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INTRUDUGAO

As bactérias, comumente chamadag de "Waeterias do ferro",constituem
um grupo morfolégico e fisiologicamente heterogéneo com algumas es
pécies de dificil cultivo em laboratério, e que apresentam um inte
resse especial na microbiologia da égua, pois podem causar altera
goes em sua qualidade. Seuf crescimento e desenvolvimento em larga es
cala em sistemas de distribuicao, Se manifesta através da turvagao
e alteragao da égua; podem, causar j0odor e sabor desagradaveis e, tam
bém, estao associados ‘com a tubeficulizacao e corrosao de tubulagoes,
reduzindo ou impedindo o fluxo hidrico.

Este grupo inclui tanto miQrorganismos quimiolitotroficos como qui
miorganotréficos.Entreos quimiolitotréficos, podemos citar as bac

terias filamentoSas que compreendem os generos Leptothrix,Crenothrix

e Sphaerotillus, caractenizados pelo arranjo filamentoso de suas cé

lulas, envoltashpof umabainha, e o género Gallionella constituido

de bactérias_unicellilafes, reniformes ou incurvadas que segregam um
filamento Aongo (apéndice), em forma de fita entrelagadas, a partir
do hidroXido ferrico depositado na ceélula. Estas bactérias obtem
energia a partir da oxidagao do ion ferroso a ion ferrico e deposi
tam o hidroxidepférrico (Fe(OH)S) em suas secregoes mucilaginosas.

Entre os microrganismos quimiorganotréficos estao as bactérias pre
cipitadoras do ferro, que nao oxidam o ferro mas podem, indiretamen
te, causar sua deposicao. Estas bacterias obtem energia a partir da
oxidagao de sais organicos de ferro, liberando. este ion,que se pre

cipita na forma de hidroxido ferrico. Embora quando comparadas, as
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bacterias filamentosas, a produgao de hidroxido féerrico seja menor,
estas bactérias heterotroficas também estZo implicadas na alteragao
das qualidades organolépticas da égua e problemas de corrosao em tu
bulagoes.

As bacterias precipitadoras do ferro sao abundantes no solo, mas
Vtambém podem ser encontradas em éguas de pogos, lagos e rios, € os

géneros mais representativos sao Enterobacter, PsegdomonasyBacillus,

Serratia e Corynebacterium. Estas bactérias, sao normalménte quanti

ficadas atraves de contagem em placas, pela técnica de "pour plate"
utilizando-se um meio especifico, contendo um £al organico de ferro,

que fornecera colonias ferruginosas caracteristicas.

1 OBJETIVO

Esta Norma prescreve o metodo para determinagadldamdensidade &; bac
téerias heterotroficas que precipitam o ferrb ma agua pela ° técnica
de "pour plate'", que € um instrumento auxiliar no controle bacterio
logico para:
a) avaliagao das condigoes de ppoteca@ de| pogos, fontes, reserva
torios e sistemas de distribuigao de égua para consumo humano;
b) avaliacgao da eficiencia das divepsas etapas de operagao de es
tagoes de tratamento deglgua nayremogao destas bactérias;
c) estimativa da biomassa/de bactenias heterotroficas que preci
pitam o ferro presentes \em corpos d'égua;
d) prevencao e determinacgao das possiveis causas de deterioragao
da qualidade da égua associadas com a tuberculizagao e cor

rosao de tubulagoes.

NORMAS COMPLEMENTARES

()]

Na aplicagao destd Norm@ é ngeessario consultar:

M1.001 - Lavagemj preparo e esterilizagao de materiais em labo

patorio de microbiologia

1L5.215 -/Prova de adequabilidade biolégica da égua destilada
para fins microbiologicos

L5.216 - Controle de qualidade de meios de cultura

Guia de orientagao para coleta e preservagao de amostras (CETESB).

3 DEFINIGOES

Para os efeitos destas Norma sao adotadas as definigoes 3.1 a 3.8.
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3.1 Bacterias heterotroficas

S3o bactérias que requerem compostos organicos, que nao o  dioxido

de carbono (002), para a sintese de seu protoplasto.

‘3.2 Bacterias quimiolitotréficas

Sao bacterias que obtem energia a partir de compostos inorgénicos e

utilizam compostos organicos como fonte de carbeno.

3.3 Bactérias quimiorganotroficas

Sao bacterias que obtem energia e carbono a partif de Gompostos or‘génicos.

