, L. — Standardization of the virus-neutrali-
zation test for bovine virus diarrhea. Amer. J. Vet Res.,
25: 103-7, 1964.

4. CORREA, W.M.; ZEZZA NETO, L. BARROS, H.M.
& GOTTSCHALK, A.F. — Nota clinico-patolégica de
uma enfermidade das mucosas em S. Paulo. Arch. Inst.
Biol. (S. Paulo), 35: 141-51, 1968.

5. CORREA,W.M.; GOTTSCHALK, A.F.; COR REA, C.N.Mm.
& VASKE, T.R. — Observagbes na diarréia a virus nos
bovinos do Estado de S. Paulo. Biolégico, 38: 145-7,
1972.

6. DANNER, K. & BACHMANN, P.A, — Vermehrung und
Ausbreitung von Schweinepest-Virus, Stamm Muinchen-1,
in PK-15-Zellkulturen. Zbl. Vet-Med., Reihe B, 17:
353-62, 1970.

7. FERNELIUS, A.L. — Noncytopathogenic bovine viral
diarrhea viruses detected and titrated by immunofluores-
cence. Canad. J. comp. Med., 28: 121-6, 1964.

8. FERNELIUS, A.L.; LAMBERT, G. & BOOTH, G.D. —
Bovine viral diarrhea virus — host cell interactions:

serotypes and their relation-ship to biotypes by cross
neutralization. Amer. J. Vet Res., 32: 229-36, 1971.

9. GILLESPIE, J.H.; BAKER, J.A. & MCENTEE, K. — A
cytopathogenic strain of virus diarrhea virus. Cornell Vet.,
50: 73-9, 1960.

10. GILLESPIE, J.H.; COGGINS, L., THOMPSON, J. &
BAKER, J.A. — Comparison by neutralization tests of
strains of virus isolated from virus diarrhea and mucosal
disease. Cornell Vet., 51: 155-9, 1961.

11. GUNERI, 8. — Vergleichende serologische Untérsuchungen
Uber Beziehungen zwischen verschiedenen Mucosal Disease
(Virus-diarrhde) — Virusstdmmen. Miinchen, 1968. p. 32.
(Inaug. Diss. Tierarztl. Fak. Minchen).

12. KNIAZEFF, A.J. & PRITCHARD, W.R. — Antigenic
relationships in the bovine viral diarrhea — mucosal
disease complex. Proc. U. S. live Stk. sanit. Ass., 64:
344-50, 1960.

13. KNIAZEFF, AJ.; HUCK, R.A.; JARRET, W.F.M.:
PRITCHARD, W.R., RAMSEY, F.K.; SCHIPPER, 1.A.;
STOBER, M. & LIESS, B. — Antigenic relationship of
some bovine viral diarrhea — mucosal disease viruses from
the US, Great Britain and West Germany. Vet. Rec., 73:
768-9, 1961.

14. MALMQUIST, W.A. — Bovine viral diarrhea — mucosal
disease: etiology, pathogenesis and applied immunity.
J. Am. Vet Med. Ass., 152: 763-8, 1968,



16.

17.

18.

19.

Rev. Microbiol. {S.

MENGELING, W.L.; GUTEKUNST, D.E.; FERNELIUS,
A.L. & PIRTLE, E.C. — Demonstration of an antigenic
relationship between hog cholera and bovine viral diarrhea
viruses by immunofluorescence. Canad. J. Comp. Med.,
27: 162-4, 1963.

OLAFSON, P.; MACCALLUM, A.D. & FOX, F.H. —
An apparently new transmissible disease of cattle. Cornell
Vet., 36: 205-13, 1946.

PRITCHARD, W.R.; TAYLOR, D.B.; MOSES, H.E. &
DOYLE, L.P. — A transmissible disease affecting the
mucosae of cattle. J. Amer. Vet. Med. Ass., 128: 1-5,
1956.

RAMSEY, F.K. & CHIVERS, W.H. — Mucosal disease of
cattle. N. Amer. Vet., 34:629-33, 1953.

REED, L.J. & MUENCH, H. — A simple method of
estimating fifty per cent end points. Amer. J. Hyg.,
27: 493-7, 1958.

Paulo), 5(1), 1974 5

20.

21.

22,

23.

ROBSON, D.S.; GILLESPIE, J.H. & BAKER, J.A. — The
neutralization test as an indication of immunity to virus
diarrhea. Cornell Vet., 50:503-9, 1960.

SHEFFY, B.E.; COGGINS, L. & BAKER, JA. —
Relationship between hog cholera and virus diarrhea of
cattle. Proc. Soc. Exp. Biol. (N.Y.), 109: 349-52, 1962,

SOARES, L.A. — Ocorréncia da diarréia bovina a virus-
-doenca das mucosas no Brasil: sua demonstragéo pelo
encontro de anticorpos neutralizantes. M.S. Thesis, Escola
Paulista de Medicina, 1973.

WIZIGMANN, G.; VIDOR, T. & RICCI, ZM.T. —
InvestigacBes soroldgicas sobre a ocorréncia e incidéncia
dos virus da Parainfluenza-3, da rinotraque(te infecciosa
e da diarréia a virus-doenga das mucosas dos bovinos no
Estado do Rio Grande do Sul. Bol. Inst. Pesq. Vet. De-
sidério Finamor (Especial |): 52-68, 1972.






Rev. Microbiol. (S. Paulo), 5(1), 1974

Origem da membrana de clivagem e delimitacdo de ascosporos
no fungo pirenomiceto Sordaria fimicola*

* K ¥

Maria Luiza B. Nogueira®* & Jodo S. Furtado

Resumo

A delimitagdo dos oito ascosporos nos ascos do fungo pirenomiceto Sordaria fimicola {Rob.) Cesati et
De Not. foi estudada sob o microscopio eletrdnico, em material fixado seqtiencialmente com gluteral-
deido-6smio ou com permanganato de potéassio. Cada um dos ndcleos fica circundado por membrana
de clivagem composta de duas unidades de membrana, morfologicamente semelhantes a membrana
plasmatica do asco as quais parecem resultar da fusdo de vesfculas derivadas de estruturas com fungdo
de Golgi, no processo de transformagdo de citomembranas. A fusdo da origem a longas cisternas que
continuam crescendo por adigdo de novas vesfculas, até que, finalmente, forma-se um cilindro continuo,
disposto ao longo da parede do asco. A membrana de clivagem invagina para o interior do asco, nos
intervalos entre cada par de nucleo, rompendo-se e recebendo a incorporagdo de novas vesiculas. Ao
final do processo, a membrana de clivagem se toca no centro, delimitando primdrdios esporicos formados
por um nucleo e citoplasma com volume indiscriminado de organelas.

Summary

Origin of the cleavage membrane and ascospore delimitation in Sordaria fimicola

In perithecia fixed with sequential glutaraldehyde-osmium tetroxide or in potassium permanganate the
cleavage membrane in Sordaria fimicola appears to be derived from fusion of vesicles originated from
structures functioning as the Golgi complex in the processes of cytomembrane transformation.
Long cisternae are formed by fusion of additional vesicles until a continuous membrane is completed.
The cleavage membrane breaks during delimitation of the ascospores and incorporates additional

vesicles until it is fully invaginated and delimits the ascospore primordia.

Introducdo

Sordaria fimicola (Rob.) Cesati et De Not. é um
fungo cujos ascosporos sdo produzidos em pequenos
peritécios em forma de moringa. A andlise de um
Gnico peritécio permite identificar os diversos estagios
de desenvolvimento das células que participam da
reproducio sexuada. As que se envolvem em ativi-
dades vegetativas sdo haploides, enquanto que as
participantes na reprodugdo podem se encontrar em
um dos seguintes estagios: heterocariético (quando
os nicleos hapldides persistem individualizados),
dipléide (quando os nlcleos se fundem, constituindo
a célula ascal); e em diferenciagdo esporica (asco
propriamente dito), que pode se encontrar em
qualquer estgio meidtico, até a formagdo dos oito
ascosporos. Estes correspondem aos trés tipos celu-
lares que constituem o sistema ascogeno.

