Degisao de Diretoria n°® 281/2016/P, de 20/12/2016 - Publicada no Diario Oficial do Estado de Sdo Paulo —
C ecutivo | (Poder Executivo, Secao I), Edicdo n° 126 (239) do dia 22/12/2016 paginas: 100 a 102.

CETESB

NORMA TECNICA L5.204

Nov/1988

37 PAGINAS
Fungos - contagem e isolamento e ostras de aguas,
esgotos e residuos solidos: do delensaio

AO

é_u

Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo
Avenida Professor Frederico Hermann Jr., 345
Alto de Pinheiros CEP 05459-900 Sé&o Paulo SP
Tel.: (11) 31333000 Fax.: (11) 3133 3402

http: // www.cetesb .sp.gov.br




Decisao de Diretoria n°® 281/2016/P, de 20/12/2016 - Publicada no Diario Oficial do Estado de S&o Paulo —
Caderno Executivo | (Poder Executivo, Segao ), Edicao n° 126 (239) do dia 22/12/2016 paginas: 100 a 102.

FUNGOS — CONTAGEM E ISOLAMENTO EM AMOSTRAS
DE AGUAS, ESGOTOS E RESIDUOS SOLIDOS

CETESB ' L5.204

Método de ensaio NOV/88
SUMARIO ' Pag.
INtroduCa0..veeeeeeens et e e s asasc s esesene cesescesnse sesease ees 1

1 ObJetivO.eieesceceeesonnssossssoascasacnncescshe s = . A

2 Normas complementares....... ceeecscscss s cee O N.... eeess 3
3 DefinicoeS.....ceeeeeens Ceeereecenas . O Ceeeees 3
4 Aparelhagem...... seeesccccan N . o .. . N . ¥Y..... eee 5
5 Execugao do ensaio..... PR N e n..... ceee. 12
Resultados....... cesecsen cee e ce e s o NG Y N ceesen eees 17

Anexo A - Identificacao dos fUNZOS...eeveecevocaloceeeeensaneas 19
Anexo B - Meios de cultura alternativos parapiselamento e conta
gem de fungos em aguas, esgotos & residuos solidos... 23

Anexo C - Pré-secagem do meio de cultura'a ser utilizado na téc

nica de "Spread Plate’i. ... ..o .. ceseescnsacsnsss 29

Anexo D Recomendagoes de ordem geral..ieeeeeeeeen. cessesessss 33

Anexo E - Referéncias bibliograficas....e.... Ce e teeieeees. 35

INTRODUCAO

Até recentemente, pouca atengéo tinha sido dada a ocorréncia, dis
tribuigao e significado ecolégico dos fungos no ambiente aquatico.
Porém, :com o,aumentgide confecimentosia respeifo da presenga e significado des
tes organismos e sua importancia na determinagao da qualidade de
égua, tornou-se evidente que, os fungos nao podem ser considerados
como membrosipassiﬁos da populagao microbiana aquética; suas ativi
dades na éguafcomo organismos indicadores, como patégenos humanos
e de vegetais,/ como fontepde nutrientes para a microfauna, como agen
tes nos processosy/de agtodepuragao da égua,-mineralizagéo da maté
ria orgénica e formagadwde sedimentos, enfatizam a importancid de
seu estudo,

Apesar de ser/fo"solo o habitat mais comum dos fungos, muitos dos grupos
inferiores (Mastigomycotina e Zygomycotina) sao quase inteiramente
aquéticos. Estes dcorrem na superficie de materiais de origem ani
mal ou vegetal em decomposicao, em ambientes marinhos ou de égua do
ce e alguns sao parasitas de algas, protozoérios ou raizes de plan
tas superidres. Entre os fungos superiores as classes mais represen
tativas encontradas na égua sao os ascomicetos edeuteromicetos(fug

gos imperfeitos); os basidiomicetos apresentam pouca importancia
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no ambiente aquatico.

A associagéo entre o numero de fungos e a quantidade de materia or
génica sugere a possibilidade da utilizagao destes organismos como
indicadores de poluigao. Entretanto, até o momento nao existe nenhu
ma especie isolada ou grupos de fungos que possam ser considerados
importantes para esta finalidade. Existem alguns casos especiais,

como por exemplo a utilizagao da levedura Candida krusei como indi

cador da presenga de residuos industriais provenientes), da fabrica
gao de papel, uma vez que tais materiais possuem _grande ) quantidade
de pentoses facilmente assimilaveis por esta Wevedurahk Alguns auto
res sugerem ainda a possibilidade do empregofde leveduras e bolores
terméfilos, ou seja, que crescem a temperaturagshelevadas, como indi
cadores de poluigao termica.

0 isolamento de fungos patogénicos a0 homem e animais superiores
tem sido raro tanto em éguas poluidas como em estagoes de tratamen
to de aguas, podendo citar o Geotrichum candidium, Aspergillus fumigatus

e Petrielligiwnboydii,responséveis respegtivamente pela cromomico

se, aspergilose pulmonar e micetoma eumigético. O reservatdrio natu
ral desses fungos zoopatogéniéos e d solo, portanto a sua presenga
nessas éguas esta relacionada com o ecd@preaflento de solo por éguas
de enxurrada.

Embora existauma ampla variedade de mé&todos para a deteccgao de fun
gos na agua, esgoto e residuss solidos, nenhuma técnica padrao para
sua contagem e isolamento {foi ‘désenvdlvida. Tem sido usado com su
cesso o metodo de contagem em placas através das técnicasdE:"spread
plate'" e "pour platé", normalmente empregadés na contagem de bacté
rias em amostras de égua éllsedimeénto. Este método paermite estimar
a populagao de fungo§ presentes na agua, esgoto ou residuos soli
dos que tenha a capacidade de_se desenvolver nas condigoes de nutri .
gao, temperatura € jtempo de Ancubagao definidos. Portanto, é impos
sivel obter uma contagem "total", pois os diferentes tipos de amdg
tras contem diferentes grupos de fungos, cujas necessidades de nu
trigéo, umidade, aeragéo e temperatura otima para o desenvolvimento
sao variaveis. Normalmente, utiliza-se um meio seletivo solido que
permite o desenvolwimento de uma grande variedade de fungos e, ao
mesmo tempo, limita O crescimento radial das colonias e inibe o]
crescimento de bactérias e actinomicetos.

A enumeragao quantitativa de fungos nao é equivalente a de bactérias
unicelulares porqueiﬁﬁacoiahiackafungo pode se desenvolver de uma

Unica célula (esporo), de um agregado de células (um grumo de espo.
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ros ou de um esporo multicelular unico), ou de fragmentos de um mi
célio ou pseudomicélio (contendo mais de uma celula viavel). Para a
contagem desses microrganismos assume-se que cada colonia de fungo
desenvolvida em cultura de laboratorio € originaria de uma  unica
unidade formadora de colodnia (UFC) a qual pode ou nao ser uma célg

la Unica.

1 OBJETIVO

Esta norma prescreve o metodo para isolamentomepcontagem de fungos
em égua de lagos, estuarios, mar, corpos d‘égua receptores,residuos
solidos, despejos industriais e domesticos, atraves das técnias de

“"pour plate" e de "spread plate'.

2 NORMAS COMPLEMENTARES

Na aplicagao desta Norma € necessario comnsultar: .
a) M1.001 - Lavagem, preparo eff@8terilizacao de materiais em la
' boratorio de micobiologiay
b) L5.215 - Prova de adequabilidade biologica da agua destilada.
para fins microbiglogicos;
c) L5.216 - Controle de _gu@abidade de meios de cultura;
d) Guia de orientagao péra coleta e preservagao de amostras (CETESB);

e) L5.520 - Candida albicans - Determinagao pela téecnica de mem

‘brana filtrante.

3 DEFINIGOES

Para os efeitos ddstallNorma Sao adotadas as definigoes de 3.1 a3.12.

3.1 Fungos : '

Sao protistas/supeniores/fque produzem esporos, nao possuem cloréfl
la e sao incapaze8 de sdntetizar seus alimentos. Conseqﬁentemente,
dependem def outros organismos para completar a sua nutrigao. Podem
viver em Mlateria organica ja morta causando e/ou auxiliando sua de
composig@o. Pddem parasitar outros seres vivos alimentando-se do pro
toplasma das. eelulas hospedeiras e tambem formar associagoes com ou
tras plantas, como as algas ou com raizes vegetais superiores. Séo

subdivididos em bolores e leveduras.

