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INTRODUCAO

Candida albicans, descrita originalmente em 1853, nao € somente a

espécie mais comum de Candida associada com doengas no homem, mas
é também e mais patogénica. Esta levedura e constituinte normal de
microflorea saprofitica da boca, vagina e trato intestinal do hcmen,
onde pode ser comumente isolada. Sob determinadas condigSes, tal
como & heixa resistencia do hospedeiro torna-se patogénica, senco
responsavel por uma variedade de infecgoes micoticas  superficiais
(ulceragoes da mucosa oral e vaginal, infecgaes da pele, principal'
mente interdigitais e infecgoes oculares) e infeccoes sistemicas
(broncomicose, endocardite, estomatite, etc).

Sua presenga em éguas doces, salobras e salgadas tem sido descrita
por varios autores, entretanto existem poucos dados guantitativos

relativos ao isolamento destas leveduras no ambiente aquético. Se
gundo dados da literatura raramente a Candide alblicans tem sido
isolada de aguas nao poluidas; presume-se, portanto, cue esta leve
dura nao faz parte da floras normal do habitat aquético, por ser
incapaz de existir sem um hosnedeiro e tambem nzo existem dados

que sua reprodugao ocorra em animais aquaticos. Portanto, sua pre



2 CETESB/L5.520

senca em éguas naturais pode estar relacionada com o langamento de
despe jos humanos nao tpatados, onde ocorrem em numero elevado, ou pe
lo carreamento de fezes de animais e aves, do solo por aguas de enxur
radas. Assim, a presenga de C. albicans em éguas naturais pode ser
considerada uma indicagao de contaminacgao por fezes.

Por outro lado, a ocorrencia de C. albicans em éguas recreacionais
tem sido diretamente associada com epidemias de candidiase entre ba
nhistas. Brisou, J., em estudos realizados em 1975, verificou um
aumento significatiVo dos casos de infecgoes vaginais ceausadas por
Candida entre mulheres que frequentavam praias contaminadas por essa
levedura, e recomendou gue os programas de vigilancia sanitaria  in
cluissem o monitoramento sistematico de leveduras intestinais como

evideéncia suplementar de poluigao fecal. Assim, a C.albicans 2lém
do seu possivel significado como um organismo indicador de polui
¢30, pode também ser considerada um risco em potencial & saude huma
na quando presente em éguas recreacionais (piscinas, praias, repre
sas, etc).

1l OBJETIVO

l.1 Esta Norma prescreve o metodo para quantificagéo de Candida albi
cans pela tecnica de membrana filtrante, utilizado para:

a) avaliagao da eficiéncia do tratamento de aguas de piscinas;

b) avaliagao da qualidade de éguas recreacionais, inclusive
éguas marinhas;

c) avaliagao da qualidade de corpos d'égua receptores de despe .
jos industriais, domésticos e hospitalares;

d) caracterizagéo da origem fecal quando aplicada em conjunto
com a determinagao de coliformes fecais.

2 NORMAS COMPLEMENTARES

Na aplicagao desta Norma € necessario consultar:

a) M1.001 - Lavagem, preparo e esterilizagéo de materiais em labo
ratorio de microbiologia;

b) L5.215 - Prova de adequabilidade biolégica da égua destilada
para fins microbiologicos;

¢c) L5.216 - Controle de gqualidade de meios de cultura;

d) Guia de orientagao para coleta e preservagao de amostras
(CETESB).
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3 DEFINIGOES
Para os efeitos desta Norma sao adotadas as definigoes de 3.1 a
3.13.

3.1 Candida albicans

Levedura patogénica pertencente ao género Candida. Apresenta celu
las brotantes (blastosporos) redondas,ovoides ou alongadas, com dia
metro de (3,5-6,0) x (6,0-10,0) p. Formam pseudomicelio em abun
dancia, clamidosporos e algumas vezes micelio verdadeiro. Observa-
se também na presenga de soro a formagao de tubo germinativo (com
primento méximo de aproximadamente 20 um). E resistente a ciclo
hexamida, se reproduz assexuadamente por brotamento multipolar e
apresenta metabolismo fermentativo para alguns carboidratos. Cres
ce a temperatura de 25 a 37°% por um periodo de 48 a 72 horas.

3.2 Fungos

Sao protistas superiores que produzem esporos, nao possuem clorofila
e sao incapazes de sintetizar seus alimentos. Conseqiientemente, de
pendem de outros organismos para completar a sua nutrigao. Podem
viver em matéria organica ja morta causando e/ou auxiliando  sua
decomposigéo. Podem parasitar outros seres vivos, alimentando-se do
protoplasma das células hospedeiras e tambem formar associagoes com
outras plantas, como as algas ou com raizes de vegetais superiores.
Sao subdivididos em bolores e leveduras.

3.3 Levedura

Fungo cuja forma de desenvolvimento normal e dominante e unicelular
e nao filamentosa; ocorrem com freqﬁéncia em locais ricos em subs
tancias fermentaveis.

3.4 Esporo

érgao de reprodugéo dos fungos, pode ser sexuado ou assexuado, sen
do de grande importancia na classificagao do fungo.

3.5 Hifa

Cada filamento que constitue o micélio ou talo pluricelular.

3.6 Micelio ou talo pluricelular

Conjunto de filamentos (hifas) que se desenvolvem a partir de um
esporo e constituem o corpo do fungo. Pode ser filamento continuo
ou tabicado. ‘
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3.7 Brotamento

Processo de multiplicacdo assexuada que se traduz pela formagao de
brotos.

3.8 Blastosporo

Esporo assexuado. originado por brotamento ou germinagéo.

3.9 Clamidosporo

Esporo assexuado de resistencia, consitiuido de paredes grossas e
protoplasma denso que nascem do filamento.

3.10 Pseudomicelio

Crescimento de falsa filamentagao, produzida por causa do alargamento
dos brotos, caracteristico em certas espécies de fungos levedurifor
mes quando se desenvolvem em condigoes determinadas.

3.11 p.a.
Para analise.

3.12 EDTA
Acido etilenodiaminotetracetico.

3.13 N.C. MF/500 ml
Numero de colonias por 500 ml (Membrana Filtrante).

4 APARELHAGEM

4,1 Materiais e equipamentos :

4.1.1 Estufa para esterilizacao e secagem

A estufa deve acondicionar pipetas, placas de Petri, frascos para
coleta e toda vidraria e aparelhagem que pode ser esterilizada por
calor seco, e ter capacidade suficiente para permitir a circulagao
do ar quente ao redor do material a ser esterilizado. Deve ser equi
pada com um termometro e um termostato e operar normalmente a uma
temperatura de 170 a 180°C. © tempo de esterilizagao para a maior
parte da vidraria é de 2 horas, a temperatura de 170 a 180°C.

4,1.2 Autoclave

Deve ter tamanho suficiente para permitir a circulagéo do vapor ao
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redor do material a ser esterilizado por esse método e ser equipa
da com valvula de seguranga, com um manometro e com um termometro,
cujo bulbo ficara na direcao da linha de escape do vapor conden
sado (dreno). A autoclave & normalmente operada a uma pressao de
vapor de 15 libras por polegada quadrada, produzindo, em seu inte
rior, uma temperatura de 121,6°C a0 nivel do mar. Deve-se observar,
em seu funcionamento, a substituigéo por vapor de todo o ar exis
tente na camara. A operagéo total de uma autoclave deve durar no
maximo uma hora, sendo recomendado O acompanhamento dos ciclos de
operagao e os registros de tempo-temperatura. £ recomendavel que a
autoclave atinja a temperatura de esterilizagao de 121 °Cc em 30 minu

tos e mantenha essa temperatura durante o perlodo de esterilizagao.

4.1.3 Incubadoras bacteriologicas

Devem ser equipadas com termostato e projetadas de tal forma que a
temperatura em todas as partes utilizadas seja a requerida para 0S8
testes (35 2 0,5°C e 23 ¥ 3%). Devem ter capacidade suficiente
para permitir a circulagao do ar ao redor de todas as culturas,
quando o material de trabalho estiver sendo incubado. Para verifi
car a temperatura de uma incubadora grande, devem ser colocados um
ou mais termometros, com o bulbo submerso em égua, glicerina ou
dleo mineral, em lugares representativos da camara e feitos regis
tros periédicos da temperatura. As incubadoras deverao manter 75 a
85% de umidade pelativa e serem colocadas em local onde a tempera
tura permanega na faixa de 16 a 27°%C. *

4.1.4 Banho-maria

Equipado com termostato para temperatura de 55°C, com capacidade
suficiente para comportar recipientescontendo meios de cultura, cu
ja temperatura deve ser estabilizada antes de sua distribuigéo em

v

placas de Petri.

4.1.5 Destilador de agua ou aparelho para desionizagao

Deve produzir agua ndo toxica, livre de substancias que impegam ou
interfiram na multiplicagao bacteriana.

4.1.6 Potenciometro

Deve ter escala bem legivel e medir com precisdo minima de 0,1 wuni
dade de pH. A calibragao do potenciametro deve ser feita pelo me
nos duas vezes ao dia, com tampoes de pH = 4,0, pH=6,86e pH=9,18.
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4.1.7 Balanga
Com sensibilidade minima de 0,1 g ao pesar 150 g.

4.1.8 Equipamento para filtragao

4,1.8.1 Fonte de vacuo

Bomba de vacuo ou outro dispositivo conveniente para produzir uma
pressao diferencial no porta-filtro.

4.1.8.2 Frasco de filtragao

Frasco Kitassato, de parede espessa, com capacidade de 4 000 ml.

4,1.8.3 Porta-filtros (ver Figura 1)

De wvidro, pléstico autoclavavel bu ago inoxidavel. Podem ser acopla
dos diretamente ao frasco de filtracao ou a suportes especiais (para
varios porta-filtros); neste caso, os suporteéﬁéﬁﬁ?éonectados ao
frasco de filtragao atraves de tubo de polietileno ou tubo de latex
de espessura adgquada.

4,1.8.4 Frasco de protegao

Frasco Kitassato de parede espessa, usualmente de 1 litro, conectado
ao frasco de filtragdo e a fonte de vacuo através de tubo de polie
tileno ou tubo de latex de espessura adequada. Sua finalidade é pre
venir que a fonte de vacuo seja atingida pela égua acumulada no fras
co de filtragao.