Durante o desenvolvimento do sistema ascogeno,
os dois nticleos gue compdem o heterocério dividem-se
conjugadamente, em sincronismo quase perfeito.
Forma-se um septo entre cada dois ntcleos filhos,
resultando trés tipos de células: basa/ (uninucleada,
haploide), intermediéria (heterocariética, binucleada)
e terminal (uninucleada, hapldide). A terminal se
curva para trés, em gancho (“crozier”), e se funde
com a basal, reconstituindo a condigdio heterocario-
tica. A célula ascal ou dipléide deriva de cariogamia
nas células intermediarias, apos proliferagdo do sistema
ascogeno.

Vérias teorias procuraram explicar a formagdo dos
ascosporos, antes do advento da microscopia eletrd-
nica. De acordo com Welis®2, Harper, em 1897,
propds que, apds a divisdo IlI, isto & a primeira
divisio mitbtica pos-meibtica, partiam raios astrais
de cada um dos oito nlcleos haplbides que se

*  Trabatho realizado com auxflio financeiro da FAPESP (processos 71/131) e CNPq (processo 8389/72).
**  [nstituto Biolégico, Caixa Postal 7119, 01000 S8o Paulo SP.
*#% tnstituto de Botanica, Caixa Postal 4005, 01000 Sso Paulo SP.
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dispunham enfileirados no asco, de cuja fusio resul-
taria a separacdo do esporo do resto do citoplasma
(epipiasma). Posteriormente, material de parede era
depositado ao redor dos ascosporos. As outras hipo-
teses mais notaveis sobre a origem dos ascosporos
encontram-se mencionadas no trabalho de Reeves®:
Dangeard, em 1907, ndo observou raios astrais, mas
descreveu uma bainha de material originado no corpo
central de cada nicleo, a qual envolvia os esporos
gradativamente; Faul, em 1905, supds que os esporos
fossem delimitados por um par de membranas; Jones,
em 1926, observou que o plano de clivagem do
citoplasma era iniciado por vaclolos estreitos, for-
mados proéximos a parede do asco; Mittman, em
1932, Andrus & Harter, em 1933 ¢ 1937, Andrus,
em 1936 e Chadefaud, em 1943 e 1960, observaram
que os oito ndcleos resultantes da divisdo 11 ficavam
contidos em uma vesicula ascal, de membrana bastante
fina que, por constricdes ao redor dos nlcleos,
delimitava os esporos.

As opiniGes dos autores mencionados sio bastante
interessantes, quando analisadas em comparagido com
os dados derivados de estudos realizados com o
microscdpio eletronico. Os primeiros trabalhos sobre
a ultraestrutura da ascosporogénese foram feitos com
leveduras'®1629305% Sequndo Conti & Naylor'®, a
esporulaglio se inicia com a formacdo de membrana
dupla, ao redor de cada nicleo. Nio tendo sido
estabelecida a origem da citada membrana, aqueles
autores consideraram a possibilidade dela se originar
do reticulo endoplasmético ou de sintese "‘de novo”.
Posteriormente, material de parede se depositaria
sobre a membrana que envolve os produtos da meiose.
Para Hashimoto & col.?®, os nicleos sdo circundados
por membrana fina, possivelmente formada “in situ”’,
a qual representara a membrana plasmatica dos ascos-
poros, sobre a qual se desenvolve a parede. Em ambos
os trabalhos mencionados'®®, o método de prepa-
racdo usado envolveu fixagdo com permanganato de
potéssio, que ndo oferece condicdes para observacdo
de processos de sfntese e diferenciagdo celular, e
emblocagem em butil-metacrilado, que apresenta o
inconveniente de se retrair bastante durante a poli-
merizacdo®*,

Moore & McAlear® e Moore®® ndo observaram
membranas dupla ou simples envolvidas na formaggo
dos ascosporos nos ascomicetos mais evoluidos,
Dasyscyphus sp. e Ascodesmis sphaerospora, respec-
tivamente. Os métodos empregados foram o de pré-
-fixagdo em permanganato de potéssio, seguida de
fixagdo 6smica e emblocagem em metacrilado. Mar-
quardt® estudou a ascosporogénese em Saccharomyces
cerevisiae, utilizando a fixagdo em permanganato de
potdssio e inclusdo em Vestopal, com o que observou
a presenca de membrana dupla, delimitando os ascos-
poros. Ceruti & col.'* observaram a presenga de

membrana (ndo definidaAestruturalmente) que, se
dilatando, formava anel continuo.

Numerosas contribui¢Bes, publicadas apds 1953,
descreveram a presen¢a de dupla unidade de mem-
brana envolvida na delimitacio dos nlcleost™3 %67
9,12,13,17,20-22,25, 26, 28, 32-38, 41,42, 46, 51, 53-59, 6163, 65, 66
Entretanto, Plurad®? afirmou que a membrana deli-
mitante dos esporos em Nematospora coryli é consti-
tuida de dois pares de membranas duplas, atribuindo
esta discrepancia as proprias caracteristicas do material
estudado ou as técnicas de preparacdo adotadas.

As opinides sobre a origem da membrana de
clivagem podem ser divididas em vérias hipoteses:
{a) a partir da fusdo de vesiculas ou de cisternas do
retfculo endoplasmatico® ® 35535463 . (b} 3 partir da
fusdo de vesiculas formadas por evaginacdes (“blebs’’)
do envelope nuclear’"%5; (c) a partir da fusio de
vesiculas derivadas de “blebs” do envelope nuclear
que se associa ao reticulo endoplasmaticol® 1362,
{(d) a partir de sistemas membranosos intracitoplas-
maticos, derivados de invaginacdo da membrana
plasmética®"*; (e) a partir da invaginacdo da
membrana plasmatica do asco' ?5:25:5%; () formacdo
“in situ”3®; (g) origem ndo identificada, mas com
transformagdes que antecedem sua funcio como
membrana delimitante” %8,

Neste trabalho, serfo apresentadas informacdes
sobre a origem da membrana de clivagem e a formacio
de ascosporos no fungo Sordaria fimicola.

Material e Métodos

Culturas de S. fimicola foram mantidas em CMDY
(“cornmeal-dextrose agar’’) Difco, enriquecido com
1% de extrato de levedura Difco, 3 temperatura
ambiente. Peritécios contendo ascos em diversos
estdgios de desenvolvimento, inclusive com ascosporos
ja formados, surgiram 5-7 dias apos a inoculacéo,
quando foram removidos um a um, com estilete, sob
microscopio estereoscopico, e processados para mi-
croscopia eletronica.

Fixacdo seqiiéncial glutaraldeido-tetréxido de ésmio:
(a) fixacdo durante 60min & temperatura ambiente,
em glutaraldeido 3% tamponado com cacodilato de
sodio 0.1M, pH7.2-7.5; (b) lavagem com quatro
trocas durante 24 horas, em solucio de cacodilato
de sodio 0.2M:sacarose 0.4M, em refrigerador; (c)
transferéncia dos peritécios para lamina escavada,
onde foram quebrados em uma gota da solucio de
lavagem; {(d) preparo de um filme de fibrina em
outra lamina escavada e encapsulagem das rosetas
de ascos removidas dos peritécios, conforme técnica
ja descrita’?®; (e) pos-fixagdo em tetrdxido de
Osmio 1%, tamponado com a solugdo de lavagem
mencionada, durante 60min, em refrigerador: (f} la-
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vagem em &gua destilada; (g) desidratacdo em série
etilica, com passagem final por acetona 100% ou
por 6xido de propileno, durante 30min; (h) emblo-
cagem em Epon 812 ou Araldite 6005.