3.2 Bolor (fungo filamentoso)

4

0 fungo filamentoso apresenta micélio ou talo pluricelular, o qual
e responsével pelo crescimento e pode tambem cumprir fungaes de re
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produgao.

3.3. Levedura

Fungo cuja forma de desenvolvimento normal e dominante e unicelular
e nao filamentosa; ocorrem com freqiiencia em locais ricos em subs

tancias fermentaveis.

3.4 Fungos aquaticos

Fungos que somente se desenvolvem em ambientes aquatices.

3.5 Esporo

érgéo de reprodugao dos fungos, pode ser sexdado ou assexuado, sen

do de grande importancia na classificagao do funge.

3.6 Hifa

Cada filamento que constitui o micelio ou ®alo pluricelular.

3.7 Miceélio ou talo pluricelular

Conjunto de' filamentos (hifas) que [Se desénvolvem a partir de um es
" poro e constituem o corpo do fungoi Pode“ser|/filamento continuo ou

tabicado.

3.8 Tecnica de "pour plate"

Técnica que consiste na adiga® do meio| de cultura em estado liquido
ao inodculo da amostra, sendo \Pequerida a estabilizagao da temperatu
ra do mesmo na faixa de 44=46°C anted dessa adigao, para evitar a

solidificagao do mesmo, devide a presenga de égar em sua composigao.

3.9 Teécnica de "spreadgplate

*®

Técnica que consisteffio espalhamento de um inoculo da amostra (maxi
mo de 0,5 mL) na superficie de um meio de cultura sélido, sendo re
querida uma desidfatacao préeyia do meio de cultura apos sua distri

buicao em placas, para permitir uma absorcao adequada do inoculo. -

3.10 EDTA

Acido etilenédiaminotetracético.

3.11 p.a.

Para analise.

3.12 qg.s.p.

Quantidade suficiente para.
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4 APARELHAGEM

4.1 Equipamentos

4.1.1 Estufa para esterilizagéo e secagem

A estufa deve acondicionar pipetas, placas de Petri, frascos para
coleta e toda vidraria e aparelhagem que pode ser esterilizada por
calor seco, e ter capacidade suficiente para permitifpa circulagao
do ar quente ao redor do material a ser esterilizado./Deve ser equi
pada com um termometro e um termostato e operar normalmente a uma
temperatura de 170°c - 180°. o tempo de esterilizacao)para a maior

parte da vidraria € de 2 horas, a 170-180%0.

4,1.2 Autoclave

Deve ter tamanho suficiénte para permitir a circulagao do vapor ao
redor do material a ser esterilizado por esse méfodo e ser equipada
com valvula de seguranga, com um manome tro/e com um termSmetro, cu
jo bulbo ficara na direcao da linhamde escape do vapor ‘condensado
(dreno).'A autoclave & normalmende opefada a uma pressao de - vapor
de 15 libras por polegada quadrada, pfoduzindo, em seu interior,uma’
temperatura dé 121,6°C ao nivel 'de mar. Deve-se observar, em seu fun
cionamento, a substituigao por.vaporide todo o ar existente na cémg
ra. A operagao total de umd autoclave deve durar no maximo uma hora,
sendo recomendado o acompanhamento dos ciclos de operagao e os re
gistros de tempo-temperatura. E recomendavel que a autoclave atinja
a temperatura de esteriligagéo de 121°C;em 30 minutos e mantenha es

sa temperatura durante o periodo de4esterilizagéo.

4.1.3 1Incubadora b@egeriologica

Deve ser equipadafcom termostato e projetada de tal forma que a tem
peratura em todds as /partes utilizadas seja 20—24OC, com capacidade
suficiente paré permitir & circulagao do ar ao rédor de todas = as
culturas, quando o“material de trébalho estiver sendo incubado.’ Pa
ra verificaf a temperatura de uma incubadora grande, devem ser colo
cados um ol mais (tEFMOMetros, com o bulbo submerso em Agua, gliceri
na ou 0leo mineéral, em lugares representativos da camara e feitos
registros periédicos da temperatura. A incubadora devera manter 75
a 85% de umidade relativa a ser colocada em local onde a temperatu

ra permanega na faixa de 16 a 27°C.

4,1.4 Banho-maria

Equipado com termostato para manutencao da temperatura na faixa de
45 * 1°C, com capacidade suficiente para comportar recipientes con
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tendo o meio de cultura a ser empregado na tecnica de "pour plate",
o qual, apés fusao prévia, deve ter sua temperatura estabilizada
nessa faixa até o momento do uso. Para verificar a temperatura, de
ve ser utilizado termometro com graduagao e escala adequadas e re

gistros periodicos devem ser efetuados.

4.1.5 Placa rotatoria ("rota-plate")

Equipamento adequado para imprimir um movimento de rotacao em velo
cidade adequada (50 rpm) a placas de Petri contendo o meio de cultu
ra so6lido em seu interior.

Obs.: Equipamento usado na tecnica de "spread plate".

4.1.6 Contador de colonias

Tipo Quebec ou similar, preferencialmente,com campo “‘€scuro, ou ou
tro modelo que fornega aumento equivalente) (1,5 diametros) e pos
sibilite visualizagao satisfatdria das colomids de bactérias a  se

rem contadas.

4.1.7 Camara de seguranga biologicga

Equipamento que possibilita a remogao de particulas presentes no ar
atraves da passagem do mesmo atraves degum’filtro adequado, sendo o
ar filtrado dirigido em formade umifluxo direto sobre a area de
trabalho,

Obs.: Equipamento de uso opcional, podendo o teste ser realizado em

ambiente que proporcione o“grau de assepsia:requerido;.

4.1.8 Destilador de égua ou apafelho para desionizagao

Devem produzir agua nao toxileay, Divre de substancias que impegam ou

interfiram na multiplicacao bacteriana.

4.1.9 Potenciometiro

Deve ter escala bem légivel e medir com preciszo minima de 0,1 uni
dades de pH. A calibracao do potenciBmetro deve ser feita pelo me

nos duas vezes ao diagpmcom tampoes de pH=4,0; pH=6,86 e pH=9,18.

4.,1.10 Balanga

Com sensibilidade minima de 0,1 g ao pesar 150 g.

4.1.11 Refrigerador

-

Certificado para manter a temperatura na faixa de 2 a 8°C, com capa
cidade para conter os meios de cultura e solugoes a serem mantidos

sob refrigeragao. Sua limpeza e desinfecgao devem ser feitas perio
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dicamente.

4,2 Materiais

4,2.1 Materiais para preparagao de meios de cultura

- Recipientes de vidro ou ago inox. O material de aquecimento e osbas
toes devem estar limpos e isentos de qualquer substanciatéxica(nug

ca devem ser de cobre).

4.,2.2 Frascos para coleta de amostras

De vidro neutro ou plastico autoclavavel nadltoxico, ¢om capacidade

minima de 125 mL boca larga e tampa a prowa de vazamento.

4.2.3 Frascos para agua de diluigao

De borossilicato (pyrex) ou vidro neutro, com tampas de rosca que
permitam boa vedagéo e sejam livres de substancias toxicas solﬁveis,
com capacidade para conter 90 f 2 mL deldaghia de diluigdo, deixando
um espago suficiente para permitir_uma boa homogeneizaggo quando se

efetuar - a agitagao.

4,2.4 Pipetas

Pipetas tipo Mohr de O,l, 1,0 ¢ 1T0p0 _mil com graduagao de 1/10 e er
ro de calibragao inferior &ff2,5%me com bocal para tampao de algodao.
Sao guardadas em caixas de ago inoxidavel, podendo também ser embru
lhadas individualmente empapel’. Sao esterilizadas por calor seco a
170-180°C, durante dua$ horas.

4,2,5 Porta-pipetas de ago'inoxidével

4.2.6 Tubos de ensaio

®

De borossilicatof (pyrex) ou vidro neutro de 15 mm x 150 mm e 18 mm
x 180 mm. Para/fa téecfilca de "pour plate!, devem ser utilizados tu
bos de borossilicato (pyrex) com tampa de rosca de material néo té
Xico, com capacidade, para conter 12 a 15 mL do meiO(kacultura(usual

mente sao gmpregados tubos de ensaio de 15 x 150 mm).

