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INTRODUGAO

Os actinomicetos durante muito tempo foram considerados como fungos
imperfeitos por sua complexidade morfolégica. No entanto,certas carac
teristicas biologicas fundamentais apresentadas pelos actinomicetos
levaram a sua classiﬁicagéo como bactérias. Amplamente distribuidos
na natureza e constituindo uma consideravel parcela da populagao do
solo e da agua, os actinomicetos possuem um papel ecologico extrema
mente importente na degradagéo das proteinas, celulose e outras subs
tancias (incluindo ceras, goma e parafina), contribuindo como a meior
parte das bacterias e fungos para & manutengao da fertilidade do so
1o e a estabilidade geoquimica da biosfera. Os géneros mais frequen

tes presentes no solo e na égua sao: Streptomyces, Micromonospora e

Nocardia, sendo os dois primeiros os mais representativos.

Em relagao ao papel dos actinomicetos no ambiente aquatico, sua im
porténbia econdmica é reconhecida ha longo tempo e se relaciona basi
camente com sua capacidade de produzir materiais orgénicos soluveis
em égua e substancias odoriferas, que podem ser transportadas para o
sistema de distribuigao, afetando assim a qualidade da agua. Pesqui
sas recentes tem demonstrado que os compostos geosmin, e metiliso
borneol sao os agentes responsaveis pelo gosto e odor de terra molha
da na agua. Estes compostos, que atuam também como contaminantes de

peixes, tém sido extraidos de culturas de numerosos actinomicetos.
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Assim, tragos destes compostos na égua sao suficientes para _propaga
gao de um odor desagradével ou sabor lamacento nos peixes. Os acti
nomicetos tambem estao relacionados com problemas nos processos de
tratamento de esgoto e lodo ativado, sendo que um crescimento macigo

e capaz de produzir espuma espessa, prejudicando o tratamento.

Embora o enfoque especial nos estudos sobre a importéncia ecolégica
dos actinomicetos em agua seja relativo a sua agao na deterioragao
da qualidade da égua, pesquisas evidenciam sua importante partici
pagéo no processo de auto—purificagéo das éguas de rios e lagos, gra
cas & sua capacidade de converter material organico solido em  subs

tancias liquidas metabolizaveis por bactérias.

Certos actinomicetos produzem no homem, animais e plantas doengas de
nominadas genericamente de actinomicoses, que podem apresentar-se
sob formas benignas ou muito graves. 0s actinomicetos aerobios pato

génicos pertencem aos géneros Nocardia, Streptomyces e Dermatophilus

e 0s anaerébios, ao género Actinomyces.

1 OBJETIVO

Esta Norma prescreve o metodo de determinagéo da densidade de actino
micetos em agua, esgoto e solo através da técnica de '"pour-plate" (usan
do camada dupla de égar), como instrumento auxiliar no controle bac
teriologico para: -

a) avaliagdo das condigoes de protegao de pogos, fontes, reserva

torios e sistemas de distribuigado de agua para consumo humano;

b) avaliacgao da eficiencia das diversas etapas de operagao de es

tagdes de tratamento de agua na remogdo destas bactérias;

c) estimativa da biomassa de actinomicetos presentes em corpos de

agua, esgoto, solo e lodo; .

d) prevengao e determinagéo das possiveis causas de deterioragéo
da qualidade da agua.

NORMAS COMPLEMENTARES

1o

Na aplicagao desta Norma é necessario consultar:

a) M1.001 - Lavagem, preparo € esterilizagao de materiais em labo

ratorio de microbiologia;

b) 15.215 - Prova de adequabilidade bioldgica da agua destilada

para fins microbiologicos;



CETESB/L5.219

c) L5.216 - Controle de qualidade de meios de cultura;
d) Guia de Orientagao para Coleta e Preservagao de Amostras de
Agua  (CETESB/SEMA).
3 DEFINIGOES
Para os efeitos desta Norma sao adotadas as definigoes 3.1 a 3.15.

3.1 Actinomicetos

Bacterias filamentosas ramificadas, septadas ou nao, Gram-positivas,
a maioria capaz de produzir esporos isolados, agrupados ou mesmo re
unidos em um esporangio. Quase todos os actinomicetos sao aerobios,

com algumas excegdes que sao anaerobios estritos.

3.2 Streptomyces

Bactérias aerobias, Gram-positivas, apresentando filamentos muito
remificados que n3o se fragmentam com facilidade e um tipico miceélio
aereo, que, na maturidade, forma cadeias de tres ou mais esporos.Pro
duzem um pigmento melaninico e tem capacidade de assimilar arabino
se, xilose, manose, rafinose e manitol. Sao catalase positivas, geral
mente reduzem nitratos a nitritos e degradam adenina, esculina, ca
seina, gelatina, hipoxantina, amido e L-tirosina. Os estreptomicetos
se desenvolvem em meio solido, formando coldnias duras, de aparen
cia calcaria, e aderem fortemente ao substrato. Apresentam-se inco
lores ou com coloragao variada (branca, amarela, verde, cinza,etc.).
As formas no solo sao saprofitas e poucas 820 parasitas de plantas e animais.