4.1.9 Microscépio estéreoscépico binocular

Com ampliagao para 10 a 15 diametros. E recomendada a utilizagao de
uma lampada de luz fluorescente branca (fria), adaptada em suporte
adequado que permita sua colocagdo acima da membrana em que sera efe

tuada a contagem de colonias.

v

4.,1.10 Refrigerador
Certificado para manter a temperatura na faixa de 2 a 8°C, com capa

cidade para conter os meios de cultura e solugOes a serem mantidos
sob refrigeragao. Sua limpeza e desinfecgdo devem ser feitas perio
dicamente.

4,1.11 Materiais para preparacao de meios de cultura

Recipientes de vidro ou ago inoxidavel. O material de aquecimento e
os bastoes devem estar limpos e isentos de qualquer substancia toxi
ca (nunca devem ser de cobre). |
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FIGURA 1 - Unidade de filtragao (porta-filtro)
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4.1.12 Frascos para coleta de amostras

De vidro neutro ou plastico autoclavavel nao toxico, com capacidade
minima de 125 mL, boca larga e tampa a prova de vazamentos.

4.,1.13 Frascos para agua de diluigao

De borossilicato (pyrex) ou vidro neutro, com tampas de roscas que
permitam boa vedacSo e sejam livres de substancias toxicas soluveis,
com capacidade para conter 90 i 2mL de é.gua de diluigao, deixando um
espago suficiente para permitir uma boa homogeneizagéo quando se
efetuar a agitagao.

4,1.14 Pipetas
Pipetas tipo Mohr de 1mL, 5mL e 10 mL, com graduagéo de 1/10 e
erro de calibragao inferior a 2,5%, e com bocal para tampao de algo

dao. Sao guardadas em caixas de ago inoxidavel, podendo tambem ser
embrulhadas individualmente em papel. Sao esterilizadas por calor se
co a 170-180°C, durante duas horas.

4,1.15 Provetas graduadas de 100 mL ou porta-filtros graduados com
marcacao externa ‘

4.1.16 Baloes

Devem ser de borossilicato ou vidro neutro, com capacidade para con
ter a égua de diluicao a ser utilizada no enxague dos porta-filtros,
durante a filtragao das amostras.

4.1.17 Placas de Petri de vidro

Devem ser de borossilicato (pyrex) ou vidro neutro de boa qualidade,

com fundo perfeitamente plano, sem ranhuras e bolhas de ar, com
100 mm de diametro e 15 mm de altura.

4,1.18 Placas de Petri de plastico .
De plastico nao toxico, bem vedadas, de 48 mm de diametio e 8,5 mm
de altura.

4.1.19 Alcas de inoculagao

De platina, platina-iridio ouniquel-cromo, com 7 a 8 cmde comprimen
to e 0,5 mm de diametro, apresentando na extremidade uma parte encur
vada, formando um aro com diametro minimo de 3 mm; com cabo dé me
tal (cabo de Kolle).

4.1.20 Membranas filtrantes estéréis

De 47 mm de diémetro, com porosidade de 1,2 um, brancas quadricula
das.
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4.1.21 Porta-pipetas de ago inoxidavel

4.1.22 Caixas de ago inoxidavel

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

4.,1.23 Pingas

De ago inoxidavel com extremidades arredondadas.

4,1.24 Estantes
Para tubos de ensaio de 16 mm x 150 mm, podendo ser de arame galvani

zado, (para utilizacgao em incubadoras) ou de ago inoxidavel ou ara
me galvanizado plastificado (para utilizagéo em banhos-maria).

4,1.25 Bico de Bunsen

4,1.26 Tripe

4,1.27 Tela de amianto
De tamanho 22 x 22 cm.

4,2 Reagentes

4.2.1 Para a preparagao dos meios de cultura e solugoes utilizades

nesse ensaio, sao os seguintes os reagentes necessarios:
. Acido fenico;
. Acido latico;
. Acido sulfurico;
. Agar;
. Base nitrogénio levedura '"Yeast Nitrogen Base';
. Batata;
. Casitone;
. Ciclohexamida;
. Citrato de amonio e bismuto;
. Cloranfenicol;
. Cloreto de bario (BaCl,) p.a.;
. Cloreto de magnesio (MgCl,.6H,0) p.a.;
. "Cotton blue';
. Dextrose;
. EDTA (acido etilenodiaminotetracético) p.a.;
. Extrato de levedura;
. Fosfato monopotassico (KH,PO,) p.a.;
. Fuba;

. Glicerina;
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. Glicina;

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

. Infusao de coragao;

. Maltose;

. Neopeptona;

. Purpura de bromocresol;

. Sulfato de amdnio (NH,), SO, p.a.;
. Sulfato de magnesio (MgS0,.7H,0) p.a.;
. Sulfito de sodio;

. Tiossulfato de sodio (Na,8,05) p.a;
. Tween 80.

4,2.2 O0s reagentes devem ser de grau bacteriolégico e de procedég

cia idanea, apresentar odor, cor e consisteéncia inalteradas, ser li-
vres de elementos bactericidas ou bacteriostaticos inespecificos bem
como de carboidratos inespecificos.

4,3 Meios de cultura

4.3.1 Meio M.C.A.

Formula:

SOLUGA0 1 cvvevvvecnsnnncaansas 100 mL
SOlUGAO 2 sevssscsessssascesass 1000 mL
pH final apos esterilizagao: 6,7 to,1
Preparo: Este meio deve ser preparado como segue:
a) preparareasolugao]q com a seguinte composigéo:
Base nitrogénio levedura .......... 6,7 g

Agua destilada .....cccveeeeeeesses 100 mL
Para o preparo dessa solugao, pesar 6,7 g do meio desidratado ''Yeast
Nitrogen Base" e acrescentar 100 ml de agua destilada fria. Aque
cer agitando freqglientemente, atée a completa dissolugao do meio, to
mando cuidado para que nao seja atingida a temperatura de ebulicao.
Esterilizar por filtragao em membrana de 0,20 pm. Apés a esterili

zagao, manter a solugao preparada em banho-maria a 55°C, para esta

bilizagao da temperatura, até o momento da sua adigao a solugao 2.

b) Preparar a solugdao 2, com a seguinte composigao:
Glicina .ieeveceoscceassnssnssssccsscssa 10,0 g
MaltoOSe .eeeeecoscoscossocsscsssscssssssscsns 30,0 g
Citrato de amonia € bismuto ....oeeeeees. 5,0 g
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Sulfito de SO0di0 svvevsssecssscsensnsaes 3,08
CloranfenicCol ....eeeeeeeeeccccocsasases 0,5 g
Ciclohexamida ...cieeveccocessscsccsoncas 1,5 g
AQAIr «.iieiecesesssccrssscsssscanssassnsess 10,0 g
Agua destilada .....ccieiiennenccnenneass 900m

Para o preparodessa solugao, pesar os ingredientes; com exceggo do agar, e  acres
centar 900 mL de égua destilada fria. Aquecer agitando freqgientemente até a com
pleta dissolugéo dos ingredientes, tomando o cuidado para nao atingir a temperatu
ra de ebuligao. Ajustar o pH para 7,1. Adicionar a esta solugao o agar. Aquecer, a
gitando freqiientemente, ate a completa fusao do agar, deixando atingir o ponto de
ebuligdo por 1 minuto. Colocar em banho-maria a 55°C para estabilizagdo da tempera
tura do meio de cultura preparado. " B

c) Juntar as solugoes 1 e 2. Ajustar o pH para 6,7 ha 0,1 e
com todos os cuidados de assepsia, distribuir volumes de
3 mlL em placas de Petri de pléstico de 48 mm x 8,5 mm, pre
viamente esterilizadas.

d) As placas de Petri, contendo o meio preparado, podem ser
armazenadas sobjrefrigeragéo (2 a 8°C) durante um periodo
maximo de 2 semanas.

4,3.2 Agar Sabouraud Dextrose

Formula:

DEXErOSE tuvunvveaanaasansansanssss 40,0 g .
Neopeptona ceceeeessescsescscseeess 10,0 g
AGAr (iiiiieseesccnsacssssssnssssss 15,0 g
Agua destilada ....eeeeeeieeaaesass 1000 mL

pH final apds esterilizagao: 5,6 = 0,1

Preparo:
Para o preparo desse meio, pesar 65,0 g do meio desidratado
"Sabouraud Dextrose Agar'" e acrescentar 1000 mL de égua destilada

fria. Deixar em repouso durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer
agitando freqiientemente, até a completa dissolugao do meio, tomando
cuidado para que nao seja atingida a temperatura de ebuligao. Ajus
tar o pH para 5,6. '

Distribuicao: Este meio deve ser distribuido como segue:

a) distribuigao em placas - Esterilizar o meio em autoclave a121°

durante 15 minutos. Apds a ' :esterilizagao, manter a  solugao
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b)

preparada em banho-maria a 55°C, para estabilizagao da tempera
tura. Com todos os cuidados de assepsia, distribuir volumes de
aproximadamente 20 ml em placas de Petri de 15 mm x 100 mm, pre
viamente esterilizadas. As placas de Petri, contendo o agar
Sabouraud dextrose, podem ser armazenadas sob refrigeragao
(2 a 8°C), durante um periodo maximo de 4 semanas.

distribuigao em tubos - Distribuir, com todos os cuidados de as
sepsia, volumes de aproximadamente 17 mL do agar Sabouraud dex
trose em tubos de 18 mm x 180 mm. Esterilizar em autoclave a
121°C durante 15 minutos.Apos a autoclavagao, os tubos contendo o
meio devem ser inclinados até a sua solidificagao, depois podem
ser armazenados sob refrigeragao (2 a 8°c), durante um periodo
maximo de 4 semanas.

4.3.3 Agar Sabouraud Dextrose com Cloranfenicol e Ciclohexamida

Formula:

- Neopeptona .e.ececsescscsscossscsssssssses 10,0 g
DEXtIrOSE ceeesscecsstscossassoasssassessesese 40,0 g
AZBI +eeeercsnssssssasssssssssenssassssess 15,0 ¢
Ciclohexamida ....cccceeecccscsscscssseses 0,5 g
CloranfenicCol c..ieceeeecscesssscecnsassses 0,05 ¢
Agua destilada .....ceicevenrccscnccesssss 1000 mL

pH final apos esterilizagao: 7,0 % 0,1

Pregaro:

Pesar os ingredientes e acrescentar 1000 mL de égua destilada fria.
Deixar em repouso durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer agi
tando freqiientemente, até a completa dissolugao dos ingredientes.

Ajustar o pH para 7,0.

