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INTRODUCAO

E de fundamental importancia que em Laboratorios de Microbiologia os materiais e
vidrarias utilizados para as analises estejam livres de substancias toxicas ou
nutrientes, derivadas de saboes e detergentes, cujos residuos podem atuar sobre
os microrganismos pesquisados e desta forma, interferir nos resultados dos exa
mes .

0s detergentes sao formulagoes comerciais, compostas de agentes tenso-ativos e
outros aditivos utilizados para lavagem ou limpeza.

0 principal componente de um detergente, que lhe da a propriedade de '"limpar", é
chamado surfactante ou principio ativo dos detergentes. De acordo com o tipo
de surfactante, os detergentes sintéticos sao divididos em anionicos, cationicos
e nao ionicos, sendo que, os anuonlcos apresentam carga negativa e os cationicos
carga positiva»quando dissociados em agua; os nao ionicos apresentam grupos hi
drofilicos nao ionizaveis.

0s detergentes cationicos agem sobre a maioria dos microrganismos, enquanto que
0s nao ionicos nao sao especialmente inibidores e ate mesmo chegam a ser bons
nutrientes; os anionicos possuem agao bactericida moderada.

A agao destes detergentes sobre um mlcrorganlsmo pode levar a inibicao do cres
cimento ou produzir sua morte. Além disso, os efeitos toxicos dos detergentes
sao atribuiveis a sua agao quimica sobre as estruturas celulares, especialmente
a membrana celular e, sendo ela a responsavel pela preservacao da integridade da
célula, impedindo o estravasamento dos constituintes para o meio externo, a rup
tura desta estrutura faz com que a]guns componentes celulares, tais como, amlnoa
cidos, nucleotideos, coenzimas e Tons organicos, escoem para fora, com consequen
te morte dos microrganismos.

Portanto, os detergentes a serem utilizados na lavagem dos materiais e vidrarias
deverao ser previamente testados, devendo-se estabelecer criterios rigidos rela
tivos a escolha dos detergentes e cuidados especiais no processo de lavagem, a
fim de que residuos alcalinos ou acidos, nao permanegcam nos materiais, pois po
derao alterar os constituintes das solugSes e meios de cultura, desta forma, pre
judicando a confiabilidade dos resultados fornecidos pelo laboratorio.
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1 OBJETIVO

Esta Norma prescreve os testes utilizados para verificar a toxicidade de -deter.
gentes usados para lavagem dos varios tipos de vidraria e materiais ~utilizados
em laboratorio de microbiologia.

2 DEFINIGOES

.1 Enterobactern aerogenes : $ao bacilos curtos, aerobios ou anaerobios faculta

tivos, Gram-negativos, |move|s ou ‘moveis por flagelos peritriquios. Fermentam
a lactose com producao de gas dentro de 48 horas, a 35°C.

N
N

. p.a.: para analise.

N
W

gq.s.p.: quantidade suficiente para.

3 APARELHAGEM

3.1 Materiais e equipamentds

3.1.1 Equipamentos de esterilizacao

3.1.1.1 Estufa para esterilizacao e secagem: a estufa deve acondicionar pipe
tas, placas de Petri, frascos para coleta e toda vidraria e aparelhagem que pode
ser esterilizada em calor seco e ter capacidade para permitir a circulagao de
ar quente ao redor do material a ser esterilizado. Deve ser equipada com um ter
mometro e um termostato e operar normalmente a uma temperatura de 170 - 180°cC.
08tempo de esterilizagao para a maior parte da vidraria e de duas horas, a 170 -
180°¢

3.1.1.2 Autoclave: deve ser de-tamanho suficiente para permitir a cieculagao
do vapor ao redor do material a ser esterilizado por esse meétodo e equipada com
uma valvula de seguranga e com um termometro, cujo bulbo deve estar na diregao
da linha de escape do vapor condensado (dreno) Operar-se-a a autoclave de modo
a substituir por vapor todo ar existente na camara. A operacao total de uma au
toclave durara, no maximo, uma hora, devendo-se acompanhar os ciclos de operagao
e os registros de tempo-temperatura. E recomendavel que a autoclave atinja ‘a
temperatura de esterlllzagao de 1210C dentro de, no maxnmo, 30 minutos e mante
nha essa temperatura durante o perfodo de esterilizagao.

