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INTRODUCHKO

Clostridium perfringens tem sido utilizado como indicador

bacterioldgico de contaminagfo fecal, pois sua incidéncia no meio
aquitico estd constantemente associada a dejetos humanos, sendo
sua presenca detectada em ferxes, esgotos e dguas poluidas.

Por serem esporuladas, essas bactérias apresentam grande
resisténcia aos desinfetantes e As condi¢lies desfavordveis do
meio ambiente, e a excepcional longevidade de seus esporos na
dogun ¢ dtil na detec¢fo de contaminagdo fecal remota, em
situagBes em que outros indicadores menos resistentes como E.
coli jd nfo estfo mais presentes.

A pesquisa de Clostridium perfringens ¢ recomendada como um
complemento valioso para outros testes bacterioldgicos de
avalia¢8o da qualidade da Hgua, particularmente en certas
situacBes especificas, entre as quais se incluem a andlise de
dguas cloradas e Hguas nfo tratadas contendo residucs industriais
letais a bactdrias nfo esporuladas, andlise de amostras colhidas
mais de 12 horas antes do infcio da andlise ¢ de amostras de
lodos de esgoto. E de importéncia, tambédm, & pesquisa deste
indicador nas situag¢les em que ¢ desejdvel a detec¢fo tanto de
polui¢fo fecal remota como recente, nos casos em que a drenagem
dos solos e a ressuspensfo de sedimentos nfo s€o significativas,
bem como em estudos de sobrevivéncia de indicadores.

Em esgotos € dguas polulfdas, a densidade de Clostridium
perfringens geralmente excede a de virus entéricos e de bactdrias
patogénicas. Portanto, sua ausénecia em dguas de abastecimento
uma indicagio segura da auséncia desses microrganismos,
evidenciando, também, a eficiéncia do processo de tratamento de
dqua aplicado.
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i OBJETIVO
Esta Norma prescreve a Tdonica dos tubos miltiplos utilizada n=a

determina¢fo do ndmero mais provdvel (NMP) de Clostridium
perfringens, com aplicac¥o nas

- avaliagfo da qualidade de dguas tratadas ou brutas desting
das a consumo humanos

-~ avalia¢¥o da qualidade de Hguas brutas contendo residuos
industriais letais a outros microrganismnos indicadoress

-~ avaliagfo da qualidade de dguas recreacionais, inclusive
dguas marinhasgs

- avaliag8o da eficiénecia de processos de tratamento de esgo
to, na remo¢fo de microrganismoss

- avaliza¢fo da qualidade de guas minerais;

- avaliago da qualidade da dgua utilizada na fabricagfe de
produtos alimentfcios:

-~ detec¢fo de contaminagfo fecal remota.

A

DOCUMENTOS COMPLEMENTARES
Na aplicagio desta Norma ¢ necessdrio consultar?

-~ CETESB ~ Guia de coleta e preserva¢fo de amostras de #gua.
-~ Norma CETESB LS5.215 - Prova de adequabilidade bioldgica da
Hgua destilada para fins microbioldgj
. Coss
- Norma CETESB L5.216 ~ Controle de qualidade de meios de cul
turas
- Norma CETESB Mi1.001i - Lavagem, preparo e esteriliza¢fo de
materiais em laboratdrio de microbiolg
gia

3 DEFINICOES

3.4 Bacilo

Designa¢lo dada &s bactérias que apresentam forma cillndrica.

3.2 Clostridios sulfito-redutores

$%o bactérias pertencentes ao género Clostridium que apresentam a

capacidade de reduzir o sulfito. Aldm de €. perfringens, hd
muitas outras espdcies de clostridios sulfito-redutores.
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3.3 Clostridium perfringens

S0 bacilos curtos, Gram—-positives, anaerdbios obrigatdrios,
imdveis, esporogénicos (esporos ovais, com localiza¢Ho central ou
subterminal). N4o possuem catalase: fermentam a lactose, manose e
sacarose com producfo de gds e apresentam fraca fermentag¢fo da
celobiose, manitol e salicilina, e fermentag¢fo turbulenta do
leite. Produzem lecitinase, gelatinase ¢ fosfatase dcida: reduzem
o sulfito a sulfeto de hidrogénio (Hy8) e o nitrato a nitrito. A
temperatura  dtima para o seuw desenvolvimento &€ de 45°C, podendo
crescer entre 20 ¢ S90°C.

3.4 DRCM

Meio diferencial enriquecido para clostrifdios, no qual as
bBactdrias pesquisadas redusem o sulfito contideo no meio, formando
sulfeto, provocando o enegrecimento do meio de cultura.

3.5 Esgporos

Estruturas especializadas, que se formam em certas bactérias
Gram-positivas sob condi¢gfies desfavordveis. 08 esporos nfo
apresentam atividade metabdlica e s40o muito mais resistentes aos
efeitos do calor, dessecacio, congelamento, drogas deletdrias e
radiacles do que as prdprias cflulas que os formam.

3.6 Leite tornassolado

O0s clostridios sulfito-redutores tém a propriedade de fermentar o
leite tornassolado de forma caracteristica, provocando a
coagulacHo do caseinogénio. Durante o processo, a lactose ¢
fermentada com produgfo de dcido e grande quantidade de gds, o
que provoca o rompimento dos codgulos. A producfo de Hcido €
evidenciada pela colorag¢fo rosa do indicador de pH (o tornassol).

3.7 Ndmero mais provdvel (NMP)
FE a estimativa da densidade de bactdrias em uma amostra,
calculada =a partir da combinag%o de resultados positivos e

negat ivos, obtidos através da aplicagfo da tdenica de tubos
mfltiplos.

4 APARELHAGEM

4,1 Equipamentos
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4.4.4 Balanga

Com sensibilidade de, no minimo, 9,1 9 ao serem pesados 150 gl

4.1.2 Banho-maria

Equipado com termostato, para utilizagfo na temperatura de 75°C.
A gquantidade de Hgua no banho-maria deve ser suficiente para
atingir a altura do nlfvel da amostra contida no frasco de coleta,
sendo  recomendada a troca semanal dessa dgua, para evitar a
prolifera¢fo de fungos e outros Microrganismos.

4.i.3 Destilador de dgua ou aparelho para desioniza¢o

Deve produzir dgua nfo tdxica, livre de substlncias que impegam
o interfiram na multiplicagHo bacteriana, cuja condutividade
deve ser inferior a 2 pS/cm a 25°C & o pH estar na faixa de 5,5 a
?yfiu

Nota: A densidade de bactdrias heterotrdficas na dgua recém-des
tilada deve ser inferior a {1 900 unidades formadoras de
colBnias por mh (UFC/ml) e a 10 000 UFC/mL na Hgua destila
da armazenada, devendo esse controle ser efetuado com
freqiéncia minima mensal.

4.1.4 Equipamentos para esterilizago
4.4.4.1 Autoclave

E normalmente operada a uma pressfo de 103393 pa (41,05 kgf‘/cm2 ou
15 lb/polz), produzindo em seu interior uma temperatura de
1214,6°C ao nivel do mar. Em seu funcionamento, deve~se observar a
substitui¢fo por vapor de todo o ar existente na clmara e sua
operac¢io completa deve durar, no mdximo, uma horsz, sendo
recomenddvel que a temperatura de esterilizac¢fo seja atingida em
até 30 minutos.