Fixacdo em permanganato de potdssio: (a) fixacgdo
durante 60min, & temperatura ambiente, em solucéo
aquosa de permanganato de potdssio 2%, pH7.0;
(b) lavagem dos peritécios em éagua destilada gelada,
10 vezes durante 24 horas; (¢) desidratagdo, como
ja descrita; (d) emblocagem em Araldite 6005.

Cortes finos foram coletados sobre telas com
filme suporte de Formvar e corados com acetato de
uranita, seguido de tartarato de chumbo segundo
Millonig, ou somente com tartarato de chumbo, ou
somente com citrato de chumbo segundo Reynolds.
O exame foi feito com os microscopios eletrdnicos
Phitips EM300, Philips EM200 ou Zeiss EM9. Os
aumentos mencionados nas eletromicrografias corres-
pondem a valores aproximados.

Abreviaturas utilizadas nas figuras:

C — cisternas
Epi — epiplasma
Esp — esporoplasma
g/0 — fixacdo seqiiéncial glutaraldeido-tetroxido
de 6smio
KMnO, - fixagdo com permanganato de potassio
M — mitocodndrio
Mc — membrana de clivagem
N — ntcleo
P — parede do asco
R ~ reticulo endoplasmatico
\Y% — vesicula
Ve — vacuolo
Resultados

O processo de diferenciagdo da célula ascal é
marcado pela alteracio da forma da célula diploide
que se elonga, em dedo de luva, cujo nucleo passa
a ocupar a regido mais ou menos central. O envelope
nuclear, na regido voltada ao apice celular, evagina
intensamente e produz expansGes designadas ‘‘blebs”’
(Figs. 1, 2). Concomitantemente, surge uma rede de
reticulo endoplasmatico, localizada preferencialmente
entre o nlcleo diplbide e o dpice ascal (Fig. 3). Em
determinados planos de corte, o reticulo apresenta
aspecto semelhante a cisternas achatadas, dispostas
paralela ou concentricamente, tendo ou ndo extre-
midades expandidas (Figs. 4, 5).

Durante o processo de elongagdo ascal, surgem
vesiculas delimitadas por membrana unitdria, cujo
conteido, em material fixado com permanganato de
potassio, parece ser removido (Fig. 4).

Fig. 1 — Corte longitudinal de asco com nucleo diploide (N),
em posicdo central, apresentando sinuosidades ("“blebs’’) no
envelope nuclear. Mitocdndrios (M) com regifes claras no
centro da matriz mitocondrial. KMnOy4. 15500X.
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Fig. 2 — Processo de proliferagdo de citomembranas, eviden-
ciando rede de retfculo endoplasmatico liso (R} préxima as
sinuosidades do envelope nuclear. Vesiculas (V), cujo contei-
do parece removido, contornadas por unidade de membrana.
KMnO4. 20500X.

Fig. 3 — Corte obliquo de asco, mostrando rede de reticulo
endoplasmdtico liso com cisternas dispostas paralelamente.
Mitocdndrios com regiBes claras na matriz mitocondrial e
vesfculas, contornadas por unidade de membrana, cujo
conte(do parece ter sido removido. KMnOg4. 14000X.

Fig. 4 — Corte obliquo de asco, evidenciando longas cis-
ternas (C). KMnOg4. 5800X.
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O desenvolvimento do asco e a delimita¢do dos
ascosporos sio processos rdpidos, para os quais
parecem contribuir, de maneira efetiva, a atividade
de lomassomos (Fig.6), a intensa proliferacdo de
vesiculas e a incorporacio de membranas no plasma-
lema ascal, levando-se em conta as imagens de
sinuosidade observadas (Fig. 6).

Diversas modificagdes ocorrem no citoplasma do
asco durante a meiose. Desenvolve-se um grande
vacliolo basal; na regifo entre o nlcleo e o épice
ascal, anteriormente ocupada pela rede de reticulo
endoplasmético, aparecem vaclolos de contetdo
fibrilar frouxo, os quais podem conter, inclusive,
outras vesiculas menores, delimitadas por membrana
mais eletrodensa (Fig. 7), que parece derivar de
dilatacdes ou fragmentacdo da rede reticular anterior-
Fig. 5 — Detalhe de corte obliquo de asco, evidenciando mente existente; mitocdndrios, que antes apareciam
longa cisterna (C) com dilatacdo (vesfcula? ) na extremidede. predominantemente em secgdo circular, oval ou
KMnO4. 17000X. pouco alongada, passam a predominar em sec¢do
mais alongada ou em halteres; a parede do asco,
até entSo formada por camada fina, homogénea,
tem sua espessura aumentada e passa a exibir duas
regides distintas de compactacdo (Fig. 8).

Fig. 8 — Corte longitudinal de asco com vacdolos {Ve) de contetdo fibrilar frouxo, contendo indmeras vesfculas. As setas
indicam lomassomos. g/O. 19970X.
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Fig. 7 — Corte longitudinal de asco meiético, evidenciando
vactiolos (Vc) de conteldo fibrilar frouxo, situados entre o
nicleo e o dpice, contendo inimeras vesfculas delimitadas
por membranas eletrodensas. g/O. 11400X.

O inicio da delimitagio dos ascosporos pode ser
demarcado quando a membrana delimitante ou de
clivagem comega a ser formada. Cisternas longas,
existentes no citoplasma, se expandem por fusio
com outras vesiculas, a medida em que a meiose
progride. Em estagios mais avancados, as cisternas se
unem e formam um cilindro adjacente 3 membrana
plasmatica do asco (Figs. 8, 9). Nesta etapa, a meiose
estd concluida e os quatro nlcleos haplbides ja
passaram pela primeira divisdo mitotica. O asco fica
com oito nicleos enfileirados, constituindo as té-
tradas ordenadas. A membrana de clivagem invagina,
em direcdo ao centro do asco, nas regiGes entre cada
par de nucleo, arrastando citoplasma com organelas
indiscriminadamente ao redor de cada nlicleo (Fig. 9).
Algumas imagens observadas sugerem que, durante o
processo de invagina¢do, a membrana de clivagem se
rompe e novas vesiculas sdo adicionadas a ela {Fig. 9),
continuando, desta forma, seu crescimento em direcdo
ao centro do asco. Este & um aspecto que necessita
ser estudado mais profundamente.

Finalmente, a membrana de clivagem atinge o
centro do asco, toca com a outra invaginante, funde-se
e 0 esporo estd delimitado. De um lado fica o cito-
plasma ao redor dos produtos da meiose {(esporo-
plasma) e do outro o citoplasma ascal, residual
(epiplasma). Cisternas de retfculo endoplasmético
(Fig. 8) ou vesiculas delimitadas por duas unidades
de membrana (Fig. 10) sdo freqiientemente encon-
tradas na fase de clivagem dos esporos.

Fig. 8 — Detalhe da invaginacdo da membrana de clivagem (C), separando o esporoplasma (Esp) do epiplasma (Epi), com
distinta distribuicdo de organelas. Notar perfis de reticulo endoplasmético liso (R), adjacentes 4 membrana plasmaética do
asco (setas). KMnQO4. 25600X.
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Fig.9 — Detalhe de corte longitudinal de asco mostrando
o processo de delimitagdo dos ascosporos. Membrana de
clivagem {C) rompida durante a invaginacdo, arrastando
consigo organelas e envolvendo os nucleos (N} individual-
mente. KMnO4. 8600X.