3.4 Densidade bacteriana

Numero de unidades formadoras de colodnias dellbactérias por unidade
de volume (UFC/mL).

3.5 Tecnica de "pour plate"

Técnica que consiste na adigao do meio de cultura em estado 1iquido
ao inoculo da amostra, sendo reglieridaga estabilizagao da temperatu
ra do mesmo na faixa de 44-46°¢ anteg dessa adigao, para evitar a

solidificagao do mesmo, devido a presenca de égar em sua composicao.

3.6 EDTA

Acido etilenodiaminotetragetico.
3.7 p.a.
Para analise.

3.8 q.s.p.

Quantidade suficiente para,.

4 APARELHAGEM

4.1 Equipamentos

4.1.1 AutoClave

Deve ter /tamanhogiSuficiente para permitir a circulagao do vapor ao
redor do ‘material a ser esterilizado por esse método e ser equipada
com valvula delseguranga, com um manometro e com um termometro, cu
jo bulbo ficara na diregao da linha de escape do vapor condensado
(dreno). A autoclave € normalmente operada a uma pressao de . vapor
de 15 libras por polegada quadrada, produzindo, em seu interior,uma
temperatura de 121,6°C, ao nivel do mar. Deve-se observar, em seu

funcionamento, a substituigéo por vapor de todo o ar existente na
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camara. A operagao total de uma autoclave deve durar no maximo uma
hora, sendo recomendado o acompanhamento dos ciclos de operagéo e
0s registros de tempo-temperatura. E recomendavel que a autoclave
atinja a temperatura de esterilizagao de 121°C em 30 minutos e man

tenha essa temperatura durante o periodo de esterilizagao.

4.1.2 Balanga

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

4.,1.3 Banho-maria

Equipado com termostato para temperatura de 55°C, comi{eapacidade su
ficiente para comportar recipientes contendqg meios de cultura, cuja
temperatura deve ser estabilizada antes de sua dilstribuicao em pla

cas de Petri.

4.1.4 Bico de Bunsen

Com funcionamento adequado para permitir uma combustao completa.

4.1.5 Contador de colonias

Tipo Quebec ou similar, preferencialmente com campo escuro, ou ou
tro modelo que fornega aumento equivalente /1,5 diémetros)eapossibi
lite visualizagao satisfatoriad@8meolonias de bacterias a serem con

tadas.

4.1.6 Destilador de égua ou\aparelho para desionizagao

Deve produzir égua nao téxica, 1i¥ré de substancias que impegam ou

interfiram na multiplicagao bacteriana.

4.1.7 Estufa para est@rilizacao,e secagem

Deve acondicionar pipetas, placas de Petri, frascos para coleta e
toda vidraria e aparelhagem que pode ser esterilizada por calor se
co e ter capacidadey,suficiente para permitir a pirculagéo do ar quen
te ao redor do materialja ser esterilizado. Deve ser equipada com
um termometro & um ‘termostato e operar normalmente a uma temperatura
de 170°C a 180°C. O tempo de esterilizagéo para a maior parte da vi

draria e de 2 horas, a uma temperatura de 170°C a 180°c.

4.1.8 Incubadora baeteriologica

Deve ser equipada com termostato e projetada de tal forma que a tem
peratura, em todas as partes utilizadas ,seja a requerida para oS
testes: 25 a 28°C. Deve ter capacidade suficiente para permitir a

circulagao do ar ao redor de todas as culturas, quando o material
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de trabalho estiver sendo incubado. Para verificar a temperatura de
uma incubadora grande, devem ser colocados um ou mais termSmetros,
com o bulbo submerso em agua, glicerina ou oleo mineral, em lugares
representativos da camarae feitos registros periédicos da temperatu
ra. A incubadora deve manter 75% a 85% de umidade relativa e ser co

locada onde a temperatura permanega na faixa de 16°c a 27°.

4,1.9 Potenciometro

Deve ter escala bem legivel e medir com precis3o minima de 0,1 uni
dade de pH. A calibragao do potenciometro déve Ser feibta pelo menos

duas vezes ao dia, com tampSes de pH = 4,0; pH = 6,86 e pH = 9,18.

4.1.10 Refrigerador

Certificado para manter a temperatura na faixa de 2°C a 800, com ca
pacidade 'para conter os meios de cultura e ,solugoes a serem manti
dos sob refrigeragao. Sua limpeza e desinfeccao deve ser feitas pe

riodicamente.