3.1.2 Incubadora bacteriologica

Equipada com termostato e prOJetada de tal forma que a temperatura em todas as
partes utilizadas seja 35 ¥ 0,5°C. Deve permitir a circulagao do ar ao redor
de todas as culturas, quando o material de trabalho estiver sendo incubado. Pa
ra verlflcar a temperatura de uma |ncubadora grande, serao colocados um ou mais
termometros em lugares representativos da camara e feitos registros periodicos
da temperatura. A incubadora deve manter 75 a 85% de umidade relativa.

A incubadora devera ser colocada em um local onde a temperatura permaneca na fai
xa de 18 a 30°C.
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3.1.3 Balanca
Com sensibilidade de 0,1 g ao pesar 150 g.

3.1.4 Frascos para agua de diluicao

De borossilicato (pyrex) ou vidro neutro, com tampas de rosca que permitam boa
vedacao e sejam livres de substancias toxicas soluveis, com capacidade para con
ter 90 e 99 ¥ 2 ml de agua de diluicao, deixando um espago suficiente para per
mitir uma boa homogeneizacao quando se proceder a agitagao.

3.1.5 Pipetas

Pipetas tipo Mohr de 1 ml e 10 ml, com graduagao de 1/10, com bocal para tampao
de algodao, com erro de calibracao inferior a 2,5%. Sao guardadas em caixas de
aco inoxidavel. Podem ser embrulhadas individualmente em papel. Esterilizadas
em calor seco a 170 ~ 1809C, durante 2 horas.

3.1.6 Caixas de aco inoxidavel

Com dimensoes de 50 cm X 30 cm-X. 20 cm.
3.1.7 Bico de Bunsen ou similar.

3.1.8 Tubos de ensaio

Tubos de ensaio de borossilicato (pyrex) ou vidro neutro, de 18 mm X 180 mm
16 mm X 150-mm e de 15 mm X 150 mm com" tampa de rosca.

[3

3.1.9 Contador de colonias

Tipo Quebec ou similar, preferencialmente com campo escuro, ou outro modelo que
fornega aumento equivalente (1,5 diametros) e possibilite visualizacao satisfa
toria das colonias a serem contadas.

3.1.10 Placas de Petri

Devem ser de borossilicato (pyrex) ou vidro neutro de boa qualidade, com fundo
perfeitamente plano, sem ranhuras e bolhas de ar, com 15 mm de altura X 100 ~ mm
de diametro.

3.1.11 Potenciometro

Deve ter escala bem legivel e medir com exatidao de 0,1 unidade de pH. A cali
bracao do potenciometro deve ser feita pelo menos 2 vezes ao dia, com tampoes de
pH = 4,0, pH = 6,86 e pH = 9,18.

3.1.12 Banho-maria

Equipado com um termostato para temperatura de aproximadamente 44 - 46°C. Para
verificar a temperatura, deve ser colocado um termometro e registros periddicos

‘deven-ser efetuados-

3.1.13 Bandejas de plastico ou aco inoxidavel

3.1.14 Equipamentos para preparacac de meios de cultura e solucoes

Recipientes de vidro ou ago inox. O material de aquecimento e os bastoes devem
estar limpos e isentos de qualquer substancia toxica (nunca devem ser de cobre).

y
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3.1.15 Agulha de inoculacao

Fio de platina ou niquel-cromo, com 7 a 8 cm de comprimento e 0,5 mm de diametro;
sao colocadas em cabo de metal (cabo de Kolle).

3.1.16 Destilador de aqua, aparelho de deionizacao ou sistema purificador : de

agua.

Devem produzir uma agua nao toxica, livre de substancias que impegam ou interfi
ram na multiplicagao bacteriana.

3.1.1

~J

Porta pipetas de ago inoxidavel.

3.1.18 Estantes

De arame galvanizado, perfuradas, para tubos de ensaio.

