Bus
.

NORMA TECNICA L5.206

Staphylococcus aureus - determinacao pela técnica de
membrana filtrante: método de ensaio

Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo
Avenida Professor Frederico Hermann Jr., 345
Alto de Pinheiros CEP 05459-900 Sao Paulo SP
Tel.: (11) 3133 3000  Fax.: (11) 3133 3402

http: // www.cetesb .sp.gov.br




STAPRYLOCOCCUS AUREUS - DETERMINACAO PELA

TECNICA DE MEMBRANA FILTRANTE L5.206
CETESB
DEZ/93
Método de ensaio

SUMARIO

Introdugdo

Objetivo

Normas complementares

Definigles

Aparelhagem

Execugdo do ensaio

Resul tados

Anexo A - Esquema de procedimento
Anexo B - Recomendag¢des de ordem geral
Anexo C ~ Informagdes complementares
Anexo D - Referéncias bibliogréficas

s W

INTRODUGAO

0 género Staphylococcus compreende varias espécies. sendo
Staphylococcus aureus o agente mais comum de infecgdes piogénicae.
Estas infecgdes podem localizar-se na pele ou em regifes mais
profundas e ocorrem quando essa bactéria penetra nos tecidos através
de cortes ou de erupgdes da pele. sendo que a natureza da infecqéo
depende da wviruléncia desse microrganismo e do grau de defesa do
individuo. ©Os estafilococos adguirem facilmente resisténcia aos
antibidticos e quimioterdpicos, dando lugar ao aparecimento de cepas
resistentes responsdvels pela eclosdo epidémica de infecgdes supurati
vag, particularmente em ambiente hogpitalar onde a utilizagfio desses
medicamentos é efetuada de maneira sistemética.

O principal reservatdério de S asureus na natureza é o homem. podendo
ser is®lado em vérias partes do corpo., como nag foegsas nasale, na
garganta, no intestino ® na pele. Embora n8o seja autdctone do
amblente aquatico, essa bactéria pode estar presente em dguas doces e
marinhas. sendo pouco provédvel que se multiplique nessas Adguas. polis
requer uma gama considerdvel de nutrientes orgénicos e condigles
adegquadas de temperatura. Contudo, & awrews estd bem adaptado para
sobreviver fora do hospedeiro humano, sendo muito resistente a 1luz
golar. & desidratag8o e & salinidade.

Um enfogque especial tem sido dado nos dltimos anos a pesquisa de
Staphiylococcus aursds em Aaguas de pilscina e em 4dguas recreacionais
devido ao fato de esse microrganismo estar relacionado com a alta
incidéncia de infec¢des do trato respiratério superior (faringitesm,
amigdalites, otites, infecgdes oculares) gue ocorrem em banhistas que
fazem usoc dessas 4dguas contaminadas, bem como em decorréncia da
elevada resisténcia que apresenta a desinfetantes halogenados.
normalmente aplicados no processo de desinfecglio de piscinas.
S surevs pode vir a se constituir no principal contaminante

bacteriano de &guas recreacionais com elevada densidade de banhistas,
podendo estar presente mesmo na auséncia de bactérias do grupo

coliforme, consideradas indicadoras de contaminag8o fecal. Nessge
sentido, sua pesgquisa em dguas de piscina e tanques de hidroterapia
torna-se um parametro bésico, de importancia fundamental como

indicador de risco a saitide dos usuarios.

Em indidstrias alimenticias, a pesquisa de 5. suvrevs assume grande
importancia na avaliag3o da qualidade da dgua utilizada no preparo de
alimentos., devido ao fato de ser responsdvel pela maioria dos casocs
de intoxicagd8o por ingest8o de alimentos e, em industrias farmacéuti
cas, sua pesqguisa é particularmente 1mportante pela possibilidade de
contaminag3o de cosméticos.
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1 OBJETIVOQ

1.1 Esta Norma prescreve o método de quantificagdo de Srapiylococcus
aureus pela técnica de membrana filtrante utilizado para:

a) avaliagdo da qualidade de Aguas de piscina., de tanques para
hidroterapia e de Aguas recreaciocnais naturais:

b) avaliagdo da eficiéncia do tratamento de dguas de piscina:
c) avaliagdo da qualidade de Aguas industriais, particularmente

de industrias farmac8uticas.

2 NORMAS COMPLEMENTARES

Na aplicagdo desta Norma & necessario consultar:

Norma CETESB M1.001 - Lavagem, preparo e esterilizagdo de materiais em
laboratério de microbiologia.

Norma CETESB L5.215 - Prova de adequabilidade bioldgica da 4dgua desti
lada para fins microbioldgicos.

Norma CETESB L5.216 - Controle de qualidade de meios de cultura.

Guia de Coleta e Preservacgdo de Amostras de Agua., CETESB. 1988,

3 DEFINICOES

Para os efeitos desta Norma sdo adotadas as definigbes de 3.1 a 3.8,

3.1 Staphylococcus avreus

Cocos Gram-positivos. anaerdbios facultativos, imdveis. com 0.5 a
1.0 pm de difmetro. ocorrendc isolados. em pares ou agrupados de modo

irregular. produzindo '"cachos" de cocos. S&8o catalase e coagulase
positivas. fermentam a glicose e o manitol em anasrobiose & produzem
uma nuclease estavel ao calor.

3.2 Cocos

Designacdo dada as bactérias que apresentam forma esférica.

3.3 p.a.

Para andlise.

3.4 EDTA

Acido etilenodiaminotetracético.

3.5 N.C. MF-/100 mL

Nuamero de colénias por 100 mL (Membrana Filtrante).

3.6 C.ct.

Crescimento confluente.
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3.7 C.P.

Contagem prejudicada.

3.8 gq.8.p.

Quantidade suficiente para.

4 APARELHAGEM

4.1 Equipamentos

4.1.1 Balanga -

Com sensibilidade de. no minimo., 0.1 g ao serem pesados 150 g.1
4.1.2 Banho-maria

Equipado com termostato para temperatura de 55°C, com capacidade
suficiente para comportar recipientes contendo meios de cultura. cuja
temperatura deve ser estabilizada antes de sua distribuig3c em placas
de Petri.?

4.1.3 Destilador de dgua ou aparelhos para desionizacdo

Devem produzir dgua ndo téxica, livre de substé@ncias que impegam a
multiplicag3o bacteriana ou interfiram nela.?® cuja condutividade deve

ser inferior a 2 US/cm?2 a 25°C e pH na faixa de 5.5 a 7.5.
4.1.4 Equipamentos para esterilizacgdo

4.1.4.1 Autoclave )

E normalmente operada a uma press3o de 1033%3 Pa (1.05 kgfrcm? ou
15 lbrpol2) produzindo uma temperatura de 121.6°C., ao nivel do mar.
Em seu funcionamento deve-se observar a substituigdo por vapor de
todo o ar existente na cémara; a operagdo total desse equipamento
precisa durar no minimo uma hora. E recomenddvel que a temperatura de
esterilizacdo seja atingida em até 30 minutos.4

4.1.4.2 Estufa de esterilizacgao

Mantida a uma temperatura de 170 + 10°C durante o pericdo de esterili
zacg3oc (minimo de duas horas). : .

1 As balangas devem ser colocadas em local adsguado, protsgidas de vibragles, umidade e mudangas
bruscas de temperatura; precisam ser mantidas limpas e manuseadas por pessoal que conhega seu
funcionamento.

2 Devem ser feitos registros continuos s periddicos da temperatura s os termdmetros usados graduados
com intervalo de sscala de 0,1°C. As estantss a serem colocadas no banho-maria tém que ser de ago
inoxidével ou de ago galvaniaado.

3 A densidade de bactérias heterctréficas na agua recém-destilada deve ser inferior a 1000 unidades
formadoras de coldnias por mL (UPC/nL) e & 10000 UFC/ML na 4gua destilada armazenada, devendo esse
controle ser sfetuado com freguédncia minima mensal (Norma CETESB L5.215).

4 0O controle da eficiéncia da autoclave é& feito utilizando-ss ampolas com suspensic de Bacillus
stearothermophillus em maio de cultura, colocando-ag ontre os frascos ou os materiaie a serem
esterilizados. Estas ampolas, depeois da autoclavagem sfo incubadas em banho-maria a 55°C durante
24-49 horas. Ss houver mudanga de coloraglio da suspensde contida nas ampolas, de roxa para
amarela, iseo s=ignifica que a esterilizagSo fol inpsuficiente, pois houve desenvolvimento de
bactérias.
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4.1.5 Equipamento para filtracgdo
4.1.5.1 Fonte de wvacuo

Bomba de v#écuo ou outro dispositivo conveniente para produzir uma
pregsdo diferencial no porta-filtro.

4.1.5.2 Frasco de filtracgédo
Frasco Kitasato. de parede espessa, com capacidade de 4000 mL.
4.1.5.3 Porta-filtros (ver Figura 1)

De vidro, de pldastico autoclavdvel ou de ago inoxidével. Podem ser
acoplados diretamente ao frasco de filtragdo ou a suportes especiais
(para véarios porta-filtros): neste caso. os suportes sdo conectados
ao frasco de filtrag3o através de tubo de polietileno ou tubo de
ldtex de espessura adequada,

4.1.5.4 Frasco de protecgdo

Frasco Kitasato de parede espessa. usualmente de 1 litro. conectado
ao frasco de filtragso e & fonte de vacuo atravées de tubo de
polletlleno ocu tubo de latex de espessura adequada. Sua finalidade &
prevenir que a fonte de vAcuo seja atingida pela &gua acumulada no
frasco de filtragédo.

4.1.6 Incubadora bacterioldgica termostatizada

Deve manter a temperatura na falxa de 35 + 0.5°C e a umidade relativa
sntre 75 e 85%.°%

4.1.7 LAmpadas germicidas (ultravioleta)

S3c lampadas que smitem radiagdo ultravioleta, com agdo bactericida,
S3c usadas na descontaminacgdo dos porta-filtros. entre as sucessivas
gséries de filtragdio e para a ssgterilizagdo das® placas de Petri de
plédstico. Para a total efieciéncia do proceeso. devem ser observados
0os seguintes pontos:
a) as superficies a serem esterilizadas nadc devem conter resi
duos de nenhuma espécie. pois a poeira acumulada diminui o
poder germicida da l&mpada;
b) a distAncia entre a lampada e a superificie a ser esteriliza
da deve ser a minima possivel:
c) deve-se efetuar a limpeza das la&mpadas mansalmanta. utili
zando-se um pedago de pano embebido em etanocl:
d) a eficiéncia da lampada germicida deve ser avaliada periodl
camente (ver Anexo C-1.2).