4.4.4.2 Estufa para esteriliza¢o

Deve manter a temperatura de 170 + 10°C durante o perfodo de

esterilizacqo (minimo de duas horas).
4.1.5 Incubadora bacterioldgica termostatizada

Deve manter a temperatura na faixa de 3% + 0,5%°C e a umidade
relativa entre 785 e 895%Z e ser colocada em um  local onde =

000t tore sa0e wase sene sate ares mets Gaes povs Sk Gous Sore TiS

1 As balangas devem ser colocadas em local adequado, protegidas de vibragoes, umidade e mudangas
bruscas de temperatura; devem ser mantidas limpas e manuseadas por pessoal que conhega seu fun
cionamento. Sua aferigao deve ser feita periodicamente.
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temperatura permanega na faixa de 16 a 27°C.2
4.4.6 Medidor de pH

Deve fornecer exatiddo minima de 0,1 unidade de pH. Suw
calibragfo deve ser feita pelo menos duas vezes ao dia com, no
minimo, duas solugles—tamplo padrées (pH = 4,0, pH = 6,86 ou pH =
9,18).

4.2 Vidraria
4.2.1 Balfes

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

4.2.2 Frascos para dgua de dilui¢fo

De borossilicato ou com tampa que permite boa vedagfo e seja
livre de substéncias tdxicas soldveisy para conter 90 + 2 ml de

dgua de diluigHo, deixando um espago suficiente para permitir uma
boa homogeneiza¢fo aquando se fizer a agitag¢io.

4.2.3 Frasco para coleta de amostra

De wvidro neutro ou de pldstico autoclavdvel atduico, com
capacidade minima de 425 ml, boca larga ¢ tampa % prova de
vazxamento.

4.2.4 Pipetas

Devem ser de borossilicato, tipo Mohr, para 5 ml € 40 wml, com

graduacio de 1/1Q e erro de calibragfo inferior a 2,%5%, com bocal
para tampfo de algodio.

4.2.5 Tubos de ensaio

De borossilicato ou vidro neutro, com capacidade adequada para
conter o meio de cultura & o indculo da amostra.

Nota® Usualmente sfo empregados tubos de ensaio de 18 mm 180
mm, 16 mm ¢ 159 mm e de 12 mm ¢ 120 mm.

~
S

4.3 Outros materiais

4.3.4 Sistema de anaerobiose

2 A verificagao da temperatura da incubadora deve ser feita periodicamente (minimo de duas vezes
ao dia) atraves de termometros (com o bulbo submerso em égua, glicerina ou oleo mineral), colo
cados em pontos representativos, sendo aconselhével, também, a colocagao de um termometro de ma
xima e minima em sua parte central. -
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4.3.4.4 Jarras de anaerobiose

Devem ser transparentes, feitas de termopldstico rigido @
resistente X autoclavagem. Suas tampas devem ser munidas de uma
Junta de borracha ¢ um sistema de preensfo que garantam veda¢Ho
segura € ter, em sua face inferior, um cesto metdlico contendo
pastilhas de palddio e aluminio, que irfo atuar cCome
catalisadores da rea¢fo entre hidrogénio (H3) e o oxigénio (02)..a
Para a limpeza das jarras, evitar o wso de qgualguer abrasivo,
solvente ou detergente; basta lavd-las com dgua e SECar
cuidadosamente.

4.3.4.2 Indicador de anaerobiose

EF constitufde por um envelope contendo uma tira de papel de
filtro embebido em uma solug¥o de azul de metileno. Deve ser
conservado entre 4°C e 10°C. : .

4.3.4.3 Sistema gerador de didxido de carbono (C0;) e de hidrogd
nio (Hy) ‘

E utilizado para obtengfo de uma atmosfera anaerdbia dentro das
Jarras. Contém dois comprimidos? um de borohidreto de sddio
(gerador de hidrogénio) e outro de bicarbonato e dcido cltrico
{gerador de didsido de carbono).

4.3.2 Bico de Bunsen ou similar

Deve ter funcionamento adequado, de modo a produzir combusto
completa.

4.3.3 Caixas ou cestas de ago inoxiddvel
Para acondicionamento de materiais .a serem esterilizados.
4.3.4 Estantes

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

4.3.9%9 Membrana filtrante
Com 47 mm de didmetro ¢ 0,2 um de porosidade, brancas e eﬁtéreka.
4.3.6 Estojo para pipetas

Usar estojos de aluminio ou de ago inoxiddvel de tamanho adequado
pPara acondicionamento das pipetas =a HEVEM esterilizadas.

8400 450n Sar4 oss 4000 Lame S0Le 00s H00 Shut GEHY Gust Hipe Soer

3 0 excesso de umidade ou a agao do sulfeto de hidrogenio pode causar a inativagao do catalisador
(paladio e aluminio) e sua recuperagao pode ser feita atraves do aquecimento~das pastilhas em
estufa a 1609C durante duas horas. Apos a recuperagao, manter essas pastilhassem dessecadoress
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Opcionalmente, as pipetas podem ser embrulhadas individualmente
em papel Kraft para a esterilizagfo.

4.3.7 Recipientes para prepara¢fo de meios de cultura

Devem ser de vidro ou de ago inoxiddvel, limpos e isentos de
qualquer substéncia tdxica (nunca devem ser de cobre).

4.3.8 Termbmetros
4.3.9 Bomba de vdcuo

Ou outro dispositivo conveniente para produzir uma pressio
diferencial no porta-filtro de, no minime, 9,5 atm.

4.3.149 Frasco Kitassato de paredes espessas
Ou suporte especial para porta-filtro.
4.3.44 Porta-filtro

De vidro, de pldstico autoclavdvel ou de ago inoxiddvel.

S MEIOS DE CULTURA E SOLUGOES

Para 0 preparo dos meios de cultura deven G el usados,
preferencialmente, meios desidratados de qualidade comprovada.
Pode-~se, no entanto, prepard—~los em laboratdrio a partir de seus
componentes especlificos, devendo ser utilizadas, para essa
finalidade, subst@ncias com alto grau de pureza (P.d).

.4 Meio diferencial enriquecido para clostridios {(DRCM>,
segundo Gibbs e Freame, 196%5. Concentra¢fo simples.

S.i.4 Fdrmula

- T s Y 1 - 19,9 g
Extrato de carne purificado (em pd)ececevunncnena 10,90 g
Acetato de sddio hidratadOeeceesvununnmnoununuunenas 5,0 g
Extrato de 1evedulr Rew s vnnnsnusnnunuunnonnnnnnweas i.9 ¢
AMido S0lUUVE] i euunenuunnenunasucunneannssncnnnnnss 1,0 9
GliCOSE ununnnnnanansunaaumnnsnnsumannunennoeasnnns i,0 9
Il I8 - 1 - SO, 2.5 g
Bogua dest i ladaesuuwnunncuununsanssununuannananununns 1000 mL
pH apds esterilizaglor 7,4 ~ 7,2

Sudlu?2 Preparo

Dissolver a peptona, o extrato de carne purificado, o acetato de
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sddio e o extrato de levedura em 800 ml de #dgua destilada
(solugo AY. Com os 200 ml restantes de dgua destilada, dissolver
0 amido, inicialmente fazendo uma pasta com um pouco de dgua fria
e, posteriormente, acrescentando o restante de dgua aquecida, sob
agitagfo. Juntar a solugfo de amido X solugfo A e acrescentar
finalmente a L-cistelna e =a glicose. Aquecer, agitando
freqiientemente, tomando cuidado para que nfo seja atingida a
temperatura de ebuligdo. Ajustar o pH para 7,1 - 7,2 com solugfo
normal de hidrdxido de sddio (NaOH-iN). Distribuir volumes de 14190
ml. em tubos de ensaio de 46 mm » 150 mm. Tamponar € esterilizar
em autoclave, a 121°C durante 15 minutos.

