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INTRODUCAO

A qualidade da agua destiladd para uso ém laboratorio vem sendo motivo de espe
éulagao desde ha muitos,anos.kTeoricamente, a agua destilada deveria se consti
tuir apenas de agua. No emtanté, isto n@o & obtido normalmente, devido as limi
tagoes nos métodos de produgao e armazenamento. O custo por unidade de volume
tambem limita o grau de pureza e quéndo pureza quimica ou bioldgica sao requeri

das, a escala de custopse eleva econsideravelmente.

A Agua destilada, /para uso microbioldgico, deve ser livre: de substancias orga
nicas e inorganigas, séjam toxicas ou nutritivas, que possam influenciar na so

brevivencia e érescimento dé microrganismos.

Muitos fatoresppodem imfldenciar a qualidade da agua destilada, tais como o ti
po de destdilador, a origem da agua que o abastece, as condigoes em que se encon
tram as dolunas/dée troca ionica, quando sao utilizadas, o uso de filtro de car
vao, o tipoldd tanque de armazenamento, a temperatura em que e mantida a agua
destilada produzida e o tempo de armazenamento da mesma antes d6 uso., A falta
de controle adequado destes fatores pode contribuir para a contaminagao da agua
destilada por diferentes substancias, incluindo jons metalicos prpvenientes do
sistema de destilagdo; hidroxido de amonio, acido cloridrico e outros  vapores
produzidos no laboratdrio; cloro proveniente da fonte de aguas e anidrido carbo

nico do ar.
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Além da contaminagao por substancias inorganicas ou organicas, pode ocorrer a
contaminagao por microrganismos. An3dlises microbiologicas de uma determinada
fonte de agua destilada podem, as vezes, evidenciar a presenga de um grande nd

mero de Pseudomonas e Achromobacter. Estes organismos sao capazes de sobreviver

e de se multiplicar em condigoes nutritivas minimas. O fato de Waksman ter de

monstrado a agao antagonista de Pseudomonas ao crescimento de E.coli,Salmonella

typhi, Serratia marcescens, Corynebacterium diphteriae, Mycobactérium

tuberculosis e Vibrio cholerae, entre outras bactérias, evidencia el reforgca a
importancia do controle da qualidade da agua destilada para uso em laboratorio
de microbiologia. Pesquisas realizadas nesse sentido relatam tambem,)a ocorrég
cia de contaminag¢ao por coliformes, como resultado defuma protegao inadequada
do tanque de armazenamento contra poeira e, em outrods easos, demonstrou-se que
a coluna de troca idnica ou filtro de carvao, usados em comjungao com um siste
ma de destilagao, atuavam como fonte de bacteriaSgeontaminantes possibilitando,
inclusive, sua multiplicagao. A presenga de algas eontaminantes, introduzidas
pelo ar, pode ocorrer particularmente nos casos em qué o recipiente de vidro ,
com tampoes de algod3o mal ajustados ou semfffampoes, esta localizado em areas
onde ha alta intensidade luminosa; sob egtas condicoés e com o uso pouco fre
quente da agua destilada nele armazenada, um apreciavel crescimento de algas

frequentemente se desenvolve dentro de poucas semanas, atuando como um fator

que afeta a qualidade da agua destilad@§ijdevido a producdo de nutrientes orgd

nicos ou metabolitos toxicos para /bacterias.

Uma medida essencial para o controle da agua/destilada ou desmineralizada & a
condutividade especifica que n@o develser.m@ior que 2 microhms/cm a 25°C e e
usada para indicar a presenga de Ions inorganicos de metais, bases e sais. No
entanto, a medida da condutividade @80 permite a distingao entre a presenga de
jons metalicos toxicos e Nao toxicos,e)nada revela a respeito de qualquer conta

minagao organica que poSsa estar presente.

A presenca de subst3meias tOxicasfou nutritivas na agua destilada pode ser de

tectada atraves de provas/{de adequabilidade bioldogica que comparam o desenvolvi

mento de Enterobact®r, aerogefie$ em um meio de cultura minimo, preparado com a

agua destilada 4 ser testada, com o desenvolvimento do mesmo organismo em meio

correspondentéd, preparado com agua destilada de alta qualidade (controle).
1 OBJETIVO

1.1 Esta Norma prescreve os procedimentos utilizados para avaliar a adequabili

dade bioldgica da agua destilada para fins microbioldgicos.



2 NORMAS COMPLEMENTARES

Na aplicacac desta Norma & necessdrio consultar;

a) M1.001 - Lavagem, preparo e esterilizacdo de materiais em laboratdrio de
microbiologia;
b) L5.201 - Contagem padrao de coldnias de bact@rias;

c¢) L5.216 - Controle de qualidade de meios de cultura.

3 DEFINICOES

Para os efeitos desta Norma sao adotadas as defdmigdes de 3.1 a 3.5.

3.1. Enterobacter aerogenes

Bacteria pertencente ao Grupo Coliforme. Sao)bacilos clftos, Gram-negativos ,
aerobios ou anaercbios facultativos, nao formadores de esporos, moveis por fla
gelos peritriquios, que fermentam lactose,com producao de gas em 24-48 h a
35°¢

3.2. Bacilo

Designagao dada as bactéerias queg@presentam forma cilTndrica.

3.3 Cultura pura

13

Cultura que contem um uni€e tipojde mi€rorganismo.

3.4 IMViC
série bioquimica simplificada,"tilizada para diferenciagdo de bacterias do

‘grupo coliforme, Wa qual sdo incluidos testes para verificar a produgao de in
dol, o tipo de flermentagao dapglicose (acido-mista ou butileno=glicolica) e a
capacidade de utillizdgao defcitrato como Unica fonte de carbono. A denominagao
IMViC e formadasa partiky,das iniciais (em ingl&s) dos testes componentes.desta

serie (I =/indol} M = vermelho de metila; V = Voges.Proskauer e C = citrato).

3.5 p.a.

Para analise

4 APARELHAGEM

4.1 Materiais e equipamentos
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4.1.1 Estufa para esterilizagaq e secagem

A estufa deve acondicionar pipetas, placas de Petri, frasces para coleta e toda
vidraria e aparelhagem que pode ser esterilizada por calor seco e ter capacida
de suficiente para permitir a circulagao do ar quente ao redor do material a
ser esterilizado. Deve ser equipada com um termdmetro e um termostato e operar
normalmente a uma temperatura de 170 a 180°%c. 0 tempo de esterilizagao para a

maior parte da vidraria & de 2 horas, a temperatura de 170 a 180°%€.

4.1.2 Autoclave

Deve ter tamanho suficiente para permitir a circulagaol do vapor @o redor do ma
terial a ser esterilizado por esse método e ser equipada com valvula de seguran
ga, com um manometro e com um termometro, cujo bulbo ficara na direcao da linha
de escape de vapor condensado (dreno). A autoclaye e normalmente operada a uma
pressao de vapor de 15 libras por polegada quadrada, produzindo, em seu inte
rior, uma temperatura de 121,6°C ao nivel do mar. Deve-se observar, em seu fun
cionamento, a substituigao por vapor de todogopar existente na camara. A opera
gzo total de uma autoclave deve durar no maximo umabhora, sendo recomendado o]
acompanhamento dos ciclos de operagao e 08 regisStros de tempo-temperatura. E re
comendavel que a autoclave atinja a temperatura de @sterilizagao de 121°C em 30

minutos e mantenha essa temperatura durante o periodo de esterilizagao.