4.1.8 Medidor de pH

Deve fornecer exatid3o minima de 0,1 unidade de pH e sua calibragéo
ser feita pelo menos duas vezes aoc dia com. no minimo. duas
solugbes-tampdo padrdes (pH 4.0. pH 6,86 ou pH 9.18).

4.1.9 Microscépio estereoscédpico binocular

Com aplicagdo para 10 a 15 di&metros. E recomendada a utilizagdo de
uma lampada de 1luz fluorescente branca (fria). adaptada em suporte
adequado que permita sua colocag3do acima da membrana em gue sera
efetuada a contagem de colbnias.

5 A verificagdo da temperatura deve ser feita periodicamente {minimo de duas vezes ao dla) atravée ds
termdmetros (com o bulbo submerso em Agua, glicerina ou éleo mineral) colocados em pontos representa
tives da incubadora, sendo aconselhdvel também a colocagdco de um termémetrc de méxima e minima na
sua parte central. A estratificagfo da temperatura na incubadora pode ser evitada através da coloca
gdo, em seu interior, de um dispositive para circulagde do ar.
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JUNTA CIRCULAR
DE ENCAIXE
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BASE DO PORTA-FILTRO

ROLHA

FIGURA 1 - Unidade de filtracdo
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4.1.10 Refrigerador

Deve manter a temperatura na faixa de 2 a 10°C.

4.2 Vidraria
4.2.1 Baldes

De borossilicato ou de vidro neutro. com capacidade adequada para o
preparo de meios de cultura.

4.2.2 Frascos para 4dgua de diluigdo

De borossilicato (Pirex) ou de vidro neutro. com tampas de rosca que
permitam boa vedagdo e sejam livres de substdncias téxicas soluveis.
com capacidade para conter (90° + 2) mL de Agua de diluicdo. deixando
um espago suficiente para permitir uma boa homogeneizagdo quando se
efetuar a agitagdo,

4.2.3 Frascos para coleta de amostras

De vidro neutro ou de pldstico autoclavdvel ndo téxico, com
capacidade minima de 125 mL, boca larga e tampa & prova de vazamento.

4.2.4 Frascos de erlenmeyer

Devem ser de borossilicato ou de vidro neutro, com capacidade de
100 mL @ 1 L.

4.2.5 Pipetas

Pipetas do tipo Mohr de 1 mL. 5 mL e 10 mL. com graduacdo de 1-10 e
erro de calibrag#@o inferior a 2.,5%. com bocal para tampdo de algodao.

4.2.6 Provetas graduadas de 100 mL
4.2.7 Tubos de ensmaio

De borossilicato ou de wvidro neutro.

4.3 Outros materiais

4.3.1 Algas de inoculacgé@o

Fio de niquel-cromo. platina-iridio ou platina. com 0.5 mm de
didmetro © 70 a 80 mm de comprimento., fixado a um cabo metdalico (cabo
de Kolle).

4,3.2 Bico de Bunsen ou similar

Deve ter funcionamento adequado de modo a produzir combust3o
completa.

4.3.3 Caixas ou cestas de ago inoxidavel

Para esterilizagdo de materiais.

4.3.4 Caixas de Huddlenson

Para teste de aglutinag@o rédpida. Caixa de madeira pintada internamen

te de preto, salvo uma face. pintada de branco, provida de uma
lampada e uma placa de vidro quadriculada.
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4.3.5 Estantes

De tamanho adequado para a colocag3o dos tubos de ensaio empregados
na andlise.

4.3.6 Estojo para pipetas

Usar, para acondicionamento e esteriliza¢do das pipetas., estojos de
aluminio ou de ago inoxidével de tamanho adequado. Opcionalmente as
pipetam podem ser embrulhadas individualmente em papel Kraft para
esterilizacdo,.

4.3.7 Membranas filtrantes estéreis

De 47 mm de di&metro. com porosidade de 0,45 pm (brancas, gquadricula
dam) e de 0.20 ym (brancas).

4.3.8 Papel aluminio
4.3.9 Papel Kraft
4.3.10 Pincgas

+

Do ago inoxiddvel. com extremidades arredondadas.
4.3.11 Placas de Petri de pléstico

De plédstico ndo téxico., bem vedadas. de 48 mm de di&metro e 8.5 mm de
altura.

4.3.12 Tela de amianto
4.3.13 TermbOmetros

4.3.14 Tripé

5 EXECUGAO DO ENSAIQ

5.1 Principio do método

0O método baseia-se na filtrag3o de volumes adequados de &gua através
de membrana filtrante com porogidade de 0.45 um. As bactérias a serem
detectadas. apresentando dimensdes maiores. ficar8o retidas na
superficie da membrana. a qual & entdo transferida para uma placa de
Petri contendo © meio de cultura seletivo e diferencial (meio de
Baird-Parker). Por capilaridade. o meioc se difundird para a membrana,
entrando em contato com as bactérias e. apds um periodo de incubagdo
de 48 horas a 35°C., se desenvolverdo. na superficie da membrana.
colénias com caracteristicas tipicas (colénias negras, brilhantes,
convexas, com dildmetro de aproximadamente 1 a 4 mm geralmente
rodeadas por um halo claro). que poderdc ser ocbservadas com auxilio
de um microscépio estereoscépico. A partir da confirmagdo dessas
colénias na pesquisa da produgdo de catalase e coagulase., calcula-se
a densidade de Staphylococcus aureus presente na amostra.

5.2 Reagentes

5.2.1 Para a preparacdo dos meios de cultura e solugdes sdo
necessdrios os seguintes reagentes:

a) a&cido stilenodiaminotetracético. sal dissdédico (EDTA):
b) &gar:
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adgua destilada:

dlcool etilico (etanol) p.a.:

cloreto de litio (LiCl) p.a.:

cloreto de magnésio (MgCl,.6H;0O) p.a.:
cloreto de sédio (NaCl) p.a.:

extrato de carne:

extrato de levedura:;

fogfato de sddio dibdsico (NaHFPO,) p.a.:
fosfato de 2édio monobésico (KHPO4) p.a.:
gema de ovo.

glicina (H;NCH,COOH) p. a

glicoee (dextrose) p.a.

hidrdéxido de sddio (NaOH) p.a.;
infus3o de cérebro de vitela:

infusdo de coragdo:

plasma de coelho e~ oy humano:
perdxido de hidrogénio (Hx0;) p.a.:
piruvato de sdédio {(CjH;NaO,;):
proteose—peptona p.a.;

telurito de potdssio (K;TeO;) p.a.:

x) tiossulfato de sdédio (NayS,;0;) p.a.:. e
z) triptona p.a.

CEHNMHAOQTDOI B~ E DA w0 On
o N A e R R U R Y W R e e

5.2.2 Os reagentes devem ser de grau bacterioldgico e de procedén
cia idénea. apresentar odor. cor e consigténcia inalteradas e ser
livres de elementos bactericidas ou bacteriostdticos inespecificos.

5.3 Meios de cultura

5.3.1 Meio Agar de Baird-Parker

FSOrmula:

Agar base de Baird-Parker........ e e e 950 mL
Emulgfioco de gema de OVO. .. ... ... i 50 mL
Solugdo de telurito de potdssio 3.5%............ .. iy 3 mL

5.3.1.1 Agar base de Baird-Parker

Férmula:

B ol I8 o 4 o - 10.0 g
Extrato de Carmne. . .. ... . . e e e e 5.0 g
Extrato de levedura. . ... .. ... . it i e s 1.0 g
Glicina P.aA. . v e e e e e e e e 12,0.9
Piruvato de s86dio. .. ... . i i e e e e e e 10,0 g
Cloreto de litio (LiCl) p.a&. . . . . . . i e 5.0 g
0 - 20.0 g
Agua destilada. .. ... . e 950 mL

Preparo:

Pesar 63 g do meio desidratado "Baird-Parker Agar Base" e acrescentar
950 mL de Agua destilada fria. Deixar em repouso durante aproximada
mente 15 minutos. Aquecer. agitando freqgiientemente até a completa
dissolugdo do meio. Ajustar o pH para 7.0 z 0.2. Esterilizar em
autoclave a 121°C durante 15 minutos. Apds esterilizagd3o, manter o
meio preparado em banho-maria a 45°C a 50°C, para estabilizagdo da
temperatura até o momento da adigdo da emulsdoc de gema de ovo e da
solugdo de telurito de potdssio a 3.5%.
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5.3.1.2 Emulsdo de gema de ovo

Férmula:
GeMA dAB OVO . . . o it e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e 50 mL
Solug@o salina a 0.85%. ............ .00, e e e e e 50 mL
Preparo:

Lavar o2 ovos frescos de galinha e colocar em Alcool etilico a 70%
por aproximadamente 60 minutos. Retirar os ovos com o auxilio de uma
colher e. em seguida, iflambar para eliminar o excesso de 4Alcool.
Quebrar os ovos assepticamente. separando as gemas em frasco
esterilizado. Desprezar as claras. Homogeneizar e medir 50 ml. da
gema. Acrescentar 50 mL de solugdo salina a 0.,85%. Misturar com
cuidado para evitar formagdo de espuma. guardar em frasco bem vedado.
sob refrigeragdo (2°C a 8°C). -

5.3.1.3 Solucg3o de telurito de potassio a 3.5%

Férmula: W

Telurito de potdssio (KTeOz).......... ... .., e e 3.5 ¢
Agua destilada @.8.P. ... v i e e e e e e 100 mL
Preparo:

Pegar 3,5 g de telurito de potéssio, colocar em um bal3o volumétrico
de 100 mL e completar o volume com &dgua destilada fria. Homogensizar
e esterilizar por filtragdo em membrana filtrante com porosidade de

0.20 pm. Guardar em frasco bem vedado. sob refrigeracdo (2°C a 8°Cj).
5.3.1.4 Preparo final do meio &gar de Baird-Parker

Adicionar assepticamente ao &dgar base de Baird-Parker estabilizado a
45°C a 50°C, 50 mL de emuls3o de gema de ovo e,3 mL da soclugdo de
telurito de potéssio a 3,5%. Homogeneizar e distribuir volumes de
3 mL em placas de Petri de pléstico de 48 mm X 8.5 mm. Armazenar as
placas de Petri contendo o meio &gar de Baird-Parker sob refrigeragéo
(2°C a 8°C) durante um periodo de 48 horas.