4.2 Materiais

4.2.1 Frascos erlenmeyer

De borossilicato ("pyrex") ou.vidro'neutro.

4.2.2 Frascos para colet@ de amostras

De vidro neutro ou pléstico autoclavavel nao téxico, com capacidade
minima de 125 mL, bocalllargape tampa a prova de vazamento.

4.2.3 Frascos para agua de diluigao

De borossilicato (pyrex) ou widro neutro, com tampas de rosca que
permitam boa veddgao e sejam livres de substancias toéxicas solﬁveis,
com capacidade para genter 90 Y 2 mL de égua de diluigao, deixando
um espago suficiente pard permitir uma boa homogeneizagao quando se

efetuar a agitacao.

4.2.,4 Matgriais para preparagao de meios de cultura

Recipientes del vidro ou ago inoxidavel. O material de aquecimento e
os bastoes'deévem estar limpos e isentos de qualquer substancia téxi

ca (nunca devem ser de cobre).

4,.2.5 Pipetas

'S

Pipetas tipo Mohr de 1 mL e 10 mL, com graduagao de 1/10, com bocal
para tampao de algodao, com erro de calibragao inferior a 2,5%. Sao
guardadas em caixas de ago inoxidavel. Podem também ser embrulhadas
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individualmente em papel. Esterilizadas em calor seco a 170-180°C ,

durante duas horas.

4,2.6 Placas de Petri

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

mm de diametro e 15 mm de altura.

4,2.7 Tubos de ensaio

De borossilicato (pyrex) ou vidro neutro, com capacidade adequada
para conter 12 a 15 mL do meio de cultura (ustialmente sa0 emprega

dos tubos de ensaio de 15 mm x 150 mm).

4.3 Reagentes

4.3.1 Para a preparacao dos meios de cdlflirage,solugoes utilizados
nesse ensalio, sao os seguintes os reagentes nécessarios:

— Acido etilénodiaminotetracetico, sal dissodico (EDTA);

- agar; |

- citrato ferrico amoniacall (vermelho) ;

- cloreto de calcio (CaCl,iBH,0) p.aks

- fosfato de potassio bibasie@p(K,HPO,) p.a.;

- fosfato de potassio m@nobasico (KH,PO,) p.a.;

- hidroxido de sodio ANaOH) p.a.;

- nitrato de sodio (NaNO,) p.aks

- sulfato de amonib [(NH4)2SO4] p.a.;

- sulfato de magnesie (MgSO4.7H20) p.a.;

- tiossulfato de sodio (Na,5,04) p.a.

Nota: Os reagentes devem seride grau bacteriolégico e de procedég
cia idonea, apresentar odor, cor e consistencia inalteradas,
ser livres de eldmentos bactericidas ou bacteriostaticos ines

pecificos, “bem £omo de carboidratos inespecificos.

4,4 Meios de Lcultura

4.4.1 Agar ¢itratogferrico amoniacal

Formula:

Sulfato de amonio [UNH,),50,] . vinueiiiinnnneiiinnnn... 0,5 g
Nitrato de sodio (NaNOg)eevvvenuvnueniesueeesienaneaees - 0,58
Fosfato de potassio bibasico (KogHPO ) vuvvvnnnnenennnnn. 0,5 g
Sulfato de magnésio (MgSO0,.7Hp0)..c.uveeuiernnneeennnens 0,5 g
Cloreto de calcio (CaCl, .6H,0).uveennerennnvinuneennnnns 0,2 g
Citrato ferrico amoniacal..cceceseeececcscersocosscacnscccss 10,0 g
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Agar‘.‘.'........OC.......‘.."..QOC.'O.....0.....0...... 15,0g
Agua destilada..eeeeeeesestcssssscesssscsessscsescoscsssss 1 000,0 mL
pH final apos esterilizagao: 6,7 = 0,1

Preparo:

Pesar os reagentes e acrescentar 1 000 mL de égua destilada fria,
deixando em repouso durante, aproximadamente, 15 Minutes. Aquecer,
agitando freqiientemente, atée a completa dissolugao, dofmeio, tomando
cuidado para que nao seja atingida a temperatura de-ebuligéo. Se ne
cessério, ajustar o pH com solugéo normal d€'hidroxido de sodio
(NaOH 1 N). Distribuir volumes de 12 a 15/mL em tubos de 15 mm x
X 150 mm. Tamponar e esterilizar em autoelave a 121°C, durante 15
minutos. Armazenar a temperatura ambiente durante/fo periodo maximo

de 4 semanas, fora do alcance da luz.