»

Distribuicao: Este meio deve ser distribuido como segue:

a)

distribuicao em placas - Esterilizar o meio em autoclave a 121%
durante 15 minutos. Apos a esterilizagao, manter a solugao  pre
parada em banho-maria a 55°C, para estabilizagao da temperatura.
Com todos os cuidados de assepsia, distribuir volumes de aproxi
madamente 20 mL em placas de Petri de 15 mm x 100 mm, previa
mente esterilizadas. As placas de Petri, contendo o agar
Sabouraud dextrose com cloranfenicol e ciclohexamida podem ser

armazenadas sob refrigeragao (2 a 8°C) durante um periodo maximo
de 4 semanas.
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b)

distribuigao em tubos - Distribuir, com todos os cuidados de as
sepsia, volumes de aproximadamente 17 mL do agar Sabouraud dex
trose com cloranfenicol e ciclohexamida em tubos de 18 mm x
180 mm. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Apos a
autoclavagéo, os tubos contendo o meio devem ser inclinados ate
a sua solidificagao, depois podem ser armazenados sob refrigera

¢ao (2 a 8 %c), durante um periodo maximo de 4 semanas.

4.3.4 Agar fuba + Tween 80

Formula:
Fubé ® 8 ® & & 0 9 5 ¢ S & 0 0 0 0 8 0 SO 6 8 S 0 0D 40’0 g
Agar‘ ® & % &6 & O ® 5 0 O % ¢ & & & 6 5 0 0 0 O 0 lo’o g
Tween 80 e ¢ & & 0 ¢ & & & ¢ 0 O 5 6 0 0 S 0 0 0 lo mL
Agua destilada .....eeeeee....1000 ML

Preparo: Este meio deve ser preparado como segue:

a)

b)

c)

pesar o fuba e acrescentar 500 mL de agua destilada fria. Deixar
em repouso durante aprox1madamente 15 minutos. Aquecer em banho-
maria regulado a 60 °¢ durante 30 minutos. Filtrar em papel de fil

tro com todos os cuidados de assepsia. Acrescentar 500 mL . de
égua destilada fria, misturar bem e manter a solugéo em banho-
maria a 55°C, para estabilizagao da temperatura, ate o momento

de sua adigao a solugao de agar.

pesar o agar e acrescentar 50 mL de agua destilada fervente.
Homogeneizar até a completa dissolugao do agar. Apos a homogenei
zagao, colocar em banho-maria a 55°¢C para a estabilizagao da tem
peratura da solugao preparada.

juntar a solugao de fuba com a solugao de agar e acrescentar
Tween 80, com todos os cuidados de .assepsia, distribuir volumes
de aproximadamente 20 mL em tubos de 18 mm x 180 mm. Esterilizar
em autoclave a 121°C durante 15 minutos.kApés a autoclavagao, oOs
tubos contendo o meio preparado podem ser armazenados sob  refri
geragao (2 a 8°C), durante um periodo maximo de 4 semanas.

4.3.5 Agar Batata Dextrose

Formula:

Batata (CoZida) ® € & O & & 6 0 P & 8 0 00 B 250,0 g
DEXLrOSe tieeescesasessccannonnse 20,0 g
Agar ® ® & & 8 S 6 0 0 5 5 6 O S 0 O O O SO S e S O S P 20’0 g
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Agua destilada .....ccc0c00000.. 1000 mL
pH final apos esterilizagdo 5,6 ¥ 0,1

Pregaro:

Para o preparo dessa solugao, pesar 250 g de batata, descascar, cor
tar e colocar em um becker. Adicionar 100mL de égua destilada fria
e cozinhar por um periodo de 40 minutos. Filtrar em gase com todos
os cuidados de assepsia. Adicionar ao filtrado a dextrose, o agar
e completar o volume para 1000 mL com égua destilada. Ajustar o pH
para 5,6 ¥ 0,1. Distribuir volumes de aproximadamente 20 mL em - tu
bos de 18 mm x 180 mm. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 10
minutos. Apés a autoclavagao, os tubos contendo o meio preparado po
dem ser armazenados sob refrigeragao (2 a 8°C) durante um periodo mé
ximo de 4 semanas. ‘

4,3.6 Meio Basal de Wickerham com Nitrogénio para estudo de fontes
de carbono. (Wickerham N).

Formula:
Sulfato de amonio (NH,),80, p.@ceceseeses 5,08
Fosfato monopotassico (KH,PO,) p.a....... 1,0 g
Sulfato de magnésio (MgsSO,.7H,0) p.a..... 0,5 g

3 Agar ® & € 0 © 0 0 8 5 O 0 5 P O B OB S O G O SO OV L eSS OB e e 15’0g
Agua destilada .......ccc0viieeetnaeessss. 1000 mL

Pregaro:

Pesar os ingrédientes e acrescentar 1000 mL de égua destilada fria.
Deixar em repouso durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer agitan
do freqglientemente, ate a completa dissolugao dos ingredientes. Dis
tribuir volumes de aproximadamente 20 mL em tubos de 18 mm x 180 mm.
Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Apos a autocla
vagao, os tubos contendo o meio preparado podem ser armazenados sob

refrigeragao (2 a 8°C) durante um periodo maximo de 4 semanas.

4,3,7 Meio Basal de Wickerham com Carbono para estudo de fontes de
nitrogenio. (Wickerham C).

Formula:

Dextrose ® 8 O 0 & 0 9 & 0 & ¢ 9 C S S S S B S OSSO S S SN GO e 20’0g
Fosfato monopotassico (KH,PO,) pP.aeeesss 1,0 g
Sulfato de magnesio (MgSO4.7H20)p.a...... 0,5 g
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Agar ......................'..'........ 15’Og
Agua destilada .....eeveeecsccsnsseasss 1000 mbL

Pregaro:

Pesar os ingredientes e acrescentar 1000 mL de égua destilada fria.
Deixar em repouso durante aproximadamente 15 minutos. Agquecer agitan
do freqlientemente, ate a completa dissolugao dos ingredientes. Dis
tribuir volumes de aproximadamente 20 mL em tubos de 18 mm x 180 mm.
Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Apés a autoclg
vagao, os tubos contendo o meio preparado pédem ser armazenados soOb

refrigeragdo (2 a 8°C) durante um periodo maximo de 4 semanas.

4,3.8 Meio para fermentagao de acucares

Formula:
Caldo infusao de COracgao .sceesssees 29,0 g
Extrato de levedura ....cceeoeesscess 5,0 g

Casitone ...ceececesssscssscoscsanas 4,0 g
Purpura de bromocresol (0,04%) ..... 15 mL
Agua destilada ....cccacecceccennans 1000 mL

pH final apos esterilizagao: 7,0

Pregaro:

Pesar os ingredientes e acrescentar 1000 mL de agua destilada fria.
Deixar em repouso durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer agitan
do freqﬁentemente,’até a completa dissolucgao dos ingredientes. Ajus
tar o pH para 7,0. Distribuir volumes de 5,5 mL em tubos de ensaio
12 mm x 120 mm com tubos de Durham invertidos para que O volume fi
nal, apés esterilizagao seja de 5 mL. Esterilizar em autoclave -~ .a
121°C durante 15 minutos. Os acucares que serao utilizados deverao
ser esterilizados por filtragio em membrana com 0,22 pm de _porosidg
dade. Adicionar 2% (2 g do aglcar para 100 mL do meio) de cada  agl
car esterilizado, com todos os cuidados de assepsia, ao seu respec
tivo tubo contendo a solugao preparada. Os tubos contendo a base
podem ser armazenados sob refrigeragao (2 a 8 ©C) durante um periodo
maximo de 4 semanas.

Nota: Somente quando for adicionada a rafinose a sua concentragao
devera ser de 4% (4 g do acucar para 100mL do meio).

4.4 Solugoes
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4.4,1 Agua de diluicao

Formula:

Solugao estoque A ...ieeeesasssascaess 1,25 mL
Solugao estoque B ...eevceecssencnaess 5,00 mL
Agua destilada ® 5 6 0 5 0 &6 ¢ 8 5 5 0 0 0 e 6 OO e e 1000 mL

+

pH final apos esterilizagao: 7,2 = 0,1

Preparo: A égua de dilﬁigéo deve ser preparada como segue:

a)' preparar a solugao estoque A com a seguinte composigéo:
Fosfato monopotassico (KH,PO,) p.a....... 34,0 g
Agua destilada ......eceeseeccscessaaasss 1000 mL

Para esse preparo, dissolver o fosfato monopotéssico em 500 mL
de égua destilada, ajustar o pH para 7,2 * 0,1 com solugao de
hidréxido de sodio 1N e completar o volume para 1 litro com
dgua destilada. Distribuir volumes que sejam adequados a neces
sidade de uso do laboratorio, em frascos com tampa de rosca.
Esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15 minutos. Armazenar
em geladeira.

b) preparar a solugao estoque B, com a seguinte composigéo:
Cloreto de magnesio (MgCl,.6H,0) p.a...... 81,1 g
Agua de diluiG80 .cveveeevsccccsaasossssss 1000 mL

Para o preparo dessa solugéo, dissolver o cloreto de magnésio
em um litro de égua destilada. Distribuir volumes que sejam ade
quados a necessidade de uso no laboratorio, em frascos com tam
pa de rosca. Rotular e armazenar em geladeira.

¢) 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 diluigéo, quantidades adequadas  que
assegurem, apés autoclavagao a 121°C durante 15 minutos, volu

mes de 90 ¥ 2 mL,

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

se nao ha quaisquer evidenciasde COntaminagéo microbiana (tur
bidez, presenga de material em suspensaoc). Em caso afirmati
vo, essa solugao deve ser descartada.

4.4,2 Solugdo normal de hidroxido de sodio (NaOH-1N)




CETESB/LS.520 | 17

Formula:
Hidréxido de s0dio (NaOH) P.8.eceeeseeeessss. 40,0 g
- Agua destilada Q.S.P.ccccsersesancansarassse 1000 mL
Preparo:
Pesar 40 g de hidroxido de sbdio, colocar em um baldo volumétrico e
completar o volume para 1000 mL com agua destilada. Homogeneizar
bem até a completa dissolug@o do hidroxido de sodio.

4.4.3 Solugado de tiossulfato de sodio a 1,8 %
Formula:

Tiossulfato de s0dio (Nay5,05) P-@aeveeenses 18,0 g

Agua destilada Q.S.Deceecseccsccscsasasnsass 1000 mL
Preparo:
Pesar 18 g de tiossulfato de sodio e dissolver em 1000 mL de agua des
tilada. Armazenar em frasco bem vedado. Ao serem preparados os fras
cos para coleta de amostras de éguas tratadas, adicionar aos mesmos,
antes de sua esterilizagao, 0,1 mL dessa solugéo para cada 100 mL da
amostra a ser coletada.