3.2 Reagentes

Para o preparo dos meios de cultura, da-se preferéncia a utilizagao de meios de
cultura desidratados de procedencia idonea, visando maior uniformidade dos mes
mos. Pode-se, no entanto, prepara-los no laboratorio, sendo que os reagentes a
serem utilizados devem ser de grau bacterioldgico e procedéncia idonea, apresen
tar odor, cor e consisténcia inalteradas, ser livres de elementos .-bactéricidas
ou bacteriostaticos inespecificos e de outros carboidratos fermentdveis que nao
os em teste e fornecer os nutrientes necessarios para os organismos pesquisados.

3.2.1 Reagentes necessarios:

a) agar;

b) dextrose;

c) extrato de carne;

d) extrato de levedura;

e) fosfato monopotassico (KH,PO,) p.a.;
f) hidroxido de sodio (NaOH) p.a.;

g) peptona;

h) sulfato de magnesio (MgS0,.7H;0) p.a.;
i) triptona.

3.2.2 Meios de cultura desidratados:
a) Agar Triptona Glicose Extrato de Levedura (''Plate Count Agar'');

b) Caldo Nutriente (‘''Nutrient Broth'');
c) Agar Nutriente (''Nutrient Agar').

3:2.3 Cultura pura de Enterobacter aerogenes IMVIC (-—+})

3.3 Meios de cultura

3.3.1 Agar Triptona Glicose Extrato de Levedura

Formula:
I 1 = = 3 - T 5,0 g
Extrato de levedura ......ciiiiiiiineinnesccscencnnnss 2,5 ¢
DEXErOoSe ...ceneeercennnnnnannnnnnnns e teeserieaeesenes 1,0 g
Agar ..... e e erseees e st eer et as e cees 15,0 g
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Agua destilada .......... O 1.000 ml
pH final apds esterilizacao: 7,0 +t 0,1.
Preparo
Pesar 23,5 g do meio desidratado ''Plate Count Agar” e acrescentar 1.000 ml - - de

agua destilada fria, déixando em repouso durante aproximadamente 15 minutos.
Aquecer, agitando frequentemente, até a completa fusao do meio, tomando cuidado
para que nao seja atingida a temperatura de ebulugao Se necessario, ajustar o
pH para 7,0 com solugao normal de hidroxido de sédio (NaOH-1N). Distribuir volu
mes de 12 a 15 ml em tubos de 16 mmX150 mm com tampa de rosca ou volumes de 150ml
em frascos Erlenmeyer de 250 ml. Esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15
minutos.

3.3.2° Caldo Nutriente

Formula:

Extrato de carne ......iiiiiiiiineiinrenrennnnonnens 3 g
=T o1 o T3 T T 5g¢
Agua destilada ...oveevrneennennnnesennennnns vee. 1.000 ml
pH final apos esterilizacao: 6,8 % 0,1.

Preparo

Pesar 8,0 g do meio desidratado '"Nutrient Broth' e acrescentar 1.000 ml de agua
destllada frla Aquecer, agitando frequentemente, até a completa dussolugao do
meio, tomando cuidado para que nao seja atlnglda a temperatura de ebuligao. Dis
tribuir volumes de 20 ml nos tubos de ensaios correspondentes. Tamponar e este
rilizar em autoclave a 121°C, durante 15 minutos.

3.3.3 Agar nutriente

Formula:
Peptona ,......... Cetetenesanes craaes ceesreesseeaese 5,0 g
Extrato de carne ....oivvevnveereecnennns esena oo 3,0 g
Agar ...iiiiiiiinnnn Cereeraaeaae Ceeenes eetaareees 15,0 g
Agua destilada .......... R P cer.o1.000 ml
pH final apos esterilizagcao: 6,8.
Preparo:
Pesar 23 gramas do meio desidratado 'Nutrient Agar' e acrescentar 1.000 ml de

agua destilada fria, deixando em repouso durante aproxnmadamente 15 minutos.
Aquecer, agi tando frequentemente, até a completa  fusao -~ do meio, tomando cui
dado para que nao seja atingida a temperatura de ebullgao Distribuir volumes
de 6 a 7 ml em tubos de ensaio de 16 mm X 150 mm. Tamponar e esterilizar em  auto
clave a 121°C, durante 15 minutos. Apos autoclavacao e _enquanto o meio ainda es
tiver quente, colocar os tubos em posi¢ao inclinada, até-que o meio se solldlfl
que, visando obter uma superficie inclinada com 6 a 7 cm de comprimento.

