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INTRODUGAO

A importancia dos dados gerados em laboratorios de analises Dbacte
riologicas de agua impde a necessidade de implantagao de um progra
ma de controle de qualidade analitica, dentro do qual os meios de
cultura assumem uma importancia particular para que dados confié
veis sejam obtidos.

A uniformidade na composigao quimica de diferentes lotes do mesmo
meio de cultura € um requisito fundamental em laboratériosruxsqua}s
s3o0 realizadas rotineiramente analises bacteriologicas de agua, e
isto tem determinado a utilizagéo preferencial de meios de cultura
desidratados, preparados comercialmente, em véz do seu preparo no
laboratério a partir dos ingredientes basicos. No preparo dos meios
de cultura desidratados, a pesagem anica elimina a possibilidade de
variagoes na composigao quimica, as quais podem ocorrer quando -0S
componentes do meio de cultura sao pesados individualmente. © Outro
aspecto positivo relativo a utilizagao dos meios de cultura desi
dratados e a redugéo no tempo dispensado para O seu preparo.

Os meios de cultura desidratados devem ser submetidos pelo proprio
fabricante a um adequado controle de qualidade e se os lotes em teg
te nao atenderem as especificagdes quanto a sensibilidade, seletivi
dade e diferenciagao das coldonias (quandowpertinenfgé), nao deverao
ser liberados para o uso. |

0 controle de qualidade de meios de cultura pode, sem duvida, repre
sentar uma parte substancial dos custos operacionais das industrias
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e as tentativas por parte destas para reduzir esse processo * essen
cial conduzem a um controle de qualidade inadequado ou ineficaz e
podem determinar um aumento do risco de que uma serie de meios de
cultura de qualidade inferior seja posta a venda. Portanto, é indis
pensavel que os laboratorios de analises bacteriologicas de agua, €
fetuem um controle interno da qualidade ‘de cada novo lote de meio
de cultura adquirido,através da comparacao de sua qualidade com a
de outro lote que vem apresentando resultados satisfatorios no labg
ratorio.

Além da realizagao destes testes para verificar a seletividade, sen
sibilidade e especificidade dos meios de cultura adquiridos, o pro
grama de controle de sua qualidade deve incluir o estabelecimento de
critérios basicos para seu preparo e a verificagao de seu cumprimen
to pelos tecnicos responséveis e, em relagao a aquisigao de produ
tos quimicos em geral, corantes e componentes de meios de cultura,
seu grau de pureza € adequagao ao uso em laboratorios de microbiolo

gia devem constituir um criterio fundamental a ser observado.

1 OBJETIVO »

Esta Norma prescreve as fécnicéé utilizadas no controle de qualida
de dos meios de cultura para sua avaliagao quanto a sensibilidade,
seletividade, especificidade e esterilidade. Prescreve, também, pro
cedimentos fundamentais quanto ao preparo e utilizagao de produtos
quimicos, corantes e componehtes dos meios de cultura.

2 NORMAS COMPLEMENTARES

Na aplicagao desta Norma é necessario consultar:

- M1.001 - Lavagem, preparo e esterilizagao de materias em labo
ratorios de microbiologia;

- 1L5.215 - Prova de adequabilidade biologica daéguadestilada'pg
ra fins microbiologicos.

3 DEFINIGOES

Para os efeitos desta Norma s3o adotadas as definigdes de 3.1a3.3. 7

3.1 Técnica de tubos multiplos

£ utilizada para a determinagdo do NMP de bactérias em uma dada amos
tra. Esta técnica consiste na inoculagao de volumes decrescentes
da amostra (diluigoes decimais consecutivas) em um meio de cultura

adequado, sendo que cada volume e inoculado em série de 5 tubos.
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3.2 Técnica de membrana filtrante .

Baseia-se na filtragao de volumes adequados da amostra atraves de
membrana filtrante com porosidade de 0,45 um. Apos a filtragao, a
membrana e colocada sobre o meio de cultura adequado.

3.3 Contagem de bactérias heterotroficas em placas

A determinacgao da densidade de bacterias em uma amostrabaseia-se no
principio de que, definindo condigoes de nutrigao, temperatura e
tempo de incubagdo, se houver bactérias viaveis na agua, que possam
se desenvolver nas condigoes estabelecidas, havera formagao de co
16nias que serao visualizadas apdés determinado periodo de incuba
gao. Para isso, volumes decimais adequados da amostra sao inocula
dos em placas de Petri, adicionando-se, a seguir, o meio de cultura
apropriado.