4.2.7 Placas [de Petri

Devem ser de borossilicato (pyrex) ou vidro neutro de boa qualidade,
com fundo perfeitfamente plano, sem ranhuras e bolhas de ar, com 100

mm de diZmetro e 15 mm de altura.

4,2.8 Bastonetes de vidro (algas de Drigalski)

2

Com 4 mm de diametro e 20 cm de comprimento, apresentando, a 4 cm de

uma das extremidades, uma inclinagao de 450,
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4,2,9 Caixas de ago inoxidavel

Com dimensoes de 50 cm x 30 cm x 20 cm.

4,2.10 Bico de Bunsen

Com funcionamento adequado para permitir uma combustao completa.

4.2.11 Tripé

4.,2.12 Tela de amianto

Com dimensdes de 22 cm x 22 cm.

4.2.13 Bandejas de plastico ou ago inoxidavel

¥

4.3 Reagentes

4.3.1 Para preparagao dos meios de cultura e solugoes utilizadas
nesse ensaio, sao os seguintes os reagentes flecessarios:
. Acido fénico;
Acido latico;
. Agar;
Batata;
. Cloreto de magnésio (MgClé.éHQO) p.a.;
. Dextrose;
. EDTA (acido etilenodiafiinetétracetico) p.a.;
. Fosfato monopotéssicoi(KH2P04) p.a.;
. Glicerina; i
. Hidroxido de so0did) (NaOH) pid: ;
. Lactofenol "Cotton Wlue";
. Neopeptona;
. Tiossulfato de 'S6@io (N&,S,0,) p.a. - o,

4.3.2 Os reagentes gdevem ser de grau bacteriologico e de procedén
cia idonea, apresentar odor, eor e consisténcia inalteradas, ser 1i
vres de elementos baetericidas ou bacterlostatlcos1nespe01flcosbem

como de carboidratos 1nespe01flcos

4.4 Meios de sgcutura

4.4,1 Agar Sabeuraud Dextrose

Formula:

DX rOS .ttt ittt teenetecneassssessssscsossscsnnnenees 40,0 g
NeOpPEe P LONa . sttt ittt ittt ieeeossesessonssssnsnnnenssnas 10,0 g
=Y o - 9o N
Agua deStilada..veeesereuneeeeeeuneneennnneeeennnnneeeeess 1 000 mL

pH final apos esterilizagao: 5,6 £ 0,1
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Preparo:
Para o preparo desse meio, pesar 65,0 g do meio desidratado "Sa
bouraud Dextrose Agar" e acrescentar 1 000 mL de égua destilada

fria. Deixar em repouso durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer

~agitando freqilentemente, ate a completa dissolucao do meio, tomando

cuidado para que nao seja atingida a temperaturamdepebulicio. Ajus

tar o pH para 5,6. Apés esse preparo observar as\espe€ificagoes a

seguir para a ‘distribuigao do meio de cultura, em funcao do seu uso

posterior: ‘

a) Para uso em exames pela téecnica de "spread plate! - Esterilizar
o meio em autoclave a 121°C durante 186 minutos. Apés a esterili
zagéo, manter a solugéo preparada em banho-maria a 5500, para es
tabilizagao da temperatura. Com todos os cuidados de assepsia,
distfibuir volumes de aproximadamente 15 mL“em placas de Petri
de 15 mm x 100 mm, ﬁreviamente esterilizadas. As placas de Petri,
contendo o agar Sabouraud Dextrose, podem ser armazenadas sob re
frigeragao (2 a 8°C) durantefum peridde maximo de 4 semanas.

b) Para uso em exames pela técnica dé "pour plate" - Distribuir, com
todos os cuidados de assepsia,, volumgs de aproximadamente 10 a
12 mL do agar Sabouraud Dextrose“em tubos de 15 mm x 150 mm com
tampa de rosca. Esteri¥izar em autoclave a 121°C durante 15 minu
tos. Apos a autoclavagao e solidificagao os tubos contendo o
meio podem ser armazenados sob gefrigeracao (2 a 8°C), durante

um periodo maximo de 4 semanas.

4.4.2 Agar Batata Dextrose

Formula: ] ‘ ..

Batata (cozida).4.... ..........;...... ........ e h e 250,0 g
DexXtroSe.eeeeedoceecfoneeenesas ces e oo e s eces e s s enenaas 20,0 g
Agar......... 50 4 ... .4 ettt eereeeeraaeeaa e 20,0 g
Agua destilada.... oM. deeeeernennnnnn.. cetiiientiasaeass 1 000,0 mL

pH final apos esterilizagao: 5,6

Preparo:

Para o preparopdessa solugao, pesar 250 g de batata, descascar, cor
tar e colocar emum béquer. Adicionar 100 mL de égua destilada fria
e cozinhar por um periodo de 40 minutos. Filtrar em gase com todos
os cuidados de assepsia. Adicionar ao filtrado a dextrose, o agar
e completar o volume para 1 000 mL com égua destilada. Ajustar o pH

para 5,6 p 0,1. Distribuir volumes de aproximadamente 20 mL em tu
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bos de 18 mm x 180 mm. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 10
minutos. Apés a autoclavagéo, os tubos contendo o meio preparado po
dem ser armazenados sob refrigeragao (2 a 8°C) durantelxnperfbdomé

ximo de 4 semanas.

4.5 Solugoes

4.5.1 Agua de diluigao

Formula:

Solugao estoque A..eeeeeeveeenn. S I 1,25 mL
SOlUGA0 €StOQUE Buveereeeeeeoeeeonneooncncesadoeeeeeoih 5,00 mL
Agua destilada. ® & & 6 ¢ & & & ® 0 5 O 0 & 0 .’. ® 5 % 6 6 0 & 0 & 0 00 8 s s s 0 ¢ 0 00 1 OOO’O mL

pH final apds esterilizacao: 7,2 % 0,1

Preparo:

A égua de diluigao deve ser preparada como)segue:

a) preparar a solugao estoque A com a seguinte composigao:
Fosfato monopotassico (KH,PO,) p@ii. .o i@heeeeee. 34,0 g
Agua destilada...eeieeeeesrssessapscecocrdaccnboesssssass 1 000,0 mL
Para esse preparo, dissolver o fosfato monopotéssico em 50 mL de
égua destilada, ajustar o pH para %,2 pa 0,1 com solugéo de hidré
xido de sodio 1 N e completa®f 0 wolume para 1 litro com égua des
tilada. Distribuir volumes que sejamadequados a necessidade de
uso do laboratorio, em frascos com fampa de rosca. Esterilizar
em autoclave a 121°C, durante 15 minutos. Armazenar em geladeira;

b) preparar a solugao estoque B, com a seguinte composicao:
Cloreto de magnésio (MgClg.GHZO) PeBececsncans ceeaan 81,1 g
Agua destilada.... {0 meesohecseccscccesscsscasaass 1 000,0 mL
Para o preparo defBa solugao, dissolver o cloreto de magnésio em
umn litro de égua destilada. Distribuir volumes que sejam adequa
dos a necessidade dé uso N6 laboratorio, em frascos com tampa de
rosca. Rotular e ‘armazenar em geladeira;

¢) adicionar 1425 mL da selugao estoque A e 5 mL da solugao esto
que B a 1 Aitro/ degagwa destilada;

d) distribuirpy.em! frascos de diluigao, quantidades adequadas que as
segurem, apés autoclavagao a 121°C durante 15 minutos, volumes
de 90 ¥ 2 mL.

Nota: Antes da utilizacao da solugao estoque A, deve-se verificar se

nao ha quaisquer evidencias de contaminagao microbiana (turbi
dez, presenga de material em éuspenséo). Em caso afirmativo,

essa solugao deve ser descartada.
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4.,5,2 Solugao normal de hidroxido de sodio (NaOH - 1 N)

Formula:

Hidroxido de S0dio (NAOH) DPe@uveeeerennenereennnnnnsans 40,0 g
Agua destilada Q.S .Deveeeeeeeeeoeeeecsesasssensenenssas 1 000,0 mL

Preparo:

Pesar 40 g de hidroxido de sédio, colocar em um bPalao/volumetrico e
completar o volume para 1 000 mL com agua destiladah Homogeneizar

bem até a completa dissolugao do hidroxido demsodio.