Discussdo

O sistema de citomembranas em eucariotas €
constituido de varias “fam{lias’, com distintos padrdes
de organizagdo e composigdo quimica’ 1023435862
Membranas sdo formadas a partir de outras ou sdo
organizadas ““de novo’’, pela reunido de precursores
lipidicos e proteicos, sob determinadas condicBes®.

Grove & col.?” fornecem informacBes sobre as
relacdes entre as distintas “familias” durante as
alteracbes ultra-estruturais relacionadas ao cresci-
mento apical de fungos, envolvendo o envelope
nuclear, reticulo endoplasmitico, dictiossomos, vesi-
culas e plasmalema. Cisternas do reticulo ou do
envelope nuclear alinham-se adjacentemente & face
formadora do dictiossomo. Enguanto as cisternas da
face de maturacdo do dictiossomo apresentam estru-
tura semelhante 3 da membrana plasmadtica, as da
face formadora sdo semelhantes ao retfculo endo-
plasmatico e ao envelope nuclear. A polarizagdo de
membranas, entre a face formadora e a de maturacéo,
indica que a transformacdo de citomembranas ocorre
no Golgi. Durante o crescimento apical de hifas
vegetativas, vesiculas formadas na face de maturacdo
do dictiossomo, cuja membrana delimitante é morfo-
logicamente semelhante 3 membrana plasmatica, sdo
capazes de se fundir, em fendmeno inverso ao da
pinocitose.

Fig. 10 — Detalhe da vesicula (V) delimitada por duas uni-
dades de membrana, que parecem relacionadas com a mem-
prana plasmatica do asco (setas). Parede do asco (P} de
estrutura homogénea, membrana de clivagem (C), epiplasma
{(Epi) e esporoplasma (Esp) conspicuos. g/O. 37200X.
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Hé varios exemplos de interrelacionamento entre
as diversas familias de citomembranas, desde o da
simples aproximagdo, sem contato fisico aparente
(associacBes), & conspicua continuidade estrutural.
Os seguintes casos jd foram documentados: (a) asso-
ciacdo entre reticulo endoplasmatico e plasmalema™ ;
(b} associagdo entre reticulo e vesiculas ou vach-

5:10,11,17,18,58 . (0) associacdo entre reticulo e

olos ;
envelope nuclear” 12-13:17.53.62. (4} oontinuidade entre
17,53, 64

envelope nuclear e reticulo ; (e) continuidade-

entre envelope nuclear e plasmalema®’; (f) associacdo

entre plasmalema e vesiculas® 23 40,43,47,60

As associagdes entre as diversas ‘‘familias’’ de
citomembranas sugerem a existéncia de membranas
intermediarias em composicio quimica e estrutura,
como foi observado por Grove & col.?’, nos dictios-
somos do fungo aqudtico Pythium ultimum. Nem
todos os fungos apresentam dictiossomos em cisternas
empithadas, que caracterizam o aspecto morfologico
mais comum do Golgi, mas quase todos os fungos
exibem vesiculas secretoras e crescimento superficial
através de incorporacdo de vesiculas 3 membrana
plasmatica, as quais parecem ser formadas direta-
mente de cisternas tubulares ou infladas que devam
funcionar como elementos de transicio no processo
de transformagdo de citomembranas. As transfor-
magOes necessarias para a producdo de uma vesicula
secretora ocorrem, as vezes, em uma Unica cisterna.
Esta, portanto, parece ser a unidade funcional minima
do aparetho de Golgi nos fungos®.

O reticulo endopiasmatico é um sistema de mem-
branas altamente diferenciado, associado a sintese de
" fosfolipides e proteinas. Age, portanto, como fonte
de precursores de membrana. O aumento de reticulo,
sem evidéncia de transferéncia de segmentos de
membrana para si, parece atestar sua capacidade de
produzir membranas®®. Schrantz®® ndo encontrou
dictiossomos tipicos durante o estudo da ultra-estru-
tura da ascosporogénese em ascomicetos superiores e
sugeriu que as fungBes do dictiossomo estariam
assumidas por siculos endoplasméticos empilhados,
que produzem vesiculas secretoras. A este conjunto,
foi proposto o termo “pseudo-Golgi”. Durante o

estagio diploide, na ascogénese em Ascobolus ster- i
corarius, ha grande aciimulo de reticulo liso, em .
rede, com comunicagBes com o rugoso, e disposto

na parte distal sobre o nlcleo, recobrindo-o; a rede
se fragmenta durante o crescimento do asco, for-
mando cisternas achatadas que, posteriormente, se
tornam infladas®®. Black & Gorman® verificaram
que membranas empilhadas, encontradas durante a
delimitagdo dos esporos, permanecem como tais até
a maturacdo da estrutura de propagacdo.

Sordaria fimicola também apresenta reticulo endo-
plasmético formando uma rede localizada predomi-
nantemente entre o nlcleo dipldide e o apice ascal.

Em determinados planos de corte, a estrutura é
semelhante a de cisternas achatadas, dispostas paralela
ou concentricamente, tendo ou nio extremidades
expandidas. A fixacdo glutaraldeido-0smica revela
que, na regido anteriormente ocupada pela rede de
retfculo, durante a meiose, surgem vaclolos de

. conteGdo fibrilar frouxo ou contendo outras vesfculas

menores, delimitadas por membrana mais eletrodensa.

Viérios autores afirmam que a estrutura da mem-
brana de clivagem é semelhante & da membrana
plasmatica do asco®® 2. Na presenca de glutaraldefdo
2%, durante duas horas, tanto a membrana de clivagem
como a plasmalema sdo preservadas, ao contrédrio do
que ocorre com o envelope nuclear, reticulo endo-
plasmético e membranas dos mitocondrios, que
deixam uma zona clara em seus lugares®®.

Wells® encontrou invaginag&es da membrana plas-
mética formando complexos de membranas concén-
tricos, mas considerou que a membrana de clivagem
ndo se originaria dai, pelas seguintes razdes: (a) as
invaginacBes da plasmalema s3o mais eletrodensas do
que a membrana de clivagem; (b) o intervalo entre
as duas unidades de membrana que formam a
membrana de clivagem é maior do que o espaco
entre os dois folhetos da membrana plasmatica
invaginante. :

Embora os componentes da membrana de clivagem
sejam semelhantes a membrana plasmética, sua origem,
a partir de invaginacdes da plasmalema, ndo deve
ocorrer, como acreditam alguns. A membrana de
clivagem, por outro lado, é distinta do reticulo
endoplasmdtico e do envelope nuclear, o que preju-
dica as hipoteses que relacionam estes componentes
a génese da membrana de clivagem.

Resta a hipotese de que, a exemplo do mecanismo
de transformagdo de citomembranas, mediado pelo
complexo de Golgi, membranas sofram modificacdes
subestruturais e se tornem semelhantes & membrana
plasmatica. O aumento do reticulo endoplasmatico
e de vesiculas sdo fendmenos marcantes durante a
ascosporogénese. Estes dois aspectos, mais a aparente
sinuosidade da membrana plasmética na regido apical
do asco em S. fimicola; o acimulo das vesiculas
também na regido apical e o alinhamento de outras,
parecendo dar origem a cisternas por subseqliente
fusdio; a presenca de vesiculas que se juntam as
cisternas; e a presenga de estruturas que podem
funcionar como Golgi sugerem que: a exemplo do
que ocorre no processo de crescimento apical nas
hifas, as citomembranas sofrem transformacg0Oes du-
rante a ascosporogénese. Conseqlientemente, as duas
unidades de membrana que formam a membrana de
clivagem derivam da modificagdo substrutural da
membrana de vesiculas, expansdo de cisternas, fusdo
e formagdo de “vesfcula ascal”’, “’cilindro”, membrana
delimitante ou membrana de clivagem.
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PadrOes bacteriologicos de alimentos portugueses®