4 APARELHAGEM

4,1 Materiais e equipamentos

4.1.1 Estufa para esterilizacao e secagem

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

.

4.,1.2 Autoclave

Deve ter tamanho suficiente para permitir a circulagao do vapor ao

redor do material a ser esterilizado por esse metodo e ser equipada
com valvula de seguranga, com um manometro e com um termametro,' cu
jo bulbo ficara na direcao da linha de escape do vapor condensado
(dreno). A autoclave € normalmente operada a umg\bresséo de ° vapor
de 15 libras por polegada quadrada, (1,02 kg/cm? ) produzindo; em
seu interior, uma temperatura de 121,6°C ao nivel do mar. Deve-se
observar, emseu funcionamento, a substituigao por vapor de todo o)
ar existente na camara. A operagao total de uma autoclave deve du
rar no maximo uma hora, sendo recomendado o acompanhamento dos ci
clos de operagéo e os registros de tempo-temperatura. Ew recomendé
vel que a autoclave atinja a temperatura de esterilizagao de 121°¢
em 30 minutos e mantenha essa temperatura durante o periodo de este
rilizagao. :
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4.1.3 Incubadora bacteriolégica

Deve. ser equipada com termostato e projetada de tal forma que a
temperatura em todas as partes utilizadas seja 35 R O,SOC, com capa
cidade suficiente para permitir a circulagao do ar ao redor de todas
as culturas, quando o material de trabalho estiver sendo incubado.Pa
ra verificar a temperatura de uma incubadora grande, devem ser colo
cados um ou mais termometros, com o bulbo submerso em agua, glice
rina ou o6leo mineral, em lugares representativos da camara e feitos
registros periédicos da temperatura. A 1incubadora devera manter
75 a 85% de umidade relativa e ser colocada em local onde a tem

peratura permanega na faixa de 16 a 27°¢.

4,1.,4 Banho-maria

Equipado com termostato e/ou agitador de baixa velocidade, para esta
bilizagéo da temperatura de meios de cultura e incubagéo de amostras
em alguns testes utilizados no controle de qualidade. A temperatura do
banho-maria devera ser ajustada de acordo com o teste a ser. realiza
do e registros periédicos desta temperatura deverao ser efetuados,

para assegurar que a mesma nao ultrapasse o limite recomendado.

4.1.5 Destilador de égua ou aparelho para desionizagao

Deve produzir agua nao toxica, livre de substancias que impegam ou

interfiram na multiplicagao bacteriana.

4.1.6 Potenciometro N

Deve ter escala bem 1egivel e medir com precisao minima de 0,1 ‘uni
dade de pH. A calibragao do potenciametro deve ser feita pelo menos
duas vezes ao dia, com tampaes de pH = 4,0, pH = 7,0e pH=9 ou10.

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

4.1.8 Equipamento para filtragao

4.1.8.1 Fonte de vacuo

Bomba de vacuo ou outro dispositivo conveniente para produzir ‘uma

pressao diferencial no porta-filtro.

4.1.8.2 Frasco de filtragao

Frasco kitassato, de paredgxgspessa, com capacidade de 4 000 mL.
Sl

4,1,8.3 Porta-filtros (ver Figura 1)

De vidro, plastico autoclavavel ou ago inoxidavel. Podem ser acopla

dos diretamente ao frasco de filtragao ou a suportes especiais (para
varios porta-filtros); neste caso, os suportes sao conectados ao
frasco de filtragao atraves de tubo de polietileno ou tubo de latex
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de espessura adequada.

4.1.8.4 Frasco de protegao

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

4,1.9 Microscopio estereoscopico binocular

Com ampliagdo para 10 a 15 difmetros. E recomendada a utilizagao de
uma lampada de luz fluorescente branca (fria), adaptada em suporte
adequado que permita sua colocagéo acima da membrana em que sera efe
tuada a contagem de colonias.

4,1.10 Refrigerador

Certificado para manter a temperatura na faixa de 2 a 8°C, com capa
cidade para conter os meios de cultura e solugaes a serem mantidos
sob refrigeragao. Sua limpeza e desinfecgao devem ser feitas perio
dicamente.