Nota: No momento da inoculagfo da amostra, adicionar asseptica
mente, a cada tubo recgntemente aguecido ¢ esfriado, 0,2
ml. de uma solucﬁo_em partes iguais de citrato férrico a 7%
¢ sulfito de sddio a 4%.

$.1.3 Armazenamento

0 meio preparado poderd ser estocado & temperatura ambiente e em
local limpo e livre de poeira durante, no mfxino, umna SEMRNR.

5.2 Meio diFerenc{al enriquecido para clostridios (DRCM) ,
segundo Gibbs e Freame, 1965. Concentracfo dupla.

$5.2.4 Fdrmula

= o T - 290,90 g
Extrato de carne purificado (em Pd)eevwnnnnonuuns 20,0 g
Acetato de sddio hidratadOeeeecannvonocnnnnnannnu i9,9 g
Extrato de 1evedurdee s ccusnnunannnnnnesesnnnnnsss 3,9 g
AMIdO SOTUVE ] i cuvununnavennusonnanannuununsensnss 2,0 9
Gl i OB unuuasnnuunnnunnnnnnnnannsnsnnennnnunnssens 2,9 9
I I - - - 1,9 g
AGUR dest i la0R s usunennounannuunsununnnnnnnnsneee 5000 mi

PH apds esteriliza¢fos: 7,4 - 7,2

5.2.2 Preparo

Dissolver a peptona, o extrato de carne purificado, o acetato de

sddio e o extrato de levedura em 800 ml de <gua destilada
(Solu¢fo A). :

Com os 200 ml restantes de dgua destilada, dissolver o amitdo,
inicialmente fazendo uma pasta com um pouco da Hgua Fria e,
posteriormente, acrescentando o restante da g9ua aquecida, sob
agitagdo. Juntar a solu¢fo de amido X solugfo A € acrescentar
finalmente a L-cistefna e a glicose. Aquecer, agitando
freqiientemente, até a completa dissolugfo do meio, . tomando

500 0308 Leae S0re €001 Gest core Sube peeh Aher S406 Sas 4000 Bace

4 No preparo desse meiog evitar aquecimento excessivo durante a dissolugao e 2a esterilizagao. 6
tempo transcorrido entre seu preparo e a esterilizagao nao deve exceder duas horas.
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cuidado para que nfo seja atingida a temperatura de ebulicHo.
Ajustar o pH para 7,4 «~ 7,2 com solugfo normal de hidrdxido de
sddio (NaOH~-4N). Distribuir volumes de 10 ml em tubos de ensaio
de 48 mm x 480 mm. Tamponar e esterilizar em autoclave, a 124 °C
durante 15 minutos. >

Notat No momento da inoculacfo da amostra, adicionar asseptica
mente, a cada tubo recentemente aquecido e esfriado, 0,4
ml. de uma solu¢fo em partes iguais de citrato férrico a 7%
e sulfito de sddio a 4%Z.

Ga2e3 Armazenamento

O meio preparado poderd ser estocado R temperatura ambiente € em
local 1impo e livre de poeira durante, no mdxino, umMa SEmMana.

9.3 Leite tornassolado (Litmus milk)
5.3.4 Fdrmula

L-eite deﬁnatado. BN RN R N ENN DR REND RN N R NN RN NN KRN ENS NN : 1oe g
.rornaﬁ‘.sol (’—uitmus) N R EH NN NER BN B NN NN NN R R R RN E N NN NN e;yﬁ; s;
pH apds esterilizagfos 4,8

Ge3.2 Preparo

Pesar 100 g do meio desidratado “Litmus milk” e acrescentar i 000
ml. de dgua destilada fria. Aquecer, agitando freqientemente atd =a
completa dissolugfo do meio, tomando cuidado para que n¥o seja
atingida a temperatura de ebuli¢fo. Se necessdrio ajustar o pH
para 6,8 com uma solucfo normal de hidrdxido de sddio  (NaOH-iN).
Distribuir volumes de 6 a 7 ml em tubos de ensaio de 42 mm 120
mm. Tamponar e esterilizar em autoclave, a 121° durante 15
minutos.

S5.3.3 Armazenamento

O meio preparado poderd ser estocado b temperatura ambiente ¢ em
local limpo € livre de poeira durante, no mdxing, uma Semann.

5.4 Agua de diluigfo

5.4.4 Fdrmula

801'.1@‘&0 ('."."St oq‘-‘e An BB NN BN KN RN RN NE N R REERRREUNNN SN i ygﬁ “‘L
S;olljcgo C‘.‘Eitﬂque.‘ B- N KR U HB R ER R KNG R EEARND N YD YR NN NS 5’00 ML.
ég‘la de‘f}t i lada- NN NN RN NN B H SN RN RR I BN 2N HNRNEN U NS NN 160@ n‘L

204s 44vs or0e phse Wes Sees Wert ors Hhae Wers wina tese suse Seop

5 Ver nota de rodapé b,
6 Ver nota de rodapé 4,
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S.4.2 Preparo

]) Preparar a solu¢fo estoque A com a seguinte composigXos’
Fosfato monopotdssico (KHoPOL) PuBlusvawannnnn 34 g
Ag'-la de}stilada qugupu---u--nunqnunun---u----- 100@ n‘L

Preparot Dissolver o fosfato monopotdssico em 500 mi
de dgua destilada. Ajustar o pH para 7,2 + 0,5 com
so0lugio de hidrdxtido de sddio IN & completar o wvolume
para 1000 ml. com Hgua destilada. Distribuir wvolumes
adequados R necessidade de uwso do laboratdrio em
frascos pldsticos com tampa de rosca. Esterilizar em
autoclave a 4124°C durante 15 wminutos. Armazenar em
geladeirau7

b) Preparar a solu¢fo estoque B com a seguinte composicHo?
Cloreto de magnésio hexaidratado (MgCl;.6H20).. 81,4 g
Agua dest ilada QuBuPusussswuvnnnununnosannnnnns 1000 mlL

Preparot Dissolver o cloreto de magnédsio em 500 ml. de
dogua destilada e completar o volume para 1000 mL com
dgua destilada. Distribuir volumes adequados % necess)
dade de uso do laboratdrio em frascos pldsticos com
tampa de rosca. Esterilizar em autoclave =a 121°
durante 15 minutos. Armazenar em geladeira.

¢) Adicionar 1,25 ml da soluc¥o estoque A e 5 ml da
solucfo estoque B & um litro de fgua destilada.

d) Distribuir quant idades que assegurem, apds autoclava
gem, volumes de 90 + 2 mi. en frascos com tampa de
FOSCR - ' : '

e) Tamponar € esterilizar em autoclave a 121°C durante 1%
minutos.

) Armazenar & temperatura ambiente.

5.9 8BolugHo de hidrdxido de sddio iIN

5.5.4 Fdrmula
Hidrdxido de sd8dio (NROH) Peleanewnnnannnnnanunnn 4@ 9
Baun recém-dest i 1808 GuSePernevnnnanannssnnnnunnns 1000 ml

5.59.2 Preparo

Pesar 40 g de hidrdxido de sddio, colocar em um balfo volumétrico

Soee sas nin Gas 404s saes ie mers Beus asad Sasw S840 400 seen bea

~ ~ . . bd 4 . 3 -~ .
7 Antes da utilizagao da solugao-estoque A, deve-se verificar se nao ha quaisquer evidencias de
contaminagao microbiana (turbidez ou presenga de material em suspensao). IEmc-caso afirmativo,
essa solugao deve ser descartada.
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& completar o wvolume para 1000 ml com Hdgun recdm-destilada.
Homogeneizar bem atd a completa dissolugHo do hidrduido de sddio.
Armazenar em frasco pldstico com tampa de rosca.