4.1.3 Incubadora bacteriologica

Deve ser equipada com termostato e preojetadalde tal forma que a temperatura em
todas as partes utilizadas seja 35 :_O,SOC, com capacidade suficiente para per
mitir a circulagao do ar ao redor de todas as culturas, quando o material de
trabalho estiver sendo indéubado.,Paraverificar a temperatura de uma incubadora
grande, devem ser colocados um ou mais termometros, com o bulbo submerso em
agua, glicerina ou 0l¢0 minefal, em lugares representativos da camara e feitos
registros periodicos{da temperatufa. A incubadora devera manter 75 a 85% de umi
dade relativa e ser colocada de/preferencia em local onde a temperatura permane

ca na faixa de 1l6fa 27°c.

4.1.4 Banho-maria

. : o o . .
Equipado com termostato, para temperatura de 45 C a 46 C, com capacidade sufi
ciente para comportar recipientes contendo meios de cultura, cuja temperatura

deve ser estabilizada antes de sua distribuicao em placas de Petri. -

4.1.5 Sistema de destilacao de agua
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Deve ser construldo de um material que ndo contribua para contaminagSo da
agua, sendo que todas as superficies que entram em contato com a agua destila
da devem ser de ago inoxid3yel, quartza, vicor ou vidro pyrex. Os destiladores
construidos de metal (cobre ou outros) ou ligas metdlicas (latao), banhados
por estanho, sao os menos aconselhados pois requerem uma manutengao estrita pa
ra evitar que, nas partes mais sujeitas a desgaste, haja exposicao da agua ao
metal de base, em decorrencia da perda da camada de est@fihosgDeve-se evitar,de
modo especial, o contato da dgua com materiais de cobre. 0, recipiente de fervu
ra de um destilador deve ser esvaziado diariamente e, posteriormente, ser
cheio com agua limpa. Periodicamente, o destiladorgdeveélser desmontado e subme
tido a uma limpeza completa. Os destiladores meta@licos devem ter,adaptado, um

sistema de drenagem constante, para evitar a férmacao de inerustacoes.

Os tanques de armazenamento devem ser de ago inoxidavely fibra de vidro ou
plastico apropriado (por exemplo politetraflubfoetilenc), devem ter uma tampa
que se ajuste perfeitamente e um filtro na entrada de ar para remover gases e
vapores. Sua limpeza completa deve ser efetuada periodicamente. As instalagoes
de um sistema de distribuicao de aguafdestilada dewem ter tubos e conexoes de
estanho puro, ago inoxidavel, vidro/pyrex ou plastico apropriado (por exemplo
politetrafluoroetileno - PTFE). Observacao: O cloreto de polivinila (PVC) nao
deve ser utilizado para esta finalidadej,poisfconstitui uma fonte de contamina

gao.

Recomenda-se fazer um pre-tratamento, se a agua que alimenta o destilador for
de baixa qualidade (por exemple, se contiver compostos organicos e apresentar

valores elevados de turbidez e dufeza). Uma coluna de troca ionica (cationica e
anionica) pode ser colocada @ntes do destilador para abrandar  aguas duras e
evitar a formagao de incrustagoes no aquecedor e no condensador. Uma coluna de
carvao ativado, instalada ant@sgdo destilador, serve para remover contaminan
tes orgﬁnicos que / sao susceptiveis de serem destilados. Se for necessario "pg
mover tragos de dons, deve-sepinstalar uma coluna de troca ionica depois do

destilador.

4.1.6 Potentiometro

» . -~ - . .
Deve ter/{escalal bem 1eg{ve1 e medir com .precisao minima . de 0,1 unidade de
pH. A calibragao do potenciometro deve ser feita pelo menos duas vezes ao dia,

com tampoes de pH =4,0, pH = 6,86 e pH = 9,18.

4.1.7 Balanga de topo

Com sensibilidade =~ minima de 0,1 g ao pesar 150 g.
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4.1.8 Balanca analitica

Com sensibilidade minima de 0,1 mg ao pesar 150 a 200 g.

4.1.9 Refrigerador

c ot . o .
Certificado para manter a temperatura na faixa de 2 a 8 C, com capacidade ade
quada para conter os meios de cultura e solugoes a serem mantidas sob refrigera

¢ao. Sua limpeza e desinfecgao devem ser feitas periodicamente.

4.1.10 Contador de colonias

Tipo Quebec ou similar, preferencialmente com campo €scuro, ou outro modelo que
fornega aumento equivalente (1,5 diametros) e possibilite visualizagao satisfa

toria das colonias de bactéerias.

4.1.11 Materiais para preparacao de meios de cultlra e/solucoes

Recipientes de vidro ou ago inoxidavel. O material de aquecimento e os bastoes
devem estar limpos e isentos de qualquer gSubstanciia toxica (nunca devem ser de

cobre).

4.1.12 Frascos para agua de diluicao

De borossilicato (pyrex) ou vidro/meutro, eom tampas de rosca que permitam boa
vedagao e sejam livres de substaneias toxicas soliveis,com capacidade para con
ter 90 + 2 ml de agua de diluigao} deixandoum espago suficiente para permitir

uma boa homogeneizacao quando seé efetudilia agitagao.

4.1.13 Pipetas

Pipetas tipo Mohr de 548l e 10 ml, com graduagdo de 1/10 e erro de calibragao

inferior a 2,57 e com{bocalfpara tampao de algodao. Sao guardadas em caixas de
ago inoxidavel, podéndo tambem s¢r embrulhadas individualmente em papel. Sao es
terilizadas por calor seco, a uma temperatura de 170 a ISOOC, duranpe duas ho

ras.

4.1.14 Frascos para armazenamento de solugoes

Devem ser de borossillicato (pyrex) ou vidro neutro, com capacidade adequada pa
ra conter os volumes requeridos para cada solugao e com sistema adequado de ve

dagao. -

4.1.15 Frascos para as solugoes da prova
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De borossilicato (pyrex) ou vidro neutro, com tampas de rosca que permitam boa
vedagdo e sejam livres de subst8ncias t8xicas solfiveis, com capacidade para
conter 30 ml de solugae, deixande um espago suficiente para permitir uma boa

hm%mdm@owmwsedamra%ﬂ%%.

4,1.16 Placas de Petri

Devem ser de borossilicato (pyrex) ou vidro neutro de bea, qualidade, com fundo
perfeitamente plano, sem ranhuras e bolhas de ar, com 15 mm\de altura x 100 mm

de diametro.

4.1.17 Tubos de ensaio

Tubos de ensaio de borossilicato (pyrex) ou vidro neutxo, /com tampas de rosca-
e capacidade adequada para conter 12 a 15 ml.de meio de eultura(usualmente sao

empregados tubos de ensaio de 16 mm x 150 mm),.

4.1.18 Bico de Bunsen

4.1.19 Tripe

4.1.20 Tela de amianto

De tamanho 22 cm x 22 cm.

4.1.21 Alcas de inoculacgad

-

De platina, platina-iridio, ©u niquel-cromo, com 7 a 8 cm de comprimento e 0,5
mm de diametro, apresentando na)extremidade uma parte encurvada, formando um
aro com diEme;ro minimo de 3Wim; $ao colocadas em cabos de metal (cabo . = de

Kolle).