3.4 Solucoes

3.4.1 Agua de diluicao

3.4.1.1 Solucao estoque A

Formula:

Fosfato monopotassuco (KHyPOL) pea. vvcivvnnnnnennsn 34,0 g
Agua destilada ....ovviinevnnnnnnns Ceeeietaceaeaa.. 1,000 m
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Preparo.

Dissolver o fosfato monopotassico em 500 ml de agua destilada, ajustar o pH para
7,2 com solugao normal de hidroxido de sédio (NaOH-1N) e completar o volume para
um litro com agua destilada.

3.4.1.2 Solucao estoque B

Formula:
Sulfato de magnésio (MgSOy . 7H,0) p.a. ............ 50,0 g
Agua destilada .......... N Cereenea veee. 1.000 mi
Preparo

Dissolver o sulfato de magnésio em um litro de agua destilada.

3.4.1.3 Preparo da agua de diluicao

Adicionar 1,25 ml da solugao estoque A e 5 ml da solugao estoque B a um balao vo
Tumétrico e completar o volume para | litro com agua destilada. Distribuir em
quantidades que assegurem, apos autoclavacao durante 15 minutos, a 121°C, volu
mes de 90 e 99 ¥ 2 ml.

4 EXECUCAO DO ENSAIO

4.1 Principio do método

Baseando-se no principio de que resfduos acidos ou alcallnos, téxicos ou nutriti
_vos, liberados por agentes qunmicos, podem exercer uma agao inibitéria ou esgl
mulante sobre o crescimento dos microrganismos, este teste permite verificar a
toxicidade do detergente usado no laboratorio de microbiologia, através da ana
lise dos resultados relativos & contagem em agar padrao correspondente a uma den
sidade conhecida de bactérias inoculadas nos materiais em teste, submetidos a d|
ferentes ciclos de lavagem, em relagao aos resultados obtidos em um grupo contro
le,

4.2 Procedimento

L4.2.1 No dia anterior a execugao do teste, preparar uma suspensao bacteriana da
Torma-descrita:nos itens 4.2.1.1 a 4.2.7.9.

4.2,1.1 Com o auxilio de uma agulha de inoculacao previamente esterilizada e
resfriada, transferir um indculo da cepa de Enterwbacter aerogenes (IMViC™ )
para um tubo de-ensaio de 16 mm X 150 mm, contendo agar nutriente com uma parte ln
clinada de 6 a 7 cm de comprimento. Semear levemente a cultura sobre a superfl
cie do agar inclinado, de modo a obter uma pelicula uniforme de crescimento.

4.2.1.2 Incubar a 35 * 0,59C durante 24 *- 2 horas.

L.2,1.3 Apds o periodo de |ncubagao, pipetar 1 a 2 ml de dgua de diluicao este
ril (de um frasco contendo 99 mi) e colocar sobre a cultura no agar inclinado.

4.2.1.4 Com a mesma pipeta, homogeneizar a cultura, tomando cuidado para que o
agar nao seja danificado.

4,2.1.5 Ainda_com a mesma pipeta, transferir toda a suspensao para o frasco de
agua de diluigao original.
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4.2.1.6 Homogeneizar a suspensao, no minimo 25 vezes, inclinando o frasco, for
mando um angulo de aproximadamente 45° entre o brago e antebraco.

L,2.1.7 Com uma pipeta estéril de 1 ml e obedecendo aos cuidados de assepsia ,
transferir 1 ml da suspensao do frasco orlglnal"para um segundo frasco, anteci
padamente identificado, contendo 99 ml de agua de d|lU|gao com tampao fosfato.
Prepara-se assim uma diluicao decimal 1/100 da suspensao bacteriana. (1072).

4.2.1.8 Proceder desta maneira nas sequencias de diluicao-desejadas (107" a

T0°%).

4,2.1.9 Com umo.pipeta estéril de 1 ml e obedecendo aos cuidados de assepsia ,
transferir T ml da dllu:gao 107 5, para um frasco antecipadamente identificado ,
contendo 30 ml de agua de diluicao com tampao fosfato. Prepara-se assim a ulti
ma diluicao (1:1.000.000) a partir da qual devem ser obtidas contagens de 20 a
60 células viaveis de -Enterobacter aerogenes por ml.