4.5 Solugoes

4.5.1 Agua de diluigao

Formula:

S0luGa0 €StOQUE Auuveerrsneeensioh. R S 1,25 mL
S0lUGA0 €StOqUE Buveveeeeoeeensosodh . . .......... cee. 5,00 mL
Agua destilada....ceveeee @ . ettt eeninenenneaneas 1000,00 mL

pH final apés esterilizacgao: 7,2 ¥ 0,1

4.5.1.1 Formula da solugao estoque A

Fosfato de potéssio monobasico (KH2PO4) Pe@eeieononcnaas 34,0 g
Agua destilada G.S.D.eeeeabieeeeeeeeeceeeeeseseasansseass 1 000,0 mL

4.5.1.2 Preparo da Solugao estoque A

Dissolver o fosfato de potassio monobasico em 500 mL de agua destilada, ajus
tar o pH para 7,2 * 0,1 com solugdo de hidrdxido de soédio e comple
tar o volume para,l1 000 mL com égua destilada. Distribuir, em fras
cos com tampasde rosca, /volumes que sejam adequados a hecessidade de
uso do labdratorio. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 mi

nutos. Apmazenar a 4°C.

4.5.1.3 Formula da sdugao estoque B

Cloreto de magnesio (MgC1,.6H50) Pe@uvuucerraannnnnnnans 81,1 g
Agua destilada g.S.Deveeeeceeeeceeesocesesensanseneeaseas 1 000,0 mL

4.5.1.4 Preparo da solugao estoque B

Pesar 81,1 g de cloreto de magnésio, colocar em um baldo volumeétri
co. Acrescentar um pequeno volume de égua destilada e, apos dissolu
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gao, completar o volume para 1 000 mL. Distribuir, em frascos com
tampa de rosca, volumes que sejam adequados a necessidade de uso do

laboratorio. Armazenar a 4°C.

4,5.1.5 Preparo final da agua de diluigao

Adicionar 1,25 mL da solugao estoque A e 5 mL da solugao estoque B
a 1 000 mL de égua destilada. Distribuir em frascos dediluigéoquag
tidades adequadas que assegurem, apés autoclavagao a 1219¢  durante

15 minutos, volumes de 90 ¥ 2 mL. Armazenar a temperatura ambiente.

Nota: Antes da utilizacgao da solugao estoque A4l devexse verificar
se nao ha quaisquer evidencias de contaminagao microbiana(tug
bidez, presenga de material em suspensae). Em caso afirmati

vo, essa solugao deve ser descartada.

4.5.2 Solugao de hidroxido de sodio (NaOH) 10N

Formula:

Hidroxido de s0dio (NaOH) DPe@eeveees@ed oo eoBeceeeenns 40,0 g
Agua destilada Q.SeDecscescsosacsasebrscccedocsabsassocasces 1 000,0 mL

Preparo:

Pesar 40 g de hidroxido de sodiogmcoloeal em um balao volumetrico e
completar o volume para 1 000/mL com égua destilada. Homogeneizar bem

até a completa dissolugao dolhidroxido de soédio.

4.5.3 Solugao de tiossulfato de, sodi® (Na,S.0s) a 1,8%

Formula:
Tiossulfato de sodio (N2 S,05) Peaeeeeeenceieiiiiennnnn. 18,0 g
Agua destilada Q.S .Daeeece.. . st ittt iieeeteeeee.. 1 000,0 mL
Preparo:

Pesar 18 g de tioSsulfato del sodio, colocar em um balao volumetrico
e dissolver em pequenoshvolumes de égua e, apés dissolugao, comple
tar o volume péra 1)000 mL com agua destilada. Armazenar em frascos

bem vedados.

Nota: Ao serem preparados os frascos para coleta de amostras de
'éguas tratadasy adicionar aos mesmos, antes de sua esterili
zagao, 0,1 mL dessa solugao para cada 100 mL de amostra a ser

-

coletada.
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4.5.4 Solugao de EDTA a 15%

Formula:

EDTA (acido etilenodiaminotetracético, sal dissodico).... 150 g

Agua destilada g.S.Deeeeeeeeneennn Cetiecesseaereeeeeaase 1 000 mL
Preparo:

Pesar 150 g de EDTA, colocar em um balao volumethico & dissolver em
um pequeno volume de égua e, apés dissolugao, compdétar o volume pa

ra 1 000 mL com agua destilada. Armazenar emgfFascos Bem vedados.