5.3.2 Agar infus3o de cérebro e corac¢io (Agar BHI)
Férmula:

Infusdo de cérebro de vitela............ .. . i 200.,0
Infusdo de coragdo. .. ... ... .. e e e e e 250.0
Proteose-peptona. . . .. i i e i e e s e e 10.0°
Glico8e. . ... e e e L e e e e v 2
Cloreto de sddio (NaCl) p.a......... e N 5
Fogfato de sdéddio dibésico (KQHPO4) 0 - e 2
Agar........ ... . e e e 15,
Agua destilada. .. ... ...t e Ce e 1000
pH final ap¢s esterlllzaqao. 7 4 : 0,2

?‘\Q QuUYaawa

Preparo:

Pesar 52.0 g do meio desidratado "Brain Heart Infusion Agar" e
acrescentar 1000 ml. de &gua destilada fria. daeixando em repouso
durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer, agitando freqilientemente.
até a completa dissolugdo do meio. tomando cuidado para gue ndo seja
atingida a temperatura de ebuligdo. Ajustar o pH para 7.4 t 0.2,
Digtribuir wvolumes de 4 mL a 5 mL em tubos de ensaio de
12 mm x 120 mm. Tamponar e esterilizar em autoclave a 121°C durante
15 . minutos. Apds esterilizagdo, conservar os tubos em posgigdo
inslinadg até solidificacdc do meio. Armazenar sob refrigeracgdo
(2°C a 8°C).
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5.4 Solucgdes
5.4.1 Agua de diluigdo

Férmula:

Solug3o-sstoque A..... e e e e - 1.25 mL
Solugdo~estogue B. . ... ... ... iy e e e e . 5,00 mL
Agua destilada. .. ... ... ... ... 1000 mL

pH final apdés esterilizagdo: 7.2 = 0.1
5.4.1.1 Solucdo-estoque A

Férmula:
Fosfato de potdssio monobdsico (KHPOy) p.a............... 34.0 g
Agua destilada g.8.P. ... ..o e e 1000 mL
Preparo:

Disgsolver o fosfato de potdssio monobdgico em 500 mL de Agua
destilada., ajustar o pH para 7.2 2 0.1 com solugdoc de hidrdéxido de
sédio 1 N & completar o volume para um litro com 4&gua destilada.
Distribuir, em frascos com tampa de rosca, volumes gque sejam
adequados A necessidade de uso do laboratdério. Esterilizar em
autoclave a 121°C, durante 15 minutos. Armazenar em geladeira (2°C a
8°C).

5.4.1.2 Solugao-estoque B

Formula:

Cloreto de magnééio (MgCl,.6HO) P8, .. v vt v i v v 81,1 g
Agua destilada g.s.p....... e e e e e 1000 mL
Preparo: .

Pesar 81.1 g de cloreto de magnésio, colocar em um bal3io volumétrico.
Acrescentar 500 mL de Agua destilada, homogeneizar e. apdés dissolu
cdo. completar o wvolume para 1000 mlL. Distribuir. em frascos com
tampa de roaca, volumes que sejem adequadog A& necessidade de uso do
laboratéric. Armazenar em geladeira (2°C a 8°C).

5.4.1.3 Preparo final da Agua de diluigdo

Adicionar 1.2% mL da solucgdo-estoque A e 5 mlL da solugd3o-estoque B a
1000 mlL de A&Agua destilada. Distribuir em frascos des diluigdo
gquantidades adequadas gque assegurem. apds autoclavagem a  121°C
durante 15 minutos, volumes de (90 : 2) mL. Armazenar a temperatura
ambiente. :

Nota: Antes da utilizag@o da solugdo-estoque A. deve-se verificar
e ndo ha quaisquer evidéncias de contaminag3o microbiana
(turbidez. presenga de material em suspens3oc). Em caso afirma
tivo, essa solugdo deve ser descartada.

5.4.2 Solugdo normal de hidréxido de sédio (NaOH-1MN)
Férmula:

Hidréxido de sdédio (NaOH) = YK - A 40,0
Agua destilada g.s.p........ e e e e e 1000 mL

(o]
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Preparo:

Pesar 40 g de hidrdxido de sddio e colocar em um bal3o volumétrico de
um litro e homogeneizar em pequenog volumes de Agua e. apés
dissolugdc. completar © volums para 1000 mL com Agua destilada.
Armazenar em frascos bem vedados & temperatura ambiente.

5.4.3 Solucd@o de tiossulfato de sédio a 1.,8%

Férmula:
Tiossulfato de s8dédio (Nay,S;03) p.a.............. e 18.0 g
Agua destilada g .@.P. . it ii  s Cees 1000 mL
Preparo:

Pesar 18 g de tiossulfato de sdédio, colocar em um baldo wvolumétrico
de um litro e homogeneizar em pequenos volumes de &gua e, apds
dissolugdo, completar o wvolume para 1000 miL. com 4dgua destilada.
Armazenar em frascos bem vedados & temperatura ambiente.

5.4.4 Solugdo de EDTA a 15%

Férmula:
EDTA (4cido etilenodiaminotetracético, sal dissddico)... 150 g
Agua destilada g.8.p........... e e e e e e 1000 mL
Preparo:

Pesar 150 g de EDTA, colocar sesm-bald3o volumétrico de um litro e
homogeneizar em pequeno volume de 4dgua e, apds dissolugdo, completar
© volume para 1000 mL com &gua destilada. Ajustar o pH para 6.5,
Armazenar em frasco bem vedado & temperatura ambiente.

5.4.5 Solucgdo de perédxido de hidrogénio (H,0,;) a 3%

Férmula:
Perdxido de hidrogénio (HyO2) p.a. ... . it i i 3 mL
Agua destilada Q. 8. P .. .t v vt it e 1000 mL
Preparo:

Colocar 3 mL de perdxido de hidrogénioc em um baldo volumétrico de
100 mL e completar o volume com &gua destilada. Misturar através de
agitacdo. Armazenar em frascos bem vedados sob refrigeragdo (2°C a
g°C) .

5.4.6 Solugdo salina de cloreto de sdédio a 0.85%

FSrmula:
Cloreto de s8ddio (NaCl) p.a.. ... ... i 8.5 g
Agua destilada Q.8 . P. .ttt e e e 1000 mi
Preparo:

Pesar 8.5 g de cloreto de sédio e colocar em um baldo volumétrico de
um litro. Homogeneizar em pequenos volumes de Agua destilada e. apds
dissolugdo do cloreto de sdédio, completar o wvolume para 1000 mL
Digtribuir, em frascos com tampas de rosca, volumes gue sejam
adequados a necessidade de uso do laboratdério. Armazenar a
temperatura ambiente.
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5.5 Reacgdes
5.5.1 Reagles no meio Agar de Baird-parker

Os inibidores cloreto de 1l1litio e telurito de potdssio atuam como
supressores do crescimento de organismos né@o desejados, e o piruvato
e a glicina favorecem seletivamente o crescimento de estafilococos. O
telurito e os componentes da gema do ovo sdc responsdveis pela
diferenciac3o de estafilococos coagulase-positiva pela formagdoc de
colénias convexas, de cor negra, brilhantes., geralmente rodeadas por
uma zona transparente. diferenciando dos estafilococos coagulase-nega
tiva. O crescimento deste dltimo observa-se ocasionalmente. e as
colénias que aparecem depois de 24 horas de incubagdo a 35°C,
" distinguem-se pela sua aparéncia irregular. ZFroteus e espécies de
Bacillus podem crescer. mas como coldnias de cor marrom.

5.5.2 Pesquisa de catalase

A catalase é uma enzima gque catalisa a reac¢3o em que atuam duas
moléculas de peréxido de hidrogénio (H;O;). uma como doadora de
hidrogénio © outra, como receptora. Sua presenga na bactéria, ao ser
adicionado o peréxido de hidrogénio sobre uma suspensdo da cultura. ¢
evidenciada pela liberac3o de oxigénio (0O;). havendo formagSo de
bolhas de gas.

5.5.3 Pesquisa da coagulase

A coagulase é uma enzima produzida por Staphylococcus aureus que.
reagindo com um cofator existente no plasma de certas espécies
{cocelho. cavalo. homem). transforma o fibrinogénio em fibrina.
Staphylococcus aureus produz dois tipos de coagulase: livre e
conjugada. A coagulase livre é uma enzima extracelular produzida
quando o organismo é cultivade em caldo., A coagulase conjugada,
também conhecida como fator aglutinante. encontra-se aderida a parede
celular do organismo (coagulase em lamina).

A pesquisa da coagulase é o critério mais amplamente utilizado para a
diferenciacd@o entre as espécies do género Staghylococcus. sendo o
resultado positivo neste teste um parametro fundamental para a
perfeita caracterizacgdo de Staphiylococcus aureus.

5.6 Amostragem

Deve ser realizada conforme degscrito no Guia de Coleta e Preservagao
de Amostras de Agua, CETESB, 1988.

5.6.1 Amostra

5.6.1.1 Identificag8o: a amostra deve ser bem identificada e todas
as informagSes sobre ela devem ser completas (n® da amostra, data,

local. pH. temperatura, cloro residual e ©outras informacgtes
necessArias) para dque os resultados possam ser interpretados
corretamente. .

5.6.1.2 Agente neutralizador de cloro residual: para a coleta de
amostras de &guas tratadas. deve-se adicionar ao frasco de coleta.
antes de sua esterilizag8o, 0,1 mlL. de uma solugdo a 1.8% de
tiossulfato de sédio para cada 100 mL da amostra, para neutralizar a
acdo do cloro residual. Essa quantidade de tiossulfato de sddio é
suficiente para neutralizar concentragdes de até 5 mg/Il. de cloro
residual. sendo adequada para as amostragens de rotina. Em situagles
especiais., como por exemplo. em emergéncias, em que o residual de
cloro pode ser maior, uma maior gquantidade de tiossulfato é
requerida. Nesses casos. podem ser utilizados volumes de 0.1 mlL de
uma solugdo a 10% de tiossulfato de sdédio para cada 100 mL da
amostra. sendo esta guantidade suficiente para neutralizar concentra
¢dos de até 15 mg-L de cloro residual.
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5.6.1.3 Agentes quelantes: para a coleta de amostras de &guas
poluidaes, esuspeitas de conterem concentragdes superiores a 0,1 mg-L
de metais pesados, tais como cobre, zinco., etc.. deve-se adicilonar ao
frasco de coleta., antes de sua esterilizagdo, 0,3 mL de uma solucgdo a
15% de EDTA. para cada 100 mL da amostra. além do tiossulfato de
gédio (volumes de 0.1 mlL de uma solugdoco a 10% para cada 100 mL da
amostra). A sclucgdo de EDTA pode ser adicionada ao frasco de coleta
separadamente ou ja& combinada com a soclug3o de tiossulfato de sdédio
antes da adig3o. O EDTA atua como agente quelante. reduzindo a agdo
téxica de metais, apresentando uma agéo mais ampla gque o tiossulfato
de smdédioc. o gqual. na concentragdo empregada, previne apenas a ag3o
bactericida do cobre.