4.5.3 Solugao de tiossulfato de sodio a 1,8%

Formula:
Tiossulfato de sodio (Na,5,05) Peleviaeeneeenoiai e 18,0 g
Agua destilada Q.S.D.ieecesescenacescaloeserneeiW....... 1 000,0 mL
Preparo:

Pesar 18 g de tiossulfato de soddo e dissol¥er em 1 000 mL de agua
destilada. Armazenar em frasco /[bem vedado. Ao serem preparados 0os
frascos para coleta de amostra de éguas tratadas, adicionar aos mes’
mos, antes de sua esterilizacgao, Opi.mil dessa solugao para cada 100

mL da amostra a ser coletada.

4.5.4 Solugao de EDTA a [15%

Formula:

EDTA (acido etilenodiamiflotetracetico)....eeuieeeieenans 150 g
Agua deStilada QeS.Deeeeeoahheceeneseeeenannseeeennnsenas 1 000 mL
Preparo: *

Pesar 150 g de EDTA gpdissolver em 1 000 mL de agua destilada. Ajus
tar o pH para/6,5. Armazenar em frasco bem vedado. Ao serem prepérg
dos os frascos para colgta de amostras<ﬂaé§d§§éuspeitas de .contg‘
rem metais pesados, adicionar aos mesmos, éntes de sua esterilizg
gao, 0,3 mlL dessa solucao para cada 100 mL da amostra a ser coleta
da.

Nota: Aléem da Solucao de EDTA, no volume especificado acima, deve
ser adicionado aos frascos de coleta dessas amostras, 0,1 mL
de uma solugao de tiossulfato de sodio a 10% para cada 100 mL

da amostra a ser coletada, +
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4.5.5 Solugao de lactofenol Cotton Blue (Lactofenol de Ammann)

Formula:

Acido f’énico.‘..l............O.......................l.... 20’0 g
Acido 1AticO.iieerennnrnnann. ettt eeeneeere s 20,0 mL
Glicerina....... e eecessecscses st stesrsssesssssssssassesseass 40,0 mL
Cotton blue (azul de algodao ou azul de Porrier) .........A0sse. 0,05 g
Aguadestilada.l..'..‘...........I'..........‘...I..I..... 20’OmL
Preparo:

Para o preparo dessa solugao, misturar 20 mL def acido Tatico, 40 mL
de glicerina em 20 mL de agua destilada friad Adicionar o acido fé
nico e aquecer a solugao agitando freqglientementej, tomando cuidado
para que nao seja atingida a temperatura de ebulicael Adicionar e}
corante "cotton blue'". Filtrar em papel. “Armazenarjem frasco bem ve
dado.

-

) EXECUCAO DO ENSAIO

5.1 Principio do metodo

A contagem e isolamento dos fungOS'emf uma amostra baseia—serx>prig
cipio de que, definindo condigo€és dé nutrigéo, temperatura € tempo
de incubagado, se houver fungds viaveis na agua, esgoto e residuos
sélidos, que possam se desenvolver nas condigSes estabelecidas, ha
vera formacao de coldnias,hque Beraoffisualizadas apos determinado
periodo de incubagéo. Para isso., volumes adequados da amostra sao
inoculados em placas de Petri‘eom posterior adigao do meio de cultu
ra fundido Agar SabouratdiDextrose (tecnica de "pour, plate") ou sao
inoculados na superficéie desse meio de cultura ja solidificado, con
tido em placas de Petri, com posterior espalhamento do inoculo (tég
nica de "spread plate"). Apés o} periodo determinado de incubagéo,vé
feita a contagem das unidades formadoras de colonias de fungos, com

auxilio de um dontador tipo Quebec ou similar.

5.2 Amostragem

Deve ser realizada conforme descrito no Guia de orientagao para co

leta e preservagao de amostras (CETESB).

5.2.1 Amostra

5.2.1.1 Identificacao: a amostra deve ser bem identificada e todas
as informagaes sobre a mesma devem ser completas (n? da amostra, da
ta, local, pH, temperatura, cloro residual e outras informagoes ne
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cessarias para que o0s resultados possam ser interpretados correta

mente).

5.2.1.2 Agente neutralizador de cloro residual: para a coleta de
amostras de éguas tratadas, deve-se adicionar ao frasco da coleta,
antes de sua esterilizagao, 0,1 mL de uma solugao a 1,8% de tiossul
fato de sodio para cada 100 mL da amostra, parafiewtralizar a acgao
do cloro residual. Essa quantidade de tiossulfatohde #sodio & sufi
ciente para neutralizar concentragoes de ate 5 mg/L¥de cloro resi
dual, sendo adequada para as amostragens defrotina. Em situagoes es
peciais, como por exemplo em emergéncias, em que O wesidual de clo
ro pode ser maior, uma maior quantidade ‘de,tiossulfato e requerida.
Nestes casos, podem ser utilizados volumes de 0,1/ mL de uma solu
gao a 10% de tiossulfato de sodio papagpcada 100 mL da amostra, sen
do esta quantidade suficiente para neutralizar concentragoes de ate

15 mg/L de cloro residual.

5.2.1.,3 Agentes quelantes: parafa coleta de amostras de éguas po
luidas, suspeitas de conterem ¢oncentracoes superiores a 0,1 mg/L
de metais pesados, tais como cabre, zinco, etc., deve-se adicionar
ao frasco de coleta, antes de sua esterilizagao, 0,3 mL de uma solu
gao a 15% de EDTA, para cada 100pmlL da amostra, alem do tiossulfato
de sodio (volume de 0,1 ml de uma Solugao a 10% para cada 100 mL da
amostra). A solucao de EDTA pode ser adicionada ao frasco de coleta
separadamente ou jé cofibinada _comfa solugao de tiossulfato de sodio
antes da adigao. O EDTA atua\como agente quelante, reduzindo a agao
toxica de metais, apresentahdo uma agao mais ampla que o  tiossulfa
to de sédio, o qudaly na concentragéo empregada, previne apenas a

agao bactericidafdo cobre.

5.2.1.4 Transporte/fe conservagao: apés a coleta, a amostra deve ser
enviada ao labepatdrio of mais répido possivel. O tempo maximo ideal
entre a amostragem €pinicio do exame € de 8 horas, sendo que o tem
po limite fiao deve exceder 24 horas. As amostras devem ser transpor
tadas solb refrig@racao (4 a 10°C) e conservadas assim até o inicio

do exame.

5.3 ProcedimentQya partir de amostras liquidas (égua e esgoto)

5.3.1 Antes de iniciar o trabalho, desinfetar a bancada do _ labora
torio ou a camara de seguranga bioldgica, usando um desinfetante que

nao deixe residuos.

5.3.2 Preparar placas de Petri em duplicata para cada volume da
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amostra a ser inoculado e proceder a identificagao das mesmas, ano
tando, na tampa de cada placa, o numero designado pelo laboratorio

para a amostra, o volume a ser inoculado, a data e o tipo de égua.

5.3.3 Homogeneizar a amostra, no minimo 25 vezes, inclinando<>fra§
co, formando um éngulo de aproximadamente 45° entre o brago e o an
tebrago. Para essa finalidade pode ser utilizado tambem.um homoge

neizador mecanico.

5.3.4 Apés a homogeneizagéo da amostra, proceder conforme 5.3.4.1

ou 5.3.4.2 dependendo da tecnica a ser utilizadd.

5.3.4.1 No caso de se adotar a técnica de "pour plate', proceder da
seguinte forma:
a) com uma pipeta estéril de 1 mL e obedecendo aos  cuida
dos de assepsia, transferir volumes '@émpduplicata de 1 mL
e 0,1 mL da amostra para as placas/de Petri correspon
dentes, previamente identificadasy
b) quando for necessario exdminargvolumes decimais inferio
res a 0,1 mL da amostral, prep@éararn as diluigaes da se
guinte maneira: ‘

- homogeneizar a amostra (Comegem 5.3.3) e, com uma pi
peta esteril de 10 mL @pobedecendo aos cuidados de as
sepsia, transfepir 10 mLYda amostra para um frasco pre
viamente identificado, contendo 90 T 2 mL ge égua de
diluigdo estérpil.

Estara preparada assim a primeira diluigao decimal
(1071) '

de O,i mL™“daamostra; .