A.M.R. Ribeiro

Resumo

Revisdo dos padrBes bacteriol6gicos portugueses para alimentos, propostos pela Sociedade Portuguesa
Veterinaria de Higiene Alimentar. InstrucSes para coleta de amostras e de métodos de amostragem
para os diferentes tipos de alimentos, de acordo com o sistema de empacotamento evmpregado e
referéncias aos métodos de analise bacterioldgica recomendados para alimentos. Proposi¢do de padrdes
para alimentos brutos e processados, tanto de origem vegetal como animal.**

Summary

Portuguese standards for foods

Revision of the Portuguese bacteriological standards for foods as proposed by the Sociedade Portuguesa
Veterinaria de Higiene Alimentar. Instructions for sample collection and sampling methods for different
kind of foods, according to the packaging system employed and references to recommended methods
for bacteriological analysis of foods. Proposed standards for raw and processed foods both of plant
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and animal origin.**

introduggo

Embora a necessidade de fixar normas bacteriol6-
gicas de qualidade para os alimentos fosse imposta
por razdes do dominio da saide pablica, a indGstria
compreendeu rapidamente que estas normas tinham
um reflexo favoravel sobre a producdo e que, junta-
mente com a aplicacdo de programas de “food plant
sanitation’ essas normas desempenhavam um papel
primordial no aumento de produtividade e mesmo
na promocdo de vendas.

Ha, todavia, numerosas dificuldades a vencer a
comecar nos métodos e técnicas de anélise; espera-se
do labor dos peritos da F.A.Q. e 0.M.S. da Comissdo
do Codex Alimentarius que um dia todos os labora-
torios do Mundo possam trabalhar do mesmo modo,
produzindo, portanto, resultados comparéveis. Mas,
dentro de cada Pafs ou grupos de paises, levantam-se
outras dificuldades relacionadas com o grau de desen-
volvimento, os habitos da populagdo e o clima. Assim,
as normas bacterioldgicas a propor devem ser realistas
e ter em conta os condicionalismos que afetam cada
produto. num determinado pafs; de outro modo,
ndo serdo aplicdveis e desacreditam-se.

Estas normas, inicialmente experimentais, devem
ser, em primeiro lugar, aplicadas a um ndmero redu-
zido de alimentos, considerados como os mais impor-
tantes, e fixardo nfveis de qualidade bacteriologica
que possam ser atingidos pela maioria dos produtores
véalidos. Assim, o plano de aplicacdo deve ser pré-
-estabelecido e cuidadosamente regulado; se se toma-
rem estes cuidados, a operagdo serd um sucesso que
se estenderd a outros produtos e conduzird a pro-
ducdo a nfveis de qualidade progressivamente mais
elevados.

As normas bacterioldgicas de alimentos interessam, -
portanto, os consumidores e as associacSes de con-
sumidores, os servicos de saGde pablica e a indUstria
e o comércio de alimentos. O interesse deste assunto
justifica assim que se continue a trabathar para que
um dia os produtos alimentares trocados entre todos
os pafses do mundo obedecam as mesmas normas
bacterioldgicas fixadas por uma autoridade interna-
cional. Isto serd a clpula, talvez ainda longinqua,
do trabalho comecado na primeira metade do Século, .
na senda de Pasteur, pelos investigadores pioneiros
da bacteriologia de alimentos a quem prestamos
homenagem.

* Propostos pela Sociedade Portuguese Veterinaria de Higiene Alimentar e coligidos pelo autor do presente trabalho,
da Escola Superior de Medicina Veterinaria, Lisboa, Portugal.

** preparado por Mauro F.F, Leitdo.
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7

A presente contribuicio é o resultado de um
trabaiho de anédlise do que tem sido publicado sobre
esta matéria, adaptado as condigBes do Pals pelos
veterindrios portugueses higienistas de alimentos. Foi
ainda largamente informada pelos resultados de ana-
lises bacteriolégicas de alimentos efetuados nestes
Gltimos 19 anos. Para a maior parte dos géneros ali-
menticios, as normas sdo ainda experimentais, para
orientar a producdo; a sua aplicaco com forca de
Lei serd feita por fases. Estas normas sdo ainda um
Gtil instrumento de trabalho a utilizar sem rigidez
pelos inspetores de alimentos, na interpretacdo dos
boletins de andlise fornecidos pelos laboratorios a que
recorrem.

Métodos
Amostragem

Adaptou-se um procedimento proposto como Nor-
ma Portuguesa (1) para certos produtos e que supde
a adocdo das definicBes de:

Unidade — Quantidade de alimentos contida num
recipiente.

Lote ~ Unidade ou conjunto de unidades da
mesma natureza e com aspecto uniforme.

Partida - Lote ou conjunto de lotes, pelos quais é
responsével uma mesma entidade.

Amostra — Unidade ou fracdo de unidade, represen-

tando as propriedades e a composicio
do lote.

Se a partida € constituida por uma unidade ou por
védrias unidades consideradas idénticas, serd identifi-
cada com um lote.

Se a partida é constituida por unidades diferentes
ou que se suspeita serem diferentes na qualidade,
origem, aspecto ou natureza dos recipientes, devers
ser dividida em vérios lotes, agrupando unidades
com as mesmas caracteristicas.

Cada lote serd objeto de uma recolha de trés
amostras de 100g.

Tabela 1

Amostragem de unidades em recipientes ndo
estanques ou de capacidade superior a 1dm3

NGmero de unidades a
separar para amostragem

NGmero de unidades que
constituem o lote

1
a b
6 a 60
61 a 80
81 a 100
> 100 5 +

S O H WN -

n =1 para cada centena ou fracdo de centena a mais

Se o lote é constituido por unidades contidas em
recipientes ndo estanques ou de capacidade superior
a 1dm3, separa-se ao acaso o nlmero de unidades
indicadas na Tabela 1. ’

Cada unidade serd homogeneizada, quando neces-
sério, com um agitador, no recipiente respectivo.
Colhe-se, de cada uma, com cuidados de assepsia
e com os instrumentos adequados para cada produto,
a respectiva parte alfquota de 300g, que se distribui
em partes iguais por trés recipientes estanques, ro-
lhados.

Se o lote for constitufdo por unidades contidas em
recipientes estanques ¢ de capacidade ndo superior
a 1dm?, separa-se, ao acaso, 0 nimero de unidades
indicadas na Tabela 2.

Tabela 2

Amostragem de unidades em recipientes
estanques de capacidade ndo superior a 1dm?>

Namero de unidades a
separar para amostragem

Namero de unidades que
constituem o lote

1 1

2 2

3 a 100 3
101 a 1000 6
1001 a 10000 12
> 10 000 12 + n

n =1 para cada dezena de milhar ou fragdo de dezena de
milhar a mais,

Se o nGmero de unidades separadas é de trés,
estas constituirdo diretamente as amostras. Se ndo 8,
proceder como nos casos anteriores.

Se o conteGdo total das unidades separadas é
inferior a 300g, cada amostra terd um peso inferior
a 100g mas que seja igual a um terco do conteido
dispon{vel.

As provas de incubacdo de conservas e semi-
-conservas devem ser realizadas apenas nos recipientes
intactos e devem incidir sobre a totalidade das uni-
dades separadas do lote menos uma e, pelo menos,
sobre trés. As amostras para ulterior anédlise serfo
colhidas dos recipientes ndo abertos que suportaram
estas provas.

Todo o material que contacte com o produto a
analisar deve estar estéril. Quando os géneros alimen-
ticios ndo forem microbiologicamente estaveis (é o
caso dos produtos frescos e rapidamente pereciveis
e das 4guas), as amostras devem ser refrigeradas para
serem mantidas em condicGes que impecam o desen-
volvimento microbiano sem obstar a viabilidade das
células, até ao momento da andlise, a qual serd
efetuada no prazo mais curto possivel. Em certos
casos (dguas livres) apesar da refrigeracio, a anéli-
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se ndo podera ser realizada mais tarde que 24 horas
ap0s a coleta. A segunda e a terceira amostras destes
géneros serdo guardadas nestas condicBes para servi-
rem, se necessario, para andlises de recurso.