4.1.22 Estantes

De arame gal#fanizado, perfuradas, para tubos de ensaio de 16 mm x 150 mm.

4.2 Meiog de cultura e solugoes

4.2.1 Reagentes

4.2.1.1 Para a preparagao dos meios de cultura e solugoes utilizados nesse en

saio sao os seguintes reagentes necessarios;

¥

a) Agar
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b) Agar nutriente desidratado ('nutrient agar')
c) Agar triptona glicosé extrato de leyedura (!plate count agar')
d) C;trato de sodio (Na3C6H507g2H201 pea,

e) Cloreto de calcio (QaCKZ.ZHZOQ p.a.

f) Cloreto de magnésio (MgC£2.6H20) p-a.

g) Cloreto de sodio (NaCl) p.a.

h) Dextrose

i) Extrato de carme

j) Extrato de levedura

L) Fosfato Momopotassico (KH2P04) p.a.

m) Hidroxido de sodio (NaOH) p.a.

n) Peptona

o) Sulfato de amonia (NH4)ZSO4 p.a.

p) Sulfato ferroso (FeSO4.7H20) Dea.

q) Sulfato de magnesio (MgSO4.7H20) p.a.

r) Triptona

4.2.1.2. Os reagentes devem ser de grau/bacteriologico e procedencia idonea, a
presentar odor, cor e consisténcia*inaltefadas, ser livres de elementos bacte
ricidas ou bacteriostaticos inespecificos,bémpcomd de carboidratos inespecifi
cos. A alta pureza (p.a.) dos reagéntes empregados e um requisito fundamental

a ser observado, pois variagoes @a composiga0 quimica dos mesmos poderao inter

ferir na sensibilidade e feprodutihilidade do teste.

4,2.2 Cultura bacteriana

4.2.2/1 Cultura de Enterobacter aerogénes, (prova IMViC—-++), obtida a partir

de agua bruta contaminada ou esgoto.

4.2.3 Preparo de meios,delcultura

4.2.3.1 Agar triptona\glicose'extrato de levedura ("plate count agar'").

Formula:
TriptonAcle e ccvveoroecssscssssesssasossencsss 5,0 g
Extrato de levedura..seieeessecssscnnnenesess 2,5 g
DEXELOSEe s svsssssrarsonsonnssacnsscnassnnsees 1,0 g
- § o O S PP I TI0 I 4

Agua deStilada.-......---q...-..-cq-.q.q.. 1000 ml

pH final apos esterilizagdo: 7,0 + 0,2
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Pregaro:

Pesar 23,5 g do meio desidratade "Plate Count Agarx" e acrescentar 1000 ml de
agua destilada fria, deixande em repouso durante, aproximadamente, 15 minutos.
Aquecer, agitando frequentemente, ate a completa dissolugdo do meio, tomando
cuidado para que nao seja atingida a temperatura de ebuligao. Distribuir volu
mes de 12 a 15 ml em tubos de 16 mm x 150 mm, com tampa,de rosca. Esterilizar

em autoclave a 121°C, durante 15 minutos.

4.2.3.2 Agar nutriente

Formula:
Peplonaisvesciesreresscsrssresescscsonctodie.c. 5,0 2
Extrato de Carn@ciceecesssscsessccscssnssssscaah3,0 g
ABATeireerersarscssssasscorscncassssfillpmessess.l5,0 g

BAgua destilad@.seeecsosessnsesossnosiaheeesiesl000 ml

pH final apos esterilizagao: 6,8 + 0,1

PreEaro:

Pesar 23,0 g do meio desidratado "Nutrient Agar" e acrescentar 100 ml de agua
destilada fria, deixando em repouso duramte,g@8proximadamente, 15 minutos. Aque
cer, agitando frequentemente, ate a completa dissoluggo do meio, tomando cui@g
do para que nao seja atingidd a temperatura de ebulicao. Distribuir volumes de
6 a 7 ml em tubos de ensaio de'16 mm x 150 mm. Tamponar os tubos e esterilizar
em autoclave a 121°C durafite 15¥minutos Apos a autoclavacao e enquanto o meio
ainda estiver quente, colocak os tubos em posigao inclinada, até que o ”meio'

se solidifique, visando obter ‘Uma superficie inclinada de 6 a 7 cm de  compri

mento.

4.2.41Preparo de/solucoes

4.2.4.1 Agua de diluigao

Formula:
Solugao estoqueA.'QC..!.'.0!......"'0..."... 1’25m1
Solugad estoque Bivesessvessassesnsssorasarsess 5,00 ml

Agua destilada..eceeeensoncerosnesansnaseess 1000 ml
pH final apds esterilizagao: 7,2 + 0,1

Pregaro:

A agua de diluigao deve ser preparada como segue:
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a) preparar a solugao estoque A com a seguinte composicao:

Fosfato monopotaSSiCO (KHZPOZQl Plaqqgnqgoqoo.g-qqoaqqq 34,0 g )

Kgua recém—bideétilada,-q,.q.-g..;..,.g.,,..,.H,.g..,...lo.oo ml

Para esse preparo, dissolver o fosfato monopotassico em 500 ml de dgua re
cém-bidestilada, ajustar o pH para 7,2 + 0,1 com solugao de hidrdxido de sb
dio 1N e completar o volume para 1 litro com agua destilddaWliDistribuir volu
mes que sejam adequados a necessidade de uso do laboratorioghemffrascos com
tampa de rosca. Esterilizar em autoclave a lZlOC, durante 15 minutos. Armaze

nar em geladeira.
b) Preparar a solugao estoque B, com a seguinte compésicao:

Cloreto de magnesio (MgC£.6H20) PeBecvocersnnnennesesiOb,1 g

Agua recem-bidestilada@:sseeeeeererensenessnnonsess.o1000 ‘ml

' Para o preparo dessa solugao, dissolver o cloréto de magnésio em um litro de
agua recem-bidestilada. Distribuir volumes que sejam adequados a necessidade
de uso no laboratorio, em frascos com tampa de roscas Rotular e armazenar em

geladeira.

c) Adicionar 1,25 ml da solugao estoque A e 5 ml da/Solugao estoque B a 1 litro

de agua destilada.

d) Distribuir, em frascos de diluig@o, quantidades adequadas que assegurem, apos
autoclavagao a 121° C durante 15 minutos, volumes de 90 + 2 ml.

13

NOTA: Antes da utilizagao da s@lugao @stoqué A, deve-se verificar se ha quais
quer evidencias de contaminagao micxobiana (turbidez, presenca de mate

rials em suspensao). Em caso @firmativo, essa solugao deve ser descartada.