4.4.4 Solucao de EDTA a 15%
Formula: "

EDTA (acido etilenodiaminotetracético)...... 150 g

Agua destilada Q.S.Pecceseeccsrescesanseasa. 1000 mL
Preparo:
Pesar 150 g de EDTA e dissolver em 1000 mL de agua destilada.Ajustar
o pH para 6,5. Armazenar em frasco bem vedado. Ao serem preparados
os frascos para coleta de amostras de éguas suspeitas de conteren
metais pesados, adicionar aos mesmos, antes de sua esterilizagao,
0,3 mL dessa sclugao para cada 100 mL da amostra a ser ccletada.
Nota: Alem da solugéo de EDTA, no volume especificado aéima, deve
ser adicionado aos frascos de coleta dessas amostras, 0,1 mL;de uma
solugao de tiossulfato de sodio a 10% para cada 1oo'mL da amostra a
ser coletada.

4.4.5 Solugéo de lactofenol Cotton Blue (Lactofenol de Amann)

Formula:
Acido fenico.......... P~ 10 B -
Acido 18aticO..v.veeennnnn Gt eeiacsescseasesas. 20 mL

GliCerinNA...veeeceeeseescasccsnasaanssasases 40 ML
Cotton blue (azul de algodao ou azul de

POrrier) .. i eececesssassscvsncnassasassass 0,06 g
Agua destilada......ceeeseeacescocsssacscsss 20 mL
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Preparo:

Para o preparo dessa solugao, misturar 20 mL de acido latico, 40 mL
de glicerina em 20 mL de agua destilada fria. Adicionar o acido féni
CO € aquecer a solugao agitando freqilentemente, tomando cuidado pa
ra que nao seja atingida a temperatura de ebuligao. Adicionar o co
rante "cotton blue'. Filtrar em papel. Armazenar em frasco bem veda

do.

5 EXECUGAO DO ENSAIO

5.1 Principio do método

0 método baseia-se na filtragao de volumes adequados de agua atraves
de membrana filtrante com porosidade de 1,2 um. As leveduras a serem
detectadas, apresentando dimensoes maiores, ficarao retidas na su
perficie da membrana, a qual € entao transferida para uma placa de
Petri contendo o meio de cultura seletivo e diferencial (meio MCA).
Por capilaridade, o meio se difundira para a membrana, entrando em
éontato com as leveduras e, apés um periodo de incubagao de 72 h a
35 * 0,5 °C se desenvolverao, na superficie da membrana, coldonias
com caractersiticas tipicas (colGnias arredondadas, lisas e brilhan
tes de coloracao marrom, com diametro aproximadamente de 1mm), que
poderao ser observadas com auxilio de um microscépio estereoscopico.
A partir da confirmacdo dessas coldonias em microcultivo em lamina e
pesquisa Qe tubo germinativo, calcula-se a densidade da Candida al
bicans presente na amostra. Se necessario, realiza-se testes comple .
mentares (auxonograma e zimograma).

5.2 Reacoes

5.2.1 Reacoes no meio MCA

Meio altamente seletivo, o ajuste do pH e fundamental para o desen
volvimento das colonias tipicas, que possyem a coloragéo marrom :dﬁ
vido a presenca de citrato de ambnio e bismuto e sulfito de sodio.
Sao colodonias arredondadas, lisas, brilhantes e com diametro de apré
ximadamente 1,0 mm.

5.2.2 Auxonograma (prova de assimilacdo de carbono e nitrogenio)

A Candida albicans necessita para o seu metabolismo de determinadas

fontes nutricionais (C e N), e estas sdo incorporadas ao meio - mini
mo e conseqiientemente assimiladas por essa levedura. Algumas fontes
de carbono e nitrogénio assimiladas pela Candida albicans séo:glicg

se, galactose, sacarose, maltose, trealose, D-xilose, amido soluvel
e nitrato, nao sendo assimiladas pela levedura a celobiose,lactose,
melibiose, rafinose, etc.
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5.2.3 Zimograma (prova de fermentagao de agﬁcares)

A prova de fermentagao baseia-se na capacidade das leveduras de decom
por ou nao agﬁcares com a produgao de acidos orgénicos e 002. A Can
dida albicans fermenta a glicose, galactose, maltose e nao fermenta

a sacarose, melibiose, rafinose, celobiose, lactose, melizitose e
inulina; a trealose pode ou nao ser fermentada.

5.3 Amostragem

Deve ser realizada conforme descrito no Guia de Orientagao para Cole
ta e Preservacgao de Amostras (CETESB).

5.3.1 Amostra

5.3.1.1 Identificagao: a amostra deve ser bem identificada e todas
as informagoes sobre a mesma devem ser completas (n? da amostra, da
ta, local, pH, temperatura, cloro residual € outrasinformagoes necessa
rias para que os resultados possam ser interpretados corretamente).

5.3.1.2 Agente neutralizador de cloro residual: para a coleta de
amostras de éguas tratadas, deve-se adicionar ao frasco de coleta,
antes de sua esterilizagao, 0,1 mL de uma solugao a 1,8% de tiossul
fato de sodio para cada 100 mL da amostra , para neutralizar a agao
do cloro residual. Essa quantidade de tiossulfato de sodio € su
ficiente para neutralizar concentragoes de até 5 mg/L de cloro resi
dual, sendo adequada para as amostragens de rotina. Em situagoes 'e§
peciais, como por exemplo em emergéncias, em que O residual de clo
ro pode ser maior, uma maior quantidade de tiossulfato e requerida.
Nestes casos, podem ser utilizados volumes de 0,1 mL de uma solugéo
a 10% de tiossulfato de sodio para cada 100 mL da amostra, sendo es
ta quantidade suficiente para neutralizar concentragoes de ate
15 mg/L de cloro residual. ’

5.3.1.3 Agentes quelantes: para a coleta de amostras de éguas po
1uidas, suspeitas de conterem concentragoes superiores a 0,1 mg/L
de metais pesados, tais como cobre, zinco, etc.,, deve-se adicionar
ao frasco de coleta, antes de sua esterilizagéo, 0,3 mL de uma solu
gao a 15% de EDTA, para cada 100 mL da amostra, alem do tiossulfato
de sodio (volumes de 0,1 mL de uma solugao a 10% para cada 100 mL da
amostra). A solugao de EDTA pode ser adicionada ao frasco de coleta
separadamente ou jé combinada com a solugao de tiossulfato de sodio
antes da adigao. O EDTA atua como agente quelante, reduzindo a agao
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toxica de metais, apresentando uma agao mais ampla que o tiossulfato
de sodio, o qual, na concentragao empregada, previne apenas a agao
bactericida do cobre.

5.3.1.4 Transporte e conserva950' ap6s a coleta, a amostra deve
ser enviada ao laboratorio o mais rapido poss1vel. O tempo maximo
ideal entre a amostragem e inicio do exame é de 8 horas, sendo que o
tempo limite nao deve exceder 24 horas. As amostras devem ser trans
portadas sob refrigeragao (4 a 10°C) e conservadas assim até o  ini
cio do exame.

5.4 Procedimento

5.4.1 Antes de iniciar o exame, desinfetar a bancada de trabalho,

usando um desinfetante que nao deixe residuos.

(v

§.4.2 Dispor sobre a bancada de trabalho o material necessario

execugao do ensaio, a saber:

5.4.2,1 Equipamento de filtragao, com os porta-filtros previamente
esterilizados.

5.4.2.2 Placas de Petri de 48 mm x 8,5 mm, contendo o meio MCA, iden
tificadas com o numero da amostra (que deverao conter), o volume a
ser filtrado e a data.

5.4.2.3 Provetas graduadas estereis, com a abertura recoberta com

papel aluminio, identificadas com o numero da amostra.

5.4.2.4 Agua de diluigdo estéril, contida em baloes identificados

com o numero do porta-filtro, para cujo enxagie serao utilizados.

v

5.4.2.5 Pinga com as extremidades mergulhadas em alcool.

5.4.2.6 Membranas filtrantes estéreis, com 47 mm de diametro, poro
sidade de 1,2 um, brancas, gquadriculadas.

5.4.2.7 Bicos de Bunsen, para manterem O ambiente asséptico e efe
tuar a flambagem das pingas utilizadas.

5.4.3 Preparagao do porta-filtro

5.4.3.1 Retirar a parte superior do porta-filtro e, com uma pinga
flambada e esfriada, colocar uma membrana filtrante estéril, com a
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face quadriculada voltada para cima, centralizando-a sobre a parte
inferior do porta-filtro.

5.4.3.2 Acoplar a parte superior do porta-filtro, tendo cuidado pa
ra nao danificar a membrana.

5.4.4 Preparagao da amostra para a filtragao

5.4.4,1 Para volumes iguais ou superiores a 20 mL:
a) homogeneizar a amostra, por agitagﬁo manual, inclinando
o frasco (formando um angulo de aproximadamente 450 en
tre o brago e o antebrago) e agitando vigorosamente; re
petir a operagao no minimo 25 vezes;
b) distribuir os volumes requeridos da amostra em provetas

estéreis e proceder a filtragao como em 5.4.5.

5.4.4.2 Para volumes inferiores a 20 mL:

a) adicionar ao porta-filtro 20 a 30 mL de agua de diluigao
estéril (n3o é necessario medir o volume, pois este ser
vira apenas de suporte para que as bacterias existentes
na amostra se distribuam uniformemente na superficie
da membrana, ao ser efetuada a filtragao);

b) homogeneizar a amostra (como em 5.4.4.1.a) e, com auxi
lio de uma pipeta esteril, retirar o volume desejado e
proceder a filtragao como em 5.4.5. ~ :

5.4.4.3 Para volumes decimais (diluigao da amostra):

a) efetuar as diluigoes decimais da amostra da seguinte
forma:
- proceder a marcagao de cada frasco de égua de dilui

c3o estéril, anotando o nimero da améstra e a diluigao
que devera conter; |

- homogeneizar a amostra (comoem5.4.4.1.a) e com uma pipe
ta esteril de 10 mL e obedecendo aos cuidados de assep
sia, transferir 10 mL da amostra para um frasco pre
viamente identificado, contendo 90 ¥ 2 mL de agua de
diluigao estéril. Estara preparada assim a primeira
diluigao decimal (10~1), sendo que 1 mL da mesma cor
responde ao volume de 0,1 mL da amostra;

- repetir a operagao segundo o item anterior, com o fras

co contendo a diluigéo feita anteriormente (10'1) e
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desta, com uma nova pipeta esteriel de 10 ml,
transferir 10 mL para um novo frasco, previamen
te identificado, contendo 90 ¥ 2 ml de agua de di
1uig§o esteril. Prepara-se assim a 22 diluigao de
cimal (10-2), sendo que 1 mL da mesma correspon
de ao volume de 0,01 mL da amostra;

- proceder dessa maneira na seqliéncia’ das dilui

coes desejadas (10—3, 10“4, ee... 1078

R I
b) apés o0 preparo das diluigoes, preparar o porta-fil -
tro como descrito em 5.4.4.2.a e, apés homogenei
zagao da diluigao selecionada para filtragao (con
forme 5.4.4.1.2), retirar o volume desejado com uma
pipeta estéeril e proceder a filtragao como em

5.4.5.