4,1,11 Materiais para preparagao de meios de cultura

Recipientes de vidro ou ago inoxidavel. O material de aquecimento e
os bastdes devem estar limpos e isentos de qualquer substancia toxi

ca (nunca devem ser de cobre).

~
4.1.12 Frascos para agua de diluigao

De borossilicato (pyrex)'ou vidro neutro, com tampas de roscas que
permitam boa vedagdo e sejam livres de substancias toxicas soluveis,
com‘capacidade para conter 90 T 2L ge agua de diluigao, . deixando
um espago suficiente para permitir uma boa homogeneizacao quando se
efetuar a agitagao.

4,1.13 Pipetas
Pipetas tipo Mohr de 1 mL, 5 mL e 10 mL, com graduagao de 1/10eeerro

de calibragdo infeiror a 2,5%, e com bocal para tampao de  algodao.
Sao guardadas em caixas de ago inoxidével, podendo tambem ser embru
lhadas individualmente em papel. Sao esterilizadas por calor seco a
170-180°C, durante duas horas.

4.1.14 Provetas graduadas de 100 mL ou porta-filtros graduados com

marcacao externa

4.1.15 Baloes

Devem ser de borossilicato ou vidro neutro, com capacidade para con

ter a agua de diluigdo a ser utilizada no enxague dos porta-filtros,
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durante a filtragao das amostras.

4.1.16 Placas de Petri de vidro

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

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

4.1.17 Placas de Petri de plastico

De plastico nao toxico, bem vedadas, de 48 mm de diametro e 8,5 mm
de altura.

4.1.18 Algas de inoculagao

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

4.1.19 Membranas filtrantes estéreis

De 47 mm de diametro, com porosidade de 0,45pm, brancas, quadricula
das.

4.1.20 Tubos de ensaio

Tubos de ensaio de borossilicato (pyrex) ou vidro neutro, com capa
cidade adequada para conter o volume necessario do meio de cultura
e o inoculo da amostra. Usualmente sao empregados tubos de ensaio de
18 mm x 180 mm, 16 mm x 150 mm, 12 mm x 120 mm e de 15\mm X 150 mm
com tampa de rosca. ‘

v

4.1.21 Hastes de madeira

De aproximadamente 20 cm de comprimento e 0,2 cm de diametro. Apés
utilizagao as mesmas sao autoclavadas a 121°C, durante 15 minutos e
descartadas. Antes do uso, estas hastes sao esterilizadas por calor
seco (170-180°C, durante 3 horas).

4,1.22 Porta-pipetas de ago inoxidavel

4.1.23 Caixas de ago inoxidavel

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

4.,1.24 Pingas
De ago inoxidavel com extremidades arredondadas.

4,1.25 Estantes

Para tubos de ensaio de 18 mm x 180 mm e 16 mm x 150 mm, podendo ser

de arame galvanizado, (para utilizagao em incubadoras) ou de ago ino
xidavel ou arame galvanizado plastificado (para utilizagao em banhos

=

-maria).
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§{———— JUNTA CIRCULAR
:  DE ENCAIXE -

MEMBRANA
FILTRANTE "

) ——  TELA DE SUSTENTAGAO
PARA A MEMBRANA
FILTRANTE

———BASE DO PORTA-FILTRO -

ROLHA

- - or—— -

FIGURA 1 - Unidade de filtragao (porta-filtro)
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4.1.26 Bico de Bunsen -

4.1.27 Tripe

4,1.28 Tela de amianto
De tamanho 22 x 22 cm.

4.1.29 Tubos de Durham

Devem ser de borossilicato (pyrex) ou vidro neutro, com diametro nao

inferior a 40% do diametro do tubo de ensaio em cujo interior serao
utilizados. Usualmente sao empregados tubos de Durham de 7 mmx 45 mm
(para tubos de ensaio de 18 mm x 180 mm e 16 mm x 150 mm) e de Smmx

x 40 mm (para tubos de ensaio de 12 mm x 120 mm).

4.1.30 Contador de colonias

Tipo Quebec ou similar, preferencialmente com campo escuro, ou outro
modelo que fornega aumento equivalente (1,5 diametros) e possibilite
visualizacao satisfatoria das colonias a serem contadas, devendo 2
presentar o campo quadriculado (quadrados de 1 em® ).