(3

3.3 Nocardia

Bacterias quimiorganotroficas de metabolismo oxidativo, Gram-positivas,
imoveis, catalase positivas e aerobias. Apresentam hifas vegetati
vas, que variam da forma rudimentar até extensivamente ramificpda,
as quais usualmente se fragmentam em elementos bacilares e cocoides.
As hifas aéreas, muitas vezes visiveis S0 microscopicamente,'séo sem
pre formadas. Em meio solido, desenvolvem-se formando colonias de
consisténcia pastosa ou seca, que podem ser facilmente levantadas
com fio de platina. Apresentam-se com coloragao rosa a vermelha,
cobertas com o micélio aéreo branco.

3.4 Micromonospora

Bactérias filamentosas ramificadas septadas,Gram-positivas e nao
dcido-resistentes. O micélio aereo pode estar ausente ou,em algumas

culturas, aparecer irregularmente, apresentando uma coloragao branca
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ou cinza. Seus esporos apresentam-se individuais, sésseis ou-em cur
tos ou longos esporoforos. S3o bactérias geralmente aerdbias ou micro.
aerdfilas, freqlientemente saprofitas. As coldnias no agar tém um cres
cimento periférico limitado, crescendo na superficie do meio, dando

uma aparéncia de '"miolo de amendoa".

3.5 Esporoforo

Porgéo do corpo vegetativo; que, direta ou indiretamente, se destina

a reprodugao dc organismo.

3.6 Esporo

Célula hapldide, formada em orgaos especiais e capaz de gerar  novo

organismo.

3.7 Esporangio

6rgéo de reprodugéo assexuada. E'uma estrutura pequena e .saculiforme,

dentro da qual sao produzidas as celulas reprodutivas ou esporos.

3.8 Micelio

Conjunto de filamentos ramificados ou em rede (hifas). | Vegetativos
ou de reprodugéo, sendo os ultimos responséveis pela produgéo de es
poros. As hifas dos micéelios de reprodugao sao, em geral, aéereas, en
quanto algumas hifas do miqélio vegetativo podem penetrar no meio, em
busca de nutrientes. -

3.9 Parasita

Organismo que se nutre a custa de um hospedeiro de espécie diferen

te, sobre ou em cujos tecidos vive fixado, enfraquecendo-o.

3.10 Saprofita

Bacteria que nao exerce nenhumae@éo nociva sobre os seres vivos. Vi
vem 2 custa de matéria morta e sao agentes destruidores de celulas

vegetais e animais mortas.

3.11 Pigmento melaninico

Coloragao marrom, marrom escura ou preta, produzida pelos organis
mos, quando crescem no meio de cultura.

3.12 Técnica de "pour plate" usando camada dupla de agar

Tecnica que consiste no indculo da amostra em meio de cultura fundi

do e estabilizado 2 temperatura de (45 ¥ 1)°Cc e posterior adigao na

placa contendo meio de cultura ja solido.
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3.13 Densidade bacteriana .

Numero de unidades formadoras de coldnias de bacterias por  unidade
de volume (UFC/mL).

3.14 EDTA

Acido etilenodiaminotetracetico.

3.15 p.a.

Para analise,

3.16 g.s.p.

Quantidade suficiente para.

4 APARELHAGEM

4.1 Materiais e equipamentos

4.1.1 Autoclave

Deve ter tamanho suficiente para permitir a circulagao do vapor ao
redor do material a ser esterilizado por esse meétodo e ser equipada
com valvula de seguranga, com um manometro e com um termometro, cujo
bulbo ficara na diregao da linha de escape do vapor condensado (drg
no). A autoclave é normalmente operada a uma presséo de vapor de
103 393 Pa (15 psi ou 1,054 kgf/cmz), produzindo, em seu interior,
uma temperatura de 121,6°C ao nivel do mar. ﬁeve ser operada de ma
neira que todo o ar existente na camara seja substituido por vapor.
A operagéo total de uma autoclave deve durar no maximo uma hora, sen
do recomendado o acompanhamento dos ciclos de operagao € O0S regis
tros de tempo-temperatura. E recomendavel que a autoclave atinja a
temperatura de esterilizacao de 121°C em 30 minutos e mantenha essa

temperatura durante o periodo de esterilizagao.

4.1.2 Balanga

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

4.1.3 Banho-maria

Equipado com termostato para manutengéo da temperatura na faixa de
44—46°C, com capacidade suficiente para comportar recipientes conten
do o meio de cultura, cuja temperatura deve ser estabilizada antes

de sua distribuigao em placas de Petri.

4.1.4 Bico de Bunsen

4.1.5 Destilador de égua ou aparelho para desionizagao
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Deve produzir agua nao toxica, livre de substancias que impecam ou in

terfiram na multiplicagdo bacteriana.

4,1.6 Estufa para esterilizagao e secagem

A estufa deve acondicionar pipetas, placas de Petri, frascos para cQ
leta e toda vidraria e aparelhagem que possam Ser esterilizadas por
calor seco, e ter capacidade suficiente para permitir'acirculagéo do
ar quente ao redor do material a ser esterilizado. Deve ser equipada com
termometro e um termostato e operar normalmenteaauma‘umpemnuradeIKPC
a 18000. 0 tempo de esterilizagao para a(maior parte da vidraria € de
2 horas, a uma temperatura de 170°C a 18000.