5.4.5 Filtragao dos volumes da amostra

5.4.5.1 Verter cuidadosamente no porta-filtro o volume da amostra
a ser examinado, evitando que a égua respingue sobre as bordas su
periores. l

5.4.5.2 Ligar a bomba de vacuo e proceder a filtragao.

5.4.5.3 Apos a filtragao, enxaguar o porta-filtro tres vezes com
porcdes de 20 a 30 mL de agua de diluigao estéril, para evitar a re
tengao de alguma bactéria nas paredes internas do mesmo.

5.4.5.4 Desligar a bomba de vacuo, ao finalizar a operagao. Evitar
secagem excessiva da membrana filtrante.

5.4.6 Colocar a placa de Petri correspondente, contendo o meio MCA
em frente ao conjunto de filtragao e, com o auxilio de uma pinga, en
treabri-la.

5.4.7 Separar a parte superior do porta-filtro e, com uma pinga cu
jas extremidades foram flambadas, retirar a membrana com cuidado pa
ra que a pinga toque apenas na parte periférica da mesma, fora da
area de filtragao. Acoplar novamente a parte superior do porta-fil
tro a parte inferior.

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



CETESB/L5.520 23

ficie do meio MCA, contido na placa de Petri (ver Figura 2).

5.4.9 Verificar se houve formagao de bolhas de ar entre a membrana
e o meio de cultura. Se isto ocorrer, levantar uma das bordas da mem
brana com uma pinga esteril' e, fazendo movimentos circulares, des
locar a membrana com a finalidade de eliminé—las, pois as bolhas im
pedem o contato das bactérias com o meio de cultura, dificultando ou

mesmo impedindo seu crescimento.

FIGURA 2 - Colocagao da membrana filtrante na

superficie do meio de cultura

5.4,10 Lavar novamente o porta-filtro com égua de diluigao esteril
e proceder a proxima filtracgao.

5.4,11 Os porta-filtros devem estar estéreis no inicio de cada sé
rie de filtragoes e essa serie nao deve envolver mais de 30 amostras.
Se houver um intervalo de 30 minutos entre uma filtragao e outra,
os porta-filtros devem ser esterilizados novamente, para evitar uma
contaminagao acidental. A répida esterilizagéo dos porta-filtros po
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de ser efetuada pelés seguintes processos:
a) exposicao a radiagao ultra-violeta durante dois minutos;
b) imersdo em agua fervente, durante 30 minutos, no minimo.

5.4.12 Visando o controle de esterilidade de cada porta-filtro wusa
do para uma série de filtragdes, e necessario efetuar a filtragao de
uma amostra de 100 mL de agua de diluigao estéril, antes de ser ini
ciada a filtragao das amostras em teste, devendo tambem ser inter
calada a filtragdo de uma amostra de agua de diluigao estéril entre
cada série de 10 amostras filtradas no mesmo porta-filtro.

5.4.13 Apés a filtragao das amostras e posterior transferencia das
membranas filtrantes para as placas de Petri, colocar essas placas
em posigao invertida embandejas forradas com toalha molhada, ou de
outro matérial que conserve a umidade requerida, e num periodo nao
superior a 30 minutos apés a filtragéo efetuar sua incubagao a

35 1 O,5°C durante 72 horas.

5.4,14 Apos o periodo de incubagao, retirar as placas da incubadora
e efetuar a contagem, selecionando para leitura, entre os volumes
filtrados de cada amostra, aquele que tiver fornecido contagem en
tre 20 a 60 colonias tipicas de Candida albicans. No meio MCA, as
colonias tipicas de Candida albicans apresentam-se com coloragao mar
rom, sao colonias arredondadas, lisas e brilhantes com diametro de
aproximadamente 1 mm.

5.4,15 Com auxilio de um microscépio estergoscépicq com ampliagao
de 10 a 15 diametros efetuar a contagem das colonias tipicas nas pla
cas selecionadas para leitura. Para essa contagem, observar as Figu

ras 3 e 4. E recomendavel o uso de uma 1§mpada fluorescente branca.

["‘ "’"l- =1= "’!:&S’}’-%. H ['4 . ’
A/ PPy W i P IR\ Nota: O circulo interno indica a area
T g P : de filtracao e as linhas ponti
o 40 =

lhadas indicam a seqiiéncia de

[ i
NN IO NN & | 7

contagem

FO T eeend

FIGURA 3 - Modelo‘gara contagem das colonias
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Nota: As colonias sao contadas nos

quadrados indicados pelas se

%——-— tas
{

FIGURA 4 - Porgao da membrana filtrante quadriculada, em aumento

5.4.16 Apos a contagem e registro do numero de coldnias tipicas de

Candida albicans, selecionar um numero adequado das mesmas para se

rem submetidas a confirmagéo, procedendo da seguinte forma:

5.4.16.1 Se o numero de colonias tipicas de Candida albicans for

igual ou inferior a 10, submeter todas a confirmagao.

5.4.16.2 Se o numero de coldnias tipicas de Candida albicans for
superior a 10, selecionar 10 colonias para serem submetidas a con
firmacgao.

5.4,17 Aiconfirmagéo para Candida albicans deve se proceder do se

guinte modo:

a) a partir do numero de colonias tipicas de Candida albicans

determinado para verificagao, identificar tubos de
Sabouraud dextrose agar com ciclohexamida e cloranfenicol
inclinado, de tal modo que a cada colonia corresponda um
tubo;

b) flambar e resfriar uma alga de inoculagao (fio deé platina
ou niquel-cromo, com a parte final encurvada, formando
um aro de diametro minimo de 3 mm);

c) com a alga, colher um indculo da colonia a ser submetida
a confirmagéo e repicar atraves de estrias, cada colonia
tipica selecionada para o tubo correspondente de
Sabouraud dextrose agar com ciclohexamida e cleranfenicol,
previamente identificado;

d) incubar durante 24 a 48 horas a temperatura de 25-35 %
0,500. As colonias em Sabouraud dextrose agar sao0 de

coloragao branca ou creme claro, superficie lisa e bri
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lhante, bordas integras e consistencia cremosa; nas
culturas envelhecidas aparecem pregas dobradas for
mando sulcos e rugas na superficie e algumas vezes

com projegoes peludas;
e) quando o crescimento for detectado, continuar a con
firmagao.

5.4.17.1 Pesquisa de tubo germinativo

A partir do crescimento em Sabouraud dextrose agar com ciclohexamida
e cloranfenicol, transferir, com uma alga de inoculagao, uma peque
na quantidade de cultura para um tubo de ensaio 12 mm x 120 mm con
tendo 0,5 ml de soro fetal bovino. Incubar a 35 i O,5°C por um pe
riodo de 2 ate 3 horas. Apos o periodo de incubagao retirar os tubos
da estufa e com uma alga de inoculagao, transferir uma pequena quan
tidade de cultura para uma lamina de vidro e, sobre a mesma, adicio
nar a laminula. Repetir quantas vezes for necessaria a leitura den
tro do periodo de incubagao de 2 a 3 horas para a visualizagao da-
formagao do tubo germinativo. A leitura deve ser feita ao micros
cépio usando-se as objetivas de 10 X e 40 X.

A presenga de tubo germinativo indica a presenga de Candida albicans.

0 tubo germinativo € um tubo verdadeiro, formado a partir dos blas
tospéros; essa formagéo é de base estreita e sem constricgao en
tre o tubo germinativo e o blastospéro de origem.(vide Figura 5).

o) R0 -=—7UB0 GERMINATIVO
P o
o

FIGURA 5 - Ilustragao de tubo germinativo
5.4.17.2 Microcultivo em lamina

Paralelamente a prova de tubo germinativofcolher um inéculo do .mes
mo crescimento do tubo de Sabouraud dextrose agar com ciclohexamida
e cloranfenicol e fazer um microcultivo em lamina. Para o procedimen
to desta técnica segue-se desta forma:

a) colocar para esterilizar em estufa regulada a 25-35°¢C
por 30 minutos uma placa de Petri contendo no seu inte
rior: um tubo de vidro recurvado (em forma de "U"), pa
pel de filtro, lamina e laminula;

b) fundir o meio de agar fuba-Tween 80, e com ‘uma pipeta
Pasteur, previamente esterilizada, verter uma pequena
quantidade sobre a lamina de microscopio, no interior
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da placa de Petri, de modo a formar uma fina camada no cen
tro da lamina; deve-se ter o cuidado de evitar a formagao
de bolha de ar. Deixar solidificar;

¢) a partir do numero de colonias tipicas de Candida albicans

determinado para a verificagao, identificar placas para (o}
microcultivo, de tal modo que a cada colonia corresponda
uma placa;

d) flambar e resfriar uma alga de inoculagéo (fio de platina ou
niquel-cromo, com a parte final encurvada, em forma de "pv);

e) com a alga, colher um inbculo da coldnia a ser submetida a
confirmagao e semear duas estrias finas na superficie do
meio sobre a lamina;

f) umedecer o papel de filtro com égua destilada esteril;

g) fechar e incubar a placa a 21—2500 durante um periodo méxi
mo de 5 dias;

h) examinar a lamina ao microscipio apos 24 horas de incubagao,
fazendo leituras diarias até completar o periodo de 5 dias,
considerando tipicas as colonias que apresentarem estrutu
ras especificas de Candida albicans, tais como, clamidospé

ro, pseudomicélio e blastosporo (vide Figura 6).