Ouando a coleta nio é feita pelas autoridades
legais para efeito de eventual procedimento judicial,
ndo é indispensavel a tomada de trés amostras.

Técnicas de Anélise

Salvo para as provas de esterilidade, para a pes-
quisa de Salmonella, de toxina botulfnica e para os
produtos lfquidos, as tomadas para anélise, de massa
nunca inferior a 30g, sdo homogeneizadas em soluto
fisiolégico com triptona a 1% em aparetho Waring
Blendor.

Escolhem-se as determinagBes mais adaptadas a
cada género alimenticio ou grupo de géneros. Sédo do
conhecimento geral dos bacteriologistas de alimentos,
e o seu valor tem sido confirmado apenas com uma
excecdo, com respeito a Streptococcus do grupo D,
considerados testemunhos muito discutfveis de conta-
minacdo fecal.

As técnicas sequidas sdo largamente inspiradas
pelo ensino do C.E.R.B.A. (Centre d’Enseignement et
Recherches de Bactériologie Alimentaire} do Insti-
tuto Pasteur de Lille. Estdo agrupadas numa publi-
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cacio provisoria para uso dos laboratorios portu-
guesesz, sendo também utilizadas técnicas descritas
por Mossel & cql.3. Para a contagem e caracteri-
zagdo de Staphylococcus coagulase-positiva sempre
se utiliza o meio de Baird-Parker®. Vérios reposi-
t6rios de métodos em uso nos Estados Unidos
5 6 7.8 9 10, 11, 12, 13 geyem ser consultados.
Para a pesquisa de bactérias patogénicas e de toxinas,
seguem-se as técnicas recomendadas por Buttiaux &
col.' e, no que se refere a Vibrio parahaemolyticus,
a de Sakazaki's.

Apreciagdo dos Resultados

As normas propostas constam das Tabelas 1a16.
Para efeito do controle de producio e, numa fase
inicial, deve considerar-se satisfatoria a situagdo quan-
do trés de cinco amostras do mesmo produto,
colhidas em tempos diferentes, estejam conforme as
normas estabelecidas e as restantes duas ndo conti-
verem microrganismos patogénicos e toxinas, e as
determinacBes de bactérias ndo patogénicas ndo uitra-
passem, na média, os valores fixados de mais de um
ciclo logaritmico, tolerando-se ainda que dois destes
valores excedam a norma em dois ciclos logarftmicos.
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PadrGes bacteriolégicos de alimentos portugueses — 1

R Sumos e polpas

Aguas Refrigerantes de frutos
Microrgan}smos mes6filos por mi 102 {a, b) 102 103 (¢)
Microrganismos psicrotréficos por ml — - 104
Bolores e leveduras por m! - —~ 10
Esporos de clostrfdeos sulfito-redutores (44°C) ausentes em 20m! (d) 20ml -
Bactérias coliformes ausentes em 100ml 10mi 0,1mli
Escherichia coli ausente em 100m! 100mi Tmi
Streptococcus do grupo D ausentes em 10ml 20mli 0,1ml
Staphylococcus coaguiase-positiva ausentes em - - 10mi
Salmonella ausentes em — - 100m|
Pesquisa de outras bactérias patogénicas e de toxinas Negativa {(d) Negativa (e) Negativa (e)

Provas de incubagdo (9 dias a 55°C e 20 dias a 30°c)
Provas de esterilidade

Exame microscopico — (esfregaco de 0,01ml em 1cm2, objetiva 100) —

Exame microsc6pico, técnica de Howard, % de campos positivos

Negativas ()
Negativas (f)
Menos que 20
microrganismos
em 40 campos
Menos que 40

(a) — Ndo aplicavel a 4guas de mesa e minerais.

{b) — Em 4guas destinadas a fins tecnoldgicos alimentares, 10ml.
(c} — Apenas aplicavel a sumos de frutos ndo esterilizados, habitualmente concentrados e congelados.

{d) — Em dguas destinadas a fins tecnolégicos alimentares, ausentes em 100mi.

{e) — Apenas pesquisado em casos especiais.
{f} — Apenas aplicavel a sumos de frutos esterilizados.
{g) — Apenas aplicavel a concentrado de tomate.

Padrdes bacterioldgicos de alimentos poriugueses — 2

Leite cri .
.. Leite
para leite X Natas
X pasteurizado R
pasteurizado R pasteurizadas
. especial
especial
Microrganismos mes6filos por ml 5 X 10 5X 103 ax 10t
Microrganismos termo-resistentes por ml 10° — —
Esporos de clostridium método de Weinzirl ausentes em 15mi — —
Bactérias coliformes ausentes em Q,001mi Tml 1mi
Pesquisa de bactérias patogénicas e de toxinas Negativa (a) Negativa {a) Negativa {a)
Contagem microscopica de bactérias, método de Breed N&o mais que 10 | Ndo mais que 10
{0,01ml espalhado em 1cm2, objetiva 100) em 10 campos por 10 campos
Tempo de redutase Mais que 5 horas
e 30 minutos
{a) — S6 se pesquisa em casos especiais.
Padrdes bacteriolégicos de alimentos portugueses — 3
Leite Leite cra .
R Leite
para consumo para leite X
. R pasteurizado
direto pasteurizado rrent
{cra) corrente corrente
Microrganismos meséfilos por ml 1,6 X 108 2X 10° 3X 10*
Microrganismos termo-resistentes por mi — 104 -
Esporos de Clostridium método de Weinzirl ausentes em - 5mi —
Bactérias coliformes ausentes em 0,00001m! 0,00001 mi Tml
Pesquisa de bactérias patogénicas e de toxinas Negativa (a) Negativa (a) Negativa (a)

Contagem microscépica de bactérias, método de Breed
(0,01ml espathado em 1cm?, objetiva 100)
Tempo de redutase

Menos que 100

Mais que 2 horas

em 10 campos

e 30 minutos

Menos que 100

Mais que 2 horas

em 10 campos

e 30 minutos

Menos que 100
em 10 campos

(a} — 86 se pesquisa em casos especiais.
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Padrées bacterioldgicos de alimentos portugueses — 4
Queijo
Gelados logurte pasteurizado
fresco
Microrganismos mesofilos por mi 10° — -
Microrganismos psicrotréficos por mi 10° — -
Bolores e leveduras por ml 500 (a) 2 t{a) 10% (a)
Bactérias coliformes ausentes em 0,01mi 1mi 0,1ml
Escherichia coli ausente em Tmi Tmi -
Staphylococcus coagulase-positiva ausentes em 0,1mi — -
Salmonella ausentes em 25ml — -
Pesquisa de flora ativa - Positiva -
Pesquisa de bactérias patogénicas e de toxinas Negativa (b) Negativa (b) Negativa (b)
Exame microscopico — (objetiva 100} {(Lactobacillus, - Mais de 15 cadeias —_
Streptococcus) de cada por campo
Exame microscopico, método de Breed Menos que 15 — -
{0,01mi espathados em 1cm2, objetiva 100) em 10 campos
{a} — Nao mais de 10% de bolores.
{b) — Apenas se pesquisa em casos especiais.
PadrBes bacterioldgicos de alimentos portugueses — 5
Queijo Oueg;o Manteiga
curado pasteurizado pasteurizada
fundido

Microrganismos meséfilos por grama — 103 —
Bolores e leveduras por grama — 10 (a) 100 (a)
Esporos de Clostridium método de Weinzirl ausentes em - 19 —
Esporos de clostrfdeos sulfito-redutores (44°C) ausentes em 0,149 19 0,19
Microrganismos lipolitfcos por grama - - 200
Microrganismos proteoliticos por grama — — 50
Bactérias coliformes ausentes em 19 19 19
Staphycococcus coagulase-positiva ausentes em 29 2g 29
Salmonella ausentes em 25g 259 25¢g
Pesquisa de outras bactérias patogémcas e de toxmas Negativa (b) Negativa (b} Negativa (b)
Provas de incubagdo (9 dias a 55°C e 20 dias a 30°C) - Negativas (c) | Negativas (c)

{a) — Nio mais de 10% de bolores.
(b) — Apenas se pesquisa em casos especiais.
(c) — Apenas aplicdvel a embalagens herméticas.