Nota: Ao serem preparados os frascos para coletackaamostrasckaéguas

suspeitas de conterem metais pesadeogy, adicionar aos mesmos, an
tes de sua esterilizagao, 0,3 mL dessa Solugao para cada 100
mL da amostra a ser coletada. Alem.da solug¢ao de EDTA, deve
ser adicionado aos frascos de coletajfdessas amostras, 0,1 mL
de uma solucgao de tiossulfato de sé6dioc a 10% para cadalloO mL

da amostra a ser coletada.

5 EXECUCAO DO ENSAIO

5.1 Principio do método

A determinagao da densidade de bagterias heterotroficas que precipi
tam o ferro em uma amostra baseia-ge no principio de que, definindo
condigoes de nutrigao, temperatura e tempo de incubagao, se houver
bacterias viaveis na agha, quegpossam se desenvolver nas condicoes
estabelecidas, haveré formacao de colonias tipicas que serao visua
lizadas apés determinado periodo de incubagao. Para isso, volumes
adequados da amostra sao dfioculados em placas de Petri composterior
adicao do meio de cultura fundido, agar citrato férrico amoniacal
(técnica de "pour plate" )s Apés o} periodo determinado de incubagao,
e feita a contagemldas unidades formadoras de colonias de bactérias
heterotroficas que ‘precipitam o ferro com auxilio de um contador ti

po Quebec jou similar.

5.2 Reagoes no meio de agar citrato férrico amoniacal

Neste meio, as bacterias heterotroficas utilizam o citrato como fon
te de carbono e energia, ocorrendo a liberagao do ion férrico, o
qual se precipita na forma de hidroxido férrico, o que confere as

colonias uma coloragao ferruginosa caracteristica.
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5.3 Amostragem

Deve ser realizada conforme descrito no Guia de Orientagao para Co

leta e Preservagao das Amostras (CETESB).

5.3.1 Amostra

5.3.1.1 Identificagao

A amostra deve ser bem identificada e todas as informagoes sobre a
mesma devem ser completas (n? da amostra, data, local, \pH, tempera
tura, cloro residual e outras informagoes necessanias paba que oF:]

resultados possam ser interpretados corretamente).

5.3.1.2 Agente neutralizador de cloro residuail

Para a coleta de amostras de éguas tratadas, deve-sefadicionar ao
frasco de coleta, antes de sua esterilizagao, O, mL. de uma solugéo
a 1,8% de tiossulfato de sodio para cada 100 mlL da amostra, para
neutralizar a agao do cloro residual. Essa quantidade de tiossulfa
to de sodio € suficiente para neutralizar jconcemntragoes de ate
5 mg/L de cloro residual, sendo adequadafpara as amostragens de ro
tina. Em situagoes especiais, como|por exemplo em emergéncias, em
que o residual de cloro pode ser maiob, um@ maior quantidade de tios
sulfato e requerida. Nestes cagos, podem ser utilizados volumes de
0,1 mL de uma solucao a 10% de tiossulfato de sodio para cada 100 mL
da amostra, sendo esta quantidade suficiente para neutralizar con

centragoes de ate 15 mg/L{de cloro residual.

5.3.1.3 Agentes quelantes

Para a coleta de amostmas,de éguas poluidas, suspeitas de conterem
concentragoes superifres a 0,1 mg/L de metais pesados, tais como
cobre, zinco, etc./deve-8e adicionar ao frasco de coleta, antes de
sua esterilizacao4 0,3/mL de/tima solugao a 15% de EDTA, para cada
100 mL da amostra, além do ffiossulfato de sodic (volumes de 0,1 mL
de uma solugaog@ 10% paralcada 100 mL da amostra). A solﬁgaockaEDTA
pode ser adicdionada ao_frasco de coleta separadamente ou jé combina
da com a solfigao dé tiossulfato de sodio antes da adigao. O EDTA
atua como agente guelante, reduzindo a agao toxica de metais, apre
sentando uma agao ma¥s ampla que o tiossulfato de sodio, o qual, na

concentragao empregada, previne apenas a agao bactericida do cobre.