0BSERVACAQ:

Devido a varlagao entre cepas do mesmo microrganismo, meios de cultura e super
flCIeS do agar, € necessario se fazer usualmente um ajuste no processo de dllu1
cao a fim de se obter a densidade especnflca de 20 a 60 células viaveis por ml.
Para estabelecer numericamente uma variagao entre o crescimento em um meio e o
microrganismo especifico, fazer uma série de contagens em placas de Petri a par
tir da diluigao 1076, determinando-se, deste modo, a densidade bacteriana. Se
o procedimento estiver bem padronizado (como por exemplo, a area superficial do
agar inclinado, técnicas de laboratério, etc.) é possivel se reproduzir os resul
tados com a mesma cepa de bactéria.

4.2.2 Preparar as placas de Petri e os tubos de ensaio pafa o teste, da forma
descrita nos itens 4.2.2.1 a 4.2.2.5.

L.,2.2.1 Lavar e enxaguar 6 placas de Petri ou 6 tubos de ensaio d& 18 mm ¥ 180 mm
de maneira habittual e identificar o conjunto como grupo A.

L.2.2.2. Lavar um outro grupo de 6 placas de Petri ou 6 tubos “-de -ensaio = de
18 mm X 180 mm de maneira habitual e enxagua-los com agua destilada 12 vezes con
secutlvas, identificar o conjunto como grupo B.

4.2.2.3 Lavar um terceiro grupo de 6 placas de Petri ou 6 tubos de ensaio de
T8 mm X 180 mm com o detergente em teste e, deixar secar sem enxaguar; identificar
o conjunto como grupo C.

4.2.2.4 Esterilizar os tubos de ensaio e as placas de Petri correspondentes dos
grupos A, B e C em estufa, a 170 - 180°C, durante 2 horas.

4,2.2.5 Para os tubos de ensaio dos grupos A, B e C, proceder da seguinte manei
ra:

= distribuir em cada um dos tubos de ensaio dos grupos A, B e C, 20 ml
de Caldo Nutriente. Tamponar e esterilizar em autoclave a 121°C, du
rante 15 minutos.

4.2.3 Na sequencia do teste para o qual estao sendo utilizadas as placas de Pe
tri, proceder da forma descrita nos itens 4.2.3.1 a 4.2.3.7.

4,2.3.1 Identificar as placas de Petri correspondentes a cada grupo, anotando ,
na tampa, a data e o grupo a que pertence (A, B ou C).
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4.2.3.2 Homogeneizar, no minimo 25 vezes a altima diluicao preparada a partir
da suspens3o bacteriana contendo 20 a 60 células vidveis por ml (4.2.1.9), incli
nando o frasco, formando um angulo de aproximadamente 459 entre-o brago e o ante
braco.

4,2.3.3 Com umapipeta estéril de 1 ml e obedecendo aos cuidados de assepsia ,
transferir 1 ml da diluicao especificada no item anterior para cada uma das pla

cas de Petri correspondentes aos grupos A,B e C.

4,2.3.4 ApSs a inoculagao de todas as placas e num espago de tempo inferior a
20 minutos, entreabrir cada placa e acrescentar 12 a 15 ml de Agar Triptona Gl1i
cose Extrato de Levedura, previamente fundido e estabilizado em banho-maria a
L4 - 469C, tendo o cuidado de flambar a boca do tubo antes de se verter o agar
na placa.

4.2.3.5 Homogeneizar o indculo e o agar contidos ha-placa com movimentos circula
res em forma de oito ( » ), aproximadamente dez vezes consecutivas. Os moviméi
tos devem ser moderados para nao projetar o agar com o inoculo contra as paredes
ou tampa da placa.

4.2.3.6 Apds a solidificacdo do agar, incubar as placas a 35 ¥ 0,5°C  -durante

48 T 3 horas, em posigao invertida para evitar a condensagao de agua sobre a su

perficie do agar.

4.2.3.7 ApSs o periodo de incubagao, efetuar a leitura das placas corresponden
tes a cada grupo (A,B e C), com auxilio de um contador de coldnias Quebec ou si
milar e calcular a media das contagens obtidas para cada grupo.