4.2.4.2 Solucao de citrdto de sddio

Formula:

Citrato de sddio (Na3C6H507 .21 0) Pe@rovvesensass 0,29 g

Zgua recém—bidestilada.........................1000 ml
Preparo:

Pesar 0,29 g de citrdato de sodio e dissolver em 500 ml de agua recém-bidestila

da. Homogeneizar bemy ate a completa dissolucao do reagente. Ferver a solugao
por 1 a 2 minutos e, com todos os cuidados de assepsia, transferir a solugao pa
ra frascos de vidro com tampa de rosca preyiamente esterilizados. Armazenar em

. o . PN
geladeira (5°C), ‘ao abrigo da luz durante, no miaximo, duas semanas.
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4.2.4.3 Solucao de sulfato de amdnia

Formula:
Sulfato de amania (NHZ")ZSOZ&B-A\|°00-«11-1'-,-,"'.!-0.\ 0,60 g

Agua rec—:ém:'bidestilada,;.-..----u..............SOO ml

PreBaro:

Pesar 0,60 g de sulfato de amonia e dissolver em 500 ml de agialrecem-bidesti-
lada. Homogeneizar bem até a completa dissolugdo do reagemte./Ferver a solugao
durante 1 a 2 minutos e, com todos os cuidados de assepsia, transferi-la para
frascos de vidro com tampa de rosca previamente e§terilizados. Armazenar em ge

. 0 . -
ladeira (5°C), ao abrigo da luz, durante, no maximo, duas Semanas.

4.2.4.4 Solucao de varios sais

Formula:
Sulfato de magnesio (MgSO4.7H20) Pe@eahedeecesces 0,26 g
Cloreto de calcio (CaCKZ.ZHzO),p.a............... 0,17 g
Sulfato ferroso (FeSO4.7H20) Pea@eecddiescsdaeaess 0,23 g
Cloreto de sodio (NaCl) Pedeieaaedonediiiiiiiiis 2,50 g

Agua bidestilada.secesvososstahescscncsclasaocssassad00 ml
Preparo:

Pesar os reagentes e dissolver em 500 ml\de agua recem-bidestilada. Homogenei

zar bem ate a completa dissolucao dos reagentes. Ferver a solugao durante 1 a
:

2 minutos e, com todos osfcuidades de@ssepsia, transferi-la para frascos de

vidro com tampa de rosca previamente esterilizados. Armazenar em geladeira'

(5°C) ao abrigo da luz, durante, no maximo, 3 dias.

NOTA: Nessa solugagyocorre o desenvolvimento de uma leve turbidez apds o perio
do de 3 a 5 dias.plsso se deve 3 conversao do sal ferroso ao estado f§£
rico. No #aso dé ser oBServada uma turbidez mais acentuada, a solugao
deve ser descdrtada. 3
Se hou¥érha necessidade de armazenamento por periodos mais prolongados

da golucao de varios sais, recomenda-se que a mesma seja preparada sem o

sulfato ferroso e, no momento do uso da mistura, adicionar uma quantida-

de adequada deste sal em solugao recentemente preparada e aquecida.

4.2.4.5 Solucao tampao fosfato

Formula:

Solugao estoque A (ver item R B R | ml

Agua recem—bidestilada@...e.seoroencnseracsnssassseesld ml
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Preparo:

Adicionar 1 ml da solugao estoque A a 24 ml de 3dgua recém-bidestilada.Ferver a
solugao durante 1 a 2 minutos e, com todos os cuidados de assepsia, transferi-
la para um frasco de vidro com tampa de rosca previamente esterilizado. Armaze

03 Q - - .
nar em geladeira (5°C) ao abrigo da luz durante, no maximo, duas semanas.

NOTA: Antes da utilizagao da solucao, verificar se nao ha qdaisquerlévidencias

de turbidez. Em caso afirmativo, descartar a solugao.

4.2.4.6 Solucao normal de hidrdxido de sodio (NaOH.LN)

Formula:
Hidroxido de sodio (NaOH) pe@.cvvvevracscscsnscathoe.. 40,0 g
Agua destilada....‘.l..‘..l'..“...‘Q.............'.lqooml

Preparo:

Pesar 40 g de hidroxido de sddio, colocar em balao velumétrico e completar o vo
lume para 1000 ml com agua destilada. Homogeneizar, bem ate a completa dissolu

cao do hidroxido de sodio.

5. EXECUCAO DO ENSAIO

5.1 Principio do metodo

A prova de adequabilidade bioldgica.da agua destilada permite detectar a presen-
¢a de substancias tdoxicas ou nutritivaggemfuma amostra de agua destilada atra

ves da comparagao entre a respostayde crescimento de Enterobacter aerogenes em

um meio de cultura (que apresenta emjsua composigao concentragoes minimas de nu
trientes quimicamente definidos), 'pEeparado com a agua destilada em teste, ¢ a
resposta de crescimentd dessa bacteria no mesmo meio de cultura, preparado com

uma agua de alta qualddade feontrole). A presenga de substancias toxicas ou nu

tritivas ira causar umapalteragad da densidade de Enterobacter aerogenes  apos
24 horas, determinando, respectivamente, uma redugﬁo ou aumento superiores a

20% em relagao 4o controle.

5.2 Procedimento

5.2.1 Preparacao da cultura bacteriana

No dia anterior a execugao da prova de adequabilidade biologica da agua destila

da, preparar.. uma cultura de Enterobacter aerogenes da seguinte for@a:
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5.2.1.1 Com auxilio de uma alga de inoculagdo deyidamente flambada e esfriada,

colher um inoculo de uma cultura de 18-24 horas de Enterobacter aerogenes

(IMViC -—++) e transferi-la para a superficie inclinada (6 a 7 cm) de agar nu
triente contido em um tubo de ensaio de 16 x 150 mm. A semeadura do inoculo
deve ser feita delicadamente (sem dilacerar o agar) e de forma homogénea sobre
toda essa superficie (a partir da parte mais basal em direcao ao topo), de mo
do a ser obtida uma pelicula uniforme e continua de creScimentomapos,o periodo

determinado de incubagao (Figura 1).

transfergncia —
. g
inoculo
/ L/
J _/ - \
Cultura de 18-24 h de Inicioge direcao da se Inoculo ja distribui
Enterobacter aerogenes meddura do Jinoculo em do em toda superfi-
em agar nutriente. agar nutriente inclina cie inclinada do agar
do. nutriente.

Figura 1: Semeadura de um inoculolde Efiterobacter aerogenes em agar nutriente

inclinado.

5.2.1.2 Apos a inoculacao, iféubar) o tubo contendo o agar nutriente inclinado
a 35°C + 0,5°C, dufante 18-24 horas.

5.2.1.3 Apos o pefiodo de ineubagao e utilizando uma pipeta esterilizada, trans
ferir 1 a 2 ml de agualde diluicao tamponada (de um frasco contendo 90 + 2 ml)

sobre a pelicula‘de crescimento de Enterobacter aerogenes em agar nutriente in

clinado.

5.2.1.4 Com a mesiia, pipeta, homogeneizar a cultura, tomando cuidado para nao da
nificar o meio.

5.2.1.5 Ainda com a mesma pipeta, transferir toda a suspensao bacteriana do tu
bo para o frasco de agua de diluigao original (ftem 5.2,1.3). Prepara-se assim

a amostra original contendo Enterobacter aerogenes, a partir da qual serao pre
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paradas as diluigoes requeridas para o teste (figura 2).

5.2.1.6 Homogeneizar essa amostra original, por agitag@o manual, inclinando o
' . . e}
frasco (formando um angulo de aproximadamente 45 entre o brago e o antebrago) e

agitando vigorosamente; repetir a operacao no minimo 25 vezes.

5.2.1.7 Com uma pinga esterilizada de 10 ml e obedecendo ao§ cuidadéspde,, assep
sia, transferir 10 ml da amostra original para um frasco contemndo 90 + 2 ml de
agua de diluigao tamponada, antecipadamente identificado. Prepara—se,assim, a

12 diluicdo decimal (10 1).