5.6.1.4 Transporte e conservagéo: apés a coleta., a amostra deve ser
enviada ao laboratdério o mais réapido possivel. O tempo méximo ideal
entre a coleta da amostra e o inicio do exame & de oito horas., sendo
que o tempo limite ndo deve exceder 24 horas para Aguas brutas e 30
horas para 4dguas tratadas. As amogtras devem ser transportadas sob
refrigeracdo (4°C a 10°C) e conservadas assim até o inicio do exame.

5.7 Procedimento

5.7.1 Antes de iniciar o exame. desinfetar a bancada de trabalho,
usando um desinfetante que ndo deixe residuos.

5.7.2 Dispor sobre a bancada de trabalho o material necessario para
a execucgdo da andlise. a saber: _

5.7.2.1 Equipamento de flltraqéo. com og porta-filtros previamente
esterilizados.

5.7.2.2 Placas. de Petri de 48 mm x 8.5 mm. contendo o meio Agar de
Baird-Parker identificadas com o n® da amogtra. o© wvolume a ser
filtrado & a data.

5.7.2.3 Provetas graduadas estéreis. com a abertura reccberta com
papel aluminio, 1dent1f1cadas com ¢ n® da amostra’

5.7.2.4 Agua de diluig3o estéril. contida em baldes identificados
com o n? do porta-~-filtro. para cuja enxaguadura serdo utilizados.

5.7.2.5 Pingas com as extremidades mergulhadas em &lcool.

5.7.2.6 Membranas filtrantes estéreis. com 47 mm de dilmetros.
porosidade de 0.45 um, brancas. quadriculadas.

5.7.2.7 Bicos de Bunsen. para manterem o© ambiente asséptico e
efetuarem a flambagem das pingas utilizadas.

$.7.3 Preparacdo do porta-filtro

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

5.7.3.2 Acoplar a parte superior do porta-filtro, tendo cuidado
para ndoc danificar a membrana.

5.7.4 Preparac3o da amostra para a filtragdo
5.7.4.1 Para volumes iguais ou superiores a 20 mL:

a) homogeneizar a amostra, por agitagdo manual., inclinando
frasco (formando um angulo de aproximadamente 45° entre
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o brago e o antebrago) e agitando vigorosamente: repetir
‘a operagdo no minimo 25 vezes:

b) distribuir volumes requeridos da amostra em provetas
estérels e proceder a filtragdo como em 5.7.5.

5.7.4.2 Para volumes inferiores a 20 mL:

a) adicionar ao porta-filtro 20 a 30 mL de &gua de diluigdo
astdril (ndoc é necessArio medir o wvolume. pois este
serviréd apenas de suporte para que ag bactérias existen
tes na amostra se distribuam uniformemente na superficie
da membrana., ao ser efetuada a filtragdo}):

b) homogeneizar a amostra (comc em 5.7.4.1-a) e, com o auxi
lio de uma pipeta estéril, retirar o volume desejado e
procedsr a filtrag3o como em 5.7.5,

5.7.4.3 Para volumes decimaig (diluigbes da amostra):

a) ?fetuar as diluig¢les decimais da amostra da seguinte
orma:

- proceder & marcag8o de cada frasco de &agua de diluigdo
estéril, anotando o n® da amostra e a diluig3o que
deverd conter:

— homogeneizar a amostra (como em 5.7.4.1-a) . com uma
pipeta estéril de 10 mL e obedecendo aos cuidados de
assepsia, transferir 10 mL da amostra para um frasco
previamente identificado, contendo (90 * 2) mL de Agua
de diluig3o estéril. Estard preparada assim a primeira
diluig@o decimal (10-1), sendo que 1 mL dela correspon
de ao volume de 0.1 mL da amostra:

- repetir a operagdo segundo o item anterior. com o frag
co contendoc a diluig@o feita anteriormente (10-1) e
desta, com uma nova pipeta estéril de 10 mlL, transfg
rir 10 mL para um novo frasco., previamente identifica
do., contendo (90 2z 2) mlL de Aagua de diluicdo estéril.
Prepara-se assim a segunda dilufcg¢do decimal (10-2),.
sendo que 1 mL da mesma corresponde &ao volume de
0.01 mL da amostra:

- proceder dessa maneira na sequén01a das diluigOes dess
jadas (10-3, 10-4,.... 1 L)

b) apés o preparo das diluig¢des. preparar o porta-filtro
{como descrito em 5.7.4.2-a) e, apds homogeneizagdo da
diluigio selecionada para filtragdoc (conforme 5.7.4.1-a)
retirar o volume desejado com uma pipeta estéril e
proceder a filtracgdo como em 5.7.5.

5.7.5 Filtracdo dos volumes da amostra

5.7.5.1 Verter cuidadosamente no porta-filtro o volume da amostra a
ser examinada, evitando que a 4Agua respingue sobre as bordas
superiores. ‘

5.7.5.2 Ligar a bomba de vAcuo e proceder & filtracgdo,

5.7.5.3 Apds a filtragdo. enxaguar o porta-filtro trés vezes com
porgbSee de 20 mL & 30 ml. de &gua de diluig8o estéril. para evitar a
reteng3o de alguma bactéria nas suas paredes internas.

5.7.5.4 Desligar a bomba de vdcuco, aoc finalizar a operagdo. Evitar
gecagem excessiva da membrana filtrante.

5.7.6 Colocar a placa de Petri correspondente contendo o meio Agar
de Baird-Parker em frente ac conjunto de filtragdc e. com o auxilio
de uma pinga, entreabri-la.
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5.7.7 Separar a parte inferior do porta-filtro e. com uma pinga
cujas extremidades foram flambadas., retirar & membrana com cuidedo
para que a pinga togue apenas na sua parte periférica. fora da 4area
de filtragdo. Acoplar novamente a parte superior do porta-filtro a
parte inferior.

5.7.8 Obedecendo aos cuidados de assepsia, colocar cuidadosamente a
membrana, com a superficie quadriculada voltada para cima, na
superficie do meio Agar de Baird-Parker. contido na placa de Petri
{ver Figura 2).

FIGURA 2 - Colocagd@o da membrana filtrante
na superficie do meio de cultura

5.7.9 Verificar se houve formag3c de bolhas de ar entre a membrana
e o meio de cultura. Se isso ocorrer, levantar uma das bordas da
membrana com uma pinga estéril e, fazendo movimentos circulares,
deslocar a membrana com a finalidade de eliminé-las. pois as bolhas
impedem o contato des bactérias com o meio de cultura., dificultando,.
ou mesmo impedindo. seu crescimento,

5.7.10 Lavar novamente o porta-filtro com &gua de diluigdoc estéril
e proceder & préxima filtragdo.

Notas: a) Os porta-filtros devem estar estéreis no inicio de cada
série de filtragles e essa série ndo deve envolver mais
de 30 amostras. Se houver um intervalo de 30 minutos
entre uma filtragdo e outra, os porta-filtros devem sger
esterilizados novamente. para evitar uma contaminacado
acidental. A rdpida esterilizagdo dos porta-filtros pode
ser efetuada pelos seguintes processos:

- exposicdo & radiagdo ultravioleta durante dois minutos;
- imers3o em &gua fervente., durante 30 minutos. no minimo

b) Visando o controle de esterilidade de cada porta-filtro
para uma série de filtragbSes. é neceesério efetuar a
filtrag3o de uma amostra de 100 mlL de &gua de diluigdo
estéril, antes de ser iniciada a filtracdo das amostras,.
em teste. devendo também ser intercalada a filtragdo de
uma amostra de dgua de diluig&o estéril entre cada série
de dez amostras filtradas no mesmo porta-filtro.
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5.7.11 Apés a filtragdo das amostras e posterior transferéncia das
membranas filtrantes pare as placas de Petri., colocar essas placas em
posig8o invertida em bandejas forradas com toalha de papel molhada,
ou de outro material que conserve a umidade requerida. e. num periodo
ndo superior a 30 minutos apdés a filtragdo. efetuar sua incubagdo a
35°C durante 48 horas.

5.7.12 Apdés o periodo de incubagdoc. retirar as placas da incubadora
e efetuar as contagens. selecionando para a leitura. entre os volumes
filtrados de cada amostra. aquele que tiver fornecido contagem entre
20 a 60 colénias tipidas de Staphylococcus aaureus apresentam-—-se
convexas, de cor negra. brilhantes. geralmente rodsadas por um halo
ou zona transparente com didmetro aproximade de 1 ram a 1.5 mm.

5.7.13 Com auxilio de um microscopio esterescoépico com ampliag3o de
10 a 15 didmetros. efetuar a contagem das coldnias tipicas nas placas
selecionadas para leitura. Para essa contagem. observar as Figuras 3
e 4. E recomendédvel o uso de uma l&mpada fluorescente branca.

i

|
i
AN

aqmymn Nota: © circulo interno indica a

o drea de filtragdo e as linhas
pontilhadas indicam a seqilién
cia de contagem.

FIGURA 3 - Modelo para contagem das colénias

Nota: As col6nias sdo contadas nos
quadrados indicados pelas sg
) tasg.

FIGURA 4 - Porgd@o da membrana filtrante guadriculada,
em aumento
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5.7.14 Apés a contagem e registro do nimero de colénias tipicas de
Staphylococcus aureus. selecionar um numero adequado delas para serem
submetidas & confirmagdo. procedsndo-~se da seguinte forma:

5.7.14.1 Se o numero de colénias tipicas de Sitaphylococcus aureus
for igual ou inferior a dez, submeter todas & confirmagdo.

5.7.14.2 Se o numero de colénias tipicas de Staphylococcus aursus
for superior a dez., selecionar dez colénias para serem submetidas a

confirmagdo.

5.7.15% Proceder a confirmacdo para Staphylococcus aureus em agar
infusdo de cérebro e coragdo (dgar BHI) como segue:

5.7.15.1 A partir do numero de coldnias tipicas de Staphylococcus
aureus determinado para verificagdo, identificar os tubos de 4&gar
BHI. de tal modo que para cada ‘coldnia corresponda um tubo de &gar.