[4) BLASTGSPOROS

_—@ CLAMIDOSPOROS

FIGURA 6 - Ilustragao de estruturas especificas

5.4.17.3 Para cada cultura em Sabouraud dextrose agar com ciclohexa
mida e cloranfenicol que tenham apresentado no microcultivo estrutu

ras especificas para a confirmagao de Candida albicans, fazer prova

para assimilagao do carbono e nitrogénio (auxonograma) e prova de
fermentagao de agucares (zimograma). '

5.4.17.3.1 Auxonograma

A prova de auxonograma é realizada atraves da pesquisa de fonte de

carboidratos e fonte de nitrogénio, conforme a seguir:

Fonte de carboidratos

a) flambar e resfriar uma alga de inoculagao (fio de
platina ou niquel-cromo), com a parte final encurva
da, formando um aro de diametro minimo de 3 mm) ;

b) com a alga colher um indculo do crescimento em Sabou

raud dextrose agar com ciclohexamida e cloranfenicol;
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c)

d)

e)

f)

g)

h)

i)

J)

1)

depositar o inoculo em um tubo de ensaio de
12 mm x 120 mm contendo aproximadamente 2 mL de
égua destilada esteril fazendo desta forma uma
suspensao ate que a turvagao seja igual a 3 da
escala de McFarland (comparar a um controle as
sim preparado: 3 mL de Ba.Cl2 a 1% mais 97 mL de
H,80, a 1% - 0,36N);

em parelelo, fundir o meio Wickerham para N e
estabiliza-lo a temperatura de 45 a 50°C;

“verter em uma placa de Petri estéril, a suspen

sao previamente preparada e o meio de Wickerham
para N estabilizado, homogeneizar e deixar soli
dificar;

secar a placa em estufa regulada a uma tempera
tura de 352 O,5°C por 30 minutos para a total eva
poracao da agua de condensagao, evitando dessa
forma alteragao na difusibilidade dos carboidra
tos do meio;

com uma pinga devidamente flambada e esfriada
colocar os discos de carboidratos (glicose, ga-
lactose, maltose, sacarose, etc) na placa con
tendo a suspenséo e o meio Wickerham para N.
(0s discos de carboidratos podem ser substitui
dos por aproximadamente 0,05 g do carboidrato);
apo6s a colocagado dos discos naplaca, pressiona-
los levemente, com uma pinga esteril, para que
entrem em firme contato com a superficie do
meio de cultura. Devem ser colocados 4 discos
por placa eqiiidistantes, para impedir a sobre
posicdo das zonas dé assimilagao que podem alte
rar e dificultar a leitura e intefpretagéo dos
resultados; '
marcar com lépis dermatogréfico o fundo da pla
ca no local em que cada disco foi colocado;
incubar a placa em posigéo invertida a 21-25°
durante 24-48 horasj

fapés o) periodo determinado de incubagéo,efetuar

a leitura; o resultade positivo sera _observado
atraves da formagao de um halo opaco-de assimi
lagdo ao redor do-disco do carboidrato.
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Fonte de nitrogenio

Proceder como para fonte de carboidratos, trabalhando agora com o]
meio Wickerham para C e discos de nitrogénio (KNO3 e peptona).

5.4.17.3.2 Zimograma

Para a prova de fermentagao de agﬁcares (zimograma) segue-se do se

guinte modo: ,

a) com uma alga de inoculagao (fio de platina ou niquel—
cromo, com a parte final encurvada, formando um aro
de diametro minimo de 3 mm) devidamente flambada e
esfriada, transferir o inoculo do crescimento de 24
a 48 h em Sabouraud dextrose agar com ciclohexamida
e cloranfenicol para cada um dos tubos previamente
identificados, contendo o meio de fermentagéo'com seu
respectivo agﬁcar (glicose, galactose, maltose, saca
rose, etc);

b) entre a repicagem de um tubo contendo um determinado
agﬁcar para o outro, lavar a alga de inoculagéo em
égua destilada esteril antes de ser flambada;

c) incubar os tubos a uma temperatura de 25 a 30°c, ob
servando-se diariamente, até completar um periodo de
14 a 21 dias;

d) efetuar a leitura considerando:

- presenga de gés no tubo de Durham: prova positiva;

- ausencia de gas no tubo de Durham: prova negativa.

5.4,18 A partir do numero de colonias confirmadas como Candida albi

cans calcular a densidade dessas leveduras conforme 6.2,

6 RESULTADOS .

6.1 A densidade de Candida albicans determinada atraves da tecnica

de membrana filtrante é expressa como: numero de colonias de Candida
albicans por 500 mL. O numero de Candida albicans € obtido a partir

do numero de colonias que, submetidas ao teste de confirmagao, apre

sentaram resultado positivo em pesquisa de tubo germinativo e micro
cultivo em lamina.

6.2 A determinagao da densidade de Candida albicans a partir-io nume
ro de colonias tipicas com resultado confirmativo positivo em pes

quisa de tubo germinativo e microcultivo em lamina, € feita atraves
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da aplicagao da seguinte formula geral:

N¢ de coldnias tipicas com
NC.MF de Candida albicans/SOO mL = resultado confirmativo positivo x 500

volume filtrado da amostra (mL)

6.3 Para a aplicagao desta formula, devem ser consideradas as duas
situagoes descritas em 6.3.1 e 6.3.2.

6.3.1 Na situagao em que a contagem de colonias tipicas de Candida
albicans na membrana filtrante e igual ou inferior a 10, todas sao
submetidas a confirmacgao e o numero de colonias com resultado con
firmativo positivo é usado diretamente para o calculo da densidade.

Exemplo:

a) total de colonias no meio MCA = 10

b) total de colonias submetidas a confirmagao = 10

c) total de colonias com resultadovconfirmado positivo = 6
_ d) expressao do resultado final:

NC.MF. de Candida albicans/500 mL = 6 x 500

volume filtrado da amostra

6.3.2 Na situagao em que a contagem de colonias tipicas de Candida
albicans na membrana filtrante € superior a 10,somente 10 colonias sao
submetidas a confirmagéo, havendo, portanto, a necessidade de se cal -
cular a porcentagem de confirmagao e extrapolar os dados para o né
mero total de colonias.

Exemplo:
a) numero total de colonias tipicas no meio MCA = 30
b) numero de colsnias submetidas a.confirmagao = 10

¢) numero de colonias com resultado positivo = 6 °

d) porcentagem de colonias com resultadoconfirmativopositivo'
em relagao as submetidas a confirmagao = 60%

e) se o numero total de colonias € 30 e a porcentagem de con
firmagao € 60%, o numero de colonias com resultado confir
mativo positivo no teste de verificagio sera:

30 x 60
100

= 18 colonias

f) expressao dos resultados:

NC.MF de Candida albicans/500mL = x 500

18
volume filtrado da amostra
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6.4 Para a determinagao de Candidz albicans em uma amostra, deve-se

filtrar 500 mIL. em uma unica membrana, mas em casos que a amostra
PR

apresentar uma densidade elevada de algas, a —mesma~ deve ser subdivi

dida em volumes mais adequados para a filtragao.

6.5 Para a realizacao desses calculos ira se requerer a considera
gao prévia dos seguintes itens quanto a selegéo das placas para ser
efetuada a contagem de coldnias tipicas.

6.5.1 Leitura das placas como contagens dentro dos limites aceité

veis (20 a 60 coldnias tipicas).

6.5.1.1 Quando apenas um volume filtrado fornece contagem aceitavel.

Considera-se o seguinte: exemplo: a filtragao de volumes de 50, 25,
10, 1 e 0,5 mL de uma amostra fornece, respectivamente, as seguin
tes contagens: 200, 110, 40, 8 e 3. O analista nao deve contar as
colonias em todos os filtros; por inspegao, deve selecionar a mem

brana com 20-60 colonias e efetuar a contagem apenas nessa placa; no
ekemplo acima, a contagem de coldonias sera efetuada apenas na mem
brana correspondente & filtragdo de 10 mL (40 coldnias). Para o cal
culo da densidade de Candida albicans em 500 mL, aplicar a formula

apresentada no item 6.2 e, no caso em que a porcentagem de confirma
cBo dessas colonias tipicas tiver sido 100%, essa densidade sera:

n® de colonias/500 mL = 40 4 500 , *
10

O resultado final sera expresso como:

NC.MF de Candida albicans/500mL = 2000

Se a porcentagem de confirmagéo das colonias tipicas for inferior
a 100%, considerar, para esse calculo, o exposto em 6.3.1 e 6.3.2.

6.5.1.2 Quando mais um volume filtrado fornece contagens aceitaveis.
Neste caso, é efetuada a leitura em todas as placas em que a conta
gem estiver dentro dos limites aceitaveis (20-60 colonias). Cada uma
das contagens obtidas é utilizada, separadamente, para o calculo do
numero de colonias em 500 mL , segundo a formula apresentada no item
6.2., e o resultado final em 500 mL sera obtido a partir do calculo
da média aritmetica entre esses valores.

Exemplificando:
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Volumes de 0,1 mL, 0,05 mL e 0,01 mL de uma amostra forneceram con
tagens de 60, 28 e 7 colanias, respectivamente. Neste caso, dois vo
lumes (0,1 e 0,05 ) forneceram contagens dentro dos limites
aceitaveis. Considerando que a porcentagem de confirmagao das col8
nias tipicas tenha sido 100%, calcular o resultado para 500 mL inde
pendentemente para cada uma dessas contagens:

60

60 4 500 = 300.000/500 mL
0,1
28 + 500 = 280.000/500 mL
0,05

A seguir, calcular a media aritmetica entre esses 2 valores:

300.000 + 280.000
2

= 290.000

o resultado final sera expresso Como:

NC.MF de Candida albicans/500 mL = 290.000

Se a porcentagem de confirmagao das colonias tipicas tiver sido infe
rior a 100%, considerar, para essa seqiiencia de calculos, o exposto
nos itens 6.3.1 e 6.3.2.

6.5.2 Leitura das placas com contagem fora dos limites aceitaveis. .

6.5.2.1 Quando todos os volumes filtrados fornecem contagens infe
riores a 20 coldnias tipicas de Candida albicans.

Neste caso, efetuar a contagem em todas as placas correspondentes aos
volumes filtrados. O resultado. final sera calculado a partir da
aplicagdo da seguinte formula:

soma das contagens de colonias tipicas

com resultado confirmativo positivo
NC.MF de Candida albicans/500mL =

soma. dos volumes correspondentes as

contagens

x 500

/Anexo A
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ANEXO A - DEMONSTRACAO ESQUEMATICA DA SEQUENCIA DO PROCEDIMENTO

Amostra de égua
volume: 500mL.