Padrdes bacterioldgicos de alimentos portugueses — 6

Ovos Ovos
Margarina inteiros partidos
{na casca) {gema e clara)

Microrganismos mesofilos por grama 10° 10° 10°
Bolores e leveduras por grama 10 (a) 10° 102
Microrganismos ovolfticos por grama — 10? 103
Microrganismos lipolitfcos por grama 10 - -
Esporos de clostrideos sulfito-redutores (44°C) ausentes em 1g - —
Bactérias coliformes ausentes em 1g 0,19 0,19
Escherichia coli ausente em 10g 19 19
Streptococcus do grupo D ausentes em 19 0,01¢g 0,1g
Staphylococcus coagulase-positiva ausentes em 29 29 29
Salmonella ausentes em 25¢ 50g 100g
Pesquisa de outras bactérias patogénicas e de toxinas Negativa (b) Negativa (b) Negativa (b)

{a) — N&o mais de 10% de bolores.
(b) — S6 se pesquisa em casos especiais.
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Padr&es bacteriolégicos de alimentos portugueses — 7

Pescado Pescado Pescado
crufa) cozido preservado
pronto a comer
. . . 5 4 4
Microrganismos meséfilos por grama 10 10 10
Microrganismos psicrotréficos por grama 108 10° 10°
- Bolores e leveduras por grama 10° 103 10*
Bactérias coliformes ausentes em 0,01g 0,1g 0,19
Escherichia coli ausente em 0,19 1g 1g
Staphylococcus coagulase-positiva ausentes em 0,01g 0,1g 1g
Salmonella ausentes em 259 25¢g 259
Vibrio parahaemolyticus ausente em 5g 109 59
Pesquisa de outros microrganismos patogénicos e de toxinas Negativa (b) Negativa {b) Negativa
{a) — Amostra colhida em musculos profundos, sem contacto com visceras, ndo comportando pele.
(b) — Apenas se pesquisa em casos especiais. ‘
Padr@es bacteriolégicos de alimentos portugueses — 8
Carnes Carnes em Carnes
frescas em pecas de pré-embaladas
carcaca (a) taltho (a) e picadas
Microrganismos mes6filos por grama 104 10° 10°
Microrganismos psicrotréficos por grama 10° 108 108
Esporos de clostrfdeos sulfito-redutores (44°C) ausentes em 0,1g 0,19 0,1g
Bactérias coliformes ausentes em 0,01¢g 0,01g 0,001g
Escherichia coli ausente em 0,19 0,1g 0,01g
Streptococcus do grupo D ausentes em 0,001¢g 0,001g 0,0001g
Staphylococcus coagulase-positiva ausentes em 0,01g 0,01g 0,01g
Salmonella ausentes em 25g 25¢g 25¢g
Pesquisa de outros microrganismos patogénicos e de toxinas Negativa (b) Negativa (b) Negativa (b)
(a} — Salvo indicacdo em contrério, a coleta é feita na profundidade das massas tissulares.

{b) - S6 se pesquisa em casos especiais.

PadrGes bacteriolégicos de alimentos portugueses — 9

. Carnes e Carnes e enchidos | Salsicharia
Enchidos K
- enchidos tratados pelo cortada
crus, ndo
curados calor {fumados embaladas
curados . .
a frio ou cozidos) no vicuo
Microrganismos mesé6filos por grama 10% (a) - 10° 10% (b)
Microrganismos psicrotréficos por grama — - —_ 108 (b)
Esporos de clostrideos sulfito-redutores
{44°C} ausentes em 0,01g 0,019 0,01g 0,1g
Bactérias coliformes ausentes em 0,001g 0,001g 0,01g 0,019
Escherichia coli ausente em 0,01g 0,1g 1g 0,19
Staphylococcus coagulase-positiva ausentes em 0,01g 0,01¢g 2g 2g
Streptococeus do grupo D ausentes em — _ 0,001g 0,0001g (a)
Salmonella ausentes em 25¢ 25g 25¢g 25¢g
Pesquisa de outros microrganismos patogénicos Negativa (c) Negativa (c) Negativa (c) Negativa (c)
e de toxinas

{a) — N#o aplicével a salsichas fermentadas.
(b) — Apenas aplicivel a produtos processados a quente.
{c) — S6 se pesquisa em casos especiais.
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PadrBes bacteriolégicos de alimentos portugueses — 10
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Fruto Pickles
Legumes N
frescos pasteurizados
Microrganismos mes6filos por grama 10* 10° 10*
Microrganismos psicrotréficos por grama 10° 10° —
Microrganismos pectinolfticos ausentes em - — 1%
Bolores e leveduras por grama 10% 10% 10
Esporos de Clostridium ausentes em - - 19
Esporos de clostrideos sulfito-redutores (44°C) ausentes em - - 1g
Escherichia coli ausente em ig 0,1 -
Streptococcus do grupo D ausentes em - - 0,1g
Staphylococcus coagulase-positiva ausentes em 2g 29 29
Salmonella ausentes em 25g 25g9 259
Pesquisa de outros microrganismos patogénicos e de toxinas Negativa (a} Negativa (a) Negativa (a)

Provas de incubacfo (9 dias a 556°C e 20 dias a 30°C)

Negativas (b)

{a) — S6 se pesquisa em casos especiais.

{b) — Apenas aplicavel a produtos enlatados ou em boiSes de vidro com capsulas estanques.

Padrdes bacteriol6gicos de alimentos portugueses — 11

Condimentos
desidratados

Extratos de

condimentos e aromatas

Microrganismos meso6filos por grama

Esporos de bactérias aer6bias por grama

Bolores e leveduras por grama

Esporos de clostrideos sulfito-redutores (44°C) ausentes em
Clostridium nigrificans ausente em

Clostridium thermosaccharolyticum ausente em
Bactérias coliformes ausentes em

Escherichia coli ausente em

Strepococcus do grupo D ausentes em
Staphylococcus coagulase-positiva ausentes em
Salmonella ausentes em

Pesquisa de outras bactérias patogénicas e de toxinas

10* (a)
10* (a)
10° (a)
0,19

10
1
1
29

29
2g

0,19

19

0,19

29
509

Negativa (b)

29
29
19
59
19
2g
50g

Negativa (b)

(a) — N&o aplicavel a produtos esterilizados em que se tolera o méaximo de 5/g.

{b) ~ Pesquisar apenas em casos especiais.

