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INTRODUGAO

Para avaliacao da qualidade saniitaria d@ agua, do ponto de vista mi
crobiolégico, visando a prewvengao de doengas de veiculagao hidrica,
s3o utilizadas as bacterilas do grupo coliforme, particularmente o
sub-grupo dos coliformes fecais, que permitem estimar o grau de con
taminacdo fecal na agua.

Os metodos convencionails, empregados para a quantificagéo dessas th
térias em agua incluem a técnica de tubos multiplos, que requer um tem
po relativamente Jdongogpara a obtengao de resultados (ate 96 horas
para coliformesftotais e ate 72 horas para coliformes fecais) ou a
técnica de membranaffiltrante, atraves da qual os resultados  podem
ser obtides em, 24 /horasj

Considerando,que o tempo para obtengao de resultados € um fator de
fundamental importancia em analise deégkm, em situagoes de emergég
cia, tails como f'falhas no sistema de tratamento de égua, rompimen
to na redépde distribuicdo, ligagdes cruzadas, interrupgoes no  sis
tema de abasteeimento de égua a comunidade, causadas por desastres,
que determinam o risco de contaminagao fecal, uma rapida avaliagao
da qualidade sanitaria da agua se faz necessaria e, para essa fina
lidade, pode ser empregada a técnica de membrana filtrante, utili
zando-se o meio "Agar M-7 Horas" que agiliza a obtencao de resulta
dos necessarios para a tomada das medidas requeridas.
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Esse metodo simplificado permite a recuperagao dos coliformes fecais
presentes na éguauem um tempo menor (7 horas) gragas a <associagéo
de dois fatores: a presenga de dois substratos fermentaveis por es
tes organismos-(lactose e manitol) no meio de cultura empregado,
possibilitando a opcao entre duas vias metabolicas, o que facilita
sua recuperacgao e permite o seu crescimento mais rapiidog,a_uma tem
peratura de incubagao de 41,5%C.

Apesar deste método se constituir em uma alternativa valida para uso
em situagoes especificas, sua especificidade n@a detecgéo de colifor
mes fecais e inferior a dos meios de cultura gonvencionalmente empre
gados para quantificagao dessas bactérias. Iste ¢ esperado, visto
que a temperatura de incubagéo empregada para esse melo (41,5°C), em
relagéd a temperatura mais elevada para ©s outnes meios (44,5°CL pos
sibilita o crescimento de outros coliformeés, que nao sao especifica
mente de origem fecal, conforme pode ser constatado na Tabela l, que
sumariza os resultados obtidos em um €studo efetuado na CETESB, re
lativo ao teste de diferentes meios de cultura para quantificagéo

de coliformes fecais atraves da teenica de membrana filtrante.

Estes dados nao invalidam,no entanto, sua utilizagao em situagoes em
que é requerida uma avaliagaofrapidajdo grau de contaminagao  fecal
na Adgua. Além disso, pode ser particularmente util para a detecgao
rapida de alteragdes na qualidade de Aguas recreacionais e tambem
no monitoramento da eficiencia dosgprocessos de tratamento de esgo
tos.

1 OBJETIVO

Esta Norma prescreye a técnica de membrana filtrante para a deter
minagao da densidade dg bacterias do grupo coliformes fecais, com
aplicacdo restritaljaSituagbes de emergéncia, em que &  necessaria

uma rapida avaldacao dopgfau de contaminagao fecal em aguas destina
das a abastecgimento pﬁblico ou aguas recreacionais. E aplicavel, tam
bem, no moniforamenteo da eficiencia. dos processos de tratamento de

esgotos.

2 DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

Na aplicagéo desta Norma é necessario consultar:

- L5.215 - Prova de adequabilidade biologica da agua destilada pa
ra fins microbiologicos.

- 1L5.216 - Controle de qualidade de meios de cultura.
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- M1.001 - Lavagem, preparo e esterilizagao de materiais em labo
ratorios de microbiologia.

- Guia de Coleta e Preservagao de Amostras de Agua, da CETESB, 1988.

3 DEFINIGOES

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

3.1 Grupo coliforme

Inclui todos os bacilos Gram-negativos, aerobdlos ollpanaerobios fa
cultativos, nao formadores de esporos, que fermentam lactose com pro
dugao de gés em 24-48 h a 35°C. Neste grupo sd@o, incluidos os seguin

tes géneros:‘Escherichia, Citrobacter, Enterobacten,e Klebsiella,

3.2 Coliformes fecais ou coliformes termotolerantes

Sao os coliformes capazes de se desenvolver,e/fermentar a lactose

10,2°% em 24 ho

ras. O principal componente deste grupo efEscherichia coli, sendo

com produgao de acido e gas a temperatura de 44,5

que alguns coliformes do género Klebsiella apresentam tambem essa

capacidade. Em relagao a metodologia descrifa nesta Norma, e empre
gada a temperatura de 41,5OC, o que penmite a recuperagao de outros

coliformes que nao sao de origem exchusivamente fecal.

3.3 Agar M-7 horas

Meio seletivo para a determinagao de goliformes fecais pela tecnica

de membrana filtrante, no “qual a adidificagao decorrente da fermen
tagao da lactose e do manitolhé evidenciada pela coloragao das cold
nias, que vai do amarelo claro ao amarelo brilhante, devido a vira

gem dos indicadores gde pH (vermelho de fenol e pﬁrpura de bromocresol).

3.4 Esporos

Estruturas especializadas que se formam em certas bacterias Gram-po
sitivas sob condicoe8 inadéquadas. Os esporos nio apresentam ativi
dade metabolicé@ e sao muito mais resistentes aos efeitos do calor,
dessecagao, congelamentoy drogas deletérias e radiagoes que as pré
prias celuléasygue os formam.

3.5 Bacilo
Designacao dada as bactérias que apresentam forma cilindrica.

4 APARELHAGEM

4.1 Equipamentos
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4.1.1 Balanga

Com sensibilidade de, no minimo, 0,1 g ao serem pesados 150 g.l

4.1.2 Banho-maria

Equipado com termostato e agitador de baixa velocidade para promover

t 0,2%)

em todos os pontos. A gquantidade de égua no banho=maria,deve ser su

a circulagao da égua e manter a temperatura uniforme (41,5

ficiente para imergir os sacos plasticos (contendo as placas de Pe
tri com o meio de cultura e a membrana), sendo recomendada a troca
semanal da égua, para evitar a proliferagéode fungos &/ou outros mi
crorganismos.2 '

4.1.3 Destilador de agua ou aparelho para desionizacao

Deve produzir agua nao toxica, livre de substahéias que impegam ou
interfiram na multiplicagao bacteriana, cujageondutividade deve ser

inferior a 2 pS/cm a 25°C e o pH estar na/faixa de 5,5 a 7,5.

Nota: A densidade de bactérias heterotroficas na agua recém-destila
da deve ser inferior a U000 unddades formadoras de colonias
por mL (UFC/mL) e a 10 000 UF¢/mL lna agua destilada armazena
da, devendo esse controley,ser efétuado com freqiiéncia minima
mensal.