Membrana filtrante

(1,2 pm de porosidade e 47 mm de diametro)

agar
+ 0,5 C

e

Apos o periodo de incubagao contar o n? de
colonias tipicas:

marrons

Sabouraud Dextrose Agar com ciclohexaq}da e cloranfenicol
48 h a 25 - 35 + 0,5°C

Pesquisa de tubo
germinativo
@ a 3h)35 1+ 0,5°C)

Microcultlvo em
lamina
(24- 48h)-(21 a 25°¢

1

tubo germ1na1
presenga de clamldosporo
presencga de pseudomicello
presenga de blastosporo

tivo positivo

Testes complementares

-

confirmar 10 colonias tipicas

auxonograma
(24-48 h) - (21 a 25

)

zimograma

(14 a 21 diag-(25 a 30°0)

sacarose (+)
dextrose (+)
maltose (+)
lactose (~)

(+)
(+)
(+)
(+/-)

glicose
galactose
maltose
trealose

L

Caﬁdidé albicaﬁg

presente
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A-1 Caracterizacao bioquimica de Candida albicans

A identificagao rapida da Candida albicans e de fundamental importan

cia nos processos patolégicos. Baseia-se nos seguintes principios:

- formagéo de clamidésporo;
- formagao de tubo germinativo;
- reagoes cromogénicas;

- complexo antigeno - anticorpo.

Necessario tambem se fazer, testes bioquimicos adicionais, particular

mente os de natureza taxomonica comparativa.

A-1.1 Prova de fermentagao dos carboidratos

Candida albicans utiliza os seguintes carboidratos: glicose, maltg

se, gala¢tose e a trealose. Candida albicans nao fermenta:. sacaro

se, melibiose, rafinose, celobiose, lactose, melizitose e inulina.

A-1,2 Prova de assimilacao dos carboidratos

Candida albicans assimila os seguintes carboidratos: glicose, galac

tose, sacarose, maltose, trealose, amido solﬁvel, D-xilose. Tambeém
ha os carboidratos que podem ou nao ser assimilados: L-Sorbose, meli
zitose, etanol, glicerol, irbitol, D-glucitol, a-metil-d-glicoside,
DL-acido latico, acido succinico, acido citrico, L-arabinose.

Candida albicans nao assimila: lactose, melibiose, rafinose, inuli

na, D-ribose, L-raminose, eritritol, galactitol, D-arabinose, 1inosi

-

tol e nitrato de potassio.

/Anéxo B
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ANEXO B - RECOMENDACOES DE ORDEM GERAL

B-1 Cuidados especiais no preparo do meio MCA

Recomenda-se que, no preparo do meio MCA, seja efetuado um ajuste do
pH para 7,1 antes da esterilizaglo e apos a esterilizagao o pH do
meio deve ficar entre 6,6 - 6,8, para que as colonias tipicas possam
ser coradas pelo sal de bismuto, que é o sistema indicador.

B-2 Cuidados especiais com a vidraria
Devem ser obedecidas as prescrigoes da Norma CETESB M1.001l.

B-3 Controle de qualidade da agua destilada

A égua destilada, a ser empregada no preparo de meios de cultura e
solugdes, deve ser de alta qualidade, livre de substancias toxicas
ou nutritivas que possam influenciar a sobrevivencia e crescimento
de microrganismos. E recomendavel a avaliagéo periédica de sua qua
lidade, atraves da realizagao de ensaios especificos. Ver Norma
CETESB L5.215.

B-4 Controle de qualidade de meios de cultura

E recomendavel a realizacdo de testes especificos para avaliagao e
controle dos meios de cultura a serem empregados no ensaio para
determinagao de Candida albicans pela tecnica de membrana filtran
te. Ver Norma CETESB L5.216.

B-5 Qualidade das membranas filtrantes

Para aplicagaes microbiolégicas, as membranas filtrantes devem pro
porcionar uma completa retengéo das bactérias em sua superficie e ve
locidade de filtragéo satisfatoria. Devem, ainda, ser resistentes,
livres de glicerina e nao devem apresentar areas hidrofobicas. As di
ficuldades basicas encontradas com membranas filtrantes nbrmalmeg
te se relacionam com distribuigao dos poros, presenga de areas hidro
fébicas, toxidez de tinta empregada na impressao do quadriculado em
sua superficie superior e com o préprio material empregado em sua
confecgao.

B-5.1 Poros
Os poros da membrana filtrante devem ser uniformes em diametro e
apresentar-se uniformemente distribuidos. Poros com diamtros irregu

lares determinam diferengas nas velocidade de filtragao em diferen
tes areas da membrana.
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A membrana deve ser livre de areas nao porosas que impegam a difu
s30 de nutrientes para sua superficie superior, pois qualquer célula
bacteriana retida em tais areas nao se desenvolvera por falta de nu
trientes.

B-5.2 Tipo de tinta empregada na impressao do quadriculado

Algumas tintas utilizadas para essa finalidade tem agéo bactericida
ou bacteriostatica. Tais efeitos podem ser reconhecidos atraves da
inibigao do crescimento das coldnias nas areas adjacentes as ‘linhas
do quadriculado. Estas restrigoes ao crescimento das colonias podem
ainda ser derivadas da utilizagao de tintas hidrofobicas que impe
dem a difusdo do meio de cultura para areas em que a mesma foi empre
- gada. A impressao do quadriculado na superficie da membrana nao deve
ser muito forte, pois disto pode resultar a ruptura da membrana nes
sas linhas, propiciando o crescimento confluente nos canais que se
formam. Portanto, as membranas filtrantes para uso microbiolégico
devem apresentar capacidade de retengao de bacterias certificada pe
lo fabricante e velocidade de filtragao satisfatoria e uniforme em
toda sua érea; devem ser resistentes ao uso, nao devem apresentar
areas hidrofobicas e a impressao do sistema quadriculado em sua su
perficie deve ser feita com tinta que nao estimule ou iniba o desen
volvimento normal das coldnias. Alem disto, devem permanecer iner
tes ds reagSes bacterianas e inalteraveis em suas caracteristicas
fisico—quimicas que podem afetar a seletividade e sensibilidade do
meio de cultura,

Quanto ao tempo de armazenamento das membranas filtrantes, recomen
da-se um periodo maximo de 12 meses, pois podem ocorrer alteragoes
em suas caracteristicas fisicas com o decorrer do tempo, determi
nando perda de flexibilidade, havendo .ruptura da membrana nos pontos’
de pressao criados durante a manipulag@o; alem disto, durante a fil
tracao, freqilientemente ocorre curvatura das bordas da membrana, im
pedindo o contato com o substrato.

B-6 Esterilizacao de membranas filtrantes

A esterilizagdo de membranas filtrantes é essencial em todas as apli
cagoes envolvendo filtragao deliquidos para a remogao de bactéerias
€ para uso na quantificagéo de bacterias pela tecnica de membrana
filtrante.

Usualmente, as membranas filtrantes sao embaladas individualmente, ou
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acondicionadas em envelopes fechados contendo 10 (dez) unidades,sen
do pré-esterilizadas pelo fabricante, estando, portanto, prontas pa
ra uso. Quando isto ndo ocorre, a esterilizagao deve ser feita atra
ves de autoclavagao a 121°C, durante 10 (dez) minutos;imediatamente
apos esse periodo de tempo, deve-se efetuar a exaustao do vapor da
autoclave e as membranas devem ser protamente removidas para mini
mizar sua exposigao ao calor. A exposicao excessiva das membranas
filtrantes as temperaturas de esterilizacao pode determinar o fecha
mento dos poros, disto decorrendo nao uniformidade na velocidade de
filtracdo em toda a area da membrana; além disso, as membranas podem
se tornar mais frégeis e quebradigas.

Comercialmente, 2a pré-esterilziagéo das membranas filtrantes pode
ser feita através da autoclavagao, radiagao gama ou exposigao a 6xl
do de etileno. Um estudo comparativo, relativo a avaliagao de mem
branas filtrantes pré—esterilizadas, demonstrou haver um aumento sig
nificativo na taxa de recuperagao bacteriana em membranas esterili
zadas por autoclavagado em relagao as membranas esterilziadas por ex
posigdo a Oxido de etileno, sugerindo a presenga de residuos  toxi
cos nas membranas esterilizadas por esse Gltimo método. Nesse senti
do, para laboratdrios que estao utilizando membranas filtrantes pre
-esterilizadas por 6xido de etileno, & aconselhavel que alguns paco
tes de membrana do lote em uso sejam autoclavadas no laboratorio
para uma posteridr comparacao com as membranaspré—esterilizadaspor
bxido de etileno, através da aplicagao de teste de recuperagao bac
teriana, utilizando culturas puras de bactérias. Este teste ira evi
denciar se residuos toéxicos ainda estdo presentes nas membranas pre
~esterilizadas por 0xido de etileno, e, se isto ocorrer, e recomen
davel que todo lote seja submetido a uma autoclavagao a 121°C duran
te 10 (dez) minutos, antes de sua utilizagao no laboratorio.

B-7 Controle da eficiéncia da autoclave D -

Utilizar ampolas com suspensao de esporos de Bacillus stearothermo

philus em meio de cultura, colocando-as no centro da caixa contendo
os meios de cultura a serem esterilizados. Estas ampolas, depois da
autoclavagao, sao incubadas em banho-maria a 55°C, durante 24 a
48 h. Se houver mudanga de coloragao da suspensao contida nas ampo
las, de roxa para amarela, significa que a esterilizagao foi insufi
ciente, pois houve desenvolvimento de bacterias.

B-8 Cuidados especiais na esterilizacgao rapida de porta-filtros

A esterilizagao dos porta-filtros atraves de imersao em agua ferven

te é uma pratica arriscada, que pode levar a sérias queimaduras, de
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ANEXO C - INFORMACOES COMPLEMENTARES

C-1 Lampadas germicidas ultra-violeta (U.V.)

C-1.1 Caracteristicas gerais

Sao lampadas que emitem radiagoes ultra-violeta com agao germicida.
A luz ultra-violeta inclui radiagoes entre 150 e 4000 Angstrons
(8), mas radiagdes inferiores a 1800 f s3o absorvidas pelo oxigénio
atmosférico, nao tendo, portanto, aplicagao para esterilizagao. 0
efeito mais potente para é morte de microrganismos ocorre a 2600'2.
As lampadas germicidas comerciais emitem primariamente 2537 R, que
tem 85% da capacidade germicida das radiagoes de 2600 2.