, sendo que)l mL da mesma corresponde ao volume

- repetipf a operagao segundo o item anterior, como fras
1y

co cofitendd a diluigao feita anteriormente (10~ e

destaycom uma nova pipeta estéril de 10 mL transfg
rir 10 mLjpara um novo frasco, previamente identifica

do, contendo 90 I 2 mL de agua de diluicao estéril.

Prepdra=se assim a Segunda diluigao decimal (16‘2),
sendo que 1 mL da mesma corresponde ao volume de 0,01
mL dajamostra;

- proceder dessa maneira na seqﬁéncia das diluigoes de

83,1074, ...... 1078, )

c) homogeneizar o conteudo do frasco cdm a diluigao deseja

sejadas (10~

da (como em 5.3.3) é, obedecendo aos cuidados de assep
sia, transferir 1 mlL para cada uma das placas correspon
dentes;
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d)

e)

f)

h)

5.3.4.2 No
da seguinte

a)

apés a inoculagao de todos os volumes requeridos da amos
tra e num espago de tempo inferior a 20 minutos, entrea
brir cada placa e acrescentar 10 a 12 mL de Agar Sa
bouraud Dextrose (previamente fundido e mantido em ba
nho-maria para estabilizagao da temperatura a 44—4600),
tendo o cuidado de flambar a boca dg_tubo antes de ver
ter o meio de cultura na placa;

homogeneizar o inoculo e o meio de cultura contidos na
placa com movimentos circulares em,formade oito ( = ),
aproximadamente dez vezes consé€cutivasy Os movimentos
devem ser moderados para nao projetar o meio de cultura
com o inoculo contra as paredesiou na gampa da placa.
Deixar o meio de cultura solidificar;

incubar as placas, sem inverté—las, a 20-24°C (temperg
tura ambiente) durante 5 a 7 dias;

apés o} periodo de incubagao, Selecionar para a leitura
as placas em duplicafa, corfrespodentes ao volume inocu
lado que tenha fornecidojfcontagem entre 30 a 300 colé
nias e com auxilio 'de um contador de colonias efetuar a’
contagem nessas placas lguéndo as placas corresponden
tes a todos 6s volumes, inoculados apresentarem conta
gens inferiones a 30, gfetuar a contagem nas placas cor
respondentes @0 maior yolume). Calcular a média aritmé
tica das confagens efmultiplicar o resultado pelo inver
so da diluigae utilizada nessas placas;

caso seja necessario uma identificagao posterior dos fun
gos a priméilPapetapa ¢ isola-los. Para o isolamento, se
leci®nar colonias isoladas de diferentes tipos. Com au
xildo def uma alga de niquel—cromo, transferir cada uma
dasheoloniasf selecionadas para um tubo contendo o  meio
inclinado, de Agar Sabouraud Dextrose. Incubar os tubos
a 20-24°C (temperatura ambiente) durante 5 a 7 dias.Con
seprvar o tubo bem fechado, com rolha de borracha. Guar

dar a temperatura ambiente, evitando luz solar direta.

casollde se adotar a técnica de "spread plate'", proceder
forma:

com uma pipeta esterilizada de 1 mL e obedecendo aos cui
dados de assepsia, coletar 1,0 mL da amostra e 1liberar
lentamente volumes de 0,5 mL na sdperficie do meio de
cultura Agar Sabouraud Dextrose, na parte cehtral de ca
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b)

c)

d)

e)

f)

g)

da uma das duas placas de Petri correspondentes a esse
volume. Observar que, para aplicagao dessa técnica, o
meio de cultura deve ter sido submetido a uma desidra
tagao previa apos sua distribuigao em placas, visando
facilitar a absorgao do inoculo (Anexo C);

colocar a placa de Petri, ja com o inoculo na  superfi
cie do meio de cultura, na placa rotatoria e ligar o)
equipamento;

com uma alga de Drigalski devidamentepflambada e esfria
da, tocar levemente a superficie do meio ‘de cultura con
tendo o inodculo e, com o movimento de rotagéo imprimido
a placa de Petri pelo equipamento, “obtem-se o espalha
mento do inodculo na superficie do meio ‘de cultura;

a seguir, retirar a palca de“RPetri  do €guipamento, fg
cha-la e manté-la na camara de 8egurancga biologica ate
a completa absorgao do inéculo;

para inoculagao de volufies defOyl mL da amostra, proce
der na seqﬁéncia descrita nos itens anteriores, usando,
para a inoculagao da amostra na/superficie do meio de
cultura, pipetas esterilizadas de 0,1 mL;

quando for necessdrio examinar volumes decimais da amos
tra inferiores a/0,1 mL, preparar diluigaesdecimaiscog
forma descrito no ditem 5.3.4.1.b;

proceder da mesma formagque em 5.3.4.1.f) a 5.3.4.1.h).

Nota: O resultadehdas contagens obtidas na tecnica de
"spread plate!, devem ser multiplicados por 2,

quando o volume inoculado for de 0,5 mL.

5.4 Procedimento /@ pantir de, amostras solidas ou semi-solidas (re

siduos solides)

sendo

Procederfida, mesma iforma que em 5.3.1 e 5.3.2;

A amostra antespde ser analisada & previamente selecionada,
retiradas pedras, gravetos, pedagos de raizes, madeira, etc.,

com o0 auxilio deuma pinga previamente flambada. Apés esse processo

com todos os cuidados de assepsia e com o auxilio de uma espétula

esterilizada, homogeneizar a amostra. Pesar 50 g da amostra homoge

neizada e com a mesma espatula, transferir a amostra para um balao

contendo 450 mL de agua de diluigao esteril. Estara preparada assim

a primeira diluigao decimal (10

_1), sendo que 1 mL da mesma corres

ponde ao volume de 0,1 g da amostra.
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5.4.3 Homogeneizar a amostra contida no erlenmeyer em agitador de
aproximadamente 120-150 oscilagoes por minuto, durante cerca de 30

minutos.

5.4.4 Apés a homogeneizagao da amostra, proceder conforme 5.4.4.1

ou 5.4.4.2 dependendo da técnica a ser utilizada.

5.4.4.1 Teécnica de "pour plate"

Proceder da mesma forma que em 5.3.4.1.

5.4.4,2 Teécnica de "spread plate"

Proceder da mesma forma que em 5.3.4.2.

Nota: Quando as amostras sao de residuos sollidos (@mostras solidas
ou semi-solidas) calcular aquantidadedeégua presente na amos

tra e expressar o resultado em'gramas dégpeso seco.

6 RESULTADOS

6.1 Expressar o resultado em termos de unidades formadoras de col§

nias de fungo por mililitro (UFC/mL = amostras liquidas) ou por gra

ma de peso seco (UFC/g - amostrajsolidadou semi-solida).

6.1.1 Se as placas corregpondentes a todos os volumes inoculados
nao apresentarem coloniag, expressar o resultado como < 1 multipli
cando-se pelo inverso do \maior volume inoculado (Exemplo: para uma
amostra, cujo maior volume inocul@do foi 0,01 mL e nao se observou

crescimento em nenhuma das placas, o resultado e expresso como
< 100 UFC/mL).

6.1.2 Quando as jplacas correspondentes a todos os volumes inocula

dos apresentarem contagens superiores a 300, relatar o resultado co

mo > 300, multdplicado - pelo inverso do menor volume inoculado.

6.1.3 Os resultados da&é medias das contagens superiores a 99 devem
ser arredondados, segundo as seguintes regras: ‘ '
a)fquando o _algarismo das unidades for igual ou maior que 5
(cipeo), abandona-se o mesmo e soma-se uma unidade ao al
garismo das dezenas (exemplo: 165 é expresso como 170);
b) quandelo algarismo das unidades for menor que 5 (cinco),
abandona-se simplesmente o mesmo (exemplo: 142 e expresso
como 140). B

6.1.4 Caso as placas nao puderem ser contadas devido a erro nas dai

luigoes, quebra acidental das amostras ou quando se observarem evi
déncias de contaminagao, relatar o resultado como: analise prejudi

cada devido a acidiente de laboratorio.
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6.2 Do
a)
b)

d)
e)
f)

relatorio deve constar no minimo:

local e datas de coleta e analise;
caracterizagao completa da amostra;

nome do coletor da amostra;

resultado do énsaio, expresso conforme 6.1;

cédigo desta Norma e técnica utilizada;

nome e assinatura do responsével pela anélv
- Q e
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ANEXO A - IDENTIFICACAO DOS FUNGOS

A-1 Metodos de identificagao

0 conhecimento da morfologia e de fundamental importancia na carac
terizagao e identificagao de qualquer fungo.