4.1.31 Capela de seguranga biologica (de fluxo laminar)

Equipada com filtro que possibilite a remogao de particulas presen
tes no ar e dirija o ar filtrado, de maneira laminar, diretamente so
bre a area de trabalho. ’

Nota: Equipamento de uso opcional, podendo o teste ser realizado em

ambiente que porporcione o grau de assepsia réquerido.

4.1.32 Bandejas de plastico ou de ago inoxidavel

4.1.33 Frascos para coleta de amostras

De vidro neutro ou plastico autoclavavel nao toxico, com capacidade

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

5 PROCEDIMENTOS E REQUISITOS NECESSARIOS PARA A PREPARAGAO DE MEIOS
DE CULTURA '

Os laboratorios de mocrobiologia devem estar capacitados para produ
zirem meios de cultura de qualidade satisfatoria, assim sendo alguns

procedimentos basicos sao recomendados.

5.1 A preparagéo de meios de cultura nunca deve ser delegada a tég
nicos inexperientes. £ importante que o pessoal envolvido nesta ati
vidade esteja devidamente treinado sobre as técnicas‘de preparo, e€s
tocagem, controle de qualidade, manuseio de equipamentos e medidas
de seguranga.
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5.2 Os reagentes utilizados no preparo de meios de cultura, devem
ser de grau bacterioldgico e de procedencia idonea, apresentar odor,
cor e consisteéncia inalteradas, ser livres de elementos bactericidas
ou bacteriostaticos bem como de carboidratos inespecificos.

5.3 A aquisicao de meios de cultura desidratados deve ser em quan
tidade suficiente para aproximadamente um ou dois anos de consumo.
Os frascos de meios de cultura devem ser mantidos hermeticamente fe
chados em suas embalagens, em lugares frios, secos, de preferéncia
livres de particulas de po, contaminagao e mudangas bruscas de tempe
ratura. Em laboratorios nao equipados com ar condicionado, o armazen
namento dos meios desidratados deve ser efetuado colocando-se 0s
frascos de boca para baixo; isto produz um efeito de selagem que re

tardara a decomposigao do meio.

5.4 Manter um ‘inventario dos meios de cultura relatando a . marca,
quantidade, aparéncia e numero de unidades recebidas, bem como o ng
mero do lote e data de vencimento. Todos os frascos deverao ser data
dos quando adquiridos e guando abertos. Esse inventario deve ser ve
rificado trlmestralmente, e os meios de cultura que apresentarem mu
dangas de cor, endure01mento ou qualquer outra evidencia de deterio

ragao deverao ser descartados. —~

5.5 Preparo e dissolugao de meios de cultura

A dissolugao inicial dos meios deve ser feita com agua destilada
fria, especialmente aquéles que contem agar, uma vez que quando se
utiliza égua quente, forma-se imediatamente em torna de cada parti
cula de agar uma pelicula que protege o nucleo. Ao ser aquecido, pos
teriormente, ocorre um aquecimento seco do nucleo que impede que a
particula seja completamente umedecida. Por este motivo, é aconselha
vel deixar os meios que contenham agar de molho em égua destilada
fria, pelo menos durante 15 minutos, agitando sempre a mistura e u
sando sempre, de preferéncia, recipientes de dimensoes tais que faci
litem a homogeneizagéo. Como norma geral, o recipiehte deve.ter capa
cidade duas vezes maior que o volume de meio a ser preparado.

Os meios de cultura devem ser freqlientemente agitados e monitorados
enquanto estao sendo aquecidos para evitar que entrem em ebuligao.
Para isso, pode-se utilizar um bico de Bunsen, um banho-maria ou
uma placa aquecedora com agitador magnético.