5.2.1.8 Homogeneizar o frasco contendo a primeira diluigao (10—1) como em

5.2.1.6 e, com uma pipeta esterilizada, transferir 10 ml paraaum frasco conten

do 90 + 2 ml de agua de diluigao tamponada, con§eguimdomse,assim, a 22 diluicdo

decimal (107 2).

5.2.1.9 Proceder dessa maneira na sequenci@ de diduicoes desejadas (10_3, 10-4,
-5

10

partir da qual 1 ml diluido em 30 ml ira fornecer a/densidade de 30 a 80 celu

- . R . -5
eeesses)s ate se obter uma determinada diluigao decimal (usualmente 10 7),a

las viaveis de Enterobacter aerogenes por mly

NOTA: E fundamental, para a realizacao da prova, que sejam efetuados testes pre
liminares para selegao da diluigao a partir da qual 1 ml diluido em 30 ml
ira fornecer contagené entre 30 a 80 ¢elulas viaveis por ml da solugao. O
conhecimento prévio do nimero de 'microrganismos presentes em cada dilui
¢ao permite estabelecer numebicamente a variagao que pode ocorrer entre
cépas de um mesmo mierorganismo, meios de cultura, tecnicas de laborato
rio e area de supgrficie do agar inclinado. Para se determinar a densida
de bacteriana imocularpuma serie de diluigoes da suspensao em teste em
placas (metodof'"Pour/Plate'Je realizar as contagens de colonias de pacte
rias. Se o procedimento eétiver bem padronizado,e possivel reproduzir os

resultados «60mba mesma '¢ultura de bacteria.

5.2.2 Preparagao dajamostra de agua destilada

5.2.2.1 Com auxilio de'lima proveta estéril, coletar 150 a 200 ml de agua desti
lada a ser testada (amostra-teste) e transferir para um frasco de vidro neutro

-

(borossilicato ou pyrex), previamente esterilizado,

5.2.2.2 Coletar, conforme item 5.2.2.1, a amostra de agua bidestilada, conheci
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da como sendo de alta qualidade, a qual servira de controle,

5.2.2.3 Ferver as amostras teste e controle durante 1 a 2 minutos, para que se
jam destruidas as células vegetativas presentes, Nao ferver as amostras duran
te periodos prolongados, pois podera ocorrer alteragao da composigao quimica

das mesmas.

5.2.3 Realizacao da prova

5.2.3.1 Identificar como A; B, C; D e E cinco fras€os de widro  (borossilicato
ou pyrex), com tampas rosqueadas e capacidade adequada (ver item 4.1.15), pre

viamente esterilizados.

- . 3 - » 0
5.2.3.2 Com auxilio de pipetas estereis de /0lumepadequado, especificas para
cada solugao, adicionar aos frascos A, B, C,"D, e E as solugges conforme esque

ma abaixo:

FRASCOS A B : C D E
Controle | Agua Desti | Nutfientes | Fonte de Fonte de
SOLUCOES lada em dilsponiveis| nitrogenio | carbono
teste
gzlzgzzode citrato 2,5 ml 2,5 ml _ 2,5 ml _
gzlziggiié sulfato 2, 54ml 2,5 ml - _ 2,5 ml
gzi:gao de varios 2,5 nlOb 2,5 m1 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml
Solugao tampao 1, 5%y 195 ml 1,5 ml 1,5 ml 5 ml
fosfato 2o Alls > 0 0 om
ﬁig:edeStllada e > 21,0 ml 21,0 ml 21,0 ml 21,0 ml
Ag%zozzisiZ;lada 21,0 md - 5,0 ml- 2,5 ml 2,5 ml
Volume total 30,0 ml 30,0 ml 30,0 ml 30,0 ml 30,0 ml

5.2.3.3 Homogéneizar a . diluigac previamente definida, adequada para fornecer

uma contagem de 3QJa 80 celulas viaveis de Enterobacter aerogenes por ml quan

do 1 ml da mesma & diluido em 30 ml da solugao (ver item 5.2.1.9)

“

5.2.3.4 Com uma pipeta esterilizada de 1 ml e obedecendo aos cuidados de  as-

sepsia, transferir 1 ml dessa diluigcao da suspensao de Enterobacter aerogenes

para cada um dos frascos A, B, C, D e E.
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5.2.3.5 Preparar 5 grupos de 3 Placas de Petri est@reis e proceder & sua identi

ficagao como: A, B, C, D e E.

5.2.3.6 Homogeneizar o conteido de cada um dos frascos A, B, C, D e E como em
5.2.1.6.

5.2.3.7 Com uma pipeta esterilizada de 1 ml e obedecendo aos{cuidados,de assep
sia, transferir 1 ml da solugao do frasco A para cada uma das tres placas cor
respondentes a esse frasco. Repetir a mesma operagio para os frascos B, C, D e

E.

5.2.3.8 Adicionar a cada placa 12 a 15 ml de agar triptona glicose extrato de
levedura, previamente fundido e estabilizado em banho-mariala tlemperatura de
44 a 46°C, tomando cuidado de flambar a boca do gubogantes de verter o meio de

cultura-na placa.

5.2.3.9 Homogeneizar o inoculo e o meio deultura contido em cada placa, com
movimentos circulares em forma de oito (), aproximadamente ' dez vezes
consecutivas, tomando cuidado para n3ao projetar o meie de cultura com o inoculo

contra as paredes ou a tampa das placas.

5.2.3.10 Apos solidificagao do mei® de cultura,incubar os conjuntos A, B, C, D,
e E das placas em triplicata a 35 + 0,5°C, durante 24 + 2 horas. As placas de
vem ser incubadas em posigao imvertida paraévitar a condensagao de agua sobre
a superficie do meio de cultura.  Incubar tambem os frascos, durante esse mesmo

periodo e a mesma temperatura.

5.2.3.11 Apos o periodgdde incubagao, proceder da seguinte forma:

a) em relagdo as placas
Com auxilio dé um cobtador de colonias Quebec ou similar, efetuar
a contagem deleolofiias em cada uma das 3 placas correspondentes ‘a
cadd fraséo A, B, C, D e E. Calcular a media aritmetica entre as
contagens de cada um desses grupos de 3 placas.
Obséryacao: essas contagens devem estar entre 30 a 80 colonias de

Enterobagter aerogenes e as medias aritméticas das contagens de ca

da grupo devem ser muito proximas entre si. Isto e fundamental pa
ra a precisdo do teste, pois corresponde ao nimero de células . de

Enterobacter aerogenes inicialmente presentes em cada um dos fras

cos A, B, C, D e E, cujo crescimento sera testado frente as dife

rentes condigoes fornecidas pelas solugaés presentes nesses fras
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b)

nesses frascqs, havera ;nuerferenc;as no resultado £inal dq teste.
Nesse sentide, se resultados pio similares forem obtidos nessa fa
[y - . - bod . . ..

se inicial, e necessario recomegar o teste, verificando todos os
possiveis fatores que podem afetar a precisao dos resultados ini
ciais. Se forem observados todos os cuidados requeridos, a media

das contagens sera praticamente semelhante(para osigrupes A, B, C,
D ekE.