5.6 Solug¥o de citrato férrico a 7%
Seb.i Fdrmula

Citrato-férrico amoniacal verde.oneeansnonnneannas 7 4
{“lQUa degti]ada.l‘l.'lﬁllI'-Ill.lllli-l--ll-.lll.ll-”l 10@ n‘L.

Se.b6.2 Preparo

Pesar 7 o9 de citrato férrico e dissolver em 400 nl de Hgua
dest ilada. Esterilizar por filtragfo através de membrana
filtrante com porosidade de @,2 um.

5.7 SolugHo de sulfito de sddio a 4%
Y.7.4 Fdrmula

E;l.l]‘?itﬂ dE? 56diQ(Na2%203) p-a-uunnununnnunnn--n- 49
AQUE\ d&“.:‘sti18(‘12\.--.--.-..-.-.-.-n-----'---------..- 10@ mL

SeZ7e2 Preparo

Pesar 4 g de sulfito de sddio e dissolver em 100 wml de dgua
dest i lada. Esterilizar por filtrag4o através de membrana
filtrante com porosidade de @,2 um.

5.7.3 Armazenamento )
As soluces de citrato férrico e de sulfito de sddio,
distribuldas em frascos rosqueados, s8o armazenadas em geladeira
(temperatura entre 2 e 8°C) durante, no mdximo, duas semanas e
adicionadas aos meios de cultura (3.4 e $5.2), no momento da
semeadura da amostra. '

o~
<

6 EXECUCHO DO ENSAIO

6.4 Principio do método

A determinag¢fo do ndmero mais provdvel (NMP) de Clostridium
perfringens em uma amostra € efetuada a partir da aplicacfo da
tédenica de tubos miltiplos. Esta tdenica € baseada no princlipio
de que as bactdérias presentes em uma amostra podem ser separadas
por agitagfo, resultando em uma suspensfo de células bacterianas,
uniformememte distribufdas na amostra. Consiste na inoculagfo de
volumes decrescentes da amostra em meio de cultura adequado ao
crescimento dos microrganismos pesquisados, sendo cada volume
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inoculado em uma série de tubos. Através de dilui¢lBes sucessivas
da amostra, s%o obtidos indculos cuja semeadura fornece
resultados negativos em, pelo menos, um tubo da série em que
foram inoculados. A combina¢fo de resultados positivos @
negativos permite a obten¢gfo de uma estimativa da densidade das
bactérias pesquisadas atravds da aplicacHo de cHflculos de
probabilidade. Para andlises de dHguas, tem sido utilizado
preferencialmente o fator 10 de diluigfo, sendo inoculados
mi{ltiplos ¢ submiltiplos de 4 mbL da amostra, usando-se séries de
cinco tubos para cada volume a ser inoculado.

6.2 Etapas do método
6.2.1 Ensaio presuntivo

Consiste na ‘semeadura de volumes determinados da amostra em
s€ries de cinco tubos contendo o meio diferencial enriquecido
para clostridios (DRCMY, aque s%o incubados em anaerobiose a 3%
2,5°C durante 48 + 3 horas. 0 enegrecimento do meio de cultura &
uma  prova presuntiva positiva para a presenga de Clostridium
perfringens. :

b.2.2 Ensaio confirmativo

Consiste na transferéncia de c¢ada cultura dos tubos de meio
diferencial enriquecido para clostridios com resultado presuntivo
pasitivo para um tubo correspondente contendo o meio de leite
tornassolado, os quais sfo incubados em anaerobiose a 35 + 0,5°C
durante 48 + 3 horas. A formaglo de codgulos, rompidos pela
grande quantidade de gds formada, ¢ a acidificagfo do meio
constituem uma prova confirmativa positiva para a presenga de
Clostridium perfringens. ' ” '

6.3 Amostragem

,Dev& ser efetuada segundo as especificagBes apresentadas no Guia
de coleta ¢ preservacfo de amostras de dgua, da CETESB, 1988.

)

b6.3.4 Amostra

6.3.2 ldentifica¢for a amostra deve ser bem identificada e todas
as informagfes sobre ela devem ser completas (ndmero da amostra,
data, local, pH, temperatura, cloro residual e outras informa¢fes
necessdrias para que 03 resultados possam  ser  interpretados
corretamente).

6.3.3 Agente neutralizador de cloro residual? para a coleta de
amostras de dguas tratadas deve-se adicionar ao frasco de coleta,
antes de sua esterilizac¢fo, 0,4 ml de uma solug8o =a '1,8% de
tioassulfato de sddio para cada 100 ml da amostra, pPRIFa
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neutralizar a a¢Ho do cloro residual. Essa quantidade de
tiossulfato de sddio € suficiente para neutralizar concentragfes
de até % mg/L de cloro residual, sendo adequada para as
amostragens de rotina. Em situagBes especiais como, povr semplo,
em emergbncias, em que ¢ residual de cloro pode ser maior, uma
maior quantidade de tiossulfato € requerida. Nesses casos, podem

ser utilizados volumes de @,1 ml de uma solugHo = 106X de

tiossulfato de sddio para cada 1090 ml da amostra, sendo esta
quantidade suficiente para neutralizar concentracles de até 15
mg/l. de cloro residual.

6.3.4 Agentes quelantest para a coleta de amostras de Hguas
poluldas, suspeitas de conterem concentragfies superiores a 0,01
mg/L. de metais pesados, tais como cobre, zinco, etc., deve-ge
adicionar ao frasco de coleta, antes de sua esteriliza¢fo, 0,3 mb
de uma solugdo a i1i5% de EDTA {(pH final = 4,%), para cada 100 nmL
da amostra, aldm do tiossulfato de sddio (volumes de @,1 mL de
uma solucéo a 107 para cada 100 ml da amostrad. A solugfo de EDTA
pode ser adicionada ao frasco de coleta separadamente, ou jd
combinada com a solu¢gHo de tiossulfato de sddio, o qual, na
concentragfo empregada, previne apenas a a¢fo bactericida do
cobre.

6.3.5% Transporte e conservagfo! apds a coleta, a amostra deverd
ser enviada ao laboratdrio o mais rdpido possivel. 0 tempo mfxino
ideal entre a coleta € o infcio do exame € de 8 horas, sendo que
o tempo limite nfo deve exceder 24 horas. As amostras devem ser
transportadas sob refrigerag8o (4 a 10°C) e conservadas assim até
o infcio do exame.

6.4 Procedimento

- 4
6.4.4 Identificar a amostra a ser analisada e definir os seus
volumes a serem inoculados, em fung&o de sua procedéncia, segundo
especificado a seguird , )

a) para dguas de consumo humano & recomendada preferen
cialmente a inoculaglo de dez poreBes de 10 ml, para

totalizar 100 mlL da amostra, podendo ser analisadas.

também cinco poreles de 10 mbL.

b) para outros tipos de fgua, a tdenica de  tubos mflt]
plos requer a inoculagfo de miltiplos e submiltiplos
de 1 ml da amostra, sendo cada volume inoculado em uma
série de cinco tubos. A sele¢fo desses volumes deve
ser feita cuidadosamente pelo analista (com base em
sua experiéncia sobre a provdvel densidade de (.
perfringens presentes na amostra ou em dados prévios
sobre ela), de tal modo que pelo menos um tubo inoculg
do com o menor volume selecionado forne¢a resultado

-
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negativo. B requerida a inocula¢fo de, no minimo, trés
volumes, sendo aconselhdvel para amostras desconheclh
das a sele¢fo de um maior ndmero de volumes a serem
inoculados. '

b.4.2 aAntes de iniciar o exame, desinfetar a bancada de trabalho
usando um desinfetante que.nfo deive reslduos.