Devem ser obedecidas as instrugoes do fabricante para cada melo em
especial.
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5.6 Distribuicao dos meios de cultura .

a) a distribuigao dos meios de cultura preparados deve ser efe
tuada em tubos ou frascos apropriados e em volumes recomen
dados de acordo com a técnica utilizada. Para evitar o desen
volvimento bacteriano neste material, o que pode alterar o}
pH e introduzir sub-produtos metabolicos toxicos, o tempo to
tal, desde a preparagao até a esterilizac@o nao deve ser su
perior a duas horas;

b) deve-se prestar particular atengao a distribuigéo de meios
que irao receber amostras de égua. Por exemplo, o caldo 1lac
tosado ou caldo lauril-triptose devem ser distribuidos em
tubos sempre em quantidades iguais ou superiores a 10 mL, a
fim de que a amostra a ser inoculada nao altere significati
vamente a concentragao do meio. Para inoculagges de 1 mL ou
menos, sao utilizados tubos de caldo lactosado ou caldo lau

ril-triptose em concentragao simples; para inoculagoes de

~ 10 mL, sao utilizados tubos com caldo de concentragao dupla,

em volumes iguais ou superiores a 10 mL.

5.7 Esterilizacao dos meios de cultura

Nao deve haver excesso de aquecimento para evitar uma sobrecarga tég
mica que possa produzir hidrélise, peptonagao, caramelizagéo ou ou
tro tipo de destruigao das substancias. Por exemplo, quando se aque
ce em demasia meios que contem bile natural, os corantes biliares
contidos na bile se transformam em produtos de oxidagao, que dao uma
cor amarelada. Ao mesmo tempo, as mucinas contidas na bile. se preci{
pitam como gliéoproteideos de cor branca.

Neste caso particular, estas modificagdes de cor nao influem sobre a
atividade dos meios de cultura que contem bile, porém isto pode ser
evitado com uma esterilizagao correta.

A esterilizacao de meios de cultura e de materiais pode ser efetua
da da seguinte maneira:

a) esterilizacao por autoclavagao - devem ser seguidas as espe
cificagoes do fabricante para a esterilizagao de meios espe
cificos. O tempo de exposigao requerido varia de acordo com
o tipo de material, tipo de meio, presenga de carboidratos e
volume (ver Tabela 1).

Remover o meio esterilizado da autoclave, assim que a pres
sao da camara chegar a zero. Nunca reautoclavar qualquer meio
de cultura;
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TABELA 1 - Tempo e temperatura de esterilizacao pelo processo

de autoclavagao

Materiais : 1Tempo a temperatura de 121%

Membranas filtrantes e almofg 10 minutos

das absorventes

Meios de cultura contendo car
boidratos (Caldo Lauril Triptose, 12 a 15 minutos
Caldo Verde Brilhante Bile, etc,)

Materiais contaminados, cul tu

30 minutos
ras para descarte

Agua de diluigao em frascos com

tampa de rosca com volumes de 15 minutos

g0 ¥ 2 mL

Agua de diluigao em baldes com

volumes de 500 a 1 000 mL 30 minutos

b) esterilizagao por filtragao - meios de cultura e solugoes
nao autoclavaveis, podem ser esterilizados porvfiltragéo, a
traves de membrana filtrante com porosidade de 0,22 um. A
filtragao deve ser feita em camara de seguranga bioldgica e
a solugdo recolhida em vidraria estéril.

(3

5.8 Os meios de cultura preparados (prontos para uso) devem ser
guardados em uma area que oferegé protegao contra luz direta, conta
minagao externa e excessiva evaporagao. E preferivel o armazenamento
em locais frios, jé que o excesso de resfriamento nas geladeiras po
de causar uma evaporagao excessiva, se os meios forem guardados du
rante mais de uma semana. O armazenamento prolongado de meios esté
reis deve ser evitado.

Deve ser calculado um limite de produgao de quantidade de meios de
cultura, para que estes sejam utilizados dentro de uma semana.
Placas de Petri, contendo meios de cultura podem ser armazenados em
sacos plésticos, os quais deverao ser adequadamente selados para evi
tar rapida desidratacao.

5.9 Controle do pH dos meios de cultura

A medida de pH dos meios de cultura deve ser feita com um potenciamg
tro, por ser o método mais exato. O controle de pH com papeéeis ou ti
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ras indicadoras somente € aceitavel para meios isentos de corantes e,
mesmo neste caso, somente com a finalidade de orientacao.