em relagao aos frascos A, B, C, D e E
Para cada um dos frascos preparar, para determina¢ao da densidade

final de Enterobacter aerogenes, uma serie de|diluigoes decimais

das solugoes neles contidas, procedendolida seguinte forma:

. proceder a marcacao de frascos contendo 90 # 2 ml de agua de di
luicao esteril, anotando a letra correspomdente ao 19 frasco(a),
e a diluicao que devera conter (10_1, 10-2......ou 10-5);

. homogeneizar a solugao contida no frasco A e, obedecendo aos cui
dados de assepsia e utilizandd uma pipeta esterilizada de 10 ml,
transferir 10 ml dessa solugd@o para o frasco de agua de diluigao
previamente 1dent1f1cado. Prepara~se assim a primeira d11ulgao
decimal (10 )

. repetir a opera@ao do item anterior, com o frasco contendo a di
luicao feita amteriormente (10_1) e utilizando uma pipeta esteri
lizada de 10 ml}, transfepir 10 ml dessa diluigao para um novo
frasco, previamenfe idéntificado. Prepara-se assim a segunda di
luicao decimal (10_2);

. proceder dessa manelra na sequencia de dllulgoes requerldas
(usualmente ate 10 ), sempre transferindo 10 ml da dllulgao pre
parada para um novo ‘frasco contendo 90 + 2 ml de agua de dilui
cao.

. repetir a seduencia de operagoes descritas neste item (b)  para
o, preparopdas diluicoes das solugoes contidas nos frascos B, C,

Dje E.

5.2.3.12 Apos

o preparo das diluigOes, homogeneizar as solugoes contidas  mnos

frascos A a E e‘agyrespectivas diluigges, conforme item 5.2.1.6.

5.2.3.13 Obedecendo aos cuidados de assepsia, transferir 1 ml da solugao conti

da no frasco A para cada uma de 3 placas de Petri estéreis. Repetir a operagao

para as diluigcoes decimais preparadas a partir da solugdo desse frasco.
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5.2.3.14 Repetir a operaggb do item anteriQK para as soluggés dos frascos B, C,

D e E e suas respectivas diluigdes,

5.2.3.15 Apos terem sido efetuadas todas as inoculagoes, proceder conforme des

crito nos Itens 5.2.3.8 e 5.2.3.9.

5.2.3.16 Apos a solidificacao do meio de cultura, incubar a§ placas @ 35 + 0,5%C
durante 24 + 2 h, em posigao invertida para evitar a condensagao dé agua sobre

- .
a superficie do agar.

5.2.3.17 Apos o periodo de incubagao e com auxilio dé um contador) de coldnias
tipo Quebec ou similar, efetuar a leitura das placas emptriplicata, selecionan
do para a leitura as placas correspondentes aos volumes que fornecerem conta

gens entre 30 e 300 colonias.

6. RESULTADOS

6.1 Calculos

A qualidade da agua destilada & determinada a partif dos seguintes calculos:

6.1.1 Para determinar a presenga dé substam@ias inibidoras do crescimento bacte
riano na agua destilada em teste,/ calcula-sela razao entre o numero de colonias
por ml do frasco B e nimero de colomias por ml do frasco A, ou seja:

contagem de colonias/ml-FRASCO B
contagem de colonias/ml1-FRASCO A

razao:

6.1.2 Para determinar presenca,na’dgua’destilada em teste, de fontes de nitrogé
nio e carbono, que promovem o crescimento bacteriano, calcula-se a razao entre
o numero de colonias/por ml{do frasco C e numero de colonias por ml do frasco A
ou seja: ’

contageml de colonias/ml-FRASCO C
contagem de colonias/ml-FRASCO A

razao:

6.1.3 Para determimar a presenca, na agua destilada em teste, de fonées de ni
trogenio, que promovemlo, crescimento bacteriano, calcula-se a razao entre o ni
mero de colonias por ml do frasco D e o numero de colonias por ml do frasco A,
ou seja:

contagem de colonias/ml1-FRASCO D
contagem de colonias/ml-FRASCO A .

razao:
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6.1.4 Para deterpinar a presenga, na dgua destilada em teste, de fontes de car
bono, que progoyem o crescimento bacteriano, calcula~se a razdo entre o nimero
de colonias por ml do frasco E e o nimero de colSnias por ml do frasco A, ou
seja:

contagem de colonias/ml1-FRASCO E

razao: contagem de colonias/ml-FRASCO A

6.2 Interpretacao dos resultados

6.2.1 Para a determinagao da presenca de substanciés inibidorashdo crescimento
bacteriano na agua destilada em teste, consideraf o exposto mos itens 6.2.1.1
a 6.2.1.5. ‘

6.2.1.1 Quando a razao B/A assumir valores /@ompreendidos no intervalo entre
0,8 e 1,2 (inclusive), isso indica ausencia de substancias toxicas inibidoras

do crescimento bacteriano, na amostra de agua desStilada em teste.

6.2.1.2 Quando a razao B/A assumir valores dnferliores a 0,8, isso indica a
existencia de substancias toxicas inibidoras do/ erescimento bacteriano na amos
tra de agua destilada em teste. Este walor jadinclui todas as tolerancias per

missiveis.

6.2.1.3 Quando a razad B/A assumir valores superiores a 1,2,isSo indica a
existencia de substanciasjnutritivas estimuladoras do crescimento bacteriano
na amostra de agua destiladajem teste. No entanto, devido a sensibilidade da’

prova, razoes de ate 3,0 sao aeceitaveis na pratica.

6.2.1.4 Quando a raZao B/A estiver entre 1,2 e 3,0, os ensaios C, D e E nao se

~ -, . -~ . ¢ .
rao necessarios, jexcetofem circunstancias especiails.

6.2.1.5 Quando a razao B/Afindicar reagoes toxicas, isto e, assumir valores in

feriores a 0§8, mao & necessario calcular as razoes C/A, D/A e E/A.

6.2.2 Paraja determinacao da presenca de substancias estimuladoras do cresci
mento bacteriame,na agua destilada em teste, considerar o exposto nos itens
6.2.2.1 a 6.2.2.4.

6.2.2.1 As quantidades de nitrogenio e carbono organico, presentes no frasco A,

sao fatores limitantes do crescimento bacteriano; .
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6.2.2.2 Quando a razao B/A assumir valores entre 0,8 e 1,2, a razao B/A sera

muito baixa e as razaoes D/A e E/A terao valores inferiores a 1,2;

6.2.2.3 Uma quantidade muito grande de nitrogenio amoniacal, na ausencia de carbo
no organico, pode aumentar a razao dos frascos D/A para valores superiores a 1,2,

caso a razao B/A esteja entre 0,8 e 1,2;

6.2.2.4 Uma alta concentracao de carbono, com ausencia de nitrogenios pode aumen-
tar a razao dos frascos E/A para valores superiores a 1,2, caso a ¥Yazao B/A este-

ja entre 0,8 e 1,2,

7, TESTES ADICIONAIS PARA CONIROLE‘DA‘QUALIDADE'DA'RGUA DESTILADA

Na tabela abaixo sao relacionados os testes adicienais recomendados para controle

da agua destilada usada em laboratorio de microbiologia, bem como os limites per=’

missiveis para cada um deles e a periodicidade recomendada para sua realizagao.