4.1.7 Incubadora bacteriologica

Deve ser equipada com termostato e projetada de tal forma que a tem
peraturg, em todas as partes utilizadas, seja a requerida para os tes
tes: 25°C a 28°C. Deve ter capacidade suficiente para pénﬁiﬁr a circu
lagao de ar ao redor de todas as culturas, quando o material de trabalho
estiver sendo incubado. Para verificar a temperatura de uma incubadora
grande, deve ser colocado um ou mais termometros,com o bulbo submerso
em agua, glicerina ou Oleo mineral, em lugares representativos da ca
mara e feitos registros periédicos da temperatura. A incubadora deve
ra manter 75% a 85% de umidade relativa a ser colocada em local onde a
temperatura permanega na faixa de 1600 a 27OC.

4.1.8 Microscopio binocular

.@om oculares de 10x e objetivas de 50x e 100x.

4.1.9 Potenciometro

Deve ter escala bem legivel e medir com preciséo minima de 0,1 unidade
de pH. A calibragao do potenci6metro deve ser feita pelo menos duas
vezes por dia, com tampoes de pH = 4,0, pH = 6,86 e pH = 9,18,
4.1.10 Refrigerador

Certificado para manter a temperatura na faixa de ZOC a 8°C, com ca
pacidade para conter os meios de cultura e solugSes a serem mantidos
sob refrigeragao. Sua limpeza e desinfecgao devem ser feitas periodicamente.
4.2 Materiais

4.2.1 Baloes de fundo chato

Com capacidades de 1L e 2L.

4.2.2 Bequer

Com capacidade de 1L.

4.2.3 Frascos para agua de diluigao
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De borossilicato (pyrex) ou vidro neutro, com tampas de rosca que per
mitam boa vedagdo e sejam livres de subst3ncias toxicas solGveis, com
graduagao para (90 Y 2) mL de agua de diluigao, e volume total sufi
ciente para permitir uma boa homogeneizagao, quando se efetuar a agi
tagao.

4,2.4 Frascos para coleta de amostras

De vidro neutro ou pléstico autoclavavel nao téxico, com capacidade

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

4.2.5 Frascos de Erlenmeyer

Com capacidade de 100 mL e 1 L.

4.2.6 Materiais para preparagéo de meios de cultura

Devem ser de vidro neutro ou ago inoxidavel. Devem estar limpos e isen

tos de qualquer substancia toxica.

4.2.7 Pipetas

Pipetas tipo Mohr de 10 mL e 1 mL, com graduagéo de 1/10 e erro de
calibragdo inferior a 2,5% e com bocal para tampao de algodao. Sao
guardadas em caixa de ago inoxidavel, podendo também ser embrulhadas
individualmente em papel Kraft. Sao esterilizadas por calor seco a

uma temperatura de 170°C,a 180°C, durante duas horas.

4,2.8 Placas de Petri

Devem ser de borossilicato (pyrex) ou vidro neutro de boa qualidade,
ou de pléstico nao toxico transparente. O fundo deve ser perfeitamen
te plano, sem ranhuras nem bolhas de ar, com 100 mm -.de diametro e
15 mm de altura.

4.2.9 Tela de amianto

Com dimensoes de 22 cm x 22 cm.

4.2,10 Tripe

4.2.11 Tubos de ensaio

De borossilicato (pyrex) ou vidro neutro, com capacidade adequada pa
ra conter 17 mL do meio de cultura. Usualmente sao empregados tubos
‘de ensaio de 18 mm x 180 mm.

5 EXECUGAO DO ENSATO

5.1 Principio do metodo

A determinagao da densidade de actinomicetos em uma amostra baseia-se
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no principio de que, definindo condigoes de nutricao, temperatura e
tempo de incubagdo, se houver actinomicetos, viaveis na agua, esgoto ou so
lo, que possam se desenvolver nas condigGes estabelecidas, havera
formagao de coldnias tipicas que serdo visualizadas apos determinado
periodo de incubagao. Para isso, volumes adequados da amostra sao
inoculados no meio de cultura fundido, égar—amido—caseina com acti
diona (camada superior), e vertidos em placas com égar—amido—caseina-
ja solidificado (camada de fundo). ApOs o periodo determinado de in
cubagéo, e feita a contagem das unidades formadoras de colonias de
actinomicetos que apresentem bordas irregulares e superficie pulveru
lenta com aspecto radiado e aderidas fortemente ao substrato.

5.2 Reagentes

5.2.1 Para a preparagao dos meios de cultura e solugdes sdo necessa

rios os seguintes reagentes:
a) acido etilenodiaminotetracético, sal dissodico (EDTA);
b) actidiona (cicloheximida);
c) agar;
d) amido soluvel p.a.;
e) carbonato de calcio (CaCcO,) p.a.;
f) caseina; .
g) cloreto de magnesio (MgCl,.6H,0) p.a.;
h) cloreto de sodio (NaCl) p.a.;
i) fosfato de potassio dibasico (K,HPO,) p.a.;
J) foéfato de potassio monobasico (KH2PO4) p.a.;
1) hidroxido de sodio (NaOH) p.a.;
m) nitrato de potassio (KNO,) p.a.;
n) sulfato ferroso (FeSO4.7H2O) p.a.;
o) sulfato de magnésio (MgSO4.7H20) p.a.;
p) tiossulfato de sodio (Na28203) p.a.