5.7.15.2 Flambar e resfriar uma alga de inoculag8o (fioc de platina
ou de niquel-cromo).

5.7.15.3 Com a alga. colher um indéculo da colénia a ser submetida a
confirmagdo.

5.7.15.4 Através de estrias. transferir o indculo de cada colénia
tipica selecionada para a superficie do meio de #&gar BHI. previamente
identitficado.

5.7.15.5 Incubar durante 24 horas a temperatura de (35 & 0.5)°C.

5.7.15.6 Apds o periodo determinado de incubagd8o, a partir das
culturas em agar. BHI. efetuar o teste para a pesquisa da catalase e
coagulase:

a) teste para pesquisa da catalase:

A partir do crescimento em Agar BHI.  transferir. com uma
alga de inoculagdo. uma pequena quantidade da cultura
para uma lé&mina de vidro e, sobre sla, adicionar algumas
gotas de perdxido de hidrogénio a 3%. A formacdo de
bolhas constitui teste de catalase positivo. indicando
provdvel presenga de estafilococos. A auséncia de bolhas
constitui teste de catalase negativo. indicando a presen
¢a de outras espécies de bactérias. ‘ )

Dar seqiliéncia ao teste para pesquisa da coagulase com as
culturas que apresentarem resultado pogitivo no teste
para a pesquisa da catalase e descartar as demais.

Nota: Para a realizagdo do teste. usar sempre. como
controle, uma cultura - catalase-positiva
{ Staphylococcus aureus) e uma cultura catalase-ng
gativa ( Staphiylococcus faecalis). .

b) teste para pesgquisa da coagulase:

Pode ser realizada através do método em lamina (coagula
se conjugada) ou do método em tubo {(coagulase livre).

- gécnica da coagulase em lamina (coagulase conjuga
a)
A partir do crescimento em &gar BHI. transferir. com
uma alga de inoculagd3o, uma pequena gquantidade da
cultura para uma lamina de vidro ou placa de vidro
quadriculada adaptada a uma caixa de Huddlenson e,
sobre ela. adicionar uma gota de solug¢do salina de
NaCl a 0.85%. Emulsionar de maneira a formar uma
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suspensdo bacteriana densa e uniforme. Adicionar uma
gota de plasma de coelho com EDTA & suspens@c e homoge
neizar com movimentos circulares por 1% sgegundos. A
formagdo de grumos macroscédpicos constitui teste
positivo para coagulase, indicando a presenga de
Staphylococcus aureus. A augéneia de grumos ou uma
aglutinacdoc tardia constitui teste negativo para coagu
lase. Qualquer evidéncia de auto-aglutinagdoc (grumos
na suspensic bacteriana em soclug3oc salina) antes da
adig@oc do plasma, trata-se de reagdo inespecifica.
devendo ser utilizado o teste da coagulase em tubo.
Para realizac@o do teste. usar sempre., como controle,
uma cultura coagulase-negativa (S aegpnidermidis).

Técnica da coagulase em tubo (coagulase livre)

A partir do crescimento da cultura de 24 horas em é&gar
BHI. transferir, com uma alga de inocculagdo, devidamen
te flambada e esfriada. uma porg¢3o da cultura em teste
para um tubo de ensaio estéril de 12 mm x 120 mm. pre
viamente identificado. contendo 0.3 mL de plasma de
coelho com EDTA. Dissolver bem o inéculo da cultura.
atritando a ponta da alga na parede do tubo. Incubar
em banho-maria a 37°C pelo tempo de quatro a 24 horas.
Paralelamente. usar como controle uma cultura coagula
se-pogitiva (S5 asuwrews). uma cultura coagulase-negati
va (5. epidermidis) e o controle do plasma de coelho
com EDTA (branco). utilizando o© mesmo procedimento
descrito. Examinar periodicamente para verificar a
ocorréncia da coagulase. inclinando suavemente o tubo
depois da primeira hora e a cada hora, até que sejam
transcorridas quatro horas:. comparar com o8 controles.

Se necessario, voltar a incubar e examinar em
24 horas. Evitar agitar e mover o tubo durante a
leitura, poisz pode gerar resultados duvidosos ou

falsos negativos devido & decomposig3o do codgulo.
Anotar a intensidade da coagulacgdo do Plasma
(Figura 5). N

POSITIVO
T ——

FIGURA 5 — Ilustrac3o da intensidade de coagulag8io do plasma

As culturas com reacg8o na qual hd uma nitida e firme
formacd3o de coAgulo (reagdes 3+ e 4+) s3o0 considera
das poesitivas parea confirmagdo de §. awreus. Para as
culturas com reagdes 1+ & 2+, nas gquais n3o h&a forma
¢30 nitida de codgulo, recomenda-gse a execugdo de
provas complementares para uma melhor caracterizagdo
de S awrewus (ver A-1 e A-2).
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Nota: A leitura da prova da coagulase a cada hora
durante as quatro primeiras horas de incubagéoc
se faz necessaria devido a algumas cepas de
S aurewus produzirem fibrinolisina. que pode
lisar os coégulos formados anteriormente. Se os
tubog n@o forem lideos até 24 horas de incuba
¢330, podera dar lugar a reversd3o de um falso
negativo. -

5.7.16 A partir do numeroc de colbnias confirmadae como
Stapfiylococcus aureus. calcular a densidade dessas bactérias conforme
6.2.

6 RESULTADOS

>

6.1 A densidade de Staphyliococcus aureus determinada através da
técnica de membrana filtrante é expressa como: nimerc de colbnias de
Staphylococcus avreus por 100 mlL.. O nimerc de Sltaphylococcus auvreus &
obtido a partir do ndimero de colénias que. submetidas ao teste de
confirmac3o., apresentaram resultados positivos.

6.2 A determinag@o da densidade de Staphylococcus aureus a pertir do
nimero de colénias tipicas com resultado confirmativo positivo é
feita através da aplicacdo da seguinte fdérmula geral:

N° de colénias tipicas com resultado
confirmativo positivo

NC.MF de Staphylococous aureus/i00 mlL = x 100
volume filtrado da amostra (mL)

6.3 Para a aplicagdo desta férmula devem ser consideradas as duas
gituagles descritas em 6.3.1 e 6.3.2.

§.3.1 Na gituago em gque a contagem de coldnias tipicas de
Staphylococcus sureus na membrana filtrante é igual ou inferior a
dez, todas s8o submetidas & confirmacBo e o. numero de colbOnias com
resultago confirmativo positivo é usado diretamente para o cdlculo da
densidade.

Exémplo:
a) total de colénias no meio Agar de Baird-Parker = 10;
b) total de colédnias submetidas & confirmagl3oc = 10;
c) total de coldnias com resultado confirmativo positivo = §.
d} express@o do resultado final:
. ' 6
NC.MF de Staphylococcus aursus/100 ml = x 100

volume filtrado da amostra

6.3.2 Na situagico em que a contagem de c¢oldnias tipicas de
Staphylococcus aureus na membrana filtrante & supsrior a dez, somente
dez coldénias s3o submetidas & confirmag3o, havendo. portanto, .a
necessidade de se calcular a porcentagem de confirmagdo e extrapolar
os dados para o numero total de colbnias.

Exemplo:
a) nimero total de colbnias tipicas no meio Agar Baird-Parker
= 30;
b) nimero de coldnias submetidag & confirmacdo = 10:

c) nimero de coldnias com resultado positivo = 6
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d) porcentagem de colénias com resultado confirmativo positi
vo em relagdo as submetidas & confirmagdo = 60%:

e) se o numero total de coldénias é 30 e a porcentagem de con
firmacdo é 60%, o numero de coldnias com resultado confir
mativo positive no teste de verificagdo sera:

——————— = 18 coldnias

f) expressd3o dos resultados:
' 18
NC.NMF de Siaphylococous eureus/100 nli = x 100
volume filtrado da amostra

6.4 Estes cdlculos requerem a considerag3o prévia dos seguintes
itens quanto & sele¢l3o das placas para ser efetuada a contagem de
coldnias tipicas:

6.4.1 Leitura das placas com contagens dentro dos limites
acelitaveis (20 a 60 coldnias tipicas):

6§.4.1.1 Quando apenas um volume filtrado fornece contagem
aceitdvel: considere-se o seguinte exemplo: a filtrac3o de volumes de
50, 25. 10, 1 e 0,5 mL de uma amostra fornece, respectivamente. a=s
seguintes contagens: 200, 110, 40, 8 e 3. O analista nd3o deve contar
as colénias em todos os filtros; por inspegdo, deve selecionar a
membrana com 20-60 coldénias e efetuar a contagem apenas nessa placa:
no exemplo acima, a contagem de coldnias serd efetuada apenas na
membrana correspondente a filtrag3o de 10 mL (40 coldnias). Para o
cdlculo da densidade de Staphylococcus sureus em 100 ml., aplicar a
férmula apresentada no item 6.2 e no caso em que a porcentagem de
confirmacfio dessae colénias tipicas tiver sido 100%, eosea deneidade
serd:

N® de coldédnias /100 mL = —--- X 100

O resultado final serd expresso cComo:
NC.MF de Stephylococcus aeureus/100 ol = 400

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

6.4.1.2 Quando mais um volume filtrado fornecs contagens
aceitaveis: neste caso, & efetuada a leitura em todas as placas em
que a contagem estiver dentro dos limites aceitéveis (20-60
coldénias). Cada uma das contagens obtidas é utilizada separadamente
para o célculo do nimero de colénias em 100 mL. segundo a fdérmula
apresentada no item 6.2. e o resultado final em 100 mL serd obtido a
partir do cdlculo da média aritmética entre estes valores.

Exemplificando:

volumes de 0,1 mL. 0.05 mL e 0.01 mL de uma amostra forneceram
contagens de 60, 28 e 7 coldnias, respectivamente. Neste caso. dois
volumes (0.1 mL e 0.05 mL) forneceram contagen® dentro dog limites
aceitdveis, Considerando-se que a porcentagem de confirmagio das
colénias tipicas tenha sido 100%. calcular o resultado para 100 mL
independentemente para cada uma dessas contagens:

60
-—— X 100 = 60000100 mL
0.1
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28
———— x 100 = 56000100 mL
0.05

A seguir. calcular a média aritmética entre esses dois valores:

60000 + 56000

O resultado final serd expresso como:
NC.MF de Stapbylococcus eureus/100 mt = 58000

Se a porcentagem de confirmac8o das coloOnias tipicas tiver sido
inferior a 100%. considerar para essa seqlidncia de cdlculos o exposto
nos itens 6.3.1 @ 6.3.2.