6.4.3 Preparagdo da amostra para inoculag¢fo

Aquecer as amostras em banho-maria a 75%C durante 419 minutos,
para eliminagio de organismos nfo esporulados & formas
vegetat ivas. ’

6.4.4 Calcular o ndmero de tubos de DRCM » serem utilizados e
aquecé-~los em dgua fervente durante, aproximadamente, 190 minutos
para remover todo o ar neles existente e esfrid-los rapidamente
em dgua fria, antes do uso. '

$.4.5 Realizar o ensaio presuntivo, conforme especificado em
é)-‘qué a 6-4»19- :

be4.6 Preparar os tubos de DRCM requeridos para o ensaio,
conforme definido em 6.4.4, e dispb-los em estantes, em fileiras
de cinco tubos. :

Notas: Usar o meio DRCM em concentragfo dupla para inoculagfo das
porcles de 10 ml da amostra e, em concentracfo simples,
para os demais volumes.

6.4.7 Preparar uma solugo com 50X de citrato férrico a 7% e 50%
de sulfito de sddio a 4% e, com uma pipeta estéril de 41 mlL,
adicionar assepticamente 0,4 ml desta solu¢fo a cada um dos tubos
contendo DRCM em concentracfo dupla ¢ 0,2 mlh. a cada tubo contendo
DRCM em concentragfo simples. ,

é$.4.8 Proceder % identifica¢fo dos tubos anotando no primeiro
tubo X direita na primeira fileira o mimero da amostra, o volume
a ser inoculado € a data. Nos primeiros tubos X direita nas.
fileiras seguintes, anotar apenas o volume a ser inoculado em
cada um dos seus tubos.

6.4.9 Homogeneizar =& amostra lentamente, para evitar sua
osigenacfo. 8

6.4.40 Com uma pipeta esterilizada de 10 ml., ¢ obedecendo =aos
cuidados de assepsia, transferir 40 ml da amostra para um frasco
contendo 90 + 2 ml de dgua de dilui¢fo, antecipadamente

0400 ctse sace Sues save Sese woss 4000 0Be Sabs Sove Sowe Ghee buee

0 ‘ . ~ ~ .
8 Todos os procedimentos, que envolvem homogeneizagao e transferencia de volumes da amostra, de
vem ser efetuados léntamente, para evitar aeragao e, conseqlientemente, a sua oxigenagao.
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identificado. Prepara-se, assim, a primeira diluigo decimal
(10'5, sendo que 1 mb corresponde a 0,4 nmb da amostra {(ver Figura

i),
/ fomi /«mg

il [s0

Amostra Diluicao Diluicao
1ot 10-2 to-n

"FIGURA 1 - Preparo das diluiéﬁes decimais

b.4.44 Com a mesma pipeta, semear 10 mbl da amostra em cada um
dogs tubos com DRCM em concentrag8o dupla, quando este volume for
requer ido para o teste (ver Figura 2).

b4.4.42 Desprezar a pipeta de 16 nl e, com uma pireta de 5 mb,
inocular 41 ml da amostra em cada um dos tubos correspondentes =
essa quant idade de indculo.

6.4.43 Homogeneizar o frasco contendo a primeira dilui¢io (107l
como em 6.4.9 €, com uma nova pipeta esterilizada, transferir 190
ml. para um frasco contendo 990 + 2 ml. de dHgua de diluico,
conseguindo~se assim, a segunda dilui¢o decimal (10‘%, sendo que
i ml corresponde a 9,91 mbL da amostra.

6.4.14 Proceder dessa maneirs na seqiilncia de diluigbes
desejadas (1€, 10, 1e5...10™,

Nota: A Figura 4 sintetiza o procedimento relativoe ao preparo
das diluigBes decimais seriadas.

6.4.45 Ordenar os frascos contendo as diluigles, mantendo
seqil@ncia decrescente (da maior para a menor dilui¢¥o efetuada).

b6.4.46 Proceder como em 6.4.9, com o frasco contendo a Jdltima
dilui¢éo efetuada e, com uma pipeta estéril de 5 ml, inocular
i ml da dilui¢4%o em cada um dos tubos com DRCM em concentragfo
simples correspondentes a essa diluigfo.

et ouas rie et 20 000 coet v sres sees avse sosr e suns

9 Essas transFerenc1as devem ser efetuadas cu1dadosamente, depositando-se o inoculo da amostra d1
retamente na agua de diluigao, para evitar aeragao.
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{OmL em cada tudo

tmi.em cada tubdo

RS

da amostra € suas dilui¢Bes decimais

FIGURA 2 ~ Ensaio presuntivo - Inocula¢fo dos volumes
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6.4.17 Proceder dessa mancira semeando de trds para frente,
sempre com @& mesma pipeta, da naior para a menor dilui¢gHo.

Nota: A Figura 2 sintetiza o procedimento relative & inoculagfo
cdos volumes da amostra e das suas diluigles decinais.

b.4.18 Colocar os tubos inoculados dentro da jJarra de anaerobig
sey em seguida, o sistema gerador de hidrogénio e didsido de
carbong e o indicador de anaerobiose, procedendo da seguinte
maneirad

6.4.418.4 Cortar a extremidade demarcada de cada envelope gerador
de hidrogénioco e didxido de carbone e, em posigfo wvertical,
colocar trés envelopes em cada jarvra.

6.3.18.2 Afastar as bordas do envelope e, com uma pipeta,
introduzir 19 mL de Hgua pela abertura de cada um-deles. 10
6.4.48.3 aAbrir =a metade do envelope do sistema indicador!! e
colocd~1o de maneira que figque bem vislvel na jarra. 0 indicador
¢ usado para controle de anaerobiose e, caso permanega azul,
indica falhas de vedagfo da Jjarra ou de nfo Funcionamento do
catalisador. '

6.4.48.4 aApdes a colocagHo-dog sistemas gerador & indicador de
anaerobiose, tampar imediatamente a jarra, tendo o cuidado de
rosquear bem 0 parafuso da tampa.

6$.4.48.5 Esperar durante alguns minutos ¢ verificar se ocorreud a
reacfo entre o hidrogénio liberado pelo sistema gerador e o
oxigénio presente na  Jjarra. Isto € observado através &
condensa¢fo nas paredes da jarra do vapor de Hgua formado e o
aquecimento devido &% liberagHo de calor durante a reagfo.

6.4.49 Incubar a jarra contendo as placas X temperatura de 35 +
2,5°C durante 48 + 3 horas.

6.4.20 Apds o perfodo determinado de incuba¢fo, efetuar a
leitura considerando resultado presuntivo positivo para o8 tubos
que apresentarem enegrecimento do meio de cultura. Todos os tubos
com resultado positivo devem ser submetidos h confirmagfo e os
restantes, descartados. 0Os tubos em que se ohservar densa
turvagio do meio de cultura sfo considerados como resultados
duvidosos, devendo também ser submetidos % confirmagfo.

10n nre evsa Gane oo sase Suve Som svos aben e g seee

10 Por adigao de agua ao envelope, ha o despeendimento de h1drogen1o (H;) pelo boroidreto de so
dio, e o despeendimento de dioxido de carbono (CO ) pela reagao entre o bicarbonato de sodio e
0 écido citrico. Na presenga do catalisador (paladio e alumlnlo), 0 hldrogenlo reage com o oxi
gen1o do ar presente na jarra formando agua, dessa forma, obtém-se uma atmosfera ‘anaercbia. 0
dioxido de carbono liberado favorece a multiplicagao de certos organismos que seriam inibidos
ou se desenvolveriam mal na ausencia deste gés.