5.2.2 Os reagentes devem ser de grau bacteriolégico e de pnxmd&xﬁa

idonea, apresentar odor, cor e consisténcia inalteradas, ser 1livres
de elementos bactericidas ou bacteriostaticos inespecificos, bem como
de carboidratos inespecificos.

5.3 Meios de cultura

5.3.1 Agar-amido-caseina
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Formula: g

Amido SOIUVELl.evvreeneenenecaoacannnn et eiecaeeaeaaas 10,0 g
Caseing...veeieieeeeneeeeeecasanaoneonans et 0,3 g
Nitrato de potassio (KNOZ) p.a...... Ceeeseee J 2,0 g
Cloreto de 50410 (NACL) PeBeveveccsccoconnenassannnnns 2,0 g
Fosfato de potéssio dibasico (K2HPO4) Pe@ivvnsase ce s 2,0 g
Sulfato de magnésio (MgS0,.7H,0) Prleeenrrannencneeenes 0,05 g
Carbonato de calcio (CaCOa) DeBevennnnncennanans Cheeenn 0,02 g
Sulfato ferroso (FeSO4.7H2O) Pe@eceerannsn ceeeeeraeaaaas 0,01 g
Agar..cecesesess ccereerseaans st eseses e s esanns e s e ee s an 15,0 g
Agua destilada...... e e eeecceteetee e 1 000 mL

pH final apds esterilizagdo: 7,0 < 0,2
Preparo:

Pesar os reagentes e acrescentar 1 000 mL de égua destilada fria, del
xando em repouso durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer, agitan
do freqﬁentemente ate a completa dissolugéo do meio, tomando cuidado
para que nao seja atingida a temperatura de ebuligao. Se necessario,
ajustar o pH com solugdo de hidroxido de sodio (NaOH-1IN):

Distribuigao do meio de cultura:

a) em tubos - distribuir volumes de 17 mL em tubos de 18 mm X
180 mm, tamponar e esterilizar em autoclave a 12100 duran
te 15 minutos;

b) em placas - esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 .mi
nutos e, a seguir, distribuir volumes de 15 mL em placas de
Petri. Apds a solidificagao do agar, o meio de cultura po
de ser armazenado em geladeira durante até 4 semanas, apos

o acondicionamento adequado das placas de Petri.

5.4 Solugoes

5.4.1 Solugao de actidiona a 0,1% (cicloheximida)

Formula:

Actidiona. ... eereiscenacsssocanass ceeanas . O0,1g
Agua destilada Q.S.D.veevcercaecncns ettt 100 mL
Preparo:

Pesar 0,1 g de actidiona colocar em um balzo volumétrico de 100 mL e
completar o volume com égua destilada. Homogeneizar ate completa
dissolugao. Armazenar sob refrigeragao (2-8°C),durante um periodo ma
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Xximo de 6 meses. -

Nota: Devido ao seu alto potencial téxico, a solugéo de actidiona

deve ser manuseada com muito cuidado e sua pipetagem deve ser

realizada com auxilio de uma pera de sucgao ou pipetador
seguranga (ver Anexo B).

5.4.2 Agua de diluigao

Formula:

SOLUGAO-EStOQUE Attt venenenenoaneeonensosonnnosonssns 1,25
Solugao-estoque B......... et et ee et 5,00
Agua destilada....... e eeeeer et e -1 000

pH final apos esterilizagao: 7,2 10,1
Preparo: A agua de diluigao deve ser preparada como segue:

a) preparar a solucap-estoque A com a seguinte composigéo:

Fosfato de potassio monobasico (KH2P04) p.a... 34,0
Agua destilada .S.Peececcoecse cesesssenea ceseeaes 1 000
Dissolver o fosfato de potassio monobasico com 500 mL

+

de

mL
mL
mL

g
mL
de

égua destilada, ajustar o pH para 7,2 - 0,1 com solugao

de hidroéxido de sodio 1N e completar o volume para um litro

com agua destilada. Distribuir volumes que sejam adequados

a necessidade de uso do laboratorio, em frascos com tampa

e}
de rosca. Esterilizar em autoclave a 121 C, durante 15 mi

nutos. Armazenar em geladeiraj;

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

Cloreto de magnésio (Mg012.6H20) De@eveenenns 81,1
Agua destilada Q.S.Pececeecerraransaconcnncns 1 000

g
mL,

Dissolver o cloreto de magnésio em 500 mL de agua destila

da e completar o volume para um litro com égua destilada.

Distribuir volumes que sejam adequados a necessidade
uso no laboratorio, em frascos com tampa de rosca.

lar e armazenar em geladeira;

de

Rotg

¢) adicionar 1,25 mL da solugdo-estoque A e 5 mL da solugao-es

toque B e completar o volume para um litro com égua desti

lada;

d) distribuir, em frascos de diluigao, quantidades adequadas

qQue assegurem, apos autoclavagao a 121°C durante 15

tos, volumes de (90 ¥ 2) mL.

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

se ha quaisquer evidéncias de contaminagdo microbiana (turbi
dez, presenca de material em suspenséo). Em caso afirmativo,

essa solugéo deve ser descartada.