-

6.4.2 Leitura das placas com contagem fora dos limites aceitéveis:

€6.4.2.1 Quando todos os volumes filtrados fornecerem contagens
inferiores a 20 coldnias tipicas de Staphylococcus asuvresus: neste
caso, efetuar a contagem em todas as placas correspondentes aos
volumes filtrados. O resultado final seré& calculado a partir da
aplicagdo da seguinte férmula:

soma das contagens de coldénias tipicas com
resultado confirmativo positivo

NC.NF de Staphylococcus eureuys/100 ml = - x 100
soma dos volumes correspondentes de contagens

Exemplificando:
a) volumes em duplicata de 50 mL de uma amostra forneceram
contagens de cinco e trés coldnias. Se a porcentagem de

confirmagdo das coldnias tipicas ¢tiver sido 100%, o
resultado seréd obtido a partir do seguinte célculo:

(50 + 50)

O resultado final seré expresso como:

NC.MF de Staphylococcus aureus/100 ml = 8

Se a porcentagem de confirmagdoc das colénias tipicas
tiver sido inferior a 100%, congsiderar o exposto nos
itens 6.3.1 & 6.3.2.

b) volumes de 50 mL, 25 mL e 10 mL de uma amostra fornecg
ram, respectivamente, as contagens 15, 6 e <1 colénias.

(15 + 6 + 0)
(50 + 25 + 10)
O resultado final serd expresso como:
NC.MF des Stephylococcus sureus/100 ul, = 25
Se a porcentagem de confirmagdo das coldbnias tipicae

tiver sido inferior a 100%., considerar o exposto nos
itens 6.3.1 @ 6.3.2.
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6.4.2.2 Quando todos os volumes fornecerem contageng superiores a
60 coldbnias tipicas: neste casc, efetuar a contagem apenas no menor
volume filtrado. Para o cdlculo do resultado em 100 mL, aplicar a
férmula geral (item 6.2) e expressar o resultado como > {(maior que) o
valor obtido.

Exemplificando:

volumes de 0.3 @ 0.1 mL forneceram. respectivamente. contagens de 205
® 68 colénias tipicam. Se a porcentagem de confirmag@o das colénias
tiver sido 100%. o resultado serd obtido a partir do seguinte
cadlculo:

68
-—= X 100
0.1

O resultado final serd expresscd como:

NC.MF de Staphylococcus sureus/100 mL > 68000

Se a porcentagem de confirmagdio das coldnias tipicas tiver sido
inferior a 100%, considerar o exposto nos itens 6.3.1 e 6.3.2.

6.4.2.3 Quando todos o8 volumes filtrados fornecerem contagens
iguais a zero:

a) quando os volumes filtrados n8o totalizam 100 mL: neste
caso. para expressar o resultado final. considerar como
gendo um o numero de colédniag no maior wvolume filtrado
® usar a férmula geral (item 6.2), para cdlculo do
numero de coldnias em 100 mlL. Para a express@o do resul
tado final. utilizar o wvalor obtido nesse cdlculo.
precedido do ginal < (menor que).

Exemplificando:

volumes de 25 mL. 10 mL e 2 mL de ‘'uma amostra fornece
ram, todos eles, contagens iguais a =zero. Considerando
como um a contagem no maior volume filtrado (25 mL}.
aplicar a férmula geral:

1

-—- % 100 = 4

25

O resultado final serd expresso como:

NC.NF de Staphylococcus aureus/100 nil < 4

b) quando os veolumes filtrados totalizam 100 mL: neste
caso. o resultado é expresso como < 1,100 mL. Considg
rando que volumes de 75. 20 e 5 mL de uma amostra forng
ceram. todos eles. contagens iguais a =zero. para o
cdlculo do resultado em 100 mL aplicar a fdrmula:

75 + 20 + 5
O resultado final sera expresso como:
NC.MF de Staphylococcus eureus/100 nlL < 1

6.4.2.4 Quando a soma total de colénias é superior a 200: relatar
o resultado final como Contagem Prejudicada (C.P.).
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6.4.3 Quando houver crescimento em toda a 4rea de filtragd3o da
membrana., sem colénias bem definidas. relatar o resultado final como
Crescimento Confluente (C.cf.).

6.4.4 Nos casos especificados nos itens 6.4.2.4 e 6.4.3 relativos a
Contagem Prejudicada e Crescimento Confluente, deve-se solicitar a
recolsta da amostra e selecionar volumes mais adequados para
filtracdo. Assim. para &aguas tratadas. uma filtrag3o de 100 mL pode
ser substituida por duas filtragbes de 50 mL ou 4 de 25 mL. Para a
leitura, efetuar &a contagem das coldnias em todas as placas
correspondentes aos volumes filtrados. considerando © numero obtido
como o total de colénias em 100 mL da amostra.

ZANEXO A
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ANEXO A - ESQUEMA DO PROCEDIMENTO E TESTES COMPLEMENTARES
PARA STAPHYLOCOCCUS AURBUS

E recomenddvel que. periodicamente. sejam efetuados testes
complementares de um numeroc eignificativo de colénias iscladas em
Agar BHI e confirmadas nas pesquisas da catalase e coagulase, para
avaliar a eficiéncia da técnica,

Para essa finalidade é recomendada a seqiiéncia de testes mostrada na
Figura 6.

Meio agar de Baird-Parker coldnias
tipicas de Staphylococcus aureus

24 e 48 horas a (35 % 0,5)°C

»

Agar BHI
24 horas a (35 + 0,5)°C

Pesquisa da catalase Peasquisa da coagulase
| I i ]
- + + ) -

| - |

TESTES COMPLEMENTARES

Colorag8o de Gram
Fermentagdo da glicose .
Fermentagio do manitol
DNase

FIGURA 6 - Esquema do procedimento

O procedimento para a realizagdéo dos testes complementares, assim
como dog meios de cultura e solugdes. estdoc descritos respectivamente
nos itens A-1 e A-2,

A-1 A partir de cada cultura de 24 horas em &gar BHI identificadas
como Stapliylococcus asureus., realizar as provas complementares de
A-1.1 a A-1.4.. )

A-1.1 Coloragd@o de Gram
A-1.1.1 Preparo do ssifregago:

- limpar bem a l&mina de vidro para livra-la de qualquer
trago de pelicula oleosa;

- colocar uma gota de solugdo salina de NaCl a 0.85% sobre
a lamina:

- com uma alga de inoculagdc. colher uma pequena quantida
de de crescimento bacterianoc na superficie do &gar incli
nado © suspendé-la na gota de solugdo salina;

- com a ponta da alga de inoculacdo. espalhar sobre a lamj
na de modo a formar uma pelicula bem fina, deixar secar:
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- fixar o esfregago, passando a lamina trés wveZes sobre
uma chama.

A-1.1.2 Para a coloracgdo pelo método de Gram, proceder da seguinte
forma:

- cobrir o esfregaco durante um minuto com solugfo de crig
tal viocleta;

- remover o excessc da soluglso de cristal violeta da lamdi
na, lavando—-a levemente com agua corrente;

- cobrir o esfregago com solugdo de 1lugol durante um
minuto:

- desdorar o esfregago. usando uma sclugdo de Alcool-acetg
na (1:1);

- cobrir o esfregago. durante 15 segundos, com solugdo de
safranina diluida:

~ lavar a lémina em Agua corrente e enxugid-la delicadamen
te com papel filtro, através de leve compressdc sobre a

lamina.
A-1.1.3 Examinar as l&minas ao microscépio usando objetiva de
imersdo. Staphylococcus aureus apresenta-se. nessa coloragdo. como
cocos Gram-positivos (corados em roxo). podendo ocorrer na forma de

cacho de uva ou sm cadeias curtas.
A-1.2 Teste da fermentagdo da glicose. segundo Hugh & Leifson

Para o teste de fermentac3o. og tubos contendo o meio de Hugh &
Leifson. com glicose. =3o previamente aquecidos em banho-maria
durante aproximadamente dez minutos. para remover o ar existente em
seu interior. e sfo esfriados rapidamente antes do uso. Inocular pelo
procedimento de picada em profundidade. Logo apés a inoculag3o,.
acrescentar algumas gotas de vaselina liquida estéril a fim de formar
uma camada de aproximadamente 5 mm sobre a superficie do meio.
Incubar a 35°C e observar diariamente durante aproximadamente cinco
dias. A fermentac3o da glicose é evidenciada pela viragem do
indicador de verde para amarelo. em decorréncia da acidificag3o do
meio. considerando:

a) coloracgdo verde: prova negativa:
b) coloracdo amarela: prova positiva.

A-1.3 Teste da fermentac3o do manitol. segundo Hugh & Leifson

Procedser de acordo com A-1.2, utilizando tubos contendo o meio de
Hugh & Leifson com manitol. A fermentag@o do manitol é evidenciada
pela viragem do indicador de verde para amarelo, em decorréncia da
acidificacdo do meio. considerando:

a) colorac8o verde: prova negativa:
b) colorag¢do amarela: prova positiva,

A-1.4 Teste para pesquisa da desoxirribonuclease (Dﬂass).
Método de Gilardi

Com uma alga de inoculagdo devidamentse flambada e - esfriada,
transferir um inéculeo do crescimento de 18 a 24 horas em &gar BHI
para uma placa com o meio de cultura contendo DNA mais o indicador
azul de o-toluidina. A inoculagd3o é feita através de trés picadas ou
estrias em uma Aarea da placa., previamente marcada. Incubar a placa
por 24 horas. a (35 2 0.5)°C. A atividade da enzima é evidenciada por
um halo rdéseo ao redor da semeadura. indicando hidrdélise do DNA. A
auséncia do halo rdéseo em torno da cultura indica resultado negativo.
Para a realizacdo do teste. usar sempre., como controle, uma cultura
de & aureus (DNase positiva) e Entercbacter sp. (DNase negativa).
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A-2 Melos de cultura e solugBes para realizac3o das provas
complementares

A—z.l' Reagentes para coloracdo de Gram
A-2.1.1 Solugd3oc de cristal viocleta
Férmula:
- Solugdo A
Cristal violeta. ... ... .. . . i i e 2.0 g
Alcool Bti1iCo. 95%. . . it e e 20.0 mL
- Solugdo B
Oxalato de aménio. . . ... . . i v e i e e e 0.8
Agua destilada. .. ... ... i e e 80,0 mL
Preparo:

Misturar as solugdes em partes iguais. 24 horas antes do uso,
filtrando através de papel de filtro.

A-2.1.2 Solug8io de lugol

Férmula:

Iodeto de potdssio (KI)... ... .. ity 2.0 g
Cristais de 1odo...... ... .. it i e S 1,0 g
Agua destilada.......... e e e e e e e e 300.0 mL
Preparo:

Dissolver 2 g de iodeto de- potéésio em 5 mlL de &agua destilada.
Adicionar 1 g de cristais de iodo a solugdo de iodeto de potassgio e
agitd-la até que o iodo se dissolva. Adicionar &gua destilada até
completar o volume de 300 mL.