11 0 indicador utilizado e o azul de metileno que, na ausencia de ox1gen1o, assume a forma redu21
da incolor e, na presenga de ox1gen10, a forma oxidada, azul.



18 CETESB/LS.243

4600 490n 4SS 300 Sreh 4040 SHes ems Soua Bese Bebe Boen Gess Gele 1Pen Sbie SRE4 Shn OnS FArH Sesk Aeie NO4D S4B besm FOse Sese beas biey TSOL beda 4Red NeeH Sele AR Sere Susk Bass Siai 4enl Il Spse SHED US4 4NSY SEIE Sesm S4AS SE0d 4her Chod LORS SUeN GRS B0e WOUT GhEe GRL SUVY SESE 4440 4000 Sure Sene S0as

6.4.24 0 ensaio confirmativo ¢ efetuado utilizando~se o leite
tornassolado, procedendo-se da seguinte formad

6.4.21.14 Calcular o ndmero de tubos do meio leite tornassolado a
serem ntilizados e aquec®-los em um béquer com Hgua Fervente
durante, aproximadamente, 9 minutos, para remover todo o ar neles
existente e resfrid-los rapidamente em dgua fria, antes do uso.

Notat O nivel.de dgua contido no béquer deverd estar no mesmo
' nivel do meio contido nos tubos.

$.4.21.2 Identificar todos os tubos de leite tornassolado,
correspondentes respectivamente a cada tubo positivo de DRCM.

6$.4.24.3 Com o auxilio de uma pipeta estéril, coletar um indculo
de 9,1 ml da cultura positiva de cada tubo de DRCM, tomando
cuidado para que esse indculo seja coletado do fundo do tubo.

6.4.24.4 Transferir esse indculo para o tubo contendo o meio
leite tornassolado corregpondente, efetuando essas inoculagfies em
profundidade. :

b.4.24.5 KColoaar os tubos inoculados dentro da Jjarra de
anaerobhiose, procedendo como em é.4.18.

6.4.22 Incubar as Jjarras contendo o8 tubos inoculados Y
temperatura de 35 ¢+ ©,5°C durante 48 + 3 horas.

6.4.23 Efetuanr a leitura, considerando positivos todos os tubos
gque apresentarem concomitantemente as seguintes caracterlsticas:

- formacfo ‘de codyulos (decorrente da coagula¢io do
caseinogénio do leiteds

-~ acidificagio (evidenciada pela coloragfo rosa do meio
de cultura)dsy

- formagfo de grande quantidade de gds, causando rompimepn
to dos codgulos (fermentacfo turbulenta do leite).

6.4.24 Com os dados obtidos, calcular o NMP de Clostridium.
perfringens em 1909 ml da amostra.

7 RESULTADOS
7.4 Cdliculo do ndmero mais provdvel (NMP/100 mL)

744 A densidade & expressa como ndmero mals providvel (NMP) de
Clostridium perfringgnﬁ por 1090 ml.




CETESB/LG.213 i9

4900 0920 1000 T40r +4E0 #9RS T6AT B0e Sive G40u SIN AeG6 SR SETP Sees EANY LFSE SONS GNES 4OIY Beds FRee GO Bose SAsB SHAG SESE 4500 0TS Pede 4SF UPRS Boan SN G4UR SORN BAh 4090 BEEA Che0 SI4S KNS SRS SENN DESN RIES SRGA 4SSN S406 SUND BG4 Fuby Seds Gved ST OIS BN PIS SHIS BHIP DS PO E6RS Sate Sere

7.4.2 A Tabela 41 fornece o NMP para todos os resultados
possiveis, quando s%o inoculados cinco por¢les de 10 ml da
amostra.

TABELA § - Indice de NMP e limites de confian¢a de 99%% quando
s840 inoculadas cinco por¢fes de 10 mil. da amostra

€964 6940 400n ROSH 4000 PO4S AFT P40 G40 G0GP B4R ETHS G486 SIS 4PIY SO4e S004 $90S FUNS VRES Sew Slm Senb Sum SEGN S4et SEID Eres G940 IBE SPHE TUE 14k Geeh BEF SHSY SHES SIOS SAES SB0E $SHS SIS FEES OH GG SoP Sait Snb Sasr Beer SEUE SIS O4H SHNS WSO USRS S020 4DES G409 Pees Gieh TR 108 FRES SYEE

Limites de confiangs

1 1
1 1
Numero de tubos com rea ! Indice de NMP/ | de 954
¢4%0 positiva, a partir ! 109 ml e s o o e ot s s i s s e s o
de cinco tubos de 40 ml | i Inferior | Superior
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm ;m"w*nmmm~wmmmmwm=mmwwmmmm«m;wmmmumm“mmm
0 H 2,2 H @ H 6,9
i H 2,2 H @,1 ; 12,6
P H 5.4 i 0,5 H 19,2
3 H .2 H 1,6 i 29,4
4 ' 16,9 ; 3,3 : He,9
5 H > 16,9 H 8,9 P Infinito

7.4.3 A Tabela 2 Farnaaé o NMP para todos o8 resultados
possiveis, gquando s&o inoculadas dez porg¢les de 40 ml da amostra.

TABELA 2 ~ Indice de NMP & limites de confianga de 95% quando
s40 indculadas dez poreclies de 10 mL da amostra

v

$406 THH Pa%e S000 UE60 SRR $000 4SS4 @HIH KON TOIT 40O dode G008 SEm SRS GNP S4Se 2000 SPSA KIGA S346 POSS SORE TSOD BREL SHIY BAGN KAGE BHOY GUE SEIN P00e S03 E4SE umn A4S Gort Gias SOV SVER 4R04 S404 SAOP BIOR FORS NebE SH4 HIAB SRR 4040 VAR Sust Sesh SEE PERE NEOS FEOE 4K0N POV SHOE HIEM F0R SASh S4a8

Limites de confianga

k] ]

Ni{mero de tubos com reg | indice de NMP/ | de 985%
%0 positiva, =a partir | 10 nl 7 o e v e e e s e e et s e s
de dex tubos de 19 ml ! P Inferior | Superior
n~“MWMWMWMMM*~mmw“mwmmmmwgmmmmmwmwwmmwmwww;mmwwmmmmmmgwmmmm“mmmmw

@ } { 4,1 H ® H 3,9

i : 1,1 i 0,03 | 5,9

2 ' 2,2 i @,26 | 8,1

3 H 3,6 ! @,69 | 10,6

4 H 5,4 H 1,3 H 13,4 -

] H 4,9 H 2,4 H 16,8

é i 9,2 ' 3.4 H 24,14

7 ! 12,90 ! 4,3 H a7,4

8 | 16,14 H G%,9 H 36,8

Q ! 23,0 H 8,4 H 59,59

19 } > 23,9 ! 13,5 ! Infinito

#9454 4304 5000 40sh 4900 400 44D SOM FTUS FOAR SN0 Heat SYLE 3000 4AVG SUDY Suin Dueh 048 4LFS 4GS GRAS Vaer SORS G4t G4OD G406 SeTP SheD SEKS UETL WAYE BHES 4L 44N S6 FEIS SuEb Sovs Sreh 4TSS FOH SEMS SOBE erse Guss Bme TESb SRS GbNe WEts EEGe YEBE SAIR TERY SHES S4B SESY Ses BASE SESE Sree SOPN PSe Sede
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7.4.4 A Tabela 3 apresenta o NMP para vdrias combina¢les de
resultados positivos e negativos, guando sfo inoculadas cinco
pore¢fes de 10 ml, cinco por¢les de & mh € cinco por¢lies de 0,41 mbl
da amostra. Embora os volumes indicados se refiram mais
especificamente a amostras de fguas pouco polufdas, essa Tabela
também pode ser utilizada quando s8o inoculados volumes maiores
ou menores da amostra. Para sua  utiliza¢fo, procuram-se os
cddigos formados por trés algarismos correspondentes ao ndmero de
tubos com resultado positivo em trés séries consecut ivas
inoculadas. Para a obten¢fo do NMP de clostridios sulfito
redutores (Clostridium perfringens), o cddigo € composto a partir
de tubos com resultado positivo no neio leite tornassolado.