5.4.3 Solucao normal de hidroxido de sodio (NaOH-1N)

Formula:
Hidroxido de 50dio (NAOH) Pe@.ceverrernrocccncacacsnsns 40,0 g
Agua destilada Q.S.Peresecscnccsossccsresssanssccnocncon 1 000 mL
Preparo:

Pesar 40 g de hidroxido de sodio, colocar em um balao volumetrico de
1 000 mL e completar o volume com égua destilada. Homogeneizar ate
completa dissolugdo do hidroxido de sodio. Armazenar em frasco  bem
vedado.

5.4.4 Solucdo de tiossulfato de sodio a 1,8%

Formula:
Tiossulfato de sodio (Na28203) ........ e eateeaeeaan 18,0 g
Agua destilada Q.S.Diceeceecannsearecsocnacasanasosses 1 000 mL
Preparo:

Pesar 18 g de tiossulfato de sodio, colocar em um balao volumetrico
de 1 000 mL e completar o volume com agua destilada.Homogeneizar ate
completa dissolugao do tiossulfato de sodio. Armazenar em frasco bem
vedado. .

5.4.5 Solugao de EDTA a 15%

Formula:

EDTA (acido etilenodiaminotetracético, sal dissodico)..... 150 g
Agua destilada Q.S.P.veeoennn feeetaeeenaaens N 1 000 mL
Preparo:

Pesar 150 g de EDTA, colocar em um balao volumetrico e completar o
volume para 1 000 mL com agua destilada. Ajustar o pH para 6,5. Homo
geneizar ate completa dissolugéo do EDTA. Armazenar em frasco bem

vedado.

5.5 Amostragem

Deve ser realizada conforme descrito no Guia de Orientagao para Cole
ta e Preservagao de Amostras de Agua (CETESB/SEMA), observando-se (o}
disposto em 5.5.1.
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5.5.1 Amostra

5.5.1.1 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 e outras informagoes ne
cessarias para que os resultados possam ser interpretados corretamen
te).

5.5.1.2 Agente neutralizador de cloro residual: para a coleta de
amostras de éguas tratadas deve-se adicionar ao frasco da 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 agéo
do cloro residual. Essa quantidade de tiossulfato de sodio e sufici
ente para neutralizar concentragoes de ate 5 mg/L de cloro residual,
sendo adequada para as amostragens de rotina. Em situagoes. especi
ais, como por exemplo em emergencias, em que o residual de cloro po
de ser maior, uma maior quantidade de tiossulfato e reqd;rida. Nes
tes casos, podem ser utilizados volumes de 0,1 mL de uma solugao a
10% de tiossulfato de sodio para cada 100 mL da amostra, sendo esta
quantidade suficiente para neutralizar concentragSes de . ateée 15 mg/L.

de cloro residual.

5.5.1.3 Agentes quelantes: para a coleta de amostras de aguas polui
das, suspeitas de conter concentragSes superiores a 0,1 mg/L de
metais pesados, tais como cobre, zinco, etc. , deve-se adicionar ao
frasco de coleta, antes de sua esterilizagao, 0,3 mL de uma solugao
a 15% de EDTA, para cada 100 mL da amostra, aléﬁ do tiossulfato de
sodio (volume de 0,1 mL de uma solugéo a 10% para cada 100 mL da amos
tra). A solugéo de EDTA pode ser adicionada ao frasco de coleta sepa
radamente ou ja combinada com a solugdo de tiossulfato de sédio  an
tes da adigdo. O EDTA atua como agente quelante, reduzindo a agao to
xica de metals, apresentando uma agao mais ampla que o tiossulfato
de sédio, o qual; na concentragéo empregada, previne apenas a agéo
bactericida do cobre. ‘

5.5.1.4 Transporte e conservagao: apés a coleta, a amostra deve ser
enviada ao laboratorio o mais répido possivel. O tempo maximo ideal
entre a amostragem e inicio do exame e de 8 horas, sendo que o tempo
limite nao deve exceder 24 horas para éguas brutas e 30 horas —~para
éguas tratadas. As amostras devem ser transportadas sob refrigeragéo

(4°Cc a 10°C) e conservadas assim até o inicio do exame.

5.6 Procedimento a partir de amostras ligquidas (agua e esgoto)
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5.6.1 Antes de iniciar o trabalho, desinfetar a bancada;do laboraté

rio ou a capela de fluxo laminar, usando um désinfetante que nao dei
xe residuos.

5.6.2 Preparar placas de Petri contendo meio de cultura égar—amido—

-caseina (camada de fundo) em triplicata para cada volume da amostra
a ser inoculado e proceder a identificacapo das mesmas, anotando, .na
tampa de cada placa, o numero designado.pelo laboratorio para a amos

tra, o volume a ser inoculado, a data e o tipo de égua.

5.6.3 Homogeneizar a amostra, no minimo 25 vezes, inclinando o fras
co, formando um angulo de aproximadamente 45O entre o brago.e o an
tebrago. Para essa finalidade pode ser utilizado tambem um homoge
neizador mecanico.

5.6.4 Com todos os cuidados de assepsia, transferir 2 mL da amostra
e 1 mL da solugao de actidiona a 0,1% para um tubo de ensaio conten
do 17 mL do meio agar-amido-caseina, previamente fundido e estabili

zado a temperatura de 44—4600, em banho-maria.