-

5.3.1.4 Transporte e conservagao

Apos a coleta, a amostra devera ser enviada ao laboratorio o mais

rapido possivel. O tempo maximo ideal entre a amostragem e o inicio
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do exame nao deve exceder a 8 horas, sendo que o tempo limite nao
deve exceder a 24 horas. As amostras devem ser transportadas sob re

. ~ O . - 1
frigeracao (4 a 10°C) e conservadas assim ate o inicio do exame.

5.4 Procedimento

5.4.1 Antes de iniciar o trabalho, desinfetar a bancada do labora

torio, usando um desinfetante que nao deixe residuose

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

para a amostra, o volume a ser inoculadof a data elo tipo de égua.

5.4.3 Homogeneizar a amostra, no minimo 25 vezess inclinando o fras
co, formando um 5ngulo de aproximadamente 45°C ‘entre o brago e o an
tebrago. Para essa finalidade pode seputilizadd tambem um homoge

neizador mecanico.

5.4.4 Com uma pipeta esteril degl 'mL e obedecendo aos cuidados de
assepsia, transferir volumes em duplilcatalde 1 mL da amostra para

as placas de Petri, previamente identificadas.

5.4.5 Quando for necessario examinargvolumes decimais inferiores a

1 mL da amostra, preparar s dilllicoes da seguinte maneira:

a) homogeneizar a/amostra (como em 5.4.3) e, com uma pipeta
estéril de 10 mL, e obedecendo aos cuidados de assepsia,
transferir 10, mL daypamdstra para um frasco previamente
identificado, ‘contendo 90 Y o mL de égua de diluigao esté
ril. Estara preparada assim a primeira diluigao decimal
(1071)
0,1 mlf da amostra;

, sendo que, 1) ml. da mesma corresponde ao volume de

b) repefir ajfoperagao segundo o item anterior, com o frasco
contendofa dilliigcao feita anteriormente (10—1) e desta,
com _uma ‘nova/pipeta esteril de 10 mL, transferir 10 'mL pa
ra um \novo frasco, previamente identificado, contendo
90 Y/ogmii@e agua de diluicao estéril. Prepara-se assim a
Segunda diluigao decimal (10_2), sendo que 1 mL da mesma
corresponde ao volume de 0,01 mL da amostra;

¢) proceder dessa maneira na seqﬁ%ncia das diluigoes deseja

das (1073, 1074,........107°8

ceeees) -

5.4.6 Homogeneizar o conteudo do frasco com a diluigéodesejada(cg
mo em 5.4.3) e, obedecendo aos cuidados de assepsia, transferir 1 mL
para cada uma das duas placas correspondentes.
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5.4.7 Apés a inoculagao de todos os volumes requeridos da amostra
€ num espago de tempo inferior a 20 minutos, entreabrir cada placa
e acrescentar 12 a 15 mL de égar citrato férrico amoniacal (previg
mente fundido e mantido em banho-maria para estabilizagao da tempe
ratura a 44—46°C), tendo o cuidado de flambar a boca do tubo antes

de verter o meio de cultura na placa.

5.4.8 Homogeneizar o inoculo e o meio de cultura contidos na placa

com movimentos circulares em forma de oito ( = ), aproximadamente dez
vezes consecutivas., Os movimentos devem ser moderados para nao pro
jetar o meio de cultura com o inoculo contra ds paredes, ou na tampa

da placa. Deixar o meio de cultura solidificar.

5.4.9 Incubar as placas a 25-28%¢c durante 10 diaspem posigao in
vertida, para evitar a condensagao de égua sobre a superficie do

meio de cultura.

5.4.10 Apés o periodo de incubagao, selecionar para a leitura as
placas em duplicata, correspondentesfao volume #noculado que tenha
fornecido contagem entre 30 a 300 golonids de bactérias heterotréfi
cas que precipitam o ferro (colonias ferroginosas) e, com auxilio
de um contador de colSnias, efetuar a eentdgem nessas duas placas
(quando as placas correspondentes a toedos os volumesinoculadosaprg
sentarem contagens inferiores/ a 30, efetuar a contagem nas placas
correspondentes de maior volume). Calcular a media aritméetica das
contagens e multiplicar o fesultado pélo inverso da diluigao utili

zada nessas placas.