O potenciometro deve ser calibrado pelo menos duas vezes ao dia com
tampoes . de . pH: 4,0, 7,0 e 9,0, Para meios de cul
tura liquidos, controla-se o pH, em geral, a temperatura de 25°C.Efe
tua-se a corregao do pH antes da esterilizagao, utilizando-se peque
nos volumes de uma solugéo de hidroxido de sodio 1N, para valores
altos ou uma solucao de acido cloridrico 1N, para valores baixos. Ge
ralmente, dependendo da autoclave, e normal que o pH do meio baixe
0,1 ou 0,2 unidades durante a esterilizagao, o que deve ser levado
em consideragao para se obter os valores finais de pH recomendados.
Os meios que apresentarem, apds a esterilizagao, um pH final que di
ferir em mais de 0,1 unidades do valor do pﬁ, indicado:na formulagao,

nao devem ser utilizados.

5.10 Produtos quimicos em geral

Todos os produtos quimicos utilizados na preparagao dos meios de cul
tura devem ser de grau bacterioldgico ou grau analitico. Isto e de
particular importancia para uma formulagéo correta dos meios, uma
vez que algumas impurezas quimicas, contidas nos reagentes comer
ciais ou de grau de pureza inferior podem ocorrer em concentrégSes

suficientes para inibir o desenvolvimento das bacterias.

5.11 Corantes

A atividade biologica dos corantes pode variar de lote para lote, e
tambem de fabricante para fabricante. Portanto, recomenda-se que to
dos os corantes utilizados na preparagéo dos meios de cultura sejam )
adquiridos de lotes de grau bacteriologico certificados pela "Biolo

gical Stain Commission" dos (EEUU), ou outra entidade equivalente.

5.12 Componentes dos meios

A maioria dos produtos comerciais dao resultados aceitaveis. Quando
os meios sao de origem desconhecida, os resultados obtidos devem ser
comparados com aqueles resultados obtidos com a utilizacgao dos produ
tos que apresentaram bons resultados. Em geral, da-se preferéncia ao
uso de meios desidratados, fabricados por fornecedores idoneos. Es
tes meios estdo menos sujeitos a pequenas variagoes decohposigéoqui
mica, por defeito de pesagem em seu preparo. Os meios desidratados

s30 mais uniformes, pois estas variagoes sao eliminadas.

5.13 A agua destilada ou desionizada utilizada para o preparo de
meios de cultura e solugoes, deve ser de qualidade comprovada, livre

de substancias toxicas ou nutritivas, que possam influenciar na so
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brevivencia e crescimento de microrganismos. £ recomendavel a avalia
gao periédica de sua qualidade, visando detectar qualquer contamina
¢ao ou problemas relativos as condigoes do destilador e do recipien
te de armazenamento. (Ver Norma CETESB L5.215).

6 MEIOS DE CULTURA E REAGENTES

6.1 Para execugao dos testes descritos no item 7 dessa Norma sao os

seguintes reagentes e meios de cultura necessarios.

6.1.1 Reagentes

- agar;

—~ azul de metileno;

- cloreto de magnésio (MgCl,.6H20) p.a;
— cloreto de sodio (NaCl) p.a.;

- dextrose;

- fosfato dipotéssico (K2HPO4) p.a.;

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

- infusao de coragao bovino;

- peptona de SOjaﬁ

- proteose peptona;

- tioglicolato de sodio; e

- triptona.

6.1.2 Meios de cultura '

6.1.2.1 Caldo de soja e triptona

Formula:

TriptONA..ceecesoecsesocssossessasasssssssssssccscssoscccccsns 17,0 g
Peptona dé SOJ8..eeececscsccscsesssssosescrscsssssccscncncsocs 3,0 g
DE XL OGS e o oo oo veeseonesseassscsasssssesnssssssssosssssssass 2,5 g
Cloreto de S0dio (NACL) PeBeceeesresssorsssscsasaasssasnans 5,0 g
Fosfato dipotassico (K,HPO, ) PeBlavecneneneneenaeseacsnnns 2,5 g
Agua destilada........ teeeceesecsssssssssessssnancssacssesl 000 mL
pH final apos esterilizagaa: 7,3 to,1

Preparo:

Para o preparodeste meio, pesar 30 g do meio desidratado "Tryptic

Soy Broth" e acrescentar 1 000 mL de agua destilada fria. Deixar em
repouso por aproximadamente 15 minutos. Aquecer agitando freqliente
mente, até a completa dissolugéo do meio, tomando cuidado para que

nao seja atingida a temperatura gde ebuligao. Ajustar o pH para 7,3.
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Distribuigao:

Este meio deve ser distribuido como segue:

Distribuigao em tubos - distribuir com todos os cuidados de assepsia,
volumes de aproximadamente 12 a 13 mL de caldo de soja e triptona em
tubos de 15 mm x 150 mm, com tampa de rosca. Esterilizar em autocla
ve a 121°C durante 15 minutos. Apés autoclavagao, os tubos contendo

o meio preparado podem ser armazenados a temperatura ambiente.