5.6.5 Com uma pipeta estéril de 10 mL e obedecendo aos cuidados de
assepsia, homogeneizar o meio de cultura, o antibiodtico e o inoculo

da amostra contidos no tubo de ensaio.

5.6.6 Utilizando a mesma pipeta,transferir imediatamente 5 mL do con
teudo do tubo de ensa}o para cada uma das placas de Petri correspan
dentes, jé contendo a camada de fundo (ver 5.6;2). Para essa transfe
rencia descrever com a pipeta moviﬁentos circulares suaves na super
ficie da camada de fundo, visando obter uma distribuicao uniforme «o

inoculo.

Nota: A camada superficial resultante da solidificagao do meio de
cultura contendo 0,5 mL da amostra ou da diluigao utilizada
deve ser delgada para que as colonias se desenvolvam na super

ficie, facilitando, assim, sua visualizagao e contagem.

5.6.7 Quando for necessario examinar volumes ou quantidades- deci

mais inferiores a 1 mL da amostra, realizar as diluigoes da seguinte
maneira:

a) homogeneizar a amostra (como em 5.6.3) e, com uma pipeta
esteril de 10 mL e obedecendo aos cuidados de assepsia, trans
ferir 10 mL da amostra para um frasco previamente identi
ficado, contendo (90 ¥ 2) mL de Agua de diluigao esteéril.
Estara preparada assim a primeiraadiluigao decimal (10—1),

sendo que 1 mL da mesma corresponde ao volume de 0,1 mL da



CETESB/L5.219

amostra;

b) repetir a operagao segundo a alinea anterior, com o frasco
contendo a diluigao feita anteriormente (1071) e desta, com
uma nova pipeta esteril de 10 mL, transferir 10 mL para um
novo frasco, previamente identificado, contendo (90 pl 2) mL
de égua de diluigéo esteril. Prepara-se assim a segunda di
luicao decimal (10—2), sendo que 1 mL da mesma corresponde
ao volume de 0,01 mL da amostra;

"Ha . . . ~ R
c) proceder dessa maneira na sequencia das diluigoes dese jadas

(103, 1074,...1078,...).

Nota: A escolha das diluigoes depende do tipo e caracteristica da
amostra. Assim, para amostras de égua bruta as diluigSes ate
1:1000 (10_3) sao frequentemente adequadas, enquanto que, pa
ra amostras de solo, devem ser utilizadas diluigoes de 1:1000
(1073) até 1:1000000 (107°)

ser examinadas diretamente.

. Amostras de agua tratada podem

5.6.8 Homogeneizar a diluigao dese jada (como em 5.6.3) e, obedecendo

aos cuidados de assepsia, transferir 2 mL da diluigéo e 1 mL da solu
gao de actidiona a 0,1% péra um tubo contendo 17 mL do meio égar—ami
do-caseina, previamente fundido e estabilizado a uma temperatura de
44—4600 em banho-maria.

-«

5.6.9 Proceder da mesma forma que em 5.6.5 € 5.6.6.

5.6.10 Apés a solidificagao da camada superior, incubar as placas a
uma temperatura de 25°¢C a 2800 durante 6 a 7 dias, em posi¢50 inver
tida, para evitar a condensagao de agua sobre a superficie do meio de
cul tura.

5.6.11 Apods o periodo de incubagao, selecionar para leitura as pla
cas em triplicata correspondentes ao volume inoculado que tenha for
necido contagens entre 30 e 300 colonias e efetuar a contagem nessas
tres placas (Quando as placas correspondentes a todos os volumes"ing
culados apresentarem contagens inferiores a 30, efetuar a contagem nas
placas correspondentes ao maior volume). Calcular o média aritmetica
das contagens, multiplicar por dois e o resultado multiplicar pelo

inverso da diluigaoc utilizada dessas placas.

Nota: Quando necessario, em caso de duvida na identificagao da co

lonia, efetuar exame microscépico com aumento de 50x a:100x.
A distingao dos principais generos e feita com base na esporu

lagao, arranjo de esporos, dispersao de filamentos, diametros
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das hifas, assim como outras caracteristicas moerfologicas,

culturais e bioquimicas.

5.7 Procedimento a partir de amostras solidas ou semi-solidas (solo

e residuos solidos)

5.7.1 Proceder da mesma forma que em 5.6.1 ¢ 5.6.2.

5.7.2 Homogeneizar a amostra e transferir uma quantidade significa

tiva para um béquer com capacidade de 1 000 mL.

5.7.3 Macerar a amostra previamente selecionada e, se necessario,
retirar, com auxilio de uma pinga, pedagos de madeira, papel,raizes,

etc. Apos este processo, homogeneizar novamente a amostra,

5.7.4 Pesar 50 g da amostra ja macerada e homogeneizada e transferir
para um baldo contendo 450 mL de agua de diluigdo estéril. Prepara-
se assim a primeira diluigao decimal (10—1), sendo que- 1 mL da mes

ma corresponde a 0,1 g da amostra.

5.7.5 Homogeneizar a amostra contida no balao em agitador‘de aproxi

madamente 120-150 oscilagoes por minuto, durante cerca de 30 minutos.

5.7.6 Apés a homogeneizagéo da amostra, proceder conforme 5.6.7 a
5.6.11.

Nota: Quando as amostras sao de solo ou residuos solidos (amostras s0

lidas ou semi-solidas), recomenda-se usar a corregao paraa quan
tidade de agua presente na amostra, expressando o resultado em

gramas de peso seco.