4.1.4 Equipamentos parajfesterilizacgao

4.1.4.1 Autoclave
E normalmente operadadla uma pressad de 103393 Pa (1,05 kgf/cenf ou 15 1b/pol® ),
produzindo, em seu interior, uma temperatura de 121,6°C ao nivel do

mar. Em seu funcionamento, deve-se observar a substituigéo por va
por de todo ar existeftegna tamara e a operagao total desse equipa
mento deve durar, no méximo, uma hora, sendo recomendavel que a tem
peratura de esterilizagaq seja atingida em até 30 minutos.

4.1.4.2 Estufalpara esterilizagao :

Deve mantergamtempefatura de (170 X 10°C) durante o periodo de este

rilizagaof(minimo de duas horas).

As balangas devempser colocadas em local adequado, protegidas de vibragoes, umidade e mudangas
bruscas de temperatura; devem ser mantidas limpas e manuseadas por pessoal que conhega seu funcio
namento. Sua aferigao deve ser feita periodicamente.

. . { o’ 1 "~
Devem ser feitos registros continuos ou periodicos da temperatura e os termometros usados devenm
. 0 . ;
ser graduados com intervalo de escala de 0,1 C. As estantes a serem colocadas no banho-maria de
C’ 3 L ] -
vem ser de ago inoxidavel ou ago galvanizado plastificado.
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4.1.4.3 Lampadas germicidas (ultravioleta)

Sao usadas na descontaminagéo dos porta-filtros, entre as sucessivas

séries de filtragoes e para esterilizagao das placas de Petri de
pléstico nao autoclavével, usadas na técnica de membrana, filtran

3 pdd
te.

4.1.5 Equipamentos para filtragao

4.1.5.1 Bomba de vacuo ou outro dispositivo conveniente/para produ

zir uma pressao diferencial no porta-filtro de, no minimo, 0,5 atm.

4.1.5.2 Frasco Kitasato de paredes espessass para fil tragao, com
capacidade adequada (usualmente 4 L), ou supgrte especial para 0s
porta-filtros.

4.1.5.3 Frasco Kitasato para protegao dagpfonte de vécuo,'comfcapaci
dade adequada (usualmente 1 L), conectado ‘@ frasco de filtragao (ou
ao suporte especial) e a fonte de vacuo atraves de tubo de polietile

no ou de latex de espessura adequadag

4.1.5.4 Porta-filtro de vidro, plAsticofautoclavavel ou ago inoxiv
davel (ver Figura 1).

4,1.6 Medidor de pH

Deve fornecer exatidao minimaflde O0,10unidade de pH e sua calibragao

deve ser feita pelo menos duas vezes ao dia com, no minimo, duas so
lugoes-tampao padroes (pH = 430; pH =/6,86 ou pH = 9,18).

4.1.7 Microscépio estereoscépico binocular

Para ampliacao de 10 a 15 diametros.

Nota: Para iluminagéo, Usar.lampadas -de luz fluorescente branca
(fria).

4.1.8 Refrigeradgr

Deve manter a tempepatura na faixa de 1 a,lOOC.

4,2 Vidraria

4.2.1 Baloes

De borossilicdatolou de vidro neutro, com capacidade adequada para

conter a égua del@iluicao tamponada a ser usada no enxaglie dos por
ta-filtros, durante "a filtragao das amostras.

A exposigao a microondas e um processo alternativo para esterilizagao dessas placas (ver Norma Tec
nica CETESB M1.001 - Lavagem, preparo e esterilizagao de materiais enm laboratorios de m1crob1010
gia).
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4.2.2 Frasco para coleta de amostra

De vidro neutro ou plastico autoclavavel atoxico, com capacidade mi

nima de 125 mL, boca larga e tampa a prova de vazamento.

4,2.3 Provetas

Graduadas (100 mL) ou porta-filtros graduados com marcagao externa.

4.2.4 Frasco para agua de diluigao

De borossilicato ou vidro neutro, com tampa de rosca que permita
boa vedagéo e seja livre de substancias toxicas _soluvels, com capa
cidade para conter 90 Y 2 mL de égua de diluigéo tamponada, deixan
do um espago suficiente para permitir uma boa homogeneizaqéo quando
se efetuar a agitagao.

4,2.5 Pipetas

Devem ser de borossilicato, tipo Mohr, papa 10 mLy"5 mL e 1 mL, com
graduagéo de 1/10 e erro de calibragao inferior a 2,5%, com bocal
para tampao de algodao.

4.3 Outros materiais

4.3.1 Bicos de Bunsen ou similar

Devem ter funcionamento adequado, deimedefla produzir combustao com
pleta.

4,3.2 Caixas ou cestas de ago inoxidavel

Para acondicionamento de materiais a/serem esterilizados.

4.3.3 Estojo para pipetas

Usar estojo de aluminio ou ago inoxidavel de tamanho adequado, para
acondicionamento das pipébtas,a serem esterilizadas. Opcionalmente,
as mesmas podem ser/émbrulhadas individualmente em papel Kraft para
a esterilizagao.

4.3.4 Membranas“filtrantes

Com 47 mm de dizametro ©.0445 pm de porosidade, brancas, - quadricula
das, estereish

4.3.5 Ping@as

De ago inoxidavel, com as extremidades arredondadas.

4,.3.6 Placas de Petri

De plastico ndo toéxico, bem vedadas, de 48 mm de diametro x 8,5 mm

de altura.

4,3,7 Recipientes para pnepapagéo de meios de cultura

Devem ser de vidro ou.ago inoxidavel, limpos e isentos de qualquer
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substancia toxica (nunca devem ser de cobre).

4.3.8 Tela de amianto

4.3.9 Tripe

4.3.10 Termometros

4.3.11 Sacos plasticos

Utilizados para o acondicionamento das placas de)\Pefri de pléstico
(contendo o meio de cultura e a membrana filtrante), quando a incu
bagao deste material é efetuada em banho-mé@ria. Esse€s) sacos devem
oferecer condigoes otimas de vedagao.

5 MEIOS DE CULTURA E SOLUCOES

Nota: Para o preparo dos meios de cultura dévem ser usados, prefe

rencialmente meios desidratados defqualidade comprovada. Po
de-se, no entanto, preparé—los em_laboratorio, a partir de
seus componentes especificos, devendo ser utilizadas, para

essa finalidade, substancias focom lalto grau de pureza (p.a.).

5.1 Agar M-7 horas

5.1.1 Formula:

Proteose peptona n? 3 ou polipeptona..ceeeessse 5,0 g
Extrato de leveduPa@,. .....uecceervcensaccnanccns 3,0 g
LaCtOSE . it eeecalecsesoancesesesesssnsasancecssses 10,0.g
D-manitol.ieeeeeelecstssscoeosrsessossssssascnsasnsns 5,0 g
Cloreto degSOdio Pe@heeeeseeeeeesoresseeceennss 7,5 g
Lauril sudfato de SO0010.....cceceeeessosancorsns 0,2 g
Desoxic@dlatosde SOGi0..eeeeeseeeeeeenasasaaenns 0,1 g
PUrpurd@ de BromocBesol....ueeeeeeeeeoceeaenneans ( 0,35 g
Vermelho 'de fenol....ccoveeveebnenas s e e sasseaas . 0,3 g
AT e v o s e e ettt i ettt 15,0 g
Agua destilada..ccceesees c e st essecsescscsssesens 1 000 mL
+

pH final: 7,3 - 0,1

5.1.2 Preparo:

Pesar os ingredientes e acrescentar 1 000 mL de égua destilada fria.
Deixar em repouso durante aproximadamenté 15 minutds. Aquecer em ba
nho-maria, com agitagdo constante, ate a completa dissolugao dos in
gredientes, tomando cuidado para que nao seja atingida a temperatu
ra de ebuligao. Apos a dissolugao completa, aquecer por mais . 5 minu
tos. Esfriar o meio a 55-60°C e ajustar o pH para 7,3%*0,1 com NaOH
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0,1 N. Colocar ém banho-maria a 45°C. Distribuir volumes de 4.a5 mL
emfplacas de Petri de plastico (48 x8,5mm) e deixar solidificar.

5.1.3 Armazenamento

0O meio preparado poderé ser estocado ao abrigo da luz a temperatu
o) [ ~ . z

ra de 2 a 10°C, durante, no maximo, 1 mes. Apos esse periodo, deve

ra ser descartado.

5.2 Agua de diluigao

5.2.1 Formula:

S0luGao—eStoqQUE A...eeeresocccccasooosfoneeneenis 1,25 mL
Solugéo—estoque BiveoooossaoeososnsasocosetaBueseoeesecls 5,00 mL
Agua destilad@...eeeeeeseeosoonscnnccnansssalinde. 1 000 mL

5.2.2 Preparo:

a) preparar a solugéo—estoque A com'a, Sseguinte composigio:

Fosfato monopotassico (KHZPO,) p.a. (i ....n. 34,0 g
Agua destilada Q.S.P.cechececdsceaeeennnenns 1 000 mL

Preparo: Dissolver o fosfato mongpotassico em 500 mL de
égua destilada, ajustar o pHppara 7,2 pl 0,5 com solugao
de hidroxido de s0dio 1IN @pcompletar o volume para ~ 1 000
mL com agua destil@da. Distmibuir volumes adequados a ne
cessidade de uso do.laboratorio em frascos com tampa de
rosca. Esterilizar em auteClave a 12190;5durante 15 minu
tos. Armazenar em geladeira.4

b) preparar a solucio-estoque B com a seguinte composigao:

Cloreto defmagnésio (MgCl,.6H,0) -peaecencene. 81,1 g
Agua desfiladalg.S.Peeeececrrrncnsccnnacannnas 1 000 mL
Preparot ) Dissolver o cloreto de magnésio em 500 mL de

agua destila@a e completar o volume para 1000 -mL com agua
destilada. Distribuir volumes adequados a necessidade do
laboratorid@’em frascos com tampa de rosca. Esterilizar em
autoelave a 121°C, durante 15 minutos. Armazenar em gela
deira.

~ ~ * » nd ’ [ . ~ -
Antes da utilizag3o da solugao-estoque A deve-se verificar se nao ha quaisquer evidencias de con
taminagao microbiana (turbidez, presenga de material em suspensao). Em caso afirmativo, essa  so
lugao deve ser descartada.
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¢) adicionar 1,25 mL da solugao-estoque A e 5 mL da solugao-

—estoque B a um litro de agua destilada;

d) distribuir, em frascos de diluigao, quantidades adequadas

para que o volume final, apos esterilizagao, seja de
90 * 2 mL;°

e) tamponar e esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15
minutos.

5.3 Solucao de hidroxido de sodio 1N

5.3.1 Formula:

Hidroxido de s0dio (NaOH) Pe@ueesahoe cooeeoiaesss 40,0 g

Agua I‘eCém+deStilada...........-.....o.......... 1000mL

5.3.2 Preparo:

Pesar 40,0 g de hidroxido de sodio e dissdlver em 1000 mL de  agua

recem-destilada. Armazenar em frasco com tampa de rosca.

6 EXECUCAO DO ENSAIO

6.1 Principio do metodo

Esta tecnica baseia-se na filitracaolide volumes adequados de égua,
atraves de membrana filtrante comhporosidade de 0,45 pm. As bacté
rias a serem detectadas, apresentando dimensoes maiores qué-osixmos;
ficarao retidas na sUperficie da membrané, a qual e entéortransferil
da para uma.placa de Petri, éontendo o meio de cultura seletivo e di
ferencial (Agar M-7 Horas). Por capilaridade, o meio difunde-se pa
ra a membrana,  entgrando:em)contato com as bactérias e, apos o périg
do determinado devincdbagéo (7 h a 41,5 & O,2°C),vdesenvolvem—se co
10nias com cardcteristicas tipicas (coloragao amarelo claro ao ama
relo brilhanhte), glle poderao ser observadas com auxilio de um micros
copio estereoseédpio. Afpartir da contagem destas coldnias, calcula-

-se a densi@ade dée @oliformes fecais presentes na amostra (ver Figu
ra 2).

6.2 Amostragem

Deve ser efetuada segundo as especificagaes apresentadas no Guia de
Coleta e Preservagao de Amostras de Agua da CETESB, 1988.

A agua de d1luxgao a ser utilizada no enxagiie de porta—Flltros. apos a filtragao de cada amostra,
pode ser distribuida em baloes, em volumes adequados as necessidades de uso do laborator1o, deven
do ser observado o tempo requerido para a esterilizagao, por autoclavagao, do volume utilizado
(30 minutos para volumes de 500 e 1000 aL).
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6.3 Amostra

6.3.1 Identificagao: a amostra deve ser bem identificada e todas as
informagaes sobre a mesma devem ser completas (n? da amostra, data,
local, pH, temperatura, cloro residual e outras informagSes necessé

rias para que os resultados possam ser interpretados corretamente).

6.3.2 Agente neutralizador de cloro residual: para a colheita de
amostras de éguas tratadas, deve-se adicionar ao frasgo/de colheita,
antes de sua esterilizagao, 0,1 mL de uma solugaoc_a 1,8%de tiossulfa
to de sodio para cada 100 mL da amostra, parafneutralizanr’a agao do
cloro residual. Essa quantidade de tiossulfato de sodig e suficiente
para neutralizar concentragoes de até 5 mg/L deépcloro/residual, sen
do adequada para as amostragens de rotina. Em situagSes especiais,
como por exemplo em emergéncias, em que ‘o residuald,de cloro pode ser
maior, uma maior quantidade de tiossulfato ¢ requerida. Nestes ca
sos, podem ser utilizados volumes de O,1 mL‘de uma solugao a 10% de
tiossulfato de sodio para cada 100 ML da amostra, sendo esta quanti
dade suficiente para neutralizar doncentracoes de ate 15 mg/L de
cloro residual.

6.3.3 Agentes quelantes: para _apcolheita”de amostras de aguas polui
das, suspeitas de conterem cdncentragoes superiores a 0,01 mg/L de
metais pesados, tais como cobre, zinco, etc., deve-se adicionar ao
frasco de coleta, entes de sua-esteridizagzo, 0,3'mL de uma solugao’ a
15% de EDTA (pH final: 6,5)j\paraigads 100 mL de amostra, além do  tios
sulfato de sdédio (volumes ded0,1 mL de uma solugao a 10% para cadalOOmL
da amostra). A solugzopde EDTA pode ser adicionada ao frasco de :coleta
separademente ou ja gombinada@om a solugdo de tiossulfato ‘de sodio
entes des adigao. O £DTA atua como agente cuelante, previne apenas a
ag2o bactericida Mo cobre.

6.3.4 Transporte € @onsenvacio: apos a colheita, a amostra devera
ser enviada aoflaBoratoriollo mais rapido possivel.0 tempo maximo ideal en
tre a amostragem ¢ iniedo do exame e de 8 horas, sendo que o tempo
limite nao {deve @éxceder 24 horas. As amostras devem ser transporta
das sob refrigeragao (4 a 10°C) e conservadas assim até o inicio do
exame,

6.4 Desenvolvimento do ensaio

6.4.1 Identificar a amostra a ser analisada e definir os volumes
da mesma a serem filtrados, em fungao de sua procedéncia, segundo as
especificagoes a seguir:
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|
. ,
|Filtracao]
‘.
Agar M-7 Horas
7h___a 41,5°C
€olonias tipicas (amarelo Colonias atipicas (rosas,
claro ao amarelo brilhante) brancas ou incolores)
Presenga de coliformes ' Testepnegativo para
‘|fecais : ' Coliformes fecails
FIGURA 2 - Esquema dp, procedimento
a) para éguas destinadas, ao consumo humano, e requerida a ané
lise de um volume total,ded400 mL da amostra, o qual e
filtrado diretaménte,yno caso de éguas tratadas;
b) para aguas brutas (pogos) fontes, nascentes) ou aguas com
tratamento inadequado, /pode ser requerida a subdivisao
desse volumé, em wolume§ menores (2 de 50 mL; 4 de 25 mL; 70,
20 e 5 mL, ..o ); | )
c) para éguas supeprficiais marinhas ou doces, usualmente e
requeridalapfiltracao de volumes menores (diluigoes deci
mais da amostra).
6.4.2 Antes de iniciar e exame, desinfetar a bancada de trabalho,
usando um desififefante /gue nao deixe residuos.

Disporhsobre a mesma o seguinte material

a)

porta=filitro(s) previamente esterilizado(s), adaptado(s)
aof frasco de filtragao (ou a um suporte especial), o qual
e ‘donectado a um frasco Kitasato de seguranga e este, a

. fonte 'de vacuo;

b)

c)
d)

placas de Petri, contendo o meio "Agar M-7 Horas", identi
ficadas com os numeros das amostras que deverao conter;
pinga com as extremidades mergulhadas em alcool etilico;
bicos de Bunsen, para manter o ambiente asseptico e efetu
ar a flambagem das pingas utilizadas;
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e)

)

g)

provetas graduadas estereis, com a abertura recoberta com
papel aluminio, identificadas com o numero da amostra, no
caso de nao se dispor de porta-filtro graduado com marca

gao externa;

agua de diluigdo tamponada estéril, contida em baloes iden
tificados com o numero dos porta-filtros,gpara cujo enxa
giie serao utilizados; e

membranas filtrantes estéreis, com 47 mm de diémetro, poro

sidade de 0,45 um, brancas, quadriculadas.

6.4.4 Preparagao do porta-filtro:

a)

b)

retirar a parte superior do porta-filtro e, /com as extre
midades de uma pinga previamente flambadas( e resfriadas,
colocar uma membrana filtrante estéridy,.sobre a parte in
ferior do porta-filtro;

acoplar a parte superior do porta-filtro a parte inferior,

tomando cuidado para nao danifigar a membrana.

6.4.5 Preparagao da amostra para [filtrdgao:

6.4.5.1

Para volumes iguais ou supenioresda 20 mL:

6.4.5.2

a) homogeneizar a amgstra, por agitagéo manual , inclinando
o frasco (formando um angulo de aproximadamente 45° en
tre o brago e o @ntebrago) e agitando vigorosamente; repe
tir a operaga@yno minimel 25 vezes; e

b) distribuir os volumes requeridos da amostra em provetas
graduadas estereis), previamente identificadas, ou entao
em porta-fil€Pegcom )graduagio e proceder a filtragao co
mo em 644.6.

Para volames inferiores a 20 mL:

6.4.5.3

a) adicionap ao porta-filtro 20 a 30 mL de agua de diluigao
tafipofiada esteril (nao e necessario medir o volume, pois
dste servinpa apenas de suporte para que as possiveis bac
terias existentes na amostra se distribuam uniformemente
na superficie da membrana, ao ser efetuada a filtragao);

b) homogeneizar a amostra (como em 6.4.5.1-a) e, com auxi
lio de uma pipeta esteril, retirar o volume desejado e

proceder a filtragao como em 6.4.6.

Para volumes decimais (diluicoes da amostra):

a) efetuar as diluigoes decimais da amostra da seguinte for
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ma:

. proceder a identificagao de cada frasco de agua de di
luigao esteril, anotando o numero da amostra e a dilui
cao que devera conter;

. homogeneizar a amostra (como em 6.4.5.1-a) e, com uma

pipeta esteril de 10 mL e obedecendol@ospcuidados de
assepsia, transferir 10 mL de amostpa para um frasco
previamente identificado, contendo 90 Z 2 mL de égua

de diluigao esteril. Estara preparada, @ssim, a primei
ra diluigéo:(lo_l), sendo ge 1 mL da mesma correspon

de ao .volume de 0,1 mL da amostra;

. repetir a operagao segundo o item anterior, com e}
frasco contendo a diluilgaopfeita anteriormente (10—1)
e, desta, com uma nova pipeta esteril de 10 mL, trans

ferir 10 mL para um novo frasco, previamente identifi

cado, contendo 90 2BV mL de égua de diluigao esteril.

Prepara-se assim/a segunda diluigao decimal (10’2), sen
do que 1 mL da mesma corresponde ao volume de 0,01 mL
da amostra;

. proceder desg@ maneira,na seqliéncia das diluigoes dese

jadas (1073, 107%. 7 .1078

veeesd);o €

. apés o preparo das diluigoes, preparar o porta-filtro
como degcrito,em 644.4 e, apés homogeneizagao da dilui
gao selecionada para a filtragao (conforme 6.4.5.1.-8),

proceder a‘$iltragao como em 6.4.6.

6.4.6 Filtragao da amdsStra

6.4.6.1 Verter cuidadosamente o volume da amostra a ser examinado
no porta-filtpro, evitanddy que a agua respingue sobre as bordas supe
riores do mesmo. *

6.4.6.2 Ligatha bomba de vacuo e proceder 2 filtragao.

6.4.6.3 Apés affifiltracao, enxagliar o porta-filtro duas vezes com por
goes de 20=30 mL de agua de diluigao tamponada esteril, para evitar

a retengao dealguma bacteria nas paredes internas do mesmo.

6.4.6.4 Desligar a fonte de vacuo, ao finalizar a operagéo. Evitar
a secagem excessiva da membrana filtrante.

6.4.6.5 Separar a parte superior do porta-filtro e, com uma pinga

cujas extremidades foram flambadas e resfriadas, retirar, comcuidado,
a membrana. Acoplar novamente a parte superior do porta-filtro a
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inferior.

6.4.6.6 Obedecendo aos cuidados de assepsia, colocar cuidadosamente
a membrana, com a superficie quadriculada voltada para cima, na su

perficie do meio de cultura contido na placa de Petri, devidamente

identificada com o numero da amostra e o volume filtrado.

Nota:

Ao transferir a membrana para a superficie do meiopde cultura,
observar que toda a area da membrana deve ficar dompletamente
aderida ao meio. Para isso, segurando a membrana pelas bordas
(fora da area de filtracao) com as extpémidades da pinga pre
viamente flambadas e resfriades, colocafla sobre o meio de ’cul
tura e efetuar um movimento giratério da mesma, para permitir
uma boa adesao. Se persistir a formagao depbolhas, levantar a
membrana na extremidade mais proxima,a mesma para elimina-la,

pois as bolhas impedem o contato das bactérias com o meio de

cultura, dificultando, ou mesmo impedindo seu crescimento
(ver Figura 3).

FIGURA 3 - Colocagao da membrana filtrante na superficie do

meio de cultura
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6.4.6.7 Tampar a placa de Petri.

6.4.6.8 Lavar novamente o porta-filtro com égua de diluigao esteril

segundo item 6.4.6.3 e proceder a filtragao da préxima amostra.6

6.4.7 Apos as filtragoes, colocar as placas de Petri (contendo as
membranas), em posigao invertida, em bandejas, em cujo fundo foram
colocadas folhas de papel toalha (ou outro material ‘absorvente) embe

. o
bidas em agua e incubar as placas a 41,5 pA 0,2 C,durante 7 hopas,7

6.4.8 Apos o periodo de incubagao e com auxilio ‘de um microscopio
estereoscépico, com iluminagao fluorescente, colocada: em diregao a
mais proxima possivel da perpendicular em relacag ao plano da mem
brana, efetuar a contagem das coldonias tipicas de coliformes fecais
(colonias com coloragao que vai do amarelo-claro ao amarelo brilhan

te), considerando as seguintes observacoes

6.4.8.1 Os limites aceitaveis paPalla contagem de colonias tipicas
de coliformes fecais em Agar M47 Horas s&, situam entre 20 a 60, sendo
que a contagem total (coldnias|tipicas e atipicas) deve ser inferior
a 200. Para essa contagem, observar as Figuras 4 e 5.

3 :-u.-l—-:'

/EJ_ ) SR
4 . l-‘.-’) \\
P M SR grasnin A
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. }
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FIGURA 4 - Modelo para contagem das colonias (o circulo interior indica a area

de filtragao @ as linhas pontilhadas indicam a seqiiencia a sersegui

da na contagem)

0s porta-fibtros devem estar esterdis no inicio de cada serie de filtragoes e, se houver um interva
lo de 30 minutoswentre uma filtragao e outra, os mesmos devem ser esterilizados novamente, para evi
tar uma contaminagadyacidental. A rapida esterilizagao dos porta-filtros pode ser efetuada atraves
da exposigao a radiagoes ultravioleta durante 2 minutos ou imersao em égua fervente durante, no  mi
nimo, 30 minutos. Para o controle de esterilidade de cada porta-filtro usado, efetuar a filtragaode
um volume de 100 mL de égua de diluigao tamponada esteril antes da filtragao das amostras e apés
10 filtragoes no mesmo porta-filtro.

(3 ~ » . I3 . b . 3

A incubagao pode ser feita em incubadoras que preencham os requisitos quanto a estabilidade da tem

peratura requerida, ou em banho-maria, onde as placas de Petri devem ser acondicionadas em sacos
’ . . ’ I's . ~

plasticos bem vedados, que devem ficar totalmente submersos na agua, durante o periodo de incubagao.
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6.4.8.2 No caso de terem sido filtrados varios volumes, selecionar
para leitura apenas aquele(s) que tiver(em) fornecido contagem de col§

"nias dentro dos limites aceitaveis.

6.4.8.3 Se a contagem em todos os volumes filtrados for inferior a
20 colonias tipicas, nao considerar o limite minimo e efetuar a lei
tura em todas as placas correspondentes aos volumes filitrmados da amos
tra.

6.4.8.4 Nos casos em que todos os volumes filtrados formecerem con
tagens superiores a 60, mas for possivel efetuar a cohtagem no menor
desses volumes, observar o exposto no item 742.4 para @a expressao dos
resultados.

6.4.8.5 Quando todos os volumes filtrados nao apresentarem crescimen
to bacteriano, isto e, contagens iguais a)zero, expressar o resulta
do segundo o item 7.2.2.

6.4.8.6 Quando a estimativa visual [do total de colonias (tipicas e
atipicas) for superior a 200, ou g@ando houvér crescimento em toda a
area de filtragao da membrana, sem coldnias bem definidas (crescimento con

fluente), expressar o resultado segundo item 7.2.3.8

7 RESULTADOS

7.1 Calculo

7.1.1 A partir da contagem)de eo0ldnias tipicas de coliformes fecais ,
nas placas selecionadas para a leitura (20 a 60 colonias tipicas) em
Agar M-7 Horas, calcular a densidade de coliformes fecais/100 mL, atra
ves da aplicagao da seguinte formula geral:

~ s . . n? de colonias tipicas
N2 de colonias/de coliformes fe€ais/100 alL =

volume filtrado da amostra (mi) x 100

7.1.2 Se as contagens forem efetuadas em placas correspondentes ‘ a
mais de um vodume filtrado, conforme item 6.4.8.3, calcular a densi
dade em 100 /mlL atpaves da seguinte formula:

~ . . . soma das colonias t{picas
Ne de colonias de coliformeshfecais/100 mL = x 100

soma dos volumes correspondentes ‘as contagens (aL)

Nestes casos, deve-se solicitara recoleta da amostra e selecionar volumes mais adequados para a fil
g 0 . 3 . ’ 3 »~ . -
tragao, visando obter contagens dentro dos limites aceitaveis (20 a 60 colonias).
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FIGURA 5 - Porgao davmembrana filtrante quadeicul@ada, em aumento (as

colonias sao contadas nos quadrados indicados pelas setas)

Exemplos:

. volumes filtrados: 4 del26 mL
. contagens: 16, 21, 17 e 14
. calculo da densidade lem 100 mL:

(16 + 21 + 17 + 14)
(25 + 25 + 25 +425)

x 1000= 68

. volumes filtrados: 70, 25 e 5 mL
. contagens: creseimento gonfluente, 70 e 20
. calculo da densidadegém 100 mL

(70 + 20) . 1000 300
(25 + 59

7.1.3 Nos casoé em que todos os volumes filtrados fornecerem conta

gens iguais aj/zero @ esses wvolumes nao totalizarem 100 mL, considerar
como sendo 14apcontagemino maior volume filtrado e utilizar a férmg
la geral apresentada no item 7.1.1 pa}a o calculo da densidade de
coliformeé fecais em 100 mL e item 7.2.2.2 para a expressao dos resul
tados.

7.2 Expressao dos resultados

7.2.1 A densid@de de coliformes fecais, determinada através da  téc

nica de membrana filtrante, € expressa como:
Ne de colonias de coliformes fecais em 100 mk.

7.2.2 Quando o(s) volume(s) filtrado(s) fornece(m) contagem igual a
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zero, ha dois casos a serem considerados:

7.2.2.1 Quando o(s) volume(s) filtrado(s) totaliza(m) 100 mL: neste
caso, expressar o resultado como:

N® de colonias de coliformes fecais/100 mL: <1
7.2.2.2 Quando o(s) volume(s) filtrado(s) nao totaldza(m) 100 mL: nes
te caso, observar o exposté no item 7.1.3, para :o calculo do "resulta
do, expressando o valor obtido precedido do sinal <(menor)que):

N° de colonias de coliformes fecais em 100 mL: < valor cbtido

7.2.3 Quando a contagem nao for efetuadagmdevido ao grande namero

de coldnias desenvolvidas na membrana (>200) ou a ocorréncia de cres

cimento confluente, expressar o resultado como:

Contagem prejudicada

Nota: Nos casos relativos a crescimento confluente, especificar, na
. expressao dos resultados: B '

'cdhtagem'prejudiéada devido aLéresciMento confluente

7.2.4 Nos casos em que todos os voldmes filtrados fornecam contagens

superiores a 60, mas for possivel efetuar a contagem no menor volume,

expressar o resultado precedido do sinal > (maior que):

Ne de colonias de coliformes fecais em 100 ml: > valor obtido

/ANEXO A
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ANEXO A - INFORMAGCOES COMPLEMENTARES

A-1 Vantagens da tecnica de membrana filtrante

Esta técnica tem maior precisado que a técnica de tubos maltiplos, pro
porcionando maior reprodutibilidade de resultados. Além disso, atraves
dela podem ser examinados volumes bem maiores da,amostra, em rela
cio aos examinados pela técnica de tubos multiples. Uma vantagem
bastante apreciével, gquando se trata do controle ‘def qualidade de
aguas destinadas ao abastecimento publico, ema,maiorhrapidez na ob
tengao de resultados em comparagéo com a/ftécnica @os ‘tubosmultiplos.
Isto e particularmente importante, pois{permite que, a partir da con
tagem de colonias, seja lancado um alerta aslentidades responséveis pe

la tomada de providéncias necessarias.
Além disso, a utilizagao desta tecnica, prgpicia:

. redugao no tempo requerido para a preparagéo dos meios de cultura
e da vidraria;

. economia de espag¢o na incubadora;

. redugéo no tempo requerido para as operagoes de incubagao, leitura

e repicagem de culturas.

Disto resulta o aumento da capacidade do laboratorio em termos de né
mero de amostras por dia, sem aumentar a quantidade de horas-homem
dispendidas, nem de meios)de cultura necessarios. Esta teécnica permi
te, ainda, a filtracaohde amo§€fras no campo ou em localidades distan
tes do laboratorio.

A-2 Limitagdes damtecnicalde membrana filtrante

Esta tecnica apfiesenta algumas limitagoes (em geral nao associadas
3 aplicagao nd contfole de aguas potaveis), que impedem sua utiliza
cao em variaé sitdagoess como substituta da tecnica de tubos malti
plos para a quantificagéo de coliformes. Existem varios fatores res
ponséveis porhessas limitagoes e os mais importantes serao expostos

a seguir.

A-2.1 Matefiais em suspensao

A presenga dejmateriais em suspensao pode limitar a aplicagao da teé
nica de membrana filtrante para qualquer amostra, pois o crescimen
to dos coliformes pode apresentar-se como uma pelicula continua SO
bre a superficie da membrana, impossibilitando a contagem. Essa limi
tagéo depende do volume a ser filtrado, da espessura da camada de

material retido sobre a membrana e tambem do tipo de material em sus
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pensao. Assim, camadas relativamente delgadas de materiais higros
copicos, como ferro, manganes, aluminio ou algas, podem obstruir os
‘poros da membrana, ao passo que - camadas mais espessas de materiais
cristalinos ou silicosos podem causar pouca ou nenhuma dificuldade.
Quando uma amostra de égua apresentar alta turbidez, mas se sabe que
a populagao de coliformes e elevada, esse problema pede ser elimina
do através da filtragao de pequenos volumes da amostpa; no entanto,
se a densidade destas bactérias é baixa, deve-se dar preferencia a
utilizagao de outra técnica, pois volumes pequenosgeonteriam um nﬁmg
ro pouco significativo de coliformes.

A-2.2 Populagao elevada de outros grupos de€ bacterias

A presenga de grande quantidade destas bacterias podépimpedir a d.etecgéo de
coliformes, produzindo um crescimento magige,na superficie da membra
na, que mascara a detecgao visual das colonias/de coliformes. No caso
de éguas tratadas, ao se observar um crescimefto excessivo de bacté
rias, o qual interfere no teste de mefibrana filtrante, deve-se sub
meter a amostra a uma contagem de dolonias de bacterias heterotréfl
cas. Se o numero dessas bacterias|exceder a 500 por mL, o operador
da estagao de tratamento de égua devéra seplalertado, no sentido de
detectar a causa da alta densidadéwnde organismos nao coliformes, para
tomar as providéncias necessdrias.

A-2.3 Presenga de metais pesados

Ha aguas altamente poluidds comjresiduos industriais, que podem con
ter mais que 1 mg/L de zinco)ou cobre; estes ions, que exercem uma
agao bactericida ou bacteriostética, podem ser adsorvidos a membrana
e, assim, impedir o cresecimento bacteriano, ocasionando resultados ir
regulares para os organismos pesquisados. Em amostras deste tipo, re
comenda-se a adicad de uUm agente quelante (EDTA) ao frasco, antes de
se efetuar a colheita /[da amgstra.

v

A-2.4 Presencagde fenoilsfou metais toxicos

Esgotos submefidos apenas ao tratamento primério, seguido de clora
950, ou esgotos contendo fenodis ou metais toxicos, provenientes de
residuos industiriais, nao podem ser analisados pela tecnica da mem

brana filtrante. EsSas amostras freqlientemente apresentam densidade
temporariamente reduzida de coliformes e sua detecgao exigiria a
filtragao de volumes tais que a retengao dos elementos toxicos na

superficie da membrana impediria o crescimento dessas bacterias.

A-2.5 Presenga de algas

A presenca de algas nas amostras impossibilita a utilizagao da tec
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nica de membrana filtrante, devido a obstrugao dos poros da membra
na, formando uma pelicula em sua superficie, que pode impedir o cres

cimento ou a visualizagao das colonias.