A-2.1.3 Solugdo de safranina
FOrmula:

Safranina. .. ... ... . e e 2.5 g
Alcool etflico. 95%. ...\ttt 100.0 mL

Preparo: )
Dissolver 2.5 g de gafranina em 100 mL de dlcool etilico, 95%
{solucg3o-estoque de safranina). No momento do uso. diluir 10 mL da
solugdo-estoque em 90 mL de Agua destilada.

A-2.1.4 Solug8o Adlcool-acetona

Misturar o dlcool etilico. 95% e acetona em partes iguais.

A-2.2 Meio de Hugh & Leifson (OF) para os testes de ferhentg
¢330 da glicose ® do manitol

Férmula:

TrAPEONA. o v e e e e 2,00 g
Cloreto de 88Ai0. .. v i i ittt i e e e e e e e 5.00 g
Fosfato dibésico de potdssio. ... ........ ... ... ... ..., 0.30 g
F 0= 1% 2.00 g
AzZul de bromobtimol. . ... .. . e e e e e 0.08 g
Agua destilada. . ... ... e e e 1,00 L

pH final apds esterilizacgio: 7.1
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Preparo:

Pesar 9.4 g do meio desidratado do "OF Basal Medium" e acrescentar
1000 mL de Agua destilada. Distribuir volumes de 100 mlL em baldes de
250 ml e esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Apds a
autoclavagem para o teste de fermentagdo da glicose., adicionar
assepticamente 10 mL de uma solugdo estéril a 10% de glicose., para
cada 100 mL de "OF Basal Medium"” e homogeneizar. Distribuir wvolumes
de 5 mL em tubos de ensaio de 12 mm x 120 mm. Conservar os tubos em
posig@o vertical, até que o meio se solidifique. Para o teste da
fermentacsc do manitol. proceder da mesma maneira, adicionando
assepticamente 10 mL de uma solugdo estéril a 10% de D-manitol. para
cada 100 ml. do m&éio de OF.

A-2.3 Agar DNase com o indicador azul de o-toluidina para a
pesquisa da desoxirribonuclease

Férmula: ’

5 o 5 4= 77 T 20.0 g
Cloreto de sd8dio. .. ... ... . . e e e 5.0 g

Acido desoxirribonucleico......... ... i i i e 2.0 g
T £ 5 i T T T T T e e 15.0 g

Azul de o-toluidina. ... ... ... . i i i e e Ce e 0.1 g

Agua destilada. . .. ... ...t 1000.0 mi

pH final apds esterilizagdo: 7.3 x 0.1
Preparo:

Pesar 42 g do meio desidratadoc "DNase Test Agar"” e acrescentar
1000 mL de &Agua destilada. Homogeneizar e adicionar 10 mL de uma
solucdo a 10% de azul <de o-toluidina (10 g de azul de
o-toluidina em 100 mL de &Agua destilada). Esterilizar em autoclave a
121°C durante 15 minutos. Distribuir volumes de 20 ml do meio de
cultura em placas de Petri estéreis e deixar solidificar. Armazenar
as placas em temperatura de 2 a 8°C,.

7/ANEXO B
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ANEXO B - RECOMENDAGOES DE ORDEM GERAL

B-1 Cuidados esgpeciais com a vidraria

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

B-2 Controle de qualidade da #&gua destilada

A &gua destilada. a ser empregada no preparo de meios de cultura e
solugdes, deve ger de alta qualidade. livre de substéncias téxicas ou
nutritivas que possam influenciar a sobrevivéncia e crescimento ou
microrganismos. E recomenddvel a avaliacgdo periddica de sua qualidade
atraves da realizagdo de ensaios especificos. Ver Norma CETESB
L5.215,

B-3 Controle de qualidade de meios de cultura

E recomenddvel a rsalizagdoc de testes especificos para a avaliagdo e
o controle dos meios de cultura a serem empregados no ensaio para
determinagdo de Sraplylococcus aureus pela técnica de membrana
filtrante. Ver Norma CETESB L5.21§.

B-4 Qualidade das membranas filtrantes

Para aplicagSes microbioldgicas. as membranas filtrantes devem
proporcionar uma completa retengd@o das bactérias em sua superficie e
velocidade de filtrag¢3o satisfatéria. Devem, ainda, ser resistentss,
livres de glicerina e ndoc devem apresentar 4&reas hidrofdébicas. As
dificuldades basicas (encaontradas) com membranas filtrantes
normalmente se relacionam com a distribuigo dos poros. com a
presenga de 4reas hidrofdbicas., com a toxicidade da tinta empregada
na impress3c do quadriculado em sua superficie superior e com o
préprioc material empregade em sua confecgio.

P-4.1 Poros

Os poros da membrana filtrante devem ser uniformes em dilmetro e
apresentar-se uniformemente distribuidos. Poros com didmetros
irregulares determinam diferengas na velocidade de filtrag3o em
diferentes Areas da membrana. A membrana deve ser livre de 4reas nio
porosas que impegam a difusdo de nutrientes para sua superficie
superior. pois qualquer célula bacteriana retida em tais dreas ndo se
desenvolverd por falta de nutrientes.

B-4.2 Tipo de tinta empregada na impressiio do gquadriculado

Algumas tintas utilizadas para essa finalidade tém ac¢3o bactericida
ou bacteriostatica. Tais efeitos podem ser reconhecidos através da
inibig3o do crescimento das coldnias nas &reas adjacentes as linhas
do quadriculado. Essas restrigdSes ao crescimento das colénias podem
ainda ser derivadas da utilizag3o de tintas hidrofébicas que impedem
a difus3o do meio de cultura para Areas em que forem empregadas. A
impressac do quadriculado na superficie da membrana n3oc deve sger
muito forte. pois pode resgultar a ruptura da membrana nessas linhas,
propiciando o crescimento confluente nos canais gque se formam,.
Portanto., as membranas filtrantes para uso microbioldgico devem
apresentar capacidade de retengdo de bactérias certificada pelo
fabricante e velocidade de filtragdo satisfatéria e uniforme em toda
sua 4drea; devem ger resistentes aoc uso., n3co apresentar Areas
hidrofdbicas. A impressdo do sistema quadriculado em sua superficie
deve ser feita com tinta que n3o estimule ou iniba o desenvolvimento
normal das coldnias. Além disso. devem permanecer inertes as reagdes
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bacterianas e inalteréveis em suas caracteristicas {fisico-quimicas
que podem afetar a seletividade e a sensibilidade do meio de cultura.
Quanto ao tempo de armazenamento das membranas filtrantes.
recomenda-se um periodo méximo de 12 meses, pois pode ocorrer
alteracdSes em guas caracteristicas fisicas com o decorrer do tempo.
determinande perda da flexibilidade. havendo ruptura da membrana nos
pontos de press3o criados durante a manipulagdo: além disto. durante
a filtracdo. freqgiientemente ocorre curvatura das bordas da membrana,
impedindo o contato com o substrato.

B-5 Esterilizacdo de membranas filtrantes

A esterilizagdo de membranas filtrantes ¢ essencial em todas as
aplicagdes envolvendo filtrag3o de 1liquidos para a remogdo de
bactérias e para uso na quantidade de bactérias pela técnica de
membrana filtrante. Em geral. ‘as membranas filtrantes s3oc embaladas
individualmente ou acondicionadaz em envelopes fechados contendo dez

unidades pré-esterilizadas pelo fabricante, estando. poertanto,
prontas para uso. Quando isso ndo ocorre. a esterilizacd3o deve ser
feita através de autsclavagem a 121°C. durante dez minutos:

imediatamente apdés este periodo de tempo., deve-se efetuar a exaustédo
do vapor da autoclave e as membranas ser prontamente removidas para
minimizar sua exposicd3o ao calor. A exposigdo excessiva dags membranas
filtrantes Aas temperaturas de esterilizagdoc pode determinar o
fechamento dos poros. disto decorrendo ndo uniformidade na velocidade
de filtrag3o em toda 4rea da membrana: além disso. as membranas podem
tornar-se mais frageis e quebradigas. )
Comercialmente. a pré-esteriliza¢3o das membranas filtrantes pode ser
feita através da autoclavagem. por radiagdo gama ou por exposigdo a
6xido de etileno. Um estudo comparativo., relativo a avaliagdo de
membranas filtrantes pré-esterilizadas. demonstrou haver um aumento
significative na taxa de recuperagdo bacteriana em membranas
esterilizadas por este uUltimo método. Nesse sentido, para laboratg
rios que est3o utilizando membranas filtrantes pré-esterilizadas por
6xido de etileno. & aconselhdvel que alguns pacotes de membrana do
lote em usc sejam autoclavadas no laboratério para uma posterior
comparacdo com as membranas pré-esterilizadas por oxido de etileno,
através da aplicag3o de teste de recuperagdo bacteriana, utilizando
culturas puras de bactérias. Este teste ird evidenciar se residuos
téxicos ainda est3ioco presentes nas membranas pré-esterilizadas por
6xido de etileno e, se isto ocorrer. ¢é recomenddvel gque todo lote
seja submetido a uma autoclavagem a 121°C durante dez minutos, antes
de sua utilizacgdoc no laboratoério. : )

B-6 Cuidados especiais na esterilizagdo réapida de porta-filtros

A esterilizac3o dos porta-filtros através de imersdo em Agua fervente
é uma pradtica arriscada gue pode levar a sérias gqueimaduras. devido a
respingos e derramementos. Portanto, para a rdpida esterilizacdo dos
porta-filtros. entre cada série de 30 amostras {filtradas no .mesmo
porta-filtro. deve-se dar preferéncia & sua esterilizag3c por
exposigdo a radiagdo ultravioleta,

B-7 Cuidados especiais com as membranas filtrantes

As membranas filtrantes s3o facilmente danificadas. Em sua
manipulacdoc, deve-se segurd-las sempre pela sua parte periférica.
usando pingas adequadas. com as extremidades arredondadas. Antes do
uso, deve-gse imergir as extremidades dessas pingas em 4lcool para
posterior flambagem.