7.4.5 Utilizag%o da Tabela 3

71.5.4 Quando s%o inoculadas apenas trés séries de cinco tubos,
sendo utilizados os volumes indicados na Tabela (10 ml, & mL e
9,1 ml): neste caso, o0 NMP & obtido diretamente a partir da
Tabela 3. Para isto, procura-se o cddigo formado pelo ndmero de
tubos com resultados positivos obtidos nas trés séries
consecut ivas inoculadas, verificando~se o NMP correspondente.
Exemplos? ver Tabela 4.

7.4.5%.2 OQuando sf%o inoculadas apenas trés séries de cinco tubos,
sendo utilizados volumes decimais diferentes daqueles indicados
na Tabela 3% neste caso, procura-se o cddigo formado pelo ndmero
de tubos com resultados positivos obtidos nas trés séries
consecut ivas inoculadas verificando~se ) valor do NMP
correspondente a ele. 0 NMP/109 ml serd dado através da seguinte
fdrmulas
_ 0

NMP correspondente B0 COdigh s e e o e s e s e s e

maior volume inoculado
Exemplos: ver Tabela 5.

7.4.9.3 @Quando mais de trés volumes decimais s%o inoculados:t
neste caso, para a composicfo do cddigo s¥o utilizados apenas o0s
resultados positivos correspondentes a trés sdries consecutivas
inoculadas, sendo que 0 primeiro algarismo escolhido para compor.
o cddigo serd correspondente d sdrie de menor volume da amostra
(maior diluicfo) em que todos apresentaram resultados positivos,
desde gque tenham sido inoculadas diluigBes subseqllentes para
totalizar os trés algarismos para o cddigo. Encontrando-se o
cddigo na Tabela e o NMP a ele correspondente, o valor final do
NMP ¢ obtido através da aplicagfo da seguinte fdérmula:

NMP correspondente ao Cddigo 3 e oo o e o o s o
maior volume inoculado selg
cionado para compor o cddigo

Exemplost ver Tabela 6.
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TABELA 3 - Indice de NMP e limites de confianga de 95%, quando
so utilizados indculos de 10 mL, 4 mL e 0,1 mL em
séries de cinco tubos

0 Gtos S4ss Ghed nees sess Soes veee Smse Uees oot Besr Wit spe Mo Sase SO S44F Sece wive deod ess Sher Sins Seed SWES $M04 M4 Sest H100 MED OIS 4HE G40 S0I SeRs SIS Met Suim Gede atee Siss Seme bese Teed meve BeNb bese PSS SOBH ese et eer weme Seas sbes nss Ases Serd Ha Sete 404 Pove S0ed Bese

Nimero de tubos com rea¢gfo posj | P Limites de confianga
tiva quando s%o utilizados, em !fndice de! de 954
série de cinco tubos, indculos INMP/L0O mb |~ oo o o o
de: 10 ml 1 mi. ©,1 ml ! ! Inferior | Superior
4es bte 4304 S440 4934 Sesd aebe buts Sods Se4b Save Seoe sede vere subd Soan abme sovs sves Soae save bese seve sree sere sese Feas Soss Sure Bhee 2i0e seve : mmmmmmmmmmmm : 4ase 2090 site 20t sevs 20n8 4240 2020 sere bors : eais vese ses bets auee sase deme curé ares Suer
19] %) [ ' ¢ 2 - ' -
o o i X a !, 1 ; 10
g i g ; i ; i ; 10
g i 13
i o o ' 2 i 1 d 11
i Q i H 4 H i H 15
i 1 @ ! 4 ! i i 5
g i i ; 6 2 ' 8
< ”
: 0 o ! A S S B
a . i ' 7 : 2 i 20
2 1 ) ' 7 2 f 21
a2 i i H 9 H 3 H 24
2 2 0 : ? 1 3 i 25
o 3 ¢ ! i2 ! 5 ! 29
8 *
3 o ? : i " ; 2o
3 $ o ? i 4 i 29
3 i 1 H 14 i 6 i 35
3 2 ] H 14 H ) H 35
3 2 1 : 17 7 ! 40
4 ] Q ] i3 ! ] : 38
4 1/ i : 17 ' 7 ! 45
4 i ] 17 7 46
4 1 i ; 2g 9 ; 55
4 1 2 i 26 | i2 ' 63
4 2 ) H 22 H 9 ; 56
4 2 i ! 26 | 12 ! 65
4 4 o ’ 34 ¥ : a0
5 o @ 5 23 i 9 ’ 86
5 0 1 : 30 ! 10 4 110
5] @ 2 ! 49 ! 20 H 149
] i 4] ! 30 ! ie H 120
5 i i : 50 ! 20 1 iS50
5 i ] ]
- - o ! e ?,g ' i?g
; - 1 ' 70 | 30 ' 2
:; : o) ! (-2, H H 210
o] o 4 ' t 49 t 250
5 3 @ H 89 H 30 H 250
J 3 i 3 ii0 46 : 300
: : SRR S T
& 4 o ' 130 ! 50 i 390
5 4 1 ' i7e |1 70 ; 480
5 4 o : 220 d 100 i 580
] 4 3 H 280 H i20 H 690
5 4 4 ! 350 ! 160 800
SR A
- - ] I 1
: T S A
) o { 2 -
5 5 4 f 1600 i 600 i 5300
& S ] H > 1600 H - H -
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Casos especiais

a)

b

o)

d)

€)

se menos que trés das diluigBes inoculadas apresentga
rem resultados positivos, para a composi¢fo do cddigo
8o selecionados os trés maiores volumes da amostra
que incluem as séries com resultados positivos (ver
Exemplo 4 da Tabela 7)3

se.diluicBes maiores que as escolhidas para compor o
cddigo apresentarem tubos com resultados positivos, o
ndmero correspondente a esses tubos € adicionado ao
nimero de tubos positivos da diluic¢4o mais alta esco
lhida para compor o cddigo (ver Exemplo 2 da Tabela
7

embora n#o deva haver nenbum resultado negativo nos
volumes superiores hqueles selecionados para a forma
¢%0 do cddigo, se isso ocorrer, o cddigo deverd ser
formado considerando-se o maior volume da amostra com
resultado positivo nos cinco tubos, seguido do ndmero
de tubos positivos correspondentes aos dois  volumes
decimais seguintes (ver Exemplo 3 da Tabela 7)3

se todos os tubos correspondentes a todas as diluj
¢8es inoculadas- apresentarem resultados positivos,
selecionar, para a composicfo do cddigo, as trés
maiores dilui¢les (ver Exemplo 4 da Tabela 7))

se todos os tubos correspondentes a todas as diluj
¢Bes inoculadas apresentarem resultados negativos,
selecionar, para =& forma¢fo do cddigo, as trés
menores dilui¢lés (ver Exemplo 5 da Tabela 7).

7.2 Expressfo dos resultados

7.2.14

O resultados sH8o expressos comos

NMP/400 ml. de Clostridium per?ringenﬁ.