5.4.10.1 Qﬁando as placas correspondentes a todos os volumes inocg
lados apresentarem contagens superiores a 300, ha 2 casos a conside
rar:
' a) quandg o mehor velume inoculado fornece contagens pré
Ximas“an30o0:
Neste, caso, lefetuar as contagens nas duas placas cor
respondentes a esse volume. Calcular a média aritméti
ca das contagens e multiplicar o resultado pelo inver
sejda diluigao utilizada nas placas;
b) quando as placas correspondentes a todos os volumes
inoculados apresentarem contagens muito superiores a
300, proceder conforme um dos seguintes casos:
- placas com menos de 10 colonias por cm®’: efetuar as
contagens em 13 cm® (13 quadrados do contador de co
lanias), que apresentem distribuicao representativa
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de colonias, em cada uma das placas em duplicata cor

respondentes ao volume selecionado para a contagem.

Multiplicar a soma das contagens de cada placa por

5 (quando a area da placa for de 65 .cm’ ). Calcular a

média aritmética e multiplicar pelo inverso da dilui

gao utilizada nessas placas.

Nota: Se possivel, selecionar, para €ssa contagem,se
te quadrados consecutivos horizontalmente e
seis quadrados consecutivos verticalmente, to
mando cuidado para nadf contarho mesmo quadrado
duas vezes.

- placas com 10 a 100 colonias per cm?/: efetuar a con
tagem em 4 quadrados representativds (4 cm’) em cada
uma das placas em duplicata seleeionadas para leitu
ra. Calcular a média aritmetica das contagens por cm?
para cada placa e multiplicar cada resultado pela
area da placa em g’ (uswalmente 65). Calcular a me
dia aritmeética e multiplicar pelo inverso da dilui
¢ao utilizada nessas placas.

Nota: O fator utilizadoghormalmente para placas de
vidro £ 65 ehpara as placas de plastico & 67.

- placas com/mais de 100 colonias por cm’: relatar o
resultado ¢omo > 6 500, multiplicado pelo inverso do

menor volume“calcudado.

5.4.10.2 Quando os resultados finais obtidos forem superiores a 100
efetuar o arredondamento (de)tal modo que o resultado final apresen
te apenas 2 algarismos significativos) segundo as seguintes regras:
a) Valgres de 101 a 1 000 '
- /guando o aligarismo das unidades for igual ou supe
rior a 5,/somar uma unidade ao algarismo das dezenas.
Exemplop/ 145 € expresso como 150. ’
- quando o algarismo das unidades for inferior a 5,con
sidera-lo como zero. Exemplo: 142 é expresso como 140.
b) Walores superiores a 1 000
Considerar zero para o algarismo das unidades e efe
tuar o arredondamento das dezenas da seguinte forma:
- quando o algarismo das dezenas for igual ou superior
a 5, somar uma unidade ao algarismo da centena. Exem

plo: 1 351 e expresso como 1 400,
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- quando o algarismo das dezenas for inferior a 5, con
sidera-lo como zero. Exemplo: 1 348 é expresso como
1 300.

6 RESULTADOS

6.1 Expressar o resultado em termos de unidades fosmadoras de colé

nias de bactérias heterotrdficas que precipitam o ferro por midilitro (UFC/mL).

6.1.1 Se as placas correspondentes a todos os volumes inoculados
nao apresentarem col8nias, expressar o resultado como, <1 multiplica
do pelo inverso do maior volume inoculado (Ex€mplo: para uma amos
tra, cujo maior volume inoculado foi 0,01 mIfépnao se observou cres

cimento em nenhuma das placas, o resultado e expressobom3<1OOUHUmLL

Nota: a) No caso previsto em 5.4.10;1, alinea aggexpressar o resul
tado como '"'contagem estimada'.

b) Quando as placas nao puderem ser contadas devido a erro nas

diluigoes, quebraacidentaldas amestras ou quando se obser

varem evidencias de contaminagad, relatar o resultado como:

"analise prejudicada devide a acidente de laboratdrio.

6.2 Do relatorio deve constar no minimes
a) local e datas de colefa e anélise;
b) caracterizagao compléta da amostra (tipo de égua, cloro re
sidual, temperatura, ‘etc.);
c) nome do coletor da:amostrasg
d) resultado do ensaio, expresso conforme 6.1;
e) codigo desta Norma e téenica utilizada; e

f) nome e assinatura do pPeésponsavel pela analise.