A identificagao dos fungos é realizada atravées dendiversos métodos
de estudo sendo um dos principais a morfologia maero ¢ microscépica}
Macroscopicamente, deve-se observar as caracteristieés fundamentais
do fungo, como: velocidade de crescimento, tamanho da colania, sua
consisténcia (cremosa, coriacea, friavel,efc.), aspecto (cotonoso,
aveludado, pulverulento), cor, produgéo de pigmentos, etc.
Microscopicamente, estuda-se os 6rg50s sexuados oul assexuados, o mi
céelio vegetativo (filamentoso ou leveduriforme), coloragéo, tamanho
das células, etc. Para esta atividade e necessaPio contar com tecni
cos especializados na identificagao de fungos e com viviéncia no
campo da micologia.

Inicialmente atraves da morfologia magréscopica os fungos sao subdi
vididos em: bolores e levedurag. ApoS& essd primeira divisao sao rea

lizadas tecnicas de identificacae especificas para cada grupo.

A-1.1 Fungos filamentosos [(dbolores)

Microcultivo em lamina (Método de Riddel-Beneke)

Para o procedimento desta tecnica segue-se desta forma:

a) colocar para esterilizar empéstufa regulada a 170-180°C por 30 mi
nutos uma placa de Pethi contendo no seu interior: um tubo de vi
dro recurvado (egm forma'de "U"), papel de filtro, lamina e - lami
nula; * ‘

b) fundir o meig agar batata e verte-lo, com todos os cuidados de
assepsia, em uma/placagpde Petri previamente esterilizada. Deixar
solidificars '

c) cortar o meio jé golidificado em pequenas porgoes de 1 sz,‘ com
auxiliofde uma espatula ou bisturi, previamente flambados, toman
do todos osf cuidados de assepsia;

d) com a préppia espétula ou bisturi, transferir uma das porgSes do
meio de cultukra para a placa de Petri, previémente preparada e
identificada, e coloca-la sobre a superficie central da - 13mina
de microscopia disposta sobre o bastao de vidro;

e) semear esporos ou pequenos fragmentos de micelio, orindos do meio
inclinado de Agar Sabouraud Dextrose incubado a 20 a 24°cC (teg

<+

peratura ambiente) durante = 7 dias, nos quatro lados da porgao
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de meio de cultura;

f) apds a inoculagdo cobrir a porgao do meio de cultura com a lami
‘nula auxiliada por uma pinga previamente flambada;

g) umedecer p papel de filtro com égua destilada estéril;

h) incubar a 20-24°C (temperatura ambiente) durante um periodo de
* 7 dias (controlar através de exame microscopico_a ocorrencia
de desenvolvimento miceliano e esporulagao do fungo);

i) apés a esporulagao do fungo, remover a porcao de meio  de cultura
existente entre a lamina e laminula com o auxdidio de‘um bisturi
ou estilete, previamente flambado;

j) na lamina utilizada no microcultivo, adicdonar uma gota do coran
te lactofenol "Cotton blue'" e cobrir com umalkamindla limpa, evi
tando a formagao de bolhas de ar;

1) enquanto que a laminula utilizada no microcultiwoe deve ser colo
cada sobre uma lamina limpa contendo no'eertro uma gota do coran
te lactofenol "Cotton blue", evitando também a formagao de bo
lhas;

m) examinar o cultivo ao microscépio papa a identificagao micromor

folégica do fungo.

Nota: A associacao das caracteristicas 'micro e macromorfolégicas e

que permite a identififcagao delfungo.

A-1.2 Leveduras

Para que uma levedura pos&a serlidenftificada é necessario realizar

em paralelo as tecnicas abaixo mencionadas:

Microcultivo em laminag{Método'de Rivalier & Seydel)

Esta técnica auxilid ha identificagao das leveduras atraves do estu
do microscépico dedas.

Auxonograma

Esta prova posgibilita umfiestudo sobre as necessidades nutricionais
das leveduras.

Zimograma

Esta prova verifieapa capacidade das leveduras de decompor ou nao

agﬁcares com a produgéo de acidos organicos e 002.

As tecnicas dessas provas e a do microcultivo em lamina se eﬁcog
tram descritas na Norma CETESB L5.520. A Norma citada trata especi

ficamente da levedura Candida albicans, mas as técnicas de identifi
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cagao sao as mesmas utilizadas para todos os generos existentes de

leveduras.

/ANEXO B
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ANEXO B - MEIOS DE CULTURA ALTERNATIVOS PARA ISOLAMENTO E CONTAGEM
DE FUNGOS EM AGUAS, ESGOTOS E RESIDUOS sOLIDOS

Alguns autores utilizam meios alternativos ao Agar Sabouraud Dextro
se, para isolamento e contagem de fungos em éguas, esgotos e resi

duos solidos, tais como o Agar Czapek (para Aspepgillus, Penicillium

e fungos relacionados), o Agar Extrato de Levedura e Malte (para le
veduras) e o Agar Aureomicina - Rosa-Bengala - Neopeptona-Glicose
que segundo Cooke pode ser‘Sﬁbéfituidb peloghAgar, Rosa)Bengala. Para
aguas poluidas e esgotos s@o indicados osfmeios Agar Aureomicina -
Rosa-Bengala - Peptona-Glicose e Agar Esfreptomicina - Tetraciclina
Extrato de Malte. Todos esses meios alternatives podem ser utiliza
dos tanto para a tecnica de'“ﬁéﬁr plate! como para a de '"spread pla
te". Sao apneéentadaséiseguii‘as especificagSes relativas a composi
¢ao e preparo desses meios de cultura.

B-1 Agar Aureomicina - Rosa-Befigala # Neopeptona-Glicose

Formula: \

Neopeptona (oU equUivalente) . ... ol .« cdon eoeeeenenenns, 5,0 g
Glicose (dextrosSe)..cuevee e a@ieiiii. e oeeeeeeeoeenneennas 10,0 g
Rosa-Bengala...eeeeeeoesofa. ceeses N . ceesstseeseeannns 0,035 g
Agar. i vieeeieseneennnns B EEEEEEY IR T 20,0 g
Solugao de Clorotetraciclina(Aureofiicina) ouTetraciclina. . 5,0 mL
Agua destilada......... et itietetietitiasastsasesass. 1 000,0 mL

pH final apds esterilizacl®d: 6,5 £ 0,1.

Preparo: :

Pesar a neopeptona, a glicose, o rosa-bengala e o agar, e acrescen

tar 1 000 mL de égua destdlada fria, deixando eh repouso ~ durante
aproximadamente s/ minutos. Aquecer, agitando freqlentemente, ate
a completa déssolucgacpdo meio, tomando cuidado para que nao seja

atingida al temperatura de ebuligao. Esterelizar em autoclave a 121°C
durante 15 minutos. Estocar a temperatura ambiente fora do alcance
da luz. No'momento do uso, fundir o meio em banho-maria e deixar es
tabilizar a 55°C, apés a estabilizagao adicionar 5 mL da solugao es

toque de clorotetraciclina (aureomicina) ou tetraciclina.

Solugao estoque de Clrotetraciclina (Aureomicina) ou Tetraciclina

Formula:

Clorotetraciclina (Aureomicina) ou Tetraciclina........ 1,0 g
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Agua destilada.......o... t et eeseeseeseeesececaesanennnn 150,0 mL
Preparo:

Para o preparo dessa solugao, pesar 1,0 g do antibiotico clorotetra
ciclina (aureomicina) ou tetraciclina e dissolver em 150 mL de agua
destilada fria. Esterilizar por filtragao em membrana de 0,2 u. Es
tocar em frasco com tampa de borracha ou. tampa de roscajmdurante um

periodo maximo de 1 semana sob refrigeragao.

Nota: De preferéncia preparar essa solugéo no momento dojuso.