C-1.2 Avaliagao da eficiéncia na esterilizagao

Embora a vida média de uma lampada U.V. possa ser de 5000 horas, na
pratica esse tempo depende primariamente das caracteristicas indi
viduais das lampadas e do numero de vezes em que a mesma e utiliza
da. Assim; a simples manutengéo do log do numero de horas de opera
gao e sua comparagao com O tempo-limite recomendado pelo fabrican
te & de valor questionavel como Unico controle na avaliagao da  efi
ciéncia das lampadas germicidas no processo de esterilizagao. Para
um controle efetivo, as lampadas devem ser testadas quinzenalmente,
com um medidor de luz U.V. (luximetro) e substituidas se estiverem
emitindo menos de 80% de sua capacidade inicial. E recomendada  tam
bém, para essa avaliagao, a pealizagéo de teste Dbacteriologico .eg
pecifico, sendo a seguinte a Sequéncia de procedimento para sua éxg
cugao:

a) preparar "Plate Count Agar" em quantidade adequada para 0
numero de placas necessarias para o teste e distribuir volu
mes de 10 a 15mL do meio fundido em placas de Petri de
15 mm x 150 mm. Manter essas placas ligeiramente * abertas
em ambiente asséptico, ate que o meio se solidifique e a
agua de condensagao evapore.

Fechar as placas e mante-las em refrigerador ate o momento
do uso.

Nota: Ver Norma CETESB L5.201, para informagoes quanto a composi
950 e preparo de '"Plate Count Agar".

b) preparar uma série de diluigoes de uma cultura de uma bacté
ria do grupo coliforme, de modo a obter uma diluigéo tal que

um indculo de 0,5 mL da mesma fornega contagem de 200 a 250
microrganismos.
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Nota:

c)

d)

e)

f)

Ver Norma CETESB L5.215 para informagoes quanto ao preparo
da suspensao bacteriana e diluigoes da mesma.

para a realizagao do teste, pipetar 0,5 mL da diluigao sele
cionada (contagens de 200 a 250 microrganismos) na superficie
do "Plate Count Agar", contido em placas preparadas segundo
especificado no item a.

a seguir, com todos os cuidados de assepsia, efetuar o espa
lhamento do inodculo sobre a superficie do "Plate Count Agar'".
Para isso, proceder da seguinte maneira:

- colocar uma alga de Drigalski em um recipiente com alcool

etilico. Remove-la e passar por uma chama.

- Apbés todo o alcool ter sido queimado, deixar esfriar duran
te 15 segundos e, antes de efetuar o espalhamento, testar
se a temperatura da alga e segura para uso, tocando com a
mesma o "Plate Count Agar", nas bordas da placa de Petri

em que o mesmo esta contido.

- Apés essa verificagao, efetuar o espalhamento, posicionan

" do a alga de Drigalski perpendicularmente a superficie do
agar, no ponto em que o indoculo foi depositado. Mantendo
a placa parada, efetuar movimentos circulares com a alga,
ate o completo espalhamento do inoculo sobre toda a su
perficie do meio de cultura.

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

apés o espalhamento, colocar cada placa sob aluzultra-viole
ta, nos pontos em que se deseja verificar sua eficiencia
na esterilizagao, mantendo-as abertas durante dois minutos.
Como controle, separar uma das placas inoculadas, mantenﬁo—a
aberta sob a luz comum do laboratério, pelo mesho periodo de
tempo. '

fechar as placas e incuba-las a 35°C durante 24 horas.

Apbs esse periodo de incubagao, efetuar a contagem em todas
as placas. A placa-controle deve conter 200-250 colonias e,
nas placas irradiadas por luz ultra-violeta, e esperada uma
reducao minima de 99% em relagao a contagem obtida na placa-
controle. Se essa redugao for inferior a 80%, a lampada
ultra-violeta em teste deve ser substituida.
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C-2 Placas de Petri de pléstico - procedimento para reutilizagao
Embora consideradas como item descartavel, as placas de Petri de
pléstico podem ser reutilizadas, desde que submetidas a processos de
lavagem e esterilizagao adequados.

Para essa finalidade, e a seguinte a seqiiencia de procedimentos re
comendados:

C-2.1 Descontaminacao

Em relacgao as placas de Petri, em que ocorreu crescimento de micror-
granismos na superficie da membrana em seu interior, antes da lava
gem é requerida uma descontaminagao prévia. Para isso, proceder da
seguinte maneira:

a) com uma pinga, retirar a membrana e o meio de cultura con
tido na placa e acondicionar adequadamente esse material
para posterior descontaminagao em -autoclave a 121°% duran
te 30 minutos.

Nota: para a retirada desse material é recomendado o uso de luvas
para evitar a contaminagao do tecnico.

b) apés a retirada da membrana e do meio de cultura, separar
a tampa e o fundo das placas de Petri e imergi—los separa

damente em solugao de formol a 40%, durante 15 minutos.

¢) retirar as placas de solugao de formol a 40% e colocar se
paradamente tampas e fundos das placas em solugao de .él
cool a 70% durante duas horas.
Em relagao as placas de Petri, em que nao ocorreu cresci
mento de microrganismos na superficie da membrana em seu
interior, proceder conforme itens a e ¢, nao sendo neces
saria a colocagao em solugao de formol a 40%. Quanto ao
meio de cultura e membranas retirados dessas placas, oS
mesmos devem ser embalados adequadamente bara descarte, nao
sendo requerida sua autoclavagao, visto nao ter ocorrido
crescimento de microrganismos.

C-2.2 Lavagem

a) se necessario, colocar separadamente tampas e fundos em
uma solugao fraca de detergente, deixando por um periodo

de tempo requerido para facilitar a remogao de residuos
de meio de cultura;

b) lavar cuidadosamente, cada parte da placa, com auxilio de
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c)

d)

uma esponja, para eliminar qualquer residuo de meio de cul

tura;

enxaguar em égua corrente, efetuando um minimo de 10 enxa
gues, sempre esfregando com a mao as superficies interna

e externa das placas;

enxaguar uma vez em agua destilada ou desionizada.

C-2.3 Esterilizagao

a)

b)

c)

imergir as tampas e fundos das placas de Petri, separadamen

te, em alcool etilico a 70% durante 1 hora;

retirar as placas de Petri da solugao e deixar secar a tem

peratura ambiente em um local asséptico;

apés a completa secagem, expor as partes internas da tam
pa e fundo das placas de Petri a agao direta de radiagao
ultra-violeta durante 2 h.

C-2.4 Preparo final

Apés a esterilizagao, juntar a tampa e fundo rapidamente, sem tocar

na superficie interna das placas. Embrulhar em papel kraft ou acondi

cionar em caixas adequadas com tampa, guardando em armarios que te

nham boa vedagao contra poeira.

C-3 Vantagens e limitagoes da técnica de membrana filtrante

C-3.1 Vantagens

a)

b)

c)

‘a tecnica de membrana filtrante tem maior grau de preciséo

que a tecnica de tubos mﬁltiplos, proporcionando maior
grau de reprodutibilidade de resultados;

atraves da tecnica de membrana ‘filtrante ' pode-se examinar
volumes bem maiores da amostra em relagac aos examinados

pela técnica de tubos multiplos;

o tempo para obtengao de resultados é bem inferior em rela

cio ao requerido pela técnica de tubos multiplos.

Além disto, a utilizagcao desta tecnica determina:

a)

b)

c)

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

economia de espago na incubadora;

redugao no tempo requerido para as operagaes<ﬂainoculagéo,
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leitura e repicagem de culturas.

Disto resulta o aumento da capacidade do laboratorio em termos de né
mero de amostras por dia, sem que haja aumento da quantidade de ho
ras-homem dispendidas e da quantidade necessaria de meios de cultu
ra.

Esta tecnica permite ainda a filtragao de amostras no campo ou em
localidades distantes do laboratorio. '

C-3.2 Limitagoes

A tecnica de membrana filtrante apresenta algumas limitagoes (em ge
ral nao associadas a aplicagéo no controle de éguas potéveis), que
impedem sua utilizagao em varias situagGes, como substituta da  tec
nica de tubos maltiplos.

Os principais fatores responsaveis por essas limitagdes sao os indi
Cados de C"'3u201 a C_302040

C-3.2.1 Materiais em suspensao

A presenca de materiais em suspensao pode limitar a aplicagao da tég
nica de membrana'filtrante para qualquer amostra, pois o crescimen
to podera se apresentar como uma pelicula continua sobre a superfi
cie, impossibilitando a contagem. Esta limitagao depende do volume
a ser filtrado, da espessura da camada de material retido sobre a
membrana e também do tipo de material em suspensao. Assim, camadas
relativamente delgadas de materiais higroscépicos como ferro, manga
nés, aluminio ou algas, podem obstruir os poros da membrana, ao pas
80 que camadas mais espessas de materiais cristalinos ou silicosos
podem causar pouca ou henhuma dificuldade.

Quando uma amostra de égua apresenta alta turbidez, mas se sabe que
a populagao de Candida albicans e alté, esse problema pode ser eli-
minado atraves da filtragao de volumes pequenos da amostra.

C-3.2.2 Presenga de metais pesados

Certas aguas altamente poluidas com residuos industriais podem conter
mais que 1 mg/L de zinco ou cobre; estes ions, que exercem uma agao
microbicida podem ser adsorvidos a membrana e, assim, impedir o cres
cimento de microrganismos, fazendo com que sejam obtidos resultados
irregulares para Candida albicans.

Para amostras deste tipo, recomenda-se a adigao de um agente quelan
te (EDTA) ao frasco, antes de se efetuar a coleta da amostra.



44 CETESB/L5.520

C-3.2.3 Presenga de fenois ou metais toxicos

Esgotos submetidos a tratamento primario, seguido de cloragao ou es
gotos contendo fenois ou metais toxicos, provenientes de residuos in

dﬁstriais, nao podem ser analisados pela técnica de membrana filtran
te.

C-3.2.4 Presenca de algas

A presenga de algas nas amostras impossibilita a utilizacao da técni
ca de membrana filtrante, pois ocorre obstrugéo dos poros da membra
na, formando-se uma pelicula em sua superficie, podendo impedir o

crescimento ou a visualizagao das colonias.

C-3.3 Fatores que intervem na escolha da tecnica da membrana fil
trante

A decisao da escolha da tecnica de membrana filtrante para determinar
a qualidade da agua, do ponto de vista bacteriologico, pode ser ba
seada em:

a) aplicabilidade do exame as aguas a serem examinadas;

b) disponibilidade de equipamentos e materiais de boa quali

dade;

¢) habilidade técnica do pessoal do laboratorio;

d) conveniéncia;

e) fatores economicos;

f) atitudes administrativas.

/Anexo D
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