/ANEXO A
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ANEXO A - RECOMENDAGOES DE ORDEM GERAL

A-1 Esterilizagao das solugoes e meios de cultura - autoclavagao

A esterilizacao de solugoes ou dos meios de cultura em autoclave de
ve ser feita em temperatura de 121°¢ durante 15 minutos. Durante a
autoclavacao de meios de cultura, nao deve havefllexcesso de aqueci
mento para evitar uma sobrecarga termica que possa, produzir hidréli
se, peptonagao, caramelizagao ou outro tipo de dest¥uicao das subs

tancias que constituem os meios de cultura,.

A-2 Controle de esterilidade das solugo€spe meios /de cultura

Apés terem sido preparados e antes de serem usade8S, quaisquer solu
goes ou meios de cultura devem ser te&Stados guanto a presenga de

fungos ou de bacterias contaminantes.

A-3 Culdados especiais com a vidraria

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

A-4 Controle da eficiéncia da autoélave

Utilizar ampolas com suspénsao de eésporos de Bacillus stearothermophilus

em meios de cultura a senem esterilizados. Estas ampolas, depois da
autoclavagao, sao incubadashem banho-maria a 55°C, durante 24 a 48
horas. Se houver mudanga)da coloracgao da suspensao contida nas ampo
las, de roxa para amarela,)significa que a esterilizagao foi insufi

ciente, pois houvegdesenvolvimento de bactérias.

A-5 Controle de qualdidade da égua destilada

A égua destilada a /ser enmpregada no preparo de meios de cultura e so
lugoes, deve ser de alta qualidade, livre dé substancias toxicas ou
nutritivas gue possam dinfluenciar a sobrevivéncia e crescimento de
microrganigmos, Emrecomendavel a avaliacao periddica de sua qualida
de, atraves,da realizagao de ensaios especificos. Ver Norma CETESB
L5.215.

A-6 Armazénamento de meios de cultura desidratados -

Os frascos de meio de cultura devem ser mantidos hermeticamente fg
chados em suas embalagens, em local fresco e seco, protegidos da

luz. Em 1aborat6rios nao equipados com ar condicionado, o armazena
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mento dos meios desidratados deve ser efetuado colocando-se os fras
cos de boca para baixo; isto produz um efeito de selagem convenien

te ao redor da tampa de rosca, que retardara a decomposicao do meio.

A-7 Cuidados no preparo dos meios de cultura

A-7.1 Quando forem usados meios desidratados, os mesmes_deverao es
tar inalterados quando a cor, odor e consisténcia e, principalmente,
nao se apresentarem endurecidos. Os recipientes utilizados para a
preparagao dos meios deverao ser inertes, péra giémnao liberem subs
tancias, tais como cobre, zinco, aluminio, eté., que ikao  alterar

0s constituintes do meio.

A-7.2 A hidratagao dos meios deve ser realizada com égua destilada
fria, principalmente para 0s meios que contém égar, pois, se for
utilizada égua quente, forma-se imediatamente em torno de cada par
ticula de agar uma pelicula que protege o nigéleo. Com a elevagao da
temperatura, ocorre um aquecimento s€co do nﬁcleo, que impede que a
particula se umedega totalmente. Por esse¢ motivo, aconselha-se dei
Xar os meios que contenham égar macerando durante 15 minutosenxégua
destilada fria, agitando-se a misturapfregiientemente e utilizando
recipientes com volumes duas ougftres,vezes maiores do que seu con

teudo, para facilitar a homogéneizacgao:

A-8 Controle de qualidadepde ‘meios dé cultura

’

E recomendavel a realizacao de testes especificos para avaliagao e
controle de qualidade dos meiog), de cultura a serem empregados no
teste para determinagao da'@ontagem de bactérias heterotroficas que

precipitam o ferro. Mer Norma CETESB L5.216.

A-9 Precaugoes

A-9.1 Ao fundipgonmeio delcultura agar citrato féerrico amoniacal
evitar:

a) colocar /excesso de égua no recipiente que ira conter 0os
tubosi¢om o meio de cultura, pois essa, ao ferver, poderé
ocasionalmente entrar nos tubos, contaminando o meio;

b) exposigao prolongada a temperaturas elevadas durante e

apos a fusao.

A-9.2 Durante a estabilizagao da temperatura do meio de cultura,
evitar que a temperatura do banho-maria exceda 46°C, pois algumas
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bactérias mais sensiveis poderao ser mortas, quando se adiciona o
meio sobre o inoculo da amostra.

/ANEXO B
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