6.1.2.2 Meio de tioglicolato de Brewer (liquido)

Formula:

Infusio de coragao de DOl...eeescsceessscseescsassecessssss 500,0 g
Cloreto de S0dio (NACl) Pe@eceeccsssssssccscsscosssssscsanns 5,0 g
Fosfato dipotassico (K2HPO4) DeBevecansssassccsssassssnans 2,0 g
Proteose peptONaA.cceeescscescsscrsccassssvsscssosccccoscnsisocs 10,0 g
Dextrose................;................................. 5,0 g
Tioglicolato de SOAi0...eeeeeeaeeenosesssncsnosaascoccnons 0,5 g
AQBr . ceearoesosssssosssasssssssssssssccasssssosascssccnccse 0,5 g
Azul de MmetilenNO...iceceescosesssosscsssasssesccscssscsccssssasccse 0,002g

Agua destilada....ecesesesssessssnoncsccessssssanaacesse..1 000 mb

pH final apos esterilizagao: 7,2

Preparo:

Para o preparo desse meio, pesar 40,5 g do meio desidratado '"Brewer

Thioglycollate Medium" e acrescentar 1 000 mL de agua destilada fria,
Deixar em repouso por aproximadamente 15 minutos. Aquecer agitando

frequentemente, ate a compléta dissolugao do meio, tomando cuidado

para que nao seja atingida a temperatura de ebuligao. Ajustar o pH:*
para 7,2.

Distribuigao:

Este meio deve ser distribuido como segue:

Distribuigao em tubos - distribuir, com todos os cuidados de assep
sia, volumes de 12 a 13 mL do meio tioglicolato de Brewer em tubos
de 15 mm x 150 mm, com tampa de rosca.

Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Apéé autoélavg
¢gao os tubos contendo o meio preparado devem ser resfriados a 25°¢C e
armazenados ao abrigo da luz e a temperatura ambiente.

Nota: Se o meio nao for utilizado imediatamente apds sua preparagao

e se em mais de 20% da parte superior de cada tubo ocorrer a
mudanga de coloragao para verde, O mesmo nao e adequado para o
uso. Em tais circunstancias e permitido apenas um reaquecimen
to do meio em banho-maria, para eliminar o oxigénio absorvido.
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6.1.3 Solugoes :

6.1.3.1 Agua de diluigao

Formula:

SOlUGA0 €SEOQUE Auiveeeeronsossosnsasosasassssesasaanssascs 1,25 mL
SOlUGAO €SEOQUE Buvessrvsoessorosnsososasssssassascscssssons 5,00 mL
Agua destilada...ceeeereseccscsnsnaaasaossesssasanaaassess1000 mL
pH final apés esterilizagao: 7,2 p 0,1

Preparo:

A égua de diluigao deve ser preparada como segue:

a) preparar a solugao estoque A com a seguinte composigao:
Fosfatonwnopotéssico(KH2P04)p.a.............. 34,0 g
Agua AEStilada. . veeeeeeoseacsssessscasssssassss 1 000 mL
Para esse preparo, dissolver o fosfato'monopotéssico em
500 mL de agua destilada, ajustar o pH para 7,2 iO,lcom
solucao de hidroxido de sodio 1 N e completar o  volume
para 1 litro com agua destilada. Distribuir volumes que
sejam adequados a necessidade de uso do laboratorio, em
frascos com tampa de rosca. Esterilizar em autoclave a
121°C, durante 15 minutos. Rotular e armazenar em gela
deira;

b) preparar a solugao estoque B, com a seguinte composigéo:
Cloreto de magnésio (MgCl,.6H,0) p.a.......... 81,1 g
Agua destilada....cceeeesceseasesonscaccacesasss 1 000 mL
Para esse preparo, dissolver o cloreto de magnésio .em
1 litro de agua destilada. Distribuir volumes que se jam
adequados & necessidade de uso do laboratorio, em  fras

cos com tampa de rosca. Rotular e armazenar em geