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Introducio

Residuos contaminados biologicamente devem ser submetidos a tratamento térmico sem
combustdo (calor seco ou calor Wmido) ante§ de sua disposicdo em aterros sanitarios. A
CETESB, orgao do Estado defSao Pauleyde.controle ambiental, fixa as condigdes exigiveis para
esse tratamento (CETESB, 2006))sendo 1gualmente responsavel pelo licenciamento dos aterros
sanitarios. Nessa Norma s3o adotados critérios estabelecidos por um grupo de estudo
internacional (STAATT,1994; GODEREY et al., 2003), segundo os quais esse tratamento deve
promover a desinfec¢do dos residiiosgeontaminados biologicamente, com inativagdo microbiana
de nivel III. Ainda de acordo com esse grupo, essa inativagdo ¢ comprovada pela reducdo
superior a 4 e 6f logs das concentracdes de esporos de Bacillus e de micobactérias,
respectivamente. NNesta Norma, gara avaliar a eficiéncia desses processos sdo entretanto
utilizados apenas ‘esperas de Bacillus atrophaeus (FRITZE; PUKALL, 2001) para os sistemas
que utilizam calor seco‘@de Géobacillus stearothermophilus (NAZINA et al., 2001) no caso de
calor umido.

1 Objetive

Esta norma tem por objetivo estabelecer os procedimentos necessarios para a realiza¢do do teste
de avaliagdo da eficiéncia de sistemas de tratamento térmico sem combustdo de residuos
contaminados biologicamente, através da utilizacdo de suspensdes de esporos vidveis dos
bioindicadores Bacillus atrophaeus e Geobacillus stearothermophilus.
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2 Abrangéncia

Os procedimentos estabelecidos nesta norma devem ser utilizados pelos laboratérios de institui¢des
publicas ou privadas que realizem o teste de avaliagdo da eficiéncia de sistemas de tratamento
térmico sem combustdo de residuos contaminados biologicamente, através dos bioindicadores
Bacillus atrophaeus e Geobacillus stearothermophilus, para licenciamento ambiental desses
equipamentos pela CETESB.

3 Controle de Qualidade Analitica
Os laboratdrios que executam os procedimentos descritos Me everdo ser acreditados

conforme SMA 37 de 30/08/2006 (SAO PAULO, 2006, p.26

4 Definicoes

Para os efeitos desta norma, sdo adotadas as defini¢cdes de
4.1 Bioindicador
te esporos bacterianos, que apresenta

, podendo ser usada na forma de
de filtro, pérolas de vidro ou cilindros

Preparagdo contendo microorganismos especi
grande resisténcia a determinado processo

de porcelana.
4.2 Esporo
anismos quando se encontram em condigdes

0 caracteristica alta resisténcia a agentes fisicos e
quimicos. Esta propriedade de resisténeia possibilita sua escolha como indicador bioldgico.

Procedimento que re vel de contaminacdo microbiana. No ambito desta norma, a

desinfeccao deve ati tivagao microbiana de nivel III, conforme definido no item 4.4.

Inativacao de egetativas de bactérias e fungos, virus lipofilicos e hidrofilicos, parasitas e
micobactériag C sual ou superior a 6logl0, e inativagdo de esporos de Bacillus

4.5 Residuo infect4

Residuo de servicos de saude que, por suas caracteristicas de maior viruléncia, infectividade e
concentragdo de patdgenos, apresenta risco potencial adicional a saude publica.
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5 Aparelhagem

5.1 Equipamentos

5.1.1 Balanga

Deve ter sensibilidade de, no minimo, 0,1g ao serem pesados 150g. As“balangas devem ser
colocadas em local adequado, protegidas de vibragdes, umidade "€, mudancas bruscas de
temperatura; devem ser mantidas limpas e manuseadas por pessoal que conhéga seu funcionamento
e sua calibragdo deve ser feita periodicamente.

5.1.2 Autoclave

Deve manter a temperatura em 121°C durante a esterilizacdo e o¢ielo total hao deve ultrapassar 45
minutos para um tempo de esterilizagdo de 15 minutos'. A capacidade deve ser suficiente para
permitir a circulagdo do ar ao redor do material a ser esterilizados

5.1.3 Estufa (forno) para esterilizacao

Deve manter uma temperatura de esterilizagaofestavel, gde 170°C a 180°C, durante o periodo de
esterilizagdo de 2 horas. O termometro develfer a eséala“gtaduada em incrementos de 10°C ou
menos, com seu bulbo colocado em areia, durante o uso.

5.1.4 Incubadora microbiolégica equipada com termeostato para operar a 35°C+1,0°C

Deve manter a temperatura na faixa de 35°C+1,0°€. O termometro deve ter a escala graduada em
incrementos de 1,0°C ou menos e estar imerso em liquido.

5.1.5 Incubadora microbiologica,equipada,cem termostato para operar a 60°C+1,0°C

Deve manter a temperatura na faixa de,60°Cx1,0°C. O termometro deve ter a escala graduada em
incrementos de 1,0°C ou menes.¢ estar imerso em liquido.

5.1.6 Capela de seguranca biolégica (cimara de fluxo laminar vertical)

Deve ser equipada com filtrgs HEPA{ cuja eficiéncia € de 99,995 para particulas iguais ou maiores
que 0,3um. O ar estérilyptoduzidg deve ser dirigido em forma de fluxo direto sobre a area de
trabalho, para proporcionariseguranca nos manuseios que devam ser realizados em condigdes de
esterilidade, como também prote¢ao aos operadores.

5.1.7 Placajagitadora magnetica

Deve ter velocidadetégulavel.

'As autoclaves mais modernas que possuem portas deslizantes, com abertura e fechamento automaticos, ciclos programaveis de
esterilizagdo e monitoramento continuo de temperatura e pressdo, também podem apresentar etapas de resfriamento e remogéo do
vapor como parte do ciclo; para esses equipamentos, ndo ¢ requerido o tempo estrito de 45 minutos para o ciclo, desde que os
registros impressos indiquem a operagéo do ciclo normal e o resfriamento durante a exaustao e remogao do vapor.



CETESB / P2.111 / Jun/07

5.1.8 Contador de colonias

Deve ser utilizado um contador de colonias tipo Quebec, de preferéncia de campo escuro e que
fornega aumento equivalente a 1,5 didmetros.

5.1.9 Agitador "tipo Vortex"
Deve atingir 2.600rpm, possuir revestimento de espuma e ser acionado c ¢ do tubo.

5.1.10 Potenciometro

Deve fornecer exatiddo minima de 0,1 unidade de pH.

5.1.11 Banho-maria com temperatura reguliavel para 45°

Equipado com termostato para manter a temperatura C) em todos os pontos. O

termometro deve ter a escala graduada em incrementos ¢
5.1.12 Banho-maria com temperatura regulav

(80°C £1°C) em todos os pontos. O
Ou menos.

Equipado com termostato para manter a tem
termometro deve ter a escala graduada em inc

5.1.13 Cronometro
5.1.14 Termometros

mercurio ndo deve apresentar interrupcdes.
Onicos digitais, desde que apresentem faixa,

Devem ter escala adequada ao uso
Também podem ser utilizados
sensibilidade e exatidao adequadas:

5.1.15 Refrigerador

na faixa de 2°C a 8°C, e ter capacidade para conter os meios de cultura e
refrigeragdo. O termdmetro utilizado para controle de temperatura

Deve manter a tempera
as solugdes a serem m

Ampolas pa amento em polipropileno, capacidade de 2,0mL, com tampa de rosca de
fechamento inte toque de silicone (ou anel O). Podem ser utilizadas ampolas similares desde

> Todas a vidrarias e materiais plasticos devem estar estéreis
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5.2.2 Frascos de vidro
Frascos de vidro borossilicato, com tampa de borracha e selo de aluminio, capacidade de 2,0mL.

5.2.3 Pipetas

ico inferior a
aveis, ou de vidro

Pipetas graduadas tipo Mohr de 1, 5 e 10mL, com graduagdo de 1/1
2,5%, com bocal para tampao de algoddo. Podem ser utilizadas pipeta
borossilicato.

5.2.4 Ponteiras

Ponteiras de polipropileno para pipetadores automaticos de 006 [

5.2.5 Tubos de ensaio

De borossilicato ou vidro neutro de 16x150mm.
5.2.6 Tubos de ensaio com tampa de rosca

aterial ndo toxico, com capacidade
nte sdo empregados tubos de ensaio

De borossilicato ou vidro neutro com tamp
adequada para conter 12 a 15mL do meio de
de 15 x 150 mm).

5.2.7 Placas de Petri

Devem ser de borossilicato ou vidro
altura ou de plastico ndo toxico, de 90 de didmetro e 15mm de altura.
5.2.8 Pérolas de vidro

Pérolas de vidro de 3mm de diametro.

5.2.9 Garrafa de Roux

De borossilicato ou vidro neutro, comyface plana de 209c¢cm* para cultivo microbiano.

5.2.10 Proveta

De borossilica dro neutro, graduadas, de 100ml e 1000mL de capacidade, com erro

volumétrico i
5.2.11 Funil de
Funil analitico de vidro com haste.
5.3 Outros materiais

5.3.1 Recravadora para frascos de vidro
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Adequada para os frascos de vidro citados no item 5.2.2.
5.3.2 Barra magnética

Recoberta com teflon, com tamanhos variaveis.

5.3.3 Pipetadores automaticos de 1000pL. e 100pL.
Calibrados periodicamente e com erro inferior a 2,5%.
5.3.4 Estantes para tubos de ensaio

5.3.5 Gaze estéril

5.3.6 Alca de inoculacio

Fio de niquel-cromo, platina-iridio ou platina, com de didmetro e 70 a 80mm de
comprimento, fixado a um cabo metalico (cabo de Kolle).

5.3.7 Caixa isotérmica

Caixa em poliestireno leve, com capacidade a nter gelo reaproveitavel e as ampolas

ou frascos que serdo utilizadas no teste
5.3.8 Luvas descartaveis

5.3.9 Algas de Drigalski

5.3.10 Plastico termo-encolhive

5.4 Culturas

yptic Soy Agar with Dextrose”)

6.1.1 Formula

TTIPEONA. ...ttt et ettt e et e e teeeaae e bt e esaeesbeessseesseessseessaeesseesseensseensaensseenseenseas 17,0g
PePLONa A€ SOJa...ccuuiiieiieiieiieee et ettt st et e e e naeenteeentaens 3,0g
DIEXETOSC. ...veeeteeeetie ettt ettt et e et e et e e et e e etaeeetaeeenbaeesntaeeanbeeeanbee e abeeeanbaeennaeeenreeenns 2,5¢

> Bacillus atrophaeus depositado por Nakamura como Bacillus subtilis var. niger Smith et al.

6
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Cloreto de SOAI0 (INACT)....cc.ueiiiiiiiieie ettt et 5,0g
Monohidrogeno-fosfato de potassio (KoaHPOu)....c.oovovieriiiiiiiiiieiieieeieee e 2,5¢
AGAT ..ottt 15,0g
AGUA AESHIAAA. ...t 1000,0mL
PH final ap0s eSteriliZACA0 & ....oevuiiiiiiiieeiietieee ettt 7,3+0,2

6.1.2 Preparo

entar 15g de agar e
ente 15 minutos.
cuidado para que
om solucdo normal de

Pesar 30,0g do meio desidratado "Tryptic Soy Agar with Dextrose," a
1000ml de &agua destilada fria, deixando em repouso durante i
Aquecer, agitando freqlientemente até a completa dissolucao
ndo seja atingida a temperatura de ebulicdo. Se necessario
hidroxido de s6dio (NaOH 1N) . Esterilizar em autoclave a
Apos esterilizagdo estabilizar o meio a 50°C e distribuir volumes d¢ em placas de Petri de
plastico de 90mm de diametro e 15mm de altura.

6.1.3 Armazenamento
O meio preparado devera ser estocado ao abri igeracdo (2°C a 8°C) durante, no
maximo, 15 dias. Apos esse periodo, devera s

6.2 Caldo triptona e soja com dextrose (Tr with Dextrose)

6.2.1 Formula

TrIptona.....cccveeeriieeieeeieeeee e
Peptona de Soja.......cccceeeveeniieniienennne.
Dextrose......cococeevvieeniieeniieennnen.

Cloreto de s6dio (NaCl)
Monohidrogeno-fosfato de potassio
AGUA AESHIAAA. ... Bt 1000,0mL

pH final apds esterilizagao s I st oottt ettt ettt ettt et 7,3+0,2
6.2.2 Preparo

Pesar 30,0g do mei i tic Soy Broth with Dextrose" e acrescentar 1000mL de agua
destilada fria. Aquecer qlientemente, at¢ a completa dissolucdo do meio, tomando
cuidado para qug j a temperatura de ebulicdo. Se necessario, ajustar o pH para 7,3
com solucgdo d oxido de sodio IN. Distribuir volumes de 15,0mL em tubos de 15,0mm x

6.2.3 Armazen:

O meio preparado devera ser estocado a temperatura ambiente, em local limpo e livre de poeira,
durante, no maximo, 15 dias. Apds esse periodo, devera ser descartado.

6.3 Agar triptona glicose extrato de levedura (""Plate Count Agar")
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6.3.1 Formula

TTIPEONA. ..ttt ettt ettt ettt e et e st e et e e taeeabe e teeesbeesseeesseenseeensaeseeasseessesnseenseeanseenseennseens
EXIEAt0 A€ LEVEAUTA. c.ceeeneneee e e e e e e e e e e e aee e e e e e e eeeeaaans

pH final apds esterilizagao: .......cccceveevierieniinierieniceeeeseeeen
6.3.2 Preparo

Pesar 23,5g do meio desidratado "Plate Count Agar" e acré
deixando em repouso durante aproximadamente 15 minutos. Aqu , do freqiientemente até
a completa dissolugdo do meio, tomando cuidado para que nao S¢ ingida a temperatura de
ebulicdo. Se necessario, ajustar o pH com solucao o0xido de sddio ( NaOH IN).
Distribuir volumes de 12,0mL em tubos de 15mm x 1 pa de rosca e esterilizar em
autoclave a 121°C durante 15 minutos.

de agua destilada fria,

6.3.3 Armazenamento

O meio preparado devera ser estocado a te
durante, no maximo, 15 dias. Apds esse perio

6.4 Agar para esporulacio de G. stear
6.4.1 Formula

Agar triptona glicose extrato de 18xeduf@Mu. ... o.ovovoieeeeeeeeeeeeeeeee e, 235¢
Sulfato de manganés (MNSO)...... i ceeeee ettt ettt ettt ste et e e reesseesaneens
Sulfato de magnésio (MgSO,)...........;

Cloreto de calcio (CaCly).......cccvveeeuvennns

Amido soluvel...................4%

Agua destilada GuS.pe..ccc e,

6.4.2 Preparo

Pesar cada componente i solver em 4gua destilada fria, mantendo em repouso por cerca

de 15 minutos. AQ ou chapa aquecedora até proximo a temperatura de ebuligdo.
Distribuir vol ¢ 200mL em garrafas de Roux. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15
minutos ie plana até solidificagdo do meio. O valor final de pH ¢ de 7,0 +
0,1.

6.4.3 Armazenamentc

O meio preparado devera ser estocado a temperatura de geladeira (2°C a 8°C) durante, no maximo,
15 dias. Apos esse periodo, deverd ser descartado.



CETESB / P2.111 / Jun/07

6.5 Solucio Fisiologica
6.5.1 Formula

Cloreto de SOAIO (INACL)... et s 0,85¢g
Agua destilada........c.coeiieriieiiiieieee e

6.5.2 Preparo

Pesar o cloreto de sddio e dissolver na agua destilada. Distribuir gn
com tampa de rosca. Esterilizar em autoclave a 121°C durante

9

6.5.3 Armazenamento

A solugdo preparada devera ser conservada a temperatura ambiente ante no maximo 15 dias.

Apos esse periodo deverd ser descartada.
6.6 Acetato de calcio 0,02M

6.6.1 Formula

Acetato de calcio [Ca(C,H;0,), ] 3,16g
Agua destilada...........ccoeeeiieiiiiiiieiieeieeeed 1000,0mL

6.6.2 Preparo

Pesar o acetato de calcio e dissolver a. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15

minutos.
6.6.3 Armazenamento

A solugdo preparada devera ser estoc em geladeira (entre 2°C e 8°C) durante no maximo 15
dias. Apos esse periodo, d a.

6.7 Hidroxido de cal
6.7.1 Formula

Hidroxido de ca : 0,14g
Agua destiladade....... il 100,0mL

Pesar o hidréxido
temperatura ambiente.

leio e dissolver na 4gua destilada, previamente fervida e resfriada até a

6.7.3 Armazenamento
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A solucdo preparada devera ser estocada em geladeira (entre 2°C e 8°C) durante no maximo 15
dias. Apos esse periodo, devera ser descartada.

6.8 Agua de diluicio

6.8.1 Formula

SOIUGAO-ESTOGUE Aottt ettt ettt sete et e e enbeesaneenneens 1,25mL
SOIUCA0-EStOqUE B 5,00mL
Agua destilada..........ocoueeiiiiiiieiiiei s 1000mL

6.8.1.1 Solucao-estoque A

6.8.1.1.1 Férmula

Dihidrogeno-fosfato de potdssio (KHaPOu).....covvevveveeee i odin e 34,0g
Agua destilada q.8.P.cveeeeeeeriieiiieiee s 1000mL

6.8.1.1.2 Preparo

Dissolver o dihidrogeno-fosfato de potéssio
0,1 com solugao de hidroxido de sédio IN e ¢
Distribuir volumes adequados ao uso em frasc
121°C, durante 15 minutos.

a destilada, ajustar o pH para 7,2
me para um litro com agua destilada.
a de rosca. Esterilizar em autoclave a
6.8.1.1.3 Armazenamento’

Armazenar em geladeira (2°C a

6.8.1.2 Solucio-estoque B

6.8.1.2.1 Formula

Cloreto de magnésio ( OHLO) Peleeiiii e 81,1g
Agua destilada q.8.p.dee oo e B et 1000mL

*  Antes da utilizagdo da solugdo-estoque A, deve-se verificar se ndo ha quaisquer evidencias de contaminagdo microbiana

(turbidez, presenga de material em suspensdo). Em caso afirmativo, essa solug@o deve ser descartada.

10
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6.8.2 Preparo final da agua diluicao

Adicionar 1,25mL da solugdo-estoque A e SmL da solucao-estoque B a 1000mL de agua destilada.
Distribuir quantidades adequadas, em tubos de ensaio de 16x150mm ou em tubos de ensaio com
tampa de rosca, volumes adequados para preparo de dilui¢des seriadas de razao 1:10.

6.8.3 Armazenamento

A solugdo preparada devera ser conservada a temperatura ambiente durant€ no méaximo 15 dias.
Ap6s esse periodo devera ser descartada.

7 Bioindicadores

7.1 Suspensdo de esporos de B. atrophaeus ATCC 9372 com dénsidade minima de 10°
esporos/mL

7.1.1 Constituicao

Essa suspensdo ¢ constituida de esporos viaveis de Bagatrophgeus ATCC 9372 veiculados em
solugdo de acetato de calcio 0,02M cujo pH £ ajustadg 29,6, com solucdo de hidroxido de calcio
saturado e devera ser preparada conforme des¢rito a seguir’.

7.1.2 Preparo
7.1.2.1 Inoculacio da garrafa de Roux

Preparar o pré-indculo, estriando 2 ow\3 placas de Petri contendo agar triptona glicose extrato de
levedura (“Plate Count Agar” — RE€A) “eom a cultidra® de Bacillus atrophaeus ATCC 9372 e incubar
em estufa a 35+1°C durante 24 horas. Selecionar 5 colonias alaranjadas, repicar em cinco tubos de
ensaio contendo 7mL de PCA inclinade e incubar os tubos em estufa a 35+1°C durante 24 horas.
Colocar 2mL de solucao fisiologica (0,85% NaCl) em cada tubo e raspar delicadamente a superficie
com a pipeta. Transferir a suspénsae,de cada tubo para um frasco contendo pérolas de vidro e barra
magnética (total de 10mléide suspensao). Submeter a suspensao a agitacdo magnética durante 30
minutos em banho de Agua e gelo. Transferir a suspensdo para a superficie de 200mL de PCA,
contido em uma garrafa de Roux e incubar a garrafa na posi¢do horizontal, em estufa a 35+1°C
durante 7 dias.

7.1.2.2 Lavagemddacultura‘dagarrafa de Roux

Introduzir cerca de 20g dépérolas de vidro na garrafa de Roux. Medir 100mL de solucdo de acetato
de célcio 0,02M em proveta, colocar cerca de 80mL na garrafa e fazer movimentos circulares de
forma que as perolas,de vidro raspem a superficie da cultura. Transferir o conteudo para um frasco
contendo pérolas de vidso ¢ barra magnética (caso seja necessario, pode-se filtrar a suspensao
através de um funil contendo algumas camadas de gaze). Repetir o procedimento, usando o restante
da solucdo de acetato de calcio, até lavar totalmente a superficie do agar, retirando toda a cultura.

> Procedimento desenvolvido no Laboratorio de Microbiologia Industrial do Departamento de Tecnologia Bioquimico-

Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP de Sdo Paulo

¢  Seguir as instrugdes da ATCC para reconstituigdo e preparo dessa cultura

11
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Ajustar o pH para 9,6 com solucgdo saturada de hidroxido de calcio e conservar em geladeira.
7.1.2.3 Procedimento do choque térmico

Submeter a suspensdo a agitagdo magnética, durante 30 minutos, em banho de agua e gelo e
transferir ImL para um frasco contendo 99mL de solugdo fisioldgica, cerca de 20g de pérolas de
vidro e barra magnética (diluigdo 10?). Submeter a diluigdo 107 a agitacao maghética durante 15
minutos e transferir ImL para um frasco contendo 99mL de solugdo fisielogica, cerca de 20g de
pérolas de vidro e barra magnética (diluigdo 10™). Pipetar 5SmL para um tube' de ensaio com tampa
de rosca, manter em banho-maria a 80°C durante 10 minutos e imediatamenteyapos transferir para
banho de agua e gelo.

7.1.2.4 Contagem do niimero de esporos de B. atrophaeus na suspensao

Ap6s o choque térmico, quando o tubo estiver frio, transferir 1mL (dilaigao 10*) para um tubo de
ensaio contendo 9mL de solugéo fisioldgica (diluigaof10®)mHemegencizar e transferir ImL deste
para outro tubo contendo 9mL de solugéo fisiologica (diluicao10°). Repetir o procedimento até a
diluigdo 107.

Colocar ImL de cada diluicdo em placas de Petri, acrescentatycerca de 20mL de “Plate Count
Agar”, previamente fundido e mantido em banho-maria paraa estabilizagdo da temperatura a 45°C
* 1°C em cada placa, homogeneizar por meio de movimentos circulares, e deixar em repouso, até a
solidificacdo do agar. Embrulhar as placas emyplastico térmo-encolhivel e incubar em estufa a
35+1°C, durante 48 horas.

Selecionar para contagem as placas quie apresentarem entre 10 e 300 colonias e calcular o nimero
de esporos por mL da suspensdo original.

7.2 Suspensio de esporos de Ghstearothermophilus ATCC 7953 com densidade minima de 107
esporos/mL

7.2.1 Constituicao

Essa suspensdo ¢ constitiida de esporos viaveis de G. stearothermophilus ATCC 7953 veiculados
em solucdo de acetato de calcigy0,02M cujo pH ¢ ajustado a 9,6 com solucao de hidroxido de calcio
saturado, e devera serfpreparada conforme descrito a seguir’:

7.2.2 Preparo
7.2.2.1 Preparo do pré-Inoculo

Repicar a cultira® dé G. stearothermophilus ATCC 7953 sobre a superficie de 2 a 3 placas de Petri
contendo PCA e'ingubar as placas durante 48 horas a 60°C+1°C. Selecionar 5 coldnias pequenas e
lisas e transferir para Sfibos contendo PCA inclinado (7ml por tubo) e incubar a 60°C+1°C durante
24 horas. Lavar os tubos com 2ml de solucao fisioldgica cada, e transferir os 10ml obtidos para a
garrafa de Roux contendo o agar para esporulacao (item 6.4). Incubar a garrafa em estufa a

7 Procedimento desenvolvido no Laboratorio de Microbiologia Industrial do Departamento de Tecnologia Bioquimico-

Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP de Sdo Paulo

8 Seguir as instrugdes do ATCC para reconstituigdo e preparo da cultura.
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60°C£1°C durante 6-10 dias (acompanhar a esporulacdo por microscopia). Retirar a garrafa da
estufa e deixar em geladeira ou temperatura ambiente até o endurecimento do agar.

7.2.2.2 Lavagem da Garrafa de Roux

Medir 100ml de acetato de calcio 0,02M em proveta. Colocar cerca,de 30g de pérolas de vidro
dentro da garrafa, acrescentar cerca de 10ml da solucdo de acetato e rdspar a supetficieydo agar com
as pérolas, até desprender toda a camada de cultura. Filtrar atraveés de gm funil com gaze,
recolhendo a suspensdo em frasco de tampa de rosca contendo pérolas devidro e barra magnética.
Lavar novamente a garrafa e os residuos do funil com o restante.damsolucao de acetato. Ajustar o
pH da suspensdo para 9,6 com solucdo saturada de hidroxido dg'edlcio econservar em geladeira.

7.2.2.3 Procedimento do choque térmico

Antes de proceder a contagem, deixar a suspensao sob agitacio magnéti¢a, durante 30 minutos, em
banho de agua e gelo. Transferir Iml da suspensdo/pafagumygfiasco contendo 99ml de solucao
fisiologica, pérolas de vidro e barra magnética (diluigdo 107). Submeter a agitagdo magnética
durante 15 minutos e transferir Iml para um frasco contend@99ml de solucdo fisiologica, pérolas de
vidro e barra magnética (diluigdo 10™). Submeter a agitagdo magnética durante 15 minutos e pipetar
Sml para um tubo de ensaio com tampa de ros¢a € manter em banho de agua fervente durante 20
minutos. Retirar o tubo do banho fervente e transferir rapidamente para um banho de agua e gelo.

7.2.2.4 Contagem do numero de esporos de'G: stearothermophilus na suspensao.

Apds o choque térmico, quando o tuboestiVefiio, transferir ImL (dilui¢do 10*) para um tubo de
ensaio contendo 9mL de solugdo fisiglégica (diluigdo 107). Homogeneizar e transferir ImL deste
para outro tubo contendo 9mL de solugéo fisiologiea (diluigdo 10°). Repetir o procedimento até a
dilui¢do 10, Colocar 1mL de cada dilui¢do em plagas de Petri, acrescentar cerca de 20mL de "Plate
Count Agar", previamente fundide, e mantido embanho-maria para a estabilizagdo da temperatura a
45°C £ 1°C em cada placa, homogeneizar por meios de movimentos circulares e deixar em repouso
até solidificacdo do meio. Embrulhar as placas em plastico termo-encolhivel e incubar em estufa a
60°C % 1°C durante 48 horas. Selecionagpara contagem as placas que apresentarem entre 10 e 300
colonias e calcular o nimeto de'€§pores.pon,mL da suspensdo original.

8 Execucio do Teste

8.1 Diluicao das suspensoes,de esporos para o teste

Submeter as suspens@es de B. atrophaeus (7.1.2.4) ou de G. stearothermophilus (7.2.2.4) a
agitacao magfeética, durante' 30'minutos, em banho de dgua e gelo.

Diluir a suspenisao de B. atrophaeus, de acordo com sua concentragdo, em caldo triptona e soja, de
forma a ser obtida'uma suspensio contendo 10* a 10° esporos/mL.

Diluir a suspensao de ‘Glstearothermophilus, de acordo com sua concentracdo, em caldo triptona e

soja, de forma a ser obtida uma suspensio contendo 10*a 10° esporos/mL.

8.2 Preparo das ampolas ou frascos
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Distribuir 1,8mL de cada uma das suspensdes de esporos, preparadas no item anterior, em ampolas
para congelamento (B. atrophaeus) ou frascos de vidro (G. stearothermophilus), devidamente
identificados, na quantidade requerida para o teste. Para o transporte, coloca-las, a seguir, em caixa
isotérmica, contendo gelo reaproveitavel, para manutengao da temperatura a 4°C - 8°C.

Observacio: O teste deve ser realizado com um minimo de 6 ampolas ou frascos,
8.3 Avalia¢ao quantitativa das suspensodes de esporos preparadas para,o teste

Preparar diluigdes 107 a 107 das suspensdes de esporos preparadassne.item 8:Ihe inocular 0,1mL na
superficie de placas de Petri contendo agar triptona e sojad(em duplicata): Incubar as placas
correspondentes ao B. atrophaeus a 35°C £ 1,0°C, e as placasfeorrespondentes ao

G. stearothermophilus a 60°C * 1,0°C durante 48 horas e €fétuar a contagem. Essa avaliagdo tem
por objetivo verificar se a concentragdo das suspensdes preparadasiesta sitdada na faixa de 10* a 10°
esporos/mL.

8.4 Teste

As ampolas ou frascos preparados sdo submetidos_ao process@ide tratamento em teste, durante uma
operacdo de rotina do equipamento. Uma das amipolas owpfrascosy que serd utilizado como controle,
serd mantido na caixa isotérmica contendo gelo reapfoveitdvel, juntamente com as ampolas ou
frascos recuperados apds passagem pelo equipamente. Terminado o teste, todas as ampolas ou
frascos deverdo ser imediatamente levados ao laboratério.

8.4.1 Acompanhamento do teste

Um funcionario do laboratdrio encatregado da ptréparacdo e avaliagdo das ampolas ou frascos
devera acompanhar o teste, observando a colocacdo e retirada dos frascos ou ampolas no
equipamento e a manutencdo d@yfraseopou ampola controle na caixa isotérmica contendo gelo
reaproveitavel.

8.5 Analise quantitativa dos microorganismos apos o teste
8.5.1 Ampola ou frasco‘€ontrole

Para andlise quantitativa daampola gu frasco controle, inocular a superficie de placas de Petri
contendo agar triptonae soja (em daplicata), com 0,1mL das diluigdes 107, 10° e 107, preparadas
em tubos com agua de diluigao. As placas correspondentes ao B. atrophaeus sao incubadas a 35°C+
1°C, e as placas gorrespondentesiao G. stearothermophilus a 60°C £ 1°C, durante 48h.

8.5.2 Ampolas ou frascos tratados

Para analise quantitativa, de cada uma das ampolas ou frascos remanescentes apds passagem pelo
equipamento, inocular‘a 8uperficie de placas de Petri contendo agar triptona e soja (em duplicata),
com 0,1mL da suspensdo de esporos pura, € 0,1mL das dilui¢des 10" ¢ 107, preparadas em tubos
com agua de dilui¢do. As placas correspondentes ao B. atrophaeus sdo incubadas a 35°C £ 1°C, e
as placas correspondentes ao G. stearothermophilus a 60°C £ 1°C durante 48h.
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8.6 Analise qualitativa dos microorganismos apos o teste

Para esta avaliagdo, de cada uma das ampolas ou frascos de G. stearothermophilus remanescentes
apods passagem pelo equipamento, inocular 0,5mL em 2 tubos contendo caldo triptona e soja, sendo
1 tubo incubado a 35°C + 1°C e o outro a 60°C + 1°C. Caso o teste seja realizado com B.
atrophaeus inocular somente uma série de tubos contendo caldo triptona e soja com 0,5mL do
conteudo remanescente das ampolas apos a passagem pelo equipamentoie incuba-losian3s5°C = 1°C.
Em intervalos de 24h, durante 7 dias, deve ser realizada a observagao visual do$ tubos para detec¢ao
de turbidez, indicativa da presenga de contaminantes mesofilos ou termofilos:

Essa avaliacdo ¢ realizada com o objetivo de verificar se, dutantége,processo de tratamento ou
transporte para o local do teste, ocorreu contaminagdo das afmpolas ou frasces. Entretanto, se o
tratamento ndo tiver sido eficiente, ou se a concentra¢do da s@iSpensdo de esporos for superior a 10*
esporos/mL, podera ocorrer o crescimento de B. atrophaeus‘owde G. stearothermophilus.

8.7 Avaliacgao e interpretacao dos resultados
8.7.1 Analise quantitativa dos microorganismos apos‘oiteste
8.7.1.1 Ampola ou frasco controle

Selecionar para contagem as placas que apreseéntarem gntre 10 e 300 colonias e calcular o nimero
de esporos por mL da suspensdo de esporos proveniente da ampola ou frasco controle..

8.7.1.2 Ampolas ou frascos tratados

Selecionar para contagem as placas quie apresentarem entre 10 e 300 colonias e calcular o nimero
de esporos por mL da suspensdo de eSporos proveniente de cada ampola tratada.

8.7.2 Calculo da reducio na contagem da ampola controle com relacdo as ampolas tratadas

Calcula-se a redug¢do na contagem, Subtraindo-se do logaritmo em base 10 da contagem em UFC
(unidades formadoras de coldnias) obtida, para cada microorganismo na ampola ou frasco controle,
o logaritmo em base 10 da“contadgemyent UFC de microorganismos, eventualmente observada nas
ampolas ou frascos submetidos ao processamento no equipamento em teste, conforme foérmula
abaixo:

Reducao ="leg;s UFCampola ou frasco controle - Log,) UFC ampola tratada

O processo deftratamento deve proporcionar uma reducdo minima de 4 log 10 nas concentragdes
dos esporos bacterianos:

Observacoes:

1. E necessaria a recuperacio de pelo menos 50% das ampolas ou frascos submetidos ao processo de tratamento
para que o teste seja considerado valido;

2. Caso seja observada uma redugdo superior a 2log10 na concentragdo de esporos da ampola ou frasco controle,
com relagdo ao valor obtido no item 8.3, ou, se a concentragdo de esporos obtida nessa ampola ou frasco for
inferior a 10" esporos/mL, o teste sera cancelado.
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8.7.3 Analise qualitativa dos microorganismos apos o teste

Se for observado crescimento nos tubos de caldo triptona e soja inoculados com 0,5mL da
suspensao remanescente das ampolas ou frascos tratados, realizar os procedimentos descritos no

item 9.
segZes itens:
« Data
+  Microorganismo utilizado indicando o n® A
- Concentragdo inicial da suspensdo de espOros em nidades formadoras de colonias por
mL)
«  Numero de frascos ou ampolas preparados
«  Nome do funcionario encarregado do acomp o teste

8.8.3 Resultados

8.8 Boletins analiticos

Os boletins analiticos referentes a esse teste deverdo conter no mini
8.8.1 Dados do Sistema

- Enderego completo
«  Tipo, modelo e marca do equipamento

8.8.2 Dados do Teste

+  Concentragdo do frasco ou ampo
« Concentragao de cada frasco 6u a
+  Redugdo em logl0
8.8.4 Conclusées

8.8.5 Observacgoes (se

9 Avaliacao Quali ganismos apos o Teste

9.1 Crescimentg e soja

Estriar as ¢ yo de caldo triptona e soja (item 8.7.3) em placas contendo agar
triptona e se bar durante 48 horas, na temperatura adequada (35°C = 1°C para o B.
atrophaeus e 60°Cyt+ 1°C para o G. stearothermophilus). Apds o crescimento, observar a
morfologia das colonias @preparar laminas a partir de cada tipo de colonia (tipica e atipica) e corar
pelo método de Wirtz-Conklin (BIER, 1985).

9.2 Choque térmico
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«  Manter os tubos de B. atrophaeus a 80°C durante 10 minutos e imediatamente transferir para
banho de 4gua e gelo;

«  Manter os tubos de G. stearothermophilus a cerca de 100°C (banho de dgua fervente), durante
20 minutos e imediatamente transferir para banho de dgua e gelo;

« Estriar essas culturas em placas de agar triptona e soja ¢ inecubar, du
temperatura adequada (35°Cx1°C para o B. atrophaeus e 60°€C
stearothermophilus).

1°C para o G.

9.3 Interpretacao dos resultados

Se ndo houver crescimento nas placas preparadas apds ‘0. ¢h o, trata-se de formas

vegetativas de bactérias contaminantes, que foram destruidas pelo jento. A interpretagdo dos
resultados deve ainda ser feita com base na morfologia das coldnias, devera ser tipica para B.
atrophaeus ou G. stearothermophilus (colonias ala s para o B. atrophaeus e
esbranquicadas para o G. stearothermophilus) e atravé roscopia pelo método de Wirtz-
Conklin, que permite a visualizagdo dos esporos em co de e as formas vegetativas em cor
vermelha.

Caso for concluido que ndo se trata de ou G. stearothermophilus, ocorreu
contaminagdo das ampolas ou frascos e o test
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