A-3 Fatores intervenientes na escolha da tecnica da membrana filtran

te
A decisao na escolha da tecnica de membrana filgmwante para determi
nar a qualidade de égua, do ponto de vista bacteriolégico, deve le

var em conta os seguintes fatores:

. aplicabilidade do exame as aguas a serem éxaminadas;

. disponibilidade de equipamentos e materiais de boa qualldade,
. habilidade técnica do pessoal do laboratorio;

. conveniencia;

. fatores econdomicos; e

. atitudes administrativas.

Para optar por essa técnica, e fundamental demonstrar que os resul
tados sao equivalentes aos fornegidos pela técnica de tubos multiplos.
A comparagao inicial entre as duas técnicas, antes da implantagao da
técnica de membrana filtrante, © indispgnsavel, pois a nao equiva
lencia de resultados pode indicaria inadequadagao dos equipamentos,
das membranas filtrantes,fdos meiles de cultura ou, ainda, a necessi

dade de intensificacgao do treinamento dos profissionais envolvidos.

/ANEXO B
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ANEXO B - RECOMENDAGOES DE ORDEM GERAL

B-1 Cuidados especiais com a vidraria

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

B-2 Controle de qualidade da agua destilada

A égua destilada, a ser empregada no preparo degmeios de cultura e
solugoes, deve ser de alta qualidade e livre de substancias toxicas
ou nutritivas que possam influenciar na sobreviveneia e crescimento
de microrganismos. E recomendavel a avaliagéo periédica de sua quali
dade, através da realizagao de testes especificos. Ver Norma  CETESB
L5.215 - Prova de adequabilidade biolégica da égua destilada para
fins microbiologicos.

B-3 Armazenamento de meios de cultufamdesidratadas

Os frascos de meios de cultura devem ser mantidos hermeticamente
fechados em suas embalagens, em local fresco e seco, protegidos da luz.
Em 1aborat6rios;n50»equipados coffi ‘ar condicionado, o armazenamento
dos meios desidratados deve ser efetyadoicolocando-se os frascos de
boca para baixo; isto produz um efeito de selagem ao redor da tampa

de rosca, que retardara a decomposigéo do meio.

B-4 Cuidados no preparo de meigs, de cultura

Quando forem usados meios desidratados, 0s mesmos deverao estar inai
terados quanto a cor, odor e consistencia e, principalmente, nao se
apresentarem endurecides. Osprecipientes utilizados para a prepara
gao dos meios deverzo ser inertes, para que nao liberem substéncfés,
tais como cobre, zinco, aluminio, etc., que irao alterar os constitu

intes do meio.

B-5 Controle de qualidade de meios de cultura

£ recomendaved a réalizagao de testes especificos para avaliagao e
controle de qualidade de meios de cultura a serem empregados na de
terminagaogdepcoliformes pela tecnica de membrana filtrante. Ver Nor
ma CETESB LS5.216- Controle de qualidade de meios de cultura.

B-6 Membranas filtrantes

B-6.1 Qualidade das membranas filtrantes

Para aplicagaes microbiolégicas, as membranas filtrantes devem pro
porcionar uma completa retengdo das bactérias em sua superficie e ve
locidade de filtragao satisfatoria. Devem, ainda, ser resistentes ao
uso, livres de glicerina.eréo devem apresentar areas hidrofobicas.
As dificuldades basicas encontradas com membranas filtrantes normal
mente se relacionamcoma distribuigao dos poros, presenga de
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areas hidrofobicas, toxidez da tinta empregada na impressao do qua
driculado em sua superficie e com o proprio material empregado em
sua confecgao.

B-6.2 Poros

Os poros da membrana filtrante devem ser uniformes em diémetroxezappg

sentar-se uniformemente distribuidos. Poros com diamétros irregula
res determinam diferengas na velocidade de filtragao em diferentes
areas da membrana. A membrana deve ser livre de areas nao - porosas

que impecgam a difusao de nutrientes para sua superficie pois " qualquer
célula bacteriana retida em tais areas nao s@ desenvolyera por falta

de nutrientes.’

B-6.3 Tipo de tinta empregada na impressao do quadepiculado

Algumas tintas utilizadas para essa finalidade tem,acao bactericida
ou bacteriostatica. Tais efeitos podem ser regonhecidos atraves da
inibicao do crescimento das coldnias nas areas adjacentes as linhas
do quadriculado. Estas inibigoes né cresgimento das colonias podem
ainda ser derivadas da utilizagaod de tintas hidrofobicas, que impe
dem a difusao do meio de cultura para areas/em que a mesma foi empre
gada. A impresséo do quadriculado na superficie da membrana nao deve
ser muito forte, pois disto pgdde resultar a ruptura da membrana nes
sas linhas, propiciando o crescimento confluente nos canais que
se formam. Portanto, a impressao do sistema quadriculado em sua su
perficie deve ser feita com tinta gué nao estimule ou iniba o desen
volvimento normal das colonias. Alem disso, as membranas devem’ permg
hecer inertes as reagoes bactérianas e inalteraveis em suas caracte
risticas fisico-quimicas Gliegpodem afetar a seletividade & sensibili
dade do meio de culitura.

B-6.4 Esterilizagao dds membranas filtrantes

A esterilizagéo das membranag filtrantes ¢ essencial em todas as apli
cacoes envolvendoptiltragadc de liquidos para a remogao de bactérias
e para uso na quantificagéo de bactérias pela técnica de membrana
filtrante.

Usualmente, as membranas filtrantes sao embaladas individualmente,
ou acondicionadas em’ envelopes fechados, contendo 10 (dez) unidades,
sendo pré-esterilizadas pelo fabricante, estando,portanto, prontas
para uso. Quando isto nao ocorre, a esterilizagéo deve ser feita

atraves de autoclavagao a 121°C, durante 10 (dez) minutos; imediata
mente - apos este periodo, : deve-se efetuar a exaustao do vapor
da autoclave e as membranas devem ser prontamente removidas para mi



CETESB/L5.530 27

nimizar sua exposigao ao calor. A exposigéo excessiva das membranas
filtrantes as temperaturas de esterilizagao pode determinar o fecha
mento dos poros, disto decorrendo a nao uniformidade na velocidade
de filtragéo em toda a area da membrana; alem disso, as membranas

podem se tornar mais frégeis e quebradigas.

Comercialmente, a pré—esterilizaqéo das membranas filtrantes pode ser
feita através de autoclavagao, radiagao gama ou exposiGao a oxido de eti
leto. Um estudo comparativo, relativo a avaliagéo de membranas filtran
tes pré—esterilizadas, demonstrou haver um gumentopsignificativo na ta
xa de recuperagao bacteriana em membranas /esterilizadas por autoclava
c8o em relagdo a membranas esterilizadas poBpexposigao a oxido de etile
no, sugerindo a presenga de residuos toxicos nasymembranas esteriliza
das por esse ultimo método. Neste sentfidoggpara laboratorios que estao
utilizando membranas filtrantes pré—esterilizadas por oxido de etileno,
é aconselhavel gue alguns pacotes de membrana do lote em uso sejam au
toclavadas no laboratorio, para uma posterior.comparagao com as membra
nas pré-esterilizadas por oxido/de etileng) através da aplicagao de tes
te de'recuperagéo bacteriana, utilizando /culturas puras de bacterias.
Este teste ira evidenciar se residues tdxicos ainda estao presentes nas
membranas pré-esterilizadas por 6xido de etileno e, se isto ocorrer, e
recomendavel que todo loté seja submetido a uma autoclavacao a 121%

durante 10 (dez) minutos,|antes de Sua utilizagao em laboratorio.