4.2.4 Na sequéncia do teste para o qual estao sendo utilizados tubos de ensaio,
proceder da forma descrita em 4.2.4.1 a 4.2.4.10.

4.2.4.1 Identificar os tubos de ensaio contendo o Caldo Nutriente, anotando a
data e o grupo a que pertence (A, B ou C).

4.2.4.2 Homogeneizar no minimo 25 vezes; a (ltima diluigao preparada a partir
da suspensao bacteriana, contendo 20 a 60 células viaveis por ml (4.2.1.9), in
clinando o frasco formando um angulo de aproximadamente 450 entre o brago e o an
tebrago.

4.,2.4.3 Com uma pipeta estéril de Iml e obedecendo aos cuidados de assepsia R
transferir 1 ml da diluicao especificada no item anterior para cada um dos tu
bos de ensalo correspondentes aos grupos A, B e C.

4.2.4.4 Apds a inoculagcdo, incubar todos os tubos com o Caldo Nutriente a 35 .%
0,5°C durante 24 ¥ 2 horas.

4.2.4.5 Apos perfodo de incubac3d, efetuar diluigoes decimais 107% a 1077 a par
tir das culturas nos tubos de ensaio. Para isto, proceder da seguinte maneira:

a) com uma pipeta estéril de 10 ml e obedecendo aos cuidados de assep
sia, transferir 18 ml das culturas contidas nos tubos de ensaio para
frascos antecipadamente identificados, contendo 90 ¥ 2 ml de agua de
diluigao com tampao fosfato. Prepara-se, assim, a primeira diluicao
decimal da amostra (107!), sendo que 1 ml da mesma corresponde ao vo
lume de 0,1 ml da amostra;

b) homogeneizar os frascos com o conteido da primeira diluigao efetuada,
no minimo 25 vezes, inclinando o frasco, formando um angulo de apro
ximadamente 45° entre o braco e o antebraco;

c) com uma pipeta estéril de 10 ml e obedecendo aos cuidados de  assep
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sia, transferir 10 ml da diluigao feita anteriormente (10°1) para
frascos antecipadamente identificados, contendo 90 % 2 ml de agua
de diluig¢ao com tampao fosfato, conseguindo-se assim a segunda dilui
cao decimal (10-2), sendo que 1 ml da mesma corresponde a 0,01 ml da
amostra;

d) proceder:desta maneira, na sequéncia de dilui¢oes necessarias para
o teste 107% 3 1077,

4.2.4.6 ldentificar placas _de Petri, em duplicata para a inoculagao  correspon
dente a cada uma das diluigoes de 10™% a 1077, anotando na tampa, a data, a di
luicao e o grupo ao qual correspondem (A, B ou C).

4.2.4.7 Homogeneizar o conteldo dos frascos contendo a primeira diluicao a ser
utilizada 10™%, como em 4.2.4.5b).

4.2.4.8 Com uma pipeta estéril de | ml e obedecendo aos cuidados de assepsia ,
transferir 1 ml da diluicao 10™% para cada placa de Petri em duplicata correspon
dente aos grupos A,B e C, previamente identificadas.

4.2.4.9 Proceder como em 4.2.4.8 para a inoculagdo das diluigdes necessarias pa
ra o teste 1075 a 1077,

4.2.4.10 Proceder novamente conforme descrito em 4.2.3.4, 4.2.3.5, 4.2.3.6 e
L.2.3.7.

5 INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

As conclusoes relativas ao teste para verificacao da toxicidade do detergente -
realizado a partir de placas de Petri ou tubos de ensaio, sao as descritas nos
itens 5.1 e 5.2.

5.1 Se a média das contagens de colonias de bactérias correspondentes ao grupo
C, for inferior a 15% ou mais, em relagao a média do grupo B, significa que o de
tergente utilizado contém substancias bactericidas ou bacteriostaticas e, portan
to, um outro detergente deve ser selecionado.

5.2 Se a media das contagens de colonias de bactérias correspondentes ao grupo
A, foi inferior a 15% ou mais, em relacao a média do grupo B, significa a presen
ca de residuos toxicos de detergentes nos materiais de vidro procedentes do pro
cesso de lavagem, portanto, o detergente utilizado deve ser substituido por um
outro nado toxico e, cuidados especiais relativos a lavagem devem ser -estabeleci::
dos. :

/Anexo A
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ANEXO A - PRESCRICOES GERAIS

A-1 Cuidados especiais com a Vidraria

Ver Norma CETESB M1.001 - Lavagem, preparo e esterilizacao de materiais em labo
ratorio de microbiologia.