6 RESULTADOS

6.1 Expressar o resultado em termos de unidades formadoras de col§
nias de actinomicetos por mililitro (UFC/mL), por grama (UFC/g) ou por
grama de peso seco (UFC/g de peso seco).

6.1.1 Se as placas correspondentes a todos os volumes inoculados nao
apresentarem colonias, expressar o resultado como <1 multiplicado
pelo inverso do maior volume inoculado (Exemplo: para uma amostra, cu
jo maior volume inoculado foi de 0,01 mL e nao se observou crescimen

to em nenhuma das placas, o resultado € expresso como <100 UFC/mL).

6.1.2 Quando as placas correspondentes a todos os volumes inocula
dos apresentarem contagéns superiores a 300, relatar o resultado co

mo >300, multiplicado pelo inverso do menor volume inoculado.
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6.1.3 Os resultados das medias das contagens superiores a 99 devem

ser arredondados, segundo as seguintes regras:

a) quando o algarismo das unidades for igual ou maior que 5(cin
co), abandona-se 0 mesmo € soma-s€ uma unidade ao algaris

mo das dezenas (exemplo: 165 e expresso como 170);

b) quando o algarismo das unidades for menor que 5 (rinco),
abandona-se simplesmente o mesmo (exemplo: 142 e expresso
como 140).

6.1.4 Quando as placas nao puderem ser contadas devido a erro nas
diluigaes,quebra acidental das amostras ou quando se observarem evi
dencias de contaminagdo, relatar o resultado como: "analise prejudi

cada devido a acidente de laboratorio".
6.2 Do relatorio deve constar, no minimo:
a) local e data de coleta e analise;
b) caracterizagao completa da amostra;
c) nome do coletor davambstra;
d) resultado do ensaio, .expresso conforme 6.1;

e) cédigo desta Norma e técnica utilizada;

f) nome e assinatura do responsével pela analise.

/ANEXO A
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ANEXO A - MEIOS DE CULTURA ALTERNATIVOS PARA ISQLA
MENTO E CONTAGEM DE ACTINOMICETOS EM:AGUA
ESGOTO E SOLO

Alguns autores utilizam meios alternativos ao recomendado pelos "Stan
dard Methods for the Examination of Water and Wastewater" (égar—ami
do-caseina) para o isolamento e contagem de actinomicetos em agua e
solo. Sao apresentadas, a seguir, as especificagoes relativas a com

posigéo e preparo desses meios de cultura.

A-1 Agar para o isolamento de actinomicetos (meio desidratado- Manual
Difco)

Preparado de acordo com a formula de Olson (1960) e recomendado para

o isolamento de actinomicetos em égua e solo.

Formula:

Caseina de sodio.....c.cvvnnn.n et . 2,0 g
Asparagina{ ....................... ces s s acersesesacanen 0,1 g
Propionato de SOGi0....eeeeesscacennnsns e 4,0 g
Fosfato de potassio dibasicO......eeeeeeenneennnn. cen 0,5 g
Sulfato de MAgNesio....eeeevonns. C et teeceeaieeceaeaenas 0,1 g
Sulfato ferroso........... e etrateeteteeeeettaaens e - 0,001 g
AGar . ittt it et i i et .. 15,0 g
Agua destilada....... e P 1 000 mL

pH final apos esterilizacdo: 8,1 £ 0,2 a 25°C
Preparo: *

Pesar 22 g do meio desidratado '"Bacto Actinomycete Isolation Agar",
acrescentar 1 000 mL de égua destilada fria, deixando em repouso du
rante, aproximadamente, 15 minutos. Aquecer, agitando freq&entemente
até a completa dissolugao do meio, tomando cuidado para que nao seja
atingida a temperatura de ebuligéo. Adicionar 5 g de glicerol, homoge

neizar e esterilizar em autoclave a 1212C durante 15 minutos.

A-2 Agar Actinomiceto

Preparado de acordo com a formula citada por Pochon (1962) recomenda

do para o isolamento e contagem de actinomicetos em solo.

Formula:
Glicerol..... ceeseresona cessesescsceseasacene seesevne . 10,0 g
Asparaging de SOG10...ceeeeeeenccrscacrccnananannss cenn 1,0 g

Fosfato de potassio dibasico...... e e Ceeeea 1,0 g
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Solugéo de tragos de elementos.......... ceeessansens ceee N 1 mL
Agar....... e teeee s et eesecene e e 15,0 g
Agua destilada........... et e eseeteeeaar e - 1 000 mL

pH final apds esterilizagdo: 7,0 % 0,1

Preparo:

Pesar todos os reagentes e acrescentar 1 000 mL de “agua destilada,
deixando em repouso durante, aproximadamente, 15 minutos. - Aquecer,
agitando freq&entemente ateé completa dissolugéo do meio, tomando cui

dado para que nao seja atingida a temperatura de ebuligao. Esterili

zar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Solugao de tragos de elementos

Formula:

Molibdato de potassio (ou amonio).....c.ceevenn. e 0,05 g
Borato de SOGi0..eeeeeeecanaenns ceesreasaneas cesacseanns 0,05 g
Percloreto de ferro (sulfato ferrico vermelho).......... 1 gota
Nitrato de cobalto....... teesccsescessnssecacecsessosesnan 0,05 g
Sulfato de cadmio...... e eeasnes cevans Cereeeans 0,05 g
Sulfato de cobre......... et e eeesece st asaanesseseeaaes ot 0,05 g
Sulfato de zinCo. ... s eveuu.s s e es st e sseesasacnne ce e esaa 0,05 g
Sulfato de manganeés....... et eaeeseees e - 0,05 g
Agua destilada........... s ecascene e B IR 1 000 mL

Fazer passar uma corrente de 002 na solugao.