B-6.5 Tempo de armazénamentopdefmembranas filtrantes

.

Quanto ao tempo de armazenamento das membranas filtrantes, recomen
da-se um periodo maximo dehl?2 meses, pois podem ocorrer alteraQSes
em suas caracteristicaslfbsicas com o decorrer do tempo, determinando
perda da flexibilidade, havendo ruptura da membrana nos pontos de
pressao criado8 dunante a manipulagao; alem disso, durante a filtra
gao, freqlientemente ocopre curvatura das bordas da membrana, impedin
do o contato,com o subsStrato.

B-6.6 Cufidados especiais com as membranas filtrantes

As membranas £iltrantes sao facilmente danificadas. Em sua manipula

gao, deve-sé seguré—las sempre pela sua parte periferica, usando
pingas adequadasy com as extremidades arredondadas. Antes do uso,
deve-se imergir as extremidades dessas pingas em alcool para poste

rior flambagem.

B-7 Controle da eficiencia da autoclave

Utilizar ampolas com suspensao de esporos de Bacillus stearothermophilus

em meio de cultura, colocando-as no centro da caixa contendo os meios
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de cultura a serem esterilizados. Estas ampolas, depois da autocla
vagéo, sao incubadas em banho-maria a 55°C, durante 24-48 horas. Se
houver mudanca de coloragao da suspensao contida nas ampolas, de
roxa para amarela, significa que a esterilizagao foi insuficiente,

pois houve desenvolvimento de bactérias.

B-8 Cuidados especiais na esterilizagao rapida de'porta=fillitros

A esterilizagao dos porta-filtros através de imersao.@em agua ferven

te é uma pratica arriscada, que pode levar a sérias queimaduras, de
vido a respingos e derramamentos. Portanto, para a répida esteri
lizagao dos porta-filtros, entre cada série /de amostras filtradas

no mesmo porta-filtro, deve-se dar preferencidja expogicao a radiagao

ultravioleta.

B-9 Lampadas germicidas ultravioleta (O.V.)

B-9.1 Caracteristicas gerais

Sao lampadas que emitem radiagoes ulgifavioleta, cam agao germicida.
A luz ultravioleta inclui radiagoes entré 150 e 4 000 Angstrons (R),
mas radiagoes inferiores a 1800 Rls30 absorvidas pelo oxigenio at
mosférico, nao tendo, portanto, apliicacao para esterilizagao. O efei
to mais potente para a morte defierorganismos ocorre a 2600 R. As
lampadas germicidas comerciais emitem primariamente 2537 R, que tem
85% da capacidade germicidaldas radiagoes de 2600 2.

B-9.2 Avaliagao da efici@ncialna esterilizagao

Embora a vida média de uma'dampada U.V. possa ser de 5000 horas, na
prética esse tempo depende primariamente das caracteristicas indivi
duais das lampadas e‘do nlmero de vezes que a mesma € utilizada.
Assim, a simples manutengao do log do numero de horas de operacao, bem
como axxcommmmméo ¢om oftempo-limite recomendado pelo fabricante, e
de valor questiohéwelf€omo umico controle na avaliagdo da eficiencia
das lampadas germicidas né processo de esterilizagao. Para um contro
le efetivo,as lampadas devem ser testadas quinzenalmente com um me
didor de luz U.V, (@uximetro) e substituidas se estiverem emitindo
menos que 80%ndéel sua capacidade inicial. E recomendada também, para
essa avaliagéo, a realizagéo de teste bacteriolégico especifico, sen

do a seguinte a seqliencia de procedimento para sua execugao:

a) preparar "Plate Count Agar" em quantidade adequada para o
numero de placas necessarias para o teste e distribuir vo
lumes de 10 a 15 mL do meio fundido em placas de Petri de

15 mm x 150 mm. Manter essas placas ligeiramente abertas
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b)

c)

d)

e)

em ambiente asséptico, até que o meio se solidifique e a
égua de condensagao evapore. Fechar as placas e mante-las
em refrigerador até o momento do uso. (QEE" Ver Norma
CETESB L5.201, para informagoes quanto a composigao e pre
paro do "Plate Count Agar");

preparar uma série de diluigoes de uma_cultura de uma bac
teria do grupo coliforme, de modo a obter uma diluigao
tal quea .um inoculo de 0,5 mL da mesma fQrnega contagem de
200 a 250 microrganismos. (Qgg.: Ver, Norma)CETESB L5.215
para informagoes quanto ao preparo da siispensao bacteria
na e diluigoes da mesma);

para a realizagao do teste, pipetés O0,5/mL da diluigao se
lecionada (contagem de 200 a 250 microrganismos) na super
ficie do "Plate Count Agar'® contidoliem placas preparadas
segundo especificado no itemia;

a seguir, com todos os cuidados),de assepsia, efetuar o es
palhamento do inoculd sobrella superficie do "Plate Count

Agar". Para isso, proceder da seguinte maneira:

. colocar uma alga de Brigalgki em um recipiente com alcool
etilico. Removesllope passar por uma chama.

. apés todo aléool ter sido queimado, deixar esfriar duran
te 15 segundos e, antes de efetuar o espalhamento, tes
tar se a temperaturadda alga e segura para uso, tocando
com a mesmajo '"Plate Count Agar", nas bordas da placa-de
Petri em quet o mesmo esta contido.

. apés essa verificagéo, efetuar o espalhamento, posicionan
do apalga de Drigalski perpendicularmente a superficie
do égar, no ponto em que o inoculo foi depositado. Man
tendo @& plac¢@ parada, efetuar movimentos circulares com
a allda, até o completo espalhamento do inoculo sobre to
da, a superficie do meio de culktura. '

. apés ter sido usada, colocar a alga de Drigalski em solu
gao desinfetante.

apés o espalhamento, colocar cada placa inoculada sob a
luz ultravioleta, nos pontos em que se deseja verificar
sua eficiencia na esterilizagao, mantendo-as abertas du

rante dois minutos. Como controle, separar uma das placas
inoculadas, mantendo-a aberta sob a luz comum do laborato

rio, pelo mesmo periodo.
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f) fechar as placas € incuba-las a 35°C durante 24 horas; €

g) apos esse periodo de incubagao, efetuar a contagem em to
das as placas. A placa-controle deve conter 200-250 col§
nias e, nas placas irradiadas por luz ultravioleta, e es
perada uma reduc¢ao minima de 99% em relagao a contagem
obtida na placa-controle. Se essa reduga inferior a

80%, a lémpada ultravioleta em teste deve tuida.
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