A-2 Controle da eficiéncia da autoclave

Utilizar ampolas com suspensao de esporos de Bacillus Atea&othehmophiﬂub em méio
de cultura, colocando-as no centro da caixa contendo os meios a serem esteriliza
dos. Estas ampolas, depois da autoclavagao, sao incubadas em banho-maria, - a
550C durante 24 - 48 horas.

Se houver mudanca-da coloragdo da suspensao contida nas ampolas de roxa para ama
rela, significa que a esterilizacao foi insuficiente, pois houve desenvolvimento
de bactérias.

A-3 Armazenamento da solucaoc-estoque de agua de diluicao

A solugao-estoque de agua de d|lU|gao deve ser armazenada em geladeira, distri
bufda em frascos cujos volumes sejam adequadods a necessidade de uso do laborato
rio. Antes de ser utilizada, deve-se verificar se nao houve qualquer alteragao
em relagcao a cor ou presenga de material em suspensao, pois, neste caso, devera
ser descartada.

A-L4 Armazenamento da agua destilada -

A agua destilada ou defionizada deve ser armazenada em frascos limpos :de vidro
neutro, de preferéncia ao abrigo da luz e protegidos de po ou vapores que . :pos
sam ser produzidos no laboratério.

A-5 Armazenamento de meios de cultura desidratados

0s frascos de meio de cultura devem ser mantidos hermeticamente fechados em suas
embalagens e mantidos em local fresco e seco, protegidos da luz.

A-6 Cuidados no preparo dos meios de cultura

A-6 1 Quando forem usados meios desidratados, os mesmos deverao estar inaltera
dos quanto a cor, odor, consisténcia e, prnncnpalmente, nao se apresentarem endu
recidos. Os recipientes utilizados para a preparagao dos meios deverao ser |ner
tes para que_ nao liberem elementos toxicos tais como: cobre, zinco, aluminio ,
etc., que irao alterar os constituintes do meio.

A-6.2 A hndratagao dos meios deve ser realizada com agua destllada fria, princi
palmente para os meios que contém agar, pois se for utilizada agua quente, for
ma-se imediatamente em torno de cada particula de agar uma pelicula que protege
o nucleo. Com a e]evagao da temperatura, ocorre um aquecimento seco do nucleo ,
que impede que a particula se umedeca totalmente. Por esse motivo, aconselha-se
deixar os meios que contenham agar de molho durante 15 minutos em agua destilada
fria, agltando se a mistura frequentemente e utilizando recipientes com volumes
duas ou trés vezes maiores do que seu conteido, para facilitar a homogeneizagao.
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A-7 Controle de qualidade dos meios de cultura

A-7.1 Todos os reagentes usados na preparacao dos meios de cultura devem ser
de grau bacterioldgico. Isto € particularmente importante, péis certas impure
zas quimicas encontradas em reagentes de grau inferior ou comercial podem estar
presentes em concentragoes suficientes para suprimir ou inibir o crescimento bac
teriano, ou possibilitar a ocorrencia de reagoes inespecificas.

A-7.2 Antes e apos a esterilizacao, deve-se verificar o pH de cada partida de
meio de cultura preparado, anotando~se seu valor, a data e o n? de controle do
lote. Esta verificacao € fundamental, pois ha possnbllldade de ocorréncia de
erros nas pesagens, aquecimento excessivo, contamlnagao quimica ou deterioracao
de ingredientes durante o armazenamento e apos a abertura dos frascos.

%’ﬂi
A-7.3 Apds terem sido preparados e antes de serem usados, qualsquer solugoes e
meios de cultura devem ser rotineiramente testados quanto a presenca de bacté
rias ou fungos contaminantes ou quanto a qualquer alteragao porventura 'iAOCQFﬂL

da com os corantes indicadores. O0s meios de cultura devem ainda ser testados
quanto a eficiencia no isolamento de bactérias em teste e na especificidade em re
lagao as reagoes bioquimicas.