Preparo:

Pesar os reagentes, exceto o percloreto de ferro, e acrescentar 1 000
mL de agua destilada. Homogeneizar agitando até completa dissolugao
do meio e acrescentar 1 gota de percloreto de ferro. Homogeneizar.
Passar uma coreente de 002 na solugéo. Estocar em frasco com tampa

de borracha ou tampa de rosca fore do alcance da luz, em geladeira.

/ANEXO B
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ANEXO B - RECOMENDAGOES DE ORDEM GERAL =

B-1 Cuidados especiais com a vidraria

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

B-2 Controle da eficiencia da autoclave

Utilizar ampolas com suspensao de esporos de Bacillus stearothermophilus

em meio de cultura, colocando-as no centro da caixa contendo os meios
de cultura a serem esterilizados. Estas ampolas, depois da autoclava
950, sao incubadas em banho-maria a 5500, durante 24 a 48 horas. Se
houver mudanga da coloragéo da suspenséo contida nas ampolas, de roxa
para amarela, significa que a esterilizagéo foi insuficiente, pois

houve desenvolvimento de bactérias.

B-3 Controle de qualidade da agua destilada

A égua destilada, a ser empregada no preparo de meios de cultura e
solugoes, deve ser de alta qualidade, livre de substancias toxicas
ou nutritivas que possam influenciar a sobrevivencia e crescimento
de microrganismos. £ recomendavel a avaliagao periodica de sua quali
dade, atraves da realizacao de ensaios especificos. Ver Norma CETESB
15.215.

B-4 Armazenamento de meios de cultura desidratados

“

Os frascos de meio de cultura devem ser mantidos herméticamente fecha
dos em suas embalagens, em local fresco e seco, protegidos da luz. Em
laboratdrios nao equipados com ar condicionado, o armazenamento dos
meios desidratados deve ser efetuado colocando-se os frascos de boca
para baixo; isto produz um efeito de selagem conveniente ao redor da

tampa de rosca, que retardara a decomposigéo do meio.

B-5 Cuidados no preparo dos meios de cultura

B-5.1 Quando forem usados meios desidratados, os mesmos deverao es
tar inalterados quanto a cor, odor e, principalmente, consistéencia,
nao devendo apresentar-se endurecidos ou hidratados. Os recipientes
utilizados para a preparagéo dos meios deverao ser inertes, para que
nao liberem substéncias, tais como cobre, zinco, aluminio, etc., que
irao alterar os constituintes do meio.

B-5.2 A hidratagao dos meios deve ser realizada com égua destilada

fria. principalmente para os meios que contém agar, pois se for uti
lizada égua quente, forma-se imediatamente, em torno de cada parti

cula de agar, uma pelicula gue protege o nucleo. Com a elevagao da
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temperatura, ocorre um aqugéimento seco do nucleo, que impede que a
particula se umedega totalmente. Por esse motivo, aconselha-se dei
xar de molho, em égua destilada fria durante 15 minutos, os meios que
contém agar, agitando-se a mistura freqlentemente e utilizando reci
" pientes com volumes duas ou trés vezes maiores do que seu conteudo,

para facilitar a homogeneizagao.

B-6 Controle de qualidade de meios de cultura

£ recomendavel a realizacio de testes especificos para avaliagao e
controle da qualidade dos meios dé cultura a serem empregados no tes
te para determinagao da densidade de actinomicetos (ver Norma CETESB
L5.216).

B-7 Precaugoes com o meio de cultura

B-7.1 Ao fundir o meio de cultura a ser usado na tecnica de "pour

plate" (camada dupla de agar), agar-amido-caseina, evitar:

a) colocar excesso de agua no recipiente que ira conter os tu
bos com o meio de cultura, pois essa, ao ferver, poderéoqg

sionalmente entrar nos tubos, contaminando o meio;

b) exposigéo prolongada a temperaturas elevadas durante e apés
a fusao.

B-7.2 Durante a estabil{zagéo da temperatura dos meios de cultura a
serem usados na tecnica de "pour plate", evitar qué a temperatura do
banho-maria exceda 48°C, pois algumas bactérias mais sensiveis pode
rao ser mortas, quando se adiciona o inoculo da amostra ao meio de
cultura.

B-8 Cuidados com o actidiona

Ocorrendo contato com a pele, lavar imediatamente com agua corrente
e sabdo. Se ingerido, .induzir a vomito por ingestao de um copo de agua
morna com uma colher-de-cha de sal e chamar imediatamente um médico,
uma vez que, quando ingerido, pode provocar convulsoes ou coma. Acti
diona é um antibiotico usado apenas em laboratorio para impedir o)

crescimento de fungos no meio de cultura.

/ANEXO C
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