B-2 Agar Rosa-Bengala (sengundo Cooke)

Formula:

Peptona de S0ja.cceeecoscesscsocsccsas Y 0 0 0 0 CE. PP 5,0 g

DEX Ll OSE it stesosessosssssosscsocsonsssscssncatheccloncnesas 10,0 g

Fosfato monopotassico (KHPO) DPe@eeeveceeeeoobloceneanns 1,0 g

Sulfato de magnésio (MgSO,.7H,0) p.ad@¥ll. ... %0 ... e 0,5 g

Aureomicing. ceeeeeeseecccssscssocshscscsdocniolesess e 0,035 g

Rosa—Bengala...........3..........--‘..‘....... ooooo s e o 0 0,0BSg

Agar........’....... ..... ® @ & 6 4 & 5 5 0 0 5 8 8,0 ¢ 8 08 8 e 0 0 0 s . o o 0 20’0 g

Agua destilada...eeeeeeeeenee d@iilli. . .eceeeeoeasenssss 1 000,0 mL
pH final apds esterilizacao: 6,0 ¥ 0,1

Preparo:

Pesar 36 g do meio desidratadq WBacto-Cooke Rosa-Bengala Agar" e

acrescentar 1 000 mL de égua destilada fria, deixando em repouso du
rante, aproximadamente, 15 minutos. Aquecer, agitando freqlientemen
te, até a completa dissoluc¢ao ‘@0 meio, tomando o cuidado para ’ que
nao seja atingida af temperatura de ebuligao. Esterilizar em auto
clave a 121°C durdnte 16 minudtos. Logo apés a autoclavagéo, estabi -
lizar a temperatura 'em banho-maria a 55°C e adicionar assepticamen
te 14 mL de uma solugao de aureomicina (clorotetraciclina) na cég
centracdo de 2,5 mg/mL. Para obter a concentragdo do antibiotico dis
solver 250 nig de Aureomicina (clorotetraciclina) em 100 mL de agua

destilada estéeril.

B-3 Agar Glicose Extrato de Levedura e Malte

Formula:

Extrato de levedura...sceeececcscnces Cestecreaseanas e . 3,0 g

Extrato de malte.. e esserecesessessosososssoscanosacss .o ' 3,0 g
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Neopeptona (ou equivalente)....veeeeoees. cesscs et eanes 5,0 g
DX OB . s ittt teeeetteesoosnnssssssssonsssscenossscncscss 10,0 g
AgaPOOQOC.......OOlO ...... ® & & & 2 06 5 0 B S O 0 G O LS E e SO E B 0 R e S O 2O,Og

Agua destilada.eieeeeeeeeeeeeenreenenenenensnensnnnsass 1 000,0 mL

Nao é necessario ajustar o pH.
Preparo:

Pesar todos o0s reagentes e acrescentar 1 000 mlL de égua destilada,
deixando em répouso durante aproximadamente 15 minutes. Aquecer agli
tando freqiientemente ate completa dissolucde do meéio,  tomando cuida
do para que nao seja atingida a temperatuba de ebulicao. Esterili

zar em autoclave a 121°C durante 15 minutos?

B-4 Agar Czapek

Formula:

SACArOBe .t ertieersccnrscsonsssooces@@e eseeiolenecenoansan ‘ 30,0 g
Nitrato de sodio (NaNOg5) p.a..fiee. Al Ceneaa., 3,0 g
Fosfato de potassio dibasico (KgHPO, )" p.@yeveeennnnnnnn 1,0 g
Sulfato de magnesio (MgS0,.7TH,0 ) Reae e odlse oo eennnn 0,5 g
Cloreto de PotassSio (KCL) Da@ililine « o s o s e ooseoennoennneens 0,5 g
Sulfato ferroso (FeSO4) oY - SO 0,01 g
£ = = s o 15,0 g

Agua destilada.eeseeeemecsiolecesesfoceeoseeaossonsonosnnas 1 OOO,Q mL

+

pH apos esterilizagao: 7h3. ~ 0,1

Preparo:

Pesar todos os reagentes'e acrescéntar 1 000 mL 8e égua deStilada,
deixando em repotiso durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer,agi
tando frequentemente, ate completa dlssolugao do meio, tomahdo cui
dado para que nao seja atingida a temperatura de ebuligao. Esterlll

zar em autoclave a 121 C durante 15 minutos.

B-5 Aganp Neopgptona-Glicose (Emmons' Sabouraud Agar ou Emmons' Sa

bouraudyDextrose Agar)

Formula:

Neopeptona (OU eqUIVALENTE) iuueeeeeeeoesosessssoessenns 5,0 g
L v o = 10,0 g
Agar..;.......;...................................;.... 20,0 g
Agua destilada..veeeeeeeneeeeeeenseneaeenenenns ceereses 1 000,0 mL
pH final apos esterilizagao: 6,5 L 0,1.
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Preparo:

Pesar a neopeptona, a glicose e o agar e acrescentar 1 000 mL de
égua destilada fria, deixando em repouso durante aproximadamente 15
minutos. Aquecer, agitando freqiientemente, ate completa dissolugao
do meio, tomando cuidado para que nao seja atingida a temperatura de
ebuligao. Esterilizar em autoclave a 121°C durante ASgminutos .

B-6 Agar Aureomicina - Rosa-Bengala - Peptona-Glicose

Formula:

Dextrose..... ceesessescesanas cesesosvsesscsecofleiiiaceas 10,0 g

Peptona..ceeececancses s ecseracasensen e e ¢ 5,0 g

Fosfato de potassio dibasico (KH PO ) e eneeennnnn o ilen 1,0 g

Sulfato de magnésio (MgS0,.7H,0) . .. .. A owe.. 0,5 g

Solugao de cloreto de aureomicina........ D W RN 200,0 mL
ROSA-BeNZAla. e eeeeeasosoososascsessoesssuacessosheossssss 0,035 g

Agar..iieeeesosecaccas R e, e 20,0 g

Agua destilada....covieeeeenccnrcaafnocecdaneas iececssss 800,0 mL
Preparo:

Pesar todos os ingredientes, gxcetopa solugao de cloreto de aureo
micina, e acrescentar 800 mL/de égua destilada fria, deixando em re
pouso durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer, agitando freqlien
temente, ate completa dissolugéo do _meio, tomando cuidado para que
nao seja atingida a temperatura de ebulicao. Esterilizar em autocla
ve a 121°C durante 15 minutos. ApOs a esterilizagao, manter o meio
preparado em banho-maria a 55°C, para estabilizagéo da temperatura

e adicionar 200 mL da solugao de cloreto de aureomicina.

Solucao de cloretg de alireomicina

Formula:
Cloreto de aupeomicina...v...iceeeeenee creeesencesasnan 70,0 mg
Agua destilada... @Y. .. it it ierenrrcoaeenseanonnnns 200,0 mL

pH final: 5,4.
Preparo:

Para o preparo dessa solugao pesar 70,0 mg de cloreto de aureomici
na e dissolver em 200 mL de‘égua destilada fria. Esterilizar *por
filtragao e estocar em frasco com tampa de borracha ou tampa de ros

ca, durante um periodo maximo de 1 semana sob refrigeragao.
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Nota: De prefer@ncia preparar essa solugéo no momento do uso.

B-7 Agar Estreptomicina-Tetramicina - Extrato de Malte

Formula:

Extrato de malte...... et ececssansane s s et eseeeee ce e s e e 30,0 g
Peptona. ® © & 0 ¢ 9 5 S & O 6 5 6 6 b 2 O 8O S PG eGSO SN e PSSV NS eeN 5,0 g
Solugao de estreptomicina........... et reeeenen ”. . F. 100,0 mL
Solugao de tetramicina......eeeeeeeen. Ceereeeeaaas - - 100,0 mL
Agar.icoeeseeas I c.aaz 0 O o 15,0 g
Agua destilada......... ettt cere .. e ... 800,0 mL

Preparo:

Pesar todos os ingredientes, exceto aestreptomicina e a tetramici
na, e acrescentar 800 mL de égua destilada fria, deixando em repou
so durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer, agitando freqliente
mente, até completa dissolugao do meid,mtomando cuidado para que nao
seja atingida a temperatura de ebuligéo. Esterilizar em autoclave a
121°C durante 15 minutos. Apés a)esterilizacao, manter o meio prepg)
rado em banho-maria a 5500, para estabilizagao da temperatura eladi

cionar assepticamente 1004mL de cada solugao de antibioticos.