7ANEXO C
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ANEXO C - INFORMAGOES COMPLEMENTARES

C-1 LAmpadas germicidas ultravioleta (U.V.)
C-1.1 Caracteristicas gerais

S3c lampadas que emitem radiag¢des ultravioleta com agédo germigida. A
luz ultravioleta inclui radiag¢des entre 150 e 4000 Angstrons (A). mas
radiagdes inferiores a 1800 ' =80 absorvidas pelo oxigénio
atmosférico. n3c tendo, portanto, aplicag3io para esterilizaglo. O
efeito mais potente para a morte de microrganismos ocorre a 2500

As lampadas germicidas comerciais emitem primariamente 2537 . gque
tem 85% da capacidade germicida das radiagSes de 2600

c-1.2 Avaliacsio da eficiéncia na esterilizacédo

Embora a vida média de uma lanipada U.V. possa ser de 5000 horas. na
prdtica esse tempo depende primariamente das caracteristicas
individuais das l&mpadas e do nuimero de vezes dque a mesma &
utilizada. Assim. a simples manutengdo do log do nimero de horas de
operago e sua comparagdoc com o tempo~limite recomendado pelo
fabricante é de valor guestiondvel como tnico controle na avaliag3o
da eficiéncia das lampadas germicidas no processo de esterilizagdo.
Para um controle efetivo. as lampadas devem ser testadas
guinzenalmente. com um medidor de luz u.v. (luximetro) e
substituidas. se estiverem emitindo menos de 80% de sua capacidade
inicial. E recomendada também, para essa avaliacdo, a realizac¢3o de
teste bacteriolédgico especifico. sendo a seguinte a seqiiénecia de
procedimento para sua exposigdo:

a) preparar "Plate Count Agar" em quantidade adequada para o
nimero de placas necessArias para o teste e distribuir
volumes de 10 a 15 mL do meic fundido em placas de Petri
de 15 mm x 150 mm. Manter essas placas ligeiramente
abertas em ambiente asséptico., até que o meio se solidifj
gque e a &agua de condensa¢do evapore. Fechar as placas e
manté-las em refrigerador até o momento do uso:

Nota: Ver Norma CETESB L5.201, para informag¢des quanto &
composigdic @ ao preparo de "Plate Count Agar".

b) preparar uma série de diluigdes de uma cultura de uma
bactéria do grupo coliforme, de modo a obter uma diluigdo
tal que um indéculo de 0.5 mL dela fornega contagem de 200
a 250 microrganismos; ,

Nota: Ver Norma CETESB L5.215 para informagSes quanto ao
preparo da suspensioc bacteriana e suas diluigdes.

c) para a realizagd3o do teste. pipetar 0.5 mlL da diluigdo
selecionada (contagem de 200 a 250 microrganismos) na
superficie do "Plate Count Agar". contido em placas
preparadas segundo especificado no item a:

d) a seguir., com todos os cuidados de assepsia, . efetuar o
espalhamento do indéculo sobre a superficie do "Plate
Count Agar". Para isso. proceder da seguinte maneira:

- colocar uma alga de Drigalski em um recipiente com
Alcool etilico: remové-la e passar por uma chama:

- ap6s todo o 4lcool ter sido queimado. deixar esfriar
durante 15 segundos e, antes de efetuar o© espalhamento,
testar se a temperatura da alca & segura para uso,
tocando com ela o "Plate Count Agar"., nas bordas da
placa de Petri em que o meio estd& contido:
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- apds essa verificagdo. efetuar o espalhamento. posicig
nando a alga de Drigalski perpendicularmente & superii
cie do 4gar. no ponto em que o indculoc foli depositado:
mantendo a placa parada. efetuar movimentos circulares
com a alga até o completo espalhamento do indéculo sobre
toda a superficie do meio de cultura:

- ap6s ter sido usada. colocar a alga de Drigalski em
golucdo desinfietante;

e) apdés o espalhamento, colocar cada placa inoculada sob a
luz ultravioleta., nos pontos em gque se deseja verificar
sua eficiéncia na esterilizacdo, mantendo-as abertas duran
te dois minutes. Comeo controle. separar uma das placas
inoculadas. mantendo-a aberta sob a luz comum do laboratg
rio, pelo\@esmo periodo de tempo:

f) fechar as placas e "incubd-las a 35°C. durante 24 horas:
apés esge periodo de incubag@o, efetuar a contagem em
todas as placas. A placa-controle deve conter 200-250
coldénias e nas placas irradiadas por 1luz ultraviocleta, é
esperada uma redugdo minima de 99% em relagd3oc & contagem
obtida na placa-controle. Se essa redug@o for inferior a
80%, a lampada ultraviocleta em teste deve ser substituida.

C-2 Placas de Petri de pléstico -~ Procedimento para rTeutilli
zagio

Embora consideradas como item descartdvel. as placas de Petri de
plastico podem ser reutilizadas. desde que submetidas a processos de
lavagem o esterilizacg3io adequados. Para esta finalidade, 6 a seguinte
a seqliéncia de procedimentos recomendados:

C-2.1 Descontaminagao

a) com uma pinga, retirar a membrana e, 6 o mesio de cultura
contido na placa:

b) acondicionar adequadamente esse material em saco plastico;
c) embrulhar em papel Kraft:
d) descontaminar em autoclave a 121°C, durante 30 minutps;

e) apés a retirada da membrana e do meio de cultura. imergir
separadamente tampas e fundos das placas de Petri em
recipientes contendo sclugdo alcodlica de formol a2 0.4% e
deixar durante duas horas: :

f) apbés esse periodo., transferir tampas e fundos das placas
de Petri para recipientes separados contendoc solugdo de
dlcool etilico a 70%. e deixar em imers3o durante. duas
horas.

Nota: Para placas de Petri em que n3o se observou nenhum
crescimento de microrganismos, a etapa referente a
imers3oco em seolugfo alcodlica de formol pods ser
suprimida.

Cc-2.2 Lavagem e secagom

a) retirar tampas e fundos da solug@oc de dlcool etilico a 70%
@ colocd-los em solugBo de detergente a 3%, deixando em
imersdo durante o periodo de 12 a 24 horas (tempo requeri
do para facilitar a remogdo de residuos dos meios de culty
ra das placas):
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b) apés o periodo requerido na solugdc de detergente. lavar
cuidadosamente cada parte da placa. com auxilio de uma
esponja;

c) enxaguar dez vezes em Agua corrente. sempre esfiregando com
a mdo as superficies interna e externa das placas:

d) efetuar uma enxaguadura final com &gua destilada ou desigo
nizada e escorrer bem a Agua.

cC-2.3 Desinfecgl3o

a) imergir as tampas e fundos das placas de Petri. separada
mente. em solugdoc de &lcool etilico a 70%. durante duas
horas:

b) apdés esse periodo. fretirar as tampas e fundos das placas
de Petri e colocé-los sobre folhas de papel de filtro em
local asséptico. para secagem a temperatura ambiente,

c-2.4 Egterilizacdo

A esterilizag3o pode ser realizada de duas maneiras. descritas a
seguir:

a) esterilizacg8o por exposigd3o a radiagd@o ultravioleta;

- apés a secagem, expor as paredes internas do fundo e da
tampa das placas de Petri A& agdoc direta de radiagdes
ultravioleta., durante duas horas (ver Anexo C-1):

- logo apés a esterilizacgdo. fechar rapidamente. juntando
a tampa e fundo sem tocar com a m3oc na superficie inter
na das placas:

~ acondicionar em caixas adequadas com tampa ou embrulhar
com folhas de aluminio esterilizado:. datar;

- armazenar em local limpo e livre de poeira., durante. no
maximo. duas semanas apds a esterilizagdo.

b) esterilizacgio por microondas:

- apés a secagem., juntar tampa e fundo e acondicionar as
"placas de Petri em caixas (com tampa) de material plésti
co resistente & temperatura do forno de microondas:
colocar essas caixas fechadas no forno de microondas,
evitando a sua sobrecarga:

- a esterilizacdo serd realizada submétendo-se as placas
de Petri de pléastico a dois niveis de poténcia do forno
de microondas: .

. poténcia fraca: 2 minutos
. poténcia forte: 1 minuto

- repetir essa operaglio trés vezes consecutivas. deixando
um intervalo adequado entre essas exposigles (cerca de
20 minutos).: .

- armazenar em local limpo e livre de poeira, durante., no
maximo. duas semanag apds a esterilizagdo.

C-3 Limitacdes da técnica de membrana filtrante

c-3.1 Limitagdes

A técnica de membrana filtrante apresenta algumas limita¢des (em
geral n3o associadas & aplicagdc no controle de &guas potdveis)., que
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impedem sua utilizagdo em varias situagles. Os principais fatores
responsdveis por essas limitagdes s8c os indicados de C-3.1.1 =a
C-3.1.4.

C~-3.1.1 Materiais em suspensdo

A presenca de materiais em suspens8o pode limitar a aplicag3o da
técnica de membrana filtrante para qualquer amostra. peis o©
crescimente podera apresentar—-se como uma pelicula continua sobre a
superficie. impossibilitando a contagem. Esta limitagd@oc depende do
volume a ser filtrado, da espessura da camada de material retido
sobre a membrana e também do tipo de material em suspensdo. Assim.
camadas relativamente delgadas de materiais higroscépicos, como
ferro, mangands, aluminio ou algas, podem obstruir os poros da
membrana, ao passo que camadas mais espessas de materiais cristalinos
ou silicosos podem causar pouca ou nenhuma dificuldade. Quando uma
amostra de Agua apresenta alta turbidez. mas sabe-se que a populagdo
de Staphiylococcus é alta., esse problema pode ser eliminado através da
filtrag3o de volumes pequenos da amostra,.

C-3.1.2 Presenca de metais pesados

Certas Aguas altamente poluidas com regiduos industriais podem conter
mais que 1 mg-L de =zinco ou cobre: os ions., que exercem uma agao
microbiana. podem ser adsorvidos & membrana e. assim. impedir o
crescimentc de microrganismos. fazendo <com que sejam obtidos
resultados irregulares para o microrganismo pesquisado. Para amostras
degga tipo. recomenda-se a adigdc de um agente gquelante (EDTA) ao
frasco antes de =e efetuar a coleta da amastra.

C-3.1.3 Presenca de fendis ou ﬁétais téxicos

Esgotos submetidos a tratamento primédric. seguido de cloragdo. ou
esgotog contendo fendis ou metais tdxicos, provenientes de residuos
industriais. n3o podem ser analisados pela técnica de membrana
filtrante. .

C-3.1.4 Presenga de algas

A presenga de algas nas amostras impossibilita a utilizagdo da
técnica de membrana filtrante. pois ocorre obstrugdo dos poros da
membrana, formando-se uma pelicula em sua superficie. podendo impedir
o crescimento ou a visualizagd3o das colbdnias.

~/ANEXO D
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