Limites Frequencia de

Parametros/Unidades . e . r
/ permissiveis | monitoramento

Testes Microbiglogico$é

Contagem de bacterias - .
heterotroficas em pla Agua recem-destilada < 1000 mensal
cas (UFC/ml) Agua degtilada estocada < 10000 mensal

Prova de adequabilidade biologicas da agua desti-
lada - razao B/A 0,8-3,0 anual#

Testes Quimicos

Condutividade unhos/cm a 25°C 1-2 diario
pH : 5,5-7,5 diario
Carbono organico total /Amg/L£) < 1,0 mensal
Amonia/Aminas (mg/£) < 0,1 mensal
Cloro residual ausente mensal

Cadmilo < 0,05

Chumbo < 0,05

Metais pesados Cobre < 0,05
(mg /) mensal

Cromo < 0,05

Niquel < 0,05

Zinco < 0,05
“Total <100 f -

' * Nota: anual ou quando da aquisicao de novo destilador.
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Em relagao & contaminagao da &gua destilada por tragos de certos elementos,tes
tes efetuados tem evidenciado a superioridade de destiladores de vidro quan-
do comparados com os de metal., A tabela abaixo reproduz os valores de concen-

tracao de tragos de elementos (obtidos atraves da analise espectrografica), -em
aguas destiladas armazenadas em reservatorios de vidro e de metal, obtidos -em

teste comparativo.

Elementos e Concentracao (micregramas/L)

Zn B Fe Mn | Al Cu Ni Pb

Reservatorio de vidro <1 12 1 <1 <5 5 <2 | <2

Reservatorio de Metal : 9 13 2 <l | <5 11 <2 26

Verifica-se que .a agua destilada armazenada no reservatorio de vidro épresenta
uma contaminacao por zinco, cobre e chimbo substancialmente menor do que a a
presentada pela agua armazenada no feservatoriqide metal. Estes testes, reali-
zados com certa freqiiencia, tem mostrado que essa relagao se mantem constante,

com raras excegoes,

Anexo A’



22

PREPARO DA

PREPARO

INOCULAGAO NAS

DETERMINAGAD DA

DENSIDADE

SUSPENSAC BACTERIANA

DAS DILUICOES

SOLUCOES NUTRIENTES

INICIAL

FIG. 2-ESQUEMA DE PROCEDIMENTO
1* PARTE

E. gerogenes

/1

5 o O = B

FONTE FONTE
DE DE

[ - -- AGUA DE E. aerogenes E. aerogenes

-~ "biLvicko - -

i -

| omi

|

|

: 10mi i 10 ml

i

i

f

. —

|

]

1

' 107 1073

| S

r--

1 ) Y . .
| I mi 1ml 1ml iml
I L4

i - ) - [
|

|

}

1

!

'

1

]

AGUA
CONTROLE DESTILADA NUTRIENTES

1 €M TESTE I NITROGENIO CARBONO
i R } |

R
Sy= = = =

U

@

IR

L INCUBAR FRASCOS E PLACAS
3520,5C - 241

APOS O PERIODO DE INCUBAGAO, EFETUAR
A LEITURA DAS PLACAS A,B,C,D,E,QUE

" DEVERAO FORNECER CONTAGENS ENTRE
30 A 80 CELULAS VIAVEIS POR ml.




Fi6. 3- ESQUEMA DE PROCEDIMENTO 23

2% PARTE

APOS 24h.A 3570,5°C EFETUAR DILUI-

¢OES DAS SOLUCGES DOS FRASCOS
A.B,C,0e E

&
10om | g%QB '

e /o INCUBAR AS PLACAS
/“‘ ( A 35%05C-24h

10mi INCUBAR AS PLACAS

A 35%0,5°C -24h

INCUBAR AS PLACAS
A 35%0,5°C - 24h

@ (E

REPETIR A MESMA SEQUENCIA DE
PROCEDIMENTO PARA OS FRASCOS BC,DsE
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ANEXO A - INFORMACOES COMPLEMENTARES SOBRE A PROVA DE ADEQUABILIDADE DA KGUA

" DESTILADA

A-1 Dificuldades ma execu¢ao da prova

Esta prova e de extrema sensibilidade e requer a tomada de uma série de cuida

dos especiais para a obtengao de resultados significativos. Usualmente, as di

ficuldades no procedimento estao associadas aos seguintes fatoress

Armazenamento da agua destilada em frascos de vidro comumlou' frascos de
vidro sem fechamento hermetico;

Uso de produtos quimicos de grau mac analitico gu de fabficacao nao re
cente, para a preparacao das solugoes. Isto & particularmente importante
na preparagao da solugao de tampao fosfato, visteljgue algims lotes de fos
fato monopotassico (KH2P04) apresentam quantidades significativas de impu
rezas quimicas;

Contaminacao dos reagentes com agua destilada)dema qualidade, apresentan
do uma densidade bacteriana elevada. Para evitar isso, € aconselhavel o
emprego de agua bidestilada ou desmineraliz@da de alta qualidade para o
preparo das solucoes, e a realizacBo de uia comtagem padrao de bactérias
de cada uma destas solugoes, antes'de sua utilizagao na prova de adequa
bilidade, para checar se as mesmas nao @sta® contaminadas;

Demora na inoculaggokdas plagls, parajdeterminacao das densidades ini

cial e final de Enterobactef aerogenes {tecnica de "pour plate");

Incubagao muito prolongada das placas (por mais de 26 horas), que diminui
a sensibilidade da resposta deAcrescimento;

Falha na obtengao da densidade inicial desejada de Enterobacter aerogenes

e escolha incorreta da diltuigae usada para obter a contagem dessa bacte
ria apos 24 horas; '

Lavagem da vidraria, empregada na prova, feita de maneira inadequada. A
sensibilidade do testg e a reprodutibilidade de resultados dependem, em
parte da limpezalda/vidraria empregada no teste (frascos, tubos, pipetas,
etc.). Toda _vidrarialdeye ser de borossilicato e, apos a lavagem da még
ma, deve s@ efetuar.seu enxague em agua recem-bidestilada (um minimo de
3 enxagués), anteS de sua esterilizacao atraves de calor seco; a esterili
zagEo por wapor (autoclave) nao deve ser empregada, pois ira determinar
a recontaminag¢aofdessa vidraria lavada de modo especial.

Nao observagao dos cuidados requeridos no preparo das diluicoes. A preci
sao na realizacao das mesmas e fundamental, devendo ser observados todos
os fatores que podem interferir (volume da agua de diluicao, volume da
amostra transferida para o frasco contendo a agua de’diluigio; homogenei.

zagao adequada da amostra a ser transferida, precisao na pipetagem).
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capacidade de crescimento em presenca de concentragoes minimas de nutrientes,
nao requerendo aminoacido, complexos ou outros componentes que sao necessarios

por exemplo, paraAE.COli ou Streptococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa e

outras Pseudomonas, embora tambem capazes de crescer em meios minimos, nao se
riam adequadas para esta prova, pois poderiam nao ser s stancias

toxicas produzidas por Pseudomonas ja presentes em uma am esconhecida de

v Anexo B

@,
AN

agua destilada.
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ANEXO B - RECOMENDACOES DE ORDEM GERAL

B-1 Cuidados eéspeéciais com 'a vidraria

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

Utilizar ampolas com suspensao de esporos de Bacillus stearothermophilus em

meio de cultura, colocando-as no centro da caixa contendo os meios de cultura
a serem esterilizados. Estas ampolas, depois da autocla¥dgaoy, sao incubadas em
banho-maria a 55°C, durante 24 a 48 h. 8e houver mudanca da coloragao da sus
pensao contida nas ampolas de roxa para amarela, sigmifica que a esterilizacao

foi insuficiente, pois houve desenvolvimento de bacteriash

B-3 Armazenamento dos meios de cultura desidratados

Os frascos de meio de cultura devem ser mantidos hermeticamente fechados em

suas embalagens e mantidos em local fresce e“seco, protegidos da luz.