4060 beaw sape ier Be #0Tm Hte Vo Tese Sere Dues S4sh sass bues

/TABELAS 4,5 e 6
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INimeros de tubos com resultadosiCddigo (Com!
lpositivos em cada série de .cinibinacgo

de i

Exemplosico tubos inoculados coms iresultados | NMP/100 mbL
H ipositivos el
! 10 mi i mbk 9,1 ml inegativos |
““““““““““ o o e s et e s s e s s e s s e e e s e s e e v e v s e e s e e
i ! S a2 o : G20 H &0
2 H 4 2 ] H 420 H 2
3 H S S i : 594 i 300
4 ' & S b { G555 H > 1600
TABELA 5 - Exemplos
Numero de tubos com resultados positivos
Volumes ., . .
. . em cada serie de cinco tubos inoculados NMP corres .
decimais . .. ondente Calculo NMP/100 nL
inoculados | 0 Codigo 20 eodico do NMP
(mL) 100 10 - 1(100) 10—1 10-2 10'3 10'4 ' g
ml ml nL oL { ol] ml] aL
10
00-10- —
i 10-1 5 4 0 540 130 130 x 100 13
10°a 1072 5 0] o0 500 23 23 x 110 230
107! 1073 w1 o 410 17 17 x-al%— 1700
-2 -4 10 .
10 "alo 3 0 0 300 8 8 XE:ET 8000
TABELA 6 - Exemplos
Volumes Numero'd? tubos‘com result?dos positivos em Codigo NMP cor Cileulo
. cada serie de cinco tubos inoculados. com: respon B
decimais sele~ - do NMP/100 L
i ] . 0 -T ~2 =3 =4 ) -6} cionado dgnte a0 NMP
inoculados {19 | 10° {107 [ 107 20™° | 107" | 107 | 10 codigo
(nL) al | mL | mlL L mL nl mL nlL
Y 10 A3
' 10 a 10 s s 3 1] - -1 -] - 531 110 110 x == | 1,1 x 10
w0lat0™ [ - s s | 2| 1o -| -] sz 70 70 x % 7,0 x 10°
-1 -5 . 10 5
10°a10°( - - s} s | s | 2] o0} - 520 50 50 x 501|500 X 10
v, =2 -6 10 5
10 al0d - - - 5 § 9 9 0 500 23 23 xm 2,3 x 10

’ . ”,
Obs: Numeros grifados correspondem ao numero

aese soen cves Saee saes S0us 4ens ovse Sest PG Gerd boim atew Soew

. » - ’ .
de tubos positivos selecionados para compor o codigo.

/TABELA 7
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TABELA 7 ~ Exemplos

Nimero de tubos com resultados positivos emf - . NMP cor .
Volumes ;. . . Codigo - Calculo
.. cada serie de cinco tubos inoculados conm: respon
Exemol decimais sele- dente a0 do NMP/100 mL
EAPLOS 14 noculados 3|, - -5 1 cionado 2 NMP

1(10°) | 107 11072 107 codigo

L
(al) mb mb mL mL

10 107} 10
nL mL mL
/ |
1 |10°-107 (///// 4 1o} o ////// / 410 17 | 17 x ITO 170
o -5 ), gn 10 b
2 {107 -10 / 5 1110 542 220 | 220 x 57| 2,2x10
/ '
3 Joto10t | s 5 4 o f o f o ///// 540 130 | 130 x -11—0 1,3x10°
5

fon
{+

-1 -s/ / , 10 7
Lo 107 =10 / / 5 |5 | 5|5 |58 555 | >1600 |>1600x5—-|>1,6 x 10
5 |10t -107 ol o f ot o] o 000 <2 <2« 119 <200

bute veoe mous Soeu bese weus debs wous Fe0s wers S04 eut Seve Gome

/ANEXO A
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ANEXO A —~ RECOMENDACOES DE ORDEM GERAL

A-4 Culidados especiais com a vidraria

Devem ser obedecidas as prescric¢Bes da Norma Tdonica CETESE
M1.004 -~ Lavagem, preparo e esterilizag8o de materiais em
laboratdrios de microbiologia.

A-2 Controle ée qual idade da Hgua destilada

A dgua destilada, a ser empregada no preparo de meios de cultura
e solugbes, deve ser de alta qualidade, livre de substéncias
tdxicas ou nutritivas que possam influenciar na sobrevivénecia e
no crescimento de microrganismos. £ recomenddvel a avaliago
periddica de sua qualidade atravds da realirza¢%o de testes
especificos. Ver Norma Tdcnica CETESB L5.245 -~ Prova de
adequabilidade bioldgica da dgun destilada para fing
microbioldgicos.

A~-3 Armazenamento de meios de cultura desidratados

O frascos de meios de cultura devem ser mantidos hermeticamente
fechados em suas embalagens, em local fresco e seco, protegidos
da luz. Em laboratdrios nfo equipados com ar condicionado, o
armazenamento dos meios desidratados deve ser efetuado
colocando-se 0s frascos de boca para baixoy isso produz um efeito
de selagem conveniente ao redor da tampa de rosca, que retardard
a decomposic8o do meio.

A-4 Cuidados no preparo dos meios de cultura
- v

Quando forem usados meios desidratados, eles deverfo estar
inalterados quanto & cor, odor, consisténcia e, principalmente,
néo se apresentar endurecidos. 0s recipientes utilizados para a
preparacfo dos wmeios deverfo ser inertes para que n¥o liberem
substéncias, tais como cobre, zinco, aluminio, etc.,  que ir¥o
alterar os constituintes do meio.

A-5 Controle de qualidade de meios de cultura

No preparo dos meios de cultura, védrios cuidados devem ser
observados. Ver Norma Tdenica CETESB  LS5.216 -~ Controle de
qualidade de meios de cultura.

A~-4 Controle da eficiéncia da autoclave

Utilizar ampolas com suspensfo de espOros de Bacillusg

stearothermophilus em meio de cultura, colocando-as no centro da
caixa que contém os meios de cultura a serem esterilizados. Essas
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ampolas, depois da auvtoclavagem, sHo incubadas em banho-maria =a
55 0C, durante 24-48 horas. Se houver mudanga de coloragfo da
suspensfo contida nas ampolas, de rox para amarela, i 860
significa que = esterilizag8o foi insuficiente, pois houve
desenvolvimento de bactérias.

A~-7 Método alternativo para estabelecimento de atmosfera anaerd
bia em jarras

Remover o ar contido na jarra estabelecendo vdcuo e introduzir
uma mistura de gases (80-990% de nitrogénio, S-10% de hidrogénio e
5-10% de didxido de carbona). O hidrogénio ¢ utilizado para,
frente ao catalisador, combinar—se com possiveis reslduos de
oxigénio. Deve-se usar um indicador para controle das condigfes
de anaerobiose.

A~8 Precaugles

Todas as operacles mencionadas com as  Jjarras, relativas X
obtengfo de uma atmosfera anaerdbia em seu interior, devem ser
efetuadas longe de qualquer chama, pois o hidrogénio liberado €&
suscet fvel de se inflamar.

A-9 Técnica de tubos miltiplos - Avaliac¥o dos resultados

Os diferentes cédigos correspondentes as comb inagfes de
resultados positivos € negativos, empregados para o cdlculo de
NMP, tém diferentes expectativas de ocorréncia e a andlise dos
cddigos obtidos no laboratdrio fornece informagles sobre a
precisfo dos técnicos na execucfo da andlise e adequagldo da
téenica ao tipo de amostra de dgua analisada. Ver Norma Téeonica
CETESB L.5.040 - Avaliatfo de labaoratdrios de andl ises

bacterioldgicas de dgua.

4ous Gars seut eusr shee Beve biov esss K4S SRS berds Seen eens Beet

/ANEXO B.
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B-190

B-414

B~12
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