A-7.4 Ensaio de controle para o teste de contagem de bacterias em placas.

Para este teste, usam-se, para cada lote de Agar Triptona Glicose Extrato de Le
vedura fundldo, placas-controle, as quais se adicionam apenas esse meio, Apos a
solldlflcagao do agar, as placas sao incubadas em posugao invertida = a 359C %

0,5°C durante 2b4-- L8 horas. Caso algum lote do meio esteja contaminado, os exa
mes efetuados correspondentes deverao ser descartados. Deve ser feito também o
teste para a agua de diluicao usada; para isto, inocular na placa 1 ml de - agua
de diluigao, adicionando-se a seguir, 12 a 15 ml de Agar Triptona Glicose Extra
to de Levedura fundido. Apds solidificacao do agar, incubar 350C ¥ 0,5°C duran
“te 24 - 48 horas. Podem ser realizados controles adicionais para determ|nar a
contaminagao de placas, pipetas e do ambiente de trabalho.

A-8 Precaucoes

A-8.1 Ao fundir o Agar Triptona Glicose Extrato de Levedura, evitar:

a) colocar excesso de agua no recipiente que ira conter os tubos com o
agar, pois esta, ao ferver, podera ocasionalmente entrar nos tubos .
contamlnando o meio;

b) exposigao prolongada a temperaturas elevadas durante e apds a fusao;

c) fundir quantidade do meio superior a que serad usada num periodo de 3

horas, para evitar formagao de partlculas de fosfato insoluvel, que
- poderao ser confundidas com colonias de bactérias, durante a contagem
placas.

A-8.2 Durante a estabilizagao do Agar Triptona Glicose Extrato de Levedura, evi
tar que a temperatura do banho-maria exceda 46°C, pons algumas bacterias mais
sensiveis poderao ser mortas, quando se adiciona o meio sobre o inoculo.

A-9 Local de tfabalho

A semeadura em placas deve ser efetuada, de preferéncia, em camara asséptica ou
em capelas de fluxo laminar.

A-9.1 Camara asséptica

As camaras assépticas devem estar localizadas em areas de movimento reduzido e
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ser livres de poeira; nao deve haver movimentagao excessiva do ar devido ao uso
de ventiladores, exaustores, etc. Conversa desnecessaria deve ser evitada.

A-9.1.1 Limpeza da camara: & feita apos o expediente diario, sem varrecoes exa
geradas e, de preferéncia, empregando solucao de formalina ou outro desinfetante.
Chao, mesas e balcoes sao limpos diariamente. No fim da semana, realiza-se uma
limpeza mais rigorosa, inclusive do teto e das paredes. Apos a limpeza, o am
biente & impregnado com formol puro, que € colocado em placas de Petri, para ejé
porar.

A-9.1.2 Lampadas germicidas (U.V.): podem ser ligadas nos intervalos de traba
Tho e assim permanecer durante a noite. Convém lembrar que estas lampadas tém
tempo de vida relativamente curto (cerca de 6000 horas para lampadas de 30 Watts),
que sua eficiéncia depende da distancia existente entre elas e a area a ser este
rilizada, que apresentam agao superficial apenas, e que poeira acumulada em sua
superficie diminui seu poder germicida. Deve-se tomar medidas de protegcao apro
priadas para que nao acontega a exposi¢ao do operador as radiagoes ultra- viole
ta.

A-9.1.3 Calor: o aquecimento excessivo da camara asséptica deve ser controla
do pelo ajuste da altura da chama do bico de Bunsen através de seu dispositivore
guTador ~ou pelo uso de uma pinga dé Mohr. Se a camara tiver ar condicionado |,
que a entrada desse ar nao se de diretamente sobre o campo de trabalho, a nao

ser que o condicionador tenha filtro de ar especial.

A-9.2 Capela de fluxo laminar

Proporciona grande seguranca, pois as particulas existentes no ar sao removidas
pela passagem do mesmo através de um filtro absoluto. 0 ar filtrado, puro, é
dirigido sob a forma de um fluxo direto sobre a area de trabalho, mantendo as
condigoes de esterilizagao. A limpeza da capela deve ser feita sempre no final
do trabalho.

/Anexo B
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