B-4 Cuidados no préparo dos meios de cultura

B-4.1 Quando forem usados meios desddrat@dos, os mesmos deverao estar inaltera
dos quanto a cor, odor, consistedeia e, priméipalmente, nao se apresentarem en
durecidos. Os recipientes utilizados para a preparacao dos meios deverao ser
inertes para que nao liberem elemeﬁtos toxilcos tais como: cobre, zinco, alumi

nio, etc:, que irao alterar os ‘constituintes do meio.

B-4.2 A hidratagao dos méidsijdeve ser)realizada com agua bidestilada fria,prin
cipalmente para os meids que contem agar, pois se for utilizada agua quente,
forma-se imediatamentle em tofno de cada particula de agar uma pelicula que pro
tege o nucleo. Com & elevagEg dal temperatura, ocorre um aquecimento seco do qg
cleo, que impede que a panticula se umedeca totalmente. Por esse motivo, acon
selha-se deixar/fos meios que‘gontenham agar dé molho durante 15 minutos em
agua bidestildda fria, agitando—se a mistura freqiientemente e utilizando reci
pientes com ¥olumes duas ou trés vezes maiores do que seu contelido, para faci

litar a homogeneizagao.

Devido a sensibilidade da prova proposta na presente norma, recomenda-se a uti

lizag3o de agua recem-bidestilada para o preparo de todas as solugoes.
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B-6.1 Todos os reagentes usados na preparagao.dos meios de cultura devem ser
de grau bacterioldgico. Isto & particularmente importante, pois certas impu
rezas quimicas encontradas em reagentes de grau inferior ou comercial podem
estar presentes em concentragoes suficientes para suprimir ou inibir o cresci

mento bacteriano, ou possibilitar a ocorréncia de reagoes inespecificas.

B-6.2 Antes e apos a esterilizagao, deve-se verificar o pH dé cada partida de
meio de cultura preparado, anotando—se seu valor, adata.e o numero de contro-
le do lote. Esta verificacao & fundamental, poisfha possibilidade de ocorren
cia de erros nas pesagens, aquecimento excessiyo, contaminagao quimica ou de
terioracao de ingredientes durante o armazenamento €papos/a abertura dos fras

cos.

B-6.3 Apos terem sido preparados e antes de serem usados, quaisquer solugaes
e meios de cultura devem ser rotineiramente testados quanto a presenga de bac
terias e fungos contaminantes ou quafito a qéalguer alteragao porventura ocor-
rida com os corantes indicadores. Os meiosi de cultura devem ser ainda testados
quanto a eficiencia no isolamento dé bactérias' em teste e na  especificidade

em relagcao is reagoes bioquimicas.

B-6.4 Ensaio de controle para o teste de contagem de bactérias em placas

Para este teste, usam-se, para,cada loté de agar triptona glicose extrato de
levedura fundido, placas—-controle @8 quais se adiciona apenas esse meio.Apos
a solidificagao do agar, as Pplacas sao incubadas em posigao invertida a 35+
0,5°C durante 24 a 48 horas. Caso algum lote do meio esteja contaminado, os e
xames efetuados correspondentes déverao ser descartados. Deve ser feito tam-—

bém o teste para A agua,de diluicao usada; para isto, inocular na placa 1 ml
da agua de diluigao, adiciondndo-se a seguir, 12 a 15 ml de agar triptona gli
cose extrato de 1éwedura fundido. Apos solidificagao do agar, incubar 35:0,5°C
durante 24 agé8yhoras. Podem ser realizados controles adicionais para defermi

nar a contaminacgao de placas, pipetas e do ambiente de trabalho.

B-7 Precaucoes

B-7.1 Ao fundir o agar triptona glicose extrato de levedura, evitar:
a) colocar excesso de agua no recipiente que ira conter os tubos com o
-
agar, pois esta, ao ferver, podera ocasionalmente entrar nos tubos,
contaminando o meio;

b) exposigao prolongada a temperaturas elevadas durante e apos a fusao;
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¢) fundir quantidade do meio superior a que sera usado, num periodo de 3
horas, para evitar formagao de particulas de fosfato insoluvel, que po
derao ser confundidas com colonias de bacterias, durante a contagem de

placas.
B-7.2 Durante a estabilizagao do agar triptona glicose extrato de levedura, evi

tar que a temperatura do banho-maria exceda 46°C, pois algumas bactérias mais

sensiveis poderao ser mortas, quando se adiciona o meio sobrelo, inoculo.

B~8 Local de trabalho

A semeadura em placas deve ser efetuada, de preferencia, em camara asseptica ou

capelas de fluxo laminar.

C-8.1 Camara asseptica

As camaras assepticas devem estar localizadas em areas/de movimento reduzido e
ser livres de poeira; nao deve haver movimentagao exeessiva do ar devido ao

uso de ventiladores, exaustores, etc. Convérsa desmecessaria deve ser evitada.

B-8.1.1 Limpeza da camara: & feita apos o expediente/diario, sem varregoes exa
geradas e, de preferencia, empregando solugadpde £f6rmalina ou outro desinfetante.
Chao, mesas e balcoes sao limpos diafiamente. No fim de semana, realiza-se uma
limpeza mais rigorosa, inclusive do teto e das) paredes. Apos a limpeza, o ambi
ente & impregnado com formol puro, que & cologado em placas de Petri, para eva
porar.

B-8.1.2 Lampadas germicidas (U.V.):\podem ser ligadas nos intervalos de traba
lho e assim permanecer dufantélagmoited Convem lembrar que estas lampadas tem
tempo de vida relativamgmte curto (cerca de 6000 horas para lampadas de 30
Watts), que sua eficiencia dépende _da distancia existente entre elas e a area
a ser esterilizada, que,apfesentam acao superficial apenas, e que poeira acumu
lada em sua superficie dimihui gseu poder germicida. Deve-se tomar medidas de
protecao aproprigdas para que mao acontega a exposigao do operador as radiagoes

ultra-violeta.

B-8.1.3 Calor: o aqued@imento excessivo da camara asseptica deve ser controlado
pelo ajuste da altura da chama do bico de Bunsen atraves de seu dispositivo re
gulador ou pelo uso de uma pinga de Mohr. Se a camara tiver ar condicionado,

que a entrada desse ar nao se de diretamente sobre o campo de trabalho, a nao

ser que o condicionador tenha filtro de ar especial.
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B-8.2 Capela‘'deé fluxo laminar

Proporciona grande segurang¢a, pois as particulas existentes no ar sao removi-
das pela passagem do mesmo atraves de um filtro absolato. O ar filtrado, puro,
& dirigido sob a forma de um fluxo direto sobre a area de trabalho, mantendo
as condigoes de esterilizagao. A limpeza da capela deve ser feita sempre no fi

nal do trabalho.

Anexo C
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