Solugao de estreptomicina

Formula:
Estr‘eptomiCina......V...-..,.......-.-...‘.......-........ 70,0 g
Agua destilada...vseeeeeeeabeceneeennn ettt ©100,0 mL
Preparo:

Para o preparo/dessaf Solugao, pesar 70,0 g do antibiético eétreptg
micina e dissélver/em 100 mL de égua destilada fria. Esterilizar por
filtragao em membrana de 0,2 p. Estocar em frasco com tampa de bor
racha ou tampa de rosea, durante um.periodo maximo de 1 semana sob

refrigeragao.
Nota: De preferéncia preparar essa solugab no momento do uso. .

Solugao de tetramicina

Formula:

Tetr‘amiCina...-..-.......-....................;........ 70,0g

Agua destilada.‘..‘.'...'.....‘.........‘...I'l........ 100’0 mL
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Preparo:

Para o preparo dessa solugao, pesar 70,0 g do antibiético tetramici
na e dissolver em 100 mL de égua destilada fria. Esterilizar por fil
tragao em membrana de 0,2 u. Estocar em frasco com tampa de borracha

ou tampa de rosca, durante um periodo maximo de 1 semana sob refri

geragao. v
' /ANEXO C

<<%()
Q
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ANEXO C - PRE-SECAGEM DO MEIO DE CULTURA A SER UTILIZADO NA TECNICA
DE "SPREAD PLATE"

Apés a distribuigao do meio de cultura em palcas de Petri (item
4.4.1.a.), o mesmo deve ser submetido a uma pré—secagem para ser
obtida uma perda de 2 a 3 g de agua. Essa pré-secagem tem como fina
lidade facilitar a absorgao do inoculo da amostra, quandoida reali
zagao da analise. A desidratacao do meio de cultura)pode ser obtida
através de sua incubagao a uma determinada temperatura e durante um
determinado periodo de tempo e os dados abdixo sumarizam a relagao

entre perda de égua e temperaturase tempgs de incubagéo.

TABELA 1 - Efeito da temperatura de secagem na perda de peso de pla

cas com 15 mL de meio de cultura, e€stocadas separadamen

te
Tempo requérido para perda de peso (em g)
Temperatura Placas ém posigao invertida
(OC) com tampa sem tampa
lg e 3g 4g 1g 2g 3g 4g
24 32 64 95 125 3,7 7,0 [10,5 |14,0
37 17 35 54 67 1,7 3,5 5,3 7,0
50 6 12 . 18 24 0,7 1,3 1,9 2,7
60 4 8 12 16 - - - -

Fonte: Dutka, B.J. Methods for microbiological analysis of waters,
wastewatérs and sediments. Canada Centre for Inland Waters,
Burlington, Ontario, 1978.

Essa pré—secagem podeltambem ser feita através de eprsigéo das pla
cas aberta$S ao fluxo de ar em camaras de segurancga biologica.

0 graficd abai&o sumariza os resultados obtidos pelo Alberta Envi
ronmental Centre-Vegreville, Canada em um estudo efetuado nesse sen
tido (dados nao publicados), com as placas colocadas em diferentes
posigoes dentro da camara de fluxo laminar.

/FIGURAS 1 E 2
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/FIGURAS 1 E 2
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Fonte: Water Purification Lab., Chicago Dep. Water (dados nao pu

blicados).

FIGURA 1 - Efeito da temperatura de secagem na perda de peso de pla
c¢as 'com 15 mL de meio de cultura, estocadas separadamen

te, /sem_tampa e em posigao invertida

/FIGURA 2
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Legenda:
@ distribuicgao no ‘fundo lda cé@mara, placas sem tampa
e distribuigao no fundo da camara, placas parcialmente tampadas
a distribuigao proximajla borda da camara, placas sem tampa
n distribuigao proxXifapa)borda da camara, placas parcialmente
tampadas
a distribuigéo ao acaso, placas sem tampa
FIGURA 2 - Secagempdo meio de cultura (25 mL) em placas ‘em camara

de/seguranca biologica (éénperatura ambiente 24-26°C , umidade
velativa 30 a 33%, velocidade do ar 0,6 m/s) - Efeito da

posigae, das placas

-

/ANEXO D



CETESB/L5.204 33

ANEXO D - RECOMENDACOES DE ORDEM GERAL

D-1 Cuidados especiais com a vidraria

Devem ser obedecidas as prescricgoes da Norma CETESB M1.001.

D-2 Controle da eficiencia da autoclave

Utilizar ampolas com suspensao de esporos de Bacillus stearothermophilus

em meio de cuitura, colocando-as no centro da caixa contendo 0os
meios de cultura a serem esterilizados. Estas ampolas, depois da au
toclavagao, sao incubadas em banho-maria fa 55°C, durante 24 a 48 hs.
Se houver mudanga da coloragao da suspensaoe,contida nas ampolas, de
roxa para amarela, significa que a esterilizagh@o /foi insuficiente,

pois houve desenvolvimento de bacteriass

D-3 Controle de qualidade da agua destil@da

A égua destilada, a ser empregada no ppeparo de meios de cultura e
solugoes, deve ser de alta qualidade4 livre de substancias toxicas
ou nutritivas que possam influeﬁciar a gobrevivencia e crescimento
de microrganismos. E recomendavellagpav@liacéo periodica de sua qua
lidade, atraves da realizaao delensaios especificos. “Ver Norma
CETESB L5.215.

D-4 Armazenamento de meiosde.cdltura desidratados

Os frascos de meio de cullura devem ser mantidos hermeticamente fe
chados em suas embalagens,em local fresco e seco, protegidos’ da
luz. Em laboratopios nac eqaipados com ar condicionado, o armazena
mento dos meiosfdesidratados deve ser efetuado colocando-se os fras
cos de boca para badxo; isto produz um efeito de selagem converiien

te ao redor da“tampa de/rosca, que retardara a decompsigao do meio.

D-5 Cuidados no preparo dos meios de cultura

D-5.1 Quandof forem usados meios desidratados, os mesmos deverao es

tar inalterados quando a cor, odor, consisténcia e, principalmente,
nao se ég}eégﬁtéggmendurecidos. Os recepientes utilizados para a
ﬁrépara@éod@sn&ios deverao ser inertes, para que nao liberem subs
tancias, tais como cobre, zinco, aluminio, etc., que irao alterar

08 constituintes do meio.
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D-5.2 A hidratagao dos meios deve ser realizada com agua destilada
fria, principalmente para os meios que contéem agar, pois, se foruti
lizada agua quente, forma-se imediatamente em torno de cada particg
la de agar uma pelicula que protege o nucleo. Com a elevagao da tem
peratura, ocorre um aquecimento seco do nﬁcleo, que impede que a
particula se umedega totalmente. Por esse motivo, aconselha-se dei
Xar os meios que contenham agar de molho durante 150minutos €ém égua
destilada fria, agitando-se a mistura freqlientemente e utilizando
recipientes com volumes duas ou trées vezes maiores do que seu con

teudo, para facilitar a homogeneizacgao.

D-6 Controle de qualidade dos meios de cultura

E recomendavel a realizagao de testes especificos papa avaliagao e
controle de qualidade dos meios de cultura a serem empregados no
teste para determinagéo de isolamento e contagem de fungos. Ver Nor
ma CETESB,L5.216. ' ”

7 Precaucoes

D-
D-7.1 Ao fundir o meio de cultura alser usado na técnica de "pour

plate" (Agar Sabouraud Dextrosggfllevitar:

a) colocar excesso de égua no recipiente que ira conter os tu
bos com o meio de cultura, pols essa, ao ferver, poderé
ocasionalmente entrarmos tubos, contaminando o meio;

b) exposicao prolongada e temperaturas elevas durante e apés
a fusao;

¢c) fundir quanti@ade,do méio superior évque s§ré usada num‘pg
riodo de 3 Hioras, para evitar. formagao de particulas de
fosfato imsoluv®l, que poderao ser confundidas com colo

nias de bactérias, durante a contagem de placas.

D-7.2 Durante a estab@ilizadcao da temperatura dos meios de cultura

a serem usadosfna tecnica de "pour plate", evitar que a temperatura
o O . . z .

do banho-maria exceda 46 C, pois alguns fungos mais sensiveils pode

rao ser mortosh duando se adiciona o meio sobre o inoculo da amos

tra.

D-7.3 Na técnica de "spread plate'", tocar delicadamehte a superfi

cie do meio de cultura com a alga de Drigalski, tomando cuidado pa

ra nao feri-lo.

/ANEXO E
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