Padrdes bacterioldgicos de alimentos portugueses — 12

Actcar e Sal Aditivos e
féculas higienizado sal refinado
Microrganismos mesdéfilos por 10 gramas 200 (a) 50 (b) 10
Microrganismos termo-resistentes terméfilos por 10 gramas 125 {b) 5 (b} 5
Esporos de bactérias agentes do "“flat-sour’” por 10 gramas 50 (b) - -
Bolores e leveduras por 10 gramas 10 (a) 20 (c) 20
Pesquisa de esporos de Clostridium nigrificans em 5 tubos
semeados com 10 gramas Negativa - —
Pesquisa de esporos de Clostridium thermosacharolyticum em 5 tubos
semeados com 10 gramas Negativa — -
Esporos de clostr{deos sulfito-redutores {44°C) ausentes em 19 2g -
Esporos de Bacillus gasbgenos ausentes em — — 10g (b)
Esporos de Clostridium ausentes em - - 10g (b)
Bactérias agentes do vermelho ausentes em - 2g 10g (d)
Bolores agentes do empoado ausentes em — 2g 10g (d)
Escherichia coli ausente em 19 — -
Staphylococcus coagulase-positiva ausentes em — 2g —
" Leuconostoc mesenteroides ausente em 10g (d) - -
Pesquisa de outras bactérias patogénicas e de toxinas Negativa (e} Negativa (e) Negativa (e}
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continuagdo da tabela anterior

{a) — Para as indGstrias de bebidas e refrigerantes; nos restantes casos, toleram-se 103/9 de bactérias e 102/9 de fungos.

(b) — Apenas para as indistrias de conservas. Nos restantes casos, toleram-se 103/9. Os valores referem-se & média de
5 amostras em nenhuma das quais se toleram mais de 150 terméfilos e 75 “Flat Sour”.

(¢} — Apenas para as indUstrias de conservas e de lacticinios. Nos restantes casos, toleram-se 102/9.

(d) — Apenas se aplica ao agticar.

(e) — S6 se pesquisa em casos especiais.

PadrSes bacteriolGgicos de alimentos portugueses — 13

Pratos Alimentos Alimentos
cozinhados prontos a comer prontos a comer
congelados néo cozidos cozidos
Microrganismos meséfilos por grama 10° (a) 10° 104
Microrganismos psicrotréficos por grama 10° (a) 10° 10°
Esporos de bactérias aer6bias por grama 10* — 10%
Bolores e leveduras por grama 10* 10* 10°
Esporos de clostr(deos sulfito-redutores {44°C) ausentes em 0,1g 0,01g 0,19
Bactérias coliformes ausentes em 0,01g 0,019 0,19
Escherichia coli ausente em Q0,1g 0,1g 1g
Staphylococcus coagulase-positiva ausentes em 0,01g 0,01g 0,19
Streptococcus do grupo D ausentes em - 0,001¢g 0,01g
Salmonella ausentes em 25¢g 25g 25g
Pesquisa de outros microrganismos patogénicos e de toxinas Negativa (b} Negativa (b) Negativa (b)
(a} — Apenas aplicavel a produtos cozidos.
(b} — Pesquisar apenas em casos especiais.
Padrdes bacterioldgicos de alimentos portugueses — 14
Conservas . Carnes
. Semi-
{alimentos e pescado
. -conservas

esterilizados) salgados
Microrganismos mes6filos por grama - 10° (a) 10°
Microrganismos psicrotroficos por grama - 10% (a) -
Bolores e leveduras por grama - 100 (b} 10°
Esporos de Bacillus gaségenos ausentes em - 1g {c} —
Esporos de clostrideos sulfito-redutores (44°C) ausentes em - 0,1g 0,01g
Bactérias coliformes ausentes em - 1¢ -
Bactérias agentes do “vermelho’’ ausentes em - — 0,0014g
Bolores agentes do ‘‘empoado’” ausentes em - - 0,001¢g

Streptococcus do grupo D ausentes em - 0,1¢g —
Staphylococcus coagulase-positiva ausentes em - 2g 29
Salmonella ausentes em - 25g 25g
Vibrio parahaemolyticus ausente em - 10g (d) -

Pesquisa de outras bactérias patogénicas e de toxinas Negativa (e) Negativa {e) Negativa (e)
Provas de incubagéo — Negativas (f) -
Provas de incubagéo (9 dias a 55°C e 30 dias a 30°c) Negativas - -

Provas de esterilidade
Exame microscopico (esfregaco por impressdo, objetiva 100)

Negativas (g)

Menos que 20
bactérias por
10 campos (h)

Negativas (g)

Menos que 40
bactérias por
10 campos (h)

{a) — Apenas aplicavel a produtos tratados pelo calor e a feites condensados.

(b} — Apenas aplicével a leites condensados.

{c} — Apenas aplicavel a fiambre e a carnes curadas enlatadas.

(d) — Apenas aplicivel a produtos da pesca.

{e) — S6 se pesquisa em casos especiais.

(f) — No caso de semi-conservados 3 dias a 30°C ou 2 dias a 40°C.

{g) — Toleram-se até 10 esporos por grama de Bacillaceae nio patogénicas e ndo toxigenas.
(h} — N&o aplicével a produtos fermentados.
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PadrGes bacteriolégicos de alimentos portugueses — 15
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Géneros aliment(cios| Extratos
h Molhos
pré-cozidos de carnes e (maionese, etc.)
desidratados similares o
Microrganismos mes6filos por grama 103 104 1()4
Esporos de bactérias aer6bias por grama 103 103 -
Bolores e leveduras por grama 10 10? 10
Microrganismos lipolfticos ausentes em — - 19
Esporos de clostrideos sulfito-redutores {44°C) ausentes em 19 0,19 19
Esporos de Clostridium ausentes em - - 19
Bactérias coliformes ausentes em 0,19 1g 0,1g
Escherichia coli ausente em 19 - 19
Streptococcus do grupo D ausentes em 0,19 19 0,01g
Staphylococcus coagulase-positiva ausentes em 29 2g 29
Salmonella ausentes em 50g 25g 259
Pesquisa de outros microrganismos patogénicos e de toxinas Negativa (a) Negativa (a) Negativa (a)
Provas de incubagdo (9 dias a 55°C e 20 dias a 30°C) - - INegativas (b) Negativas {b)
Exame microscopico (esfregaco de 0,001g em 1cm2, objetiva 100) — Menos que 20
bactérias em
10 campos.

(a) — S6 se pesquisa em casos especiais.

{b) — Apenas aplicavel a produtos enlatados, em boifes ou em bisnagas com céapsulas estanques.

PadrSes bacteriolégicos de alimentos portugueses — 16

Doces, concentrados Géneros .
de frutos e alimenticios secos Qelatma
frutas secas (humidade < 10%) alimentar

Microrganismos meséfilos por grama 10° 10° {a} 10%
Bolores e leveduras por grama 10° (a) 10° -
Esporos de Bacillus gas6genos ausentes em 1g (b} - 1g
Esporos de bactérias aerObias por grama —_ 10% -
Esporos de Clostridium método de Weinzir! ausentes em - 1g (b) -
Esporos de Clostridium método de Rosenow ausentes em - - 1g
Esporos de clostrfdeos sulfito-redutores (44°C) ausentes em - 0,01g 19
Bactérias coliformes ausentes em — 0,1g {(a) 0,1g
Escherichia coli ausente em 19 19 19
Streptococcus do grupo D ausentes em — 0,001g 0,19
Staphylococcus coagulase-positiva ausentes em 29 29 29
Salmonella ausentes em 25¢g 25¢g 509
Clostridium nigrificans ausente em - - 29
Clostridium thermosaccharolyticum ausente em - - 2g
Pesquisa de outras bactérias patogénicas e de toxinas Negativa (c) Negativa {(c) Negativa (c)
Provas de incubagdo (9 dias a 55°C e 20 dias a 30°C) Negativas - -
Provas de esterilidade Negativas (b) - -
Contagem microscédpica de bolores, método de Howard

percentagem de campos com fungos ) Menos de 40% (d) - -

{a) — Nd&o aplicavel a frutas secas.

(b) — Apenas aplicavel a produtos enlatados ou em boiGes ou bisnagas com cépsulas estanques.

{c) — Apenas se pesquisa em casos especiais.
{d} — Aplicével a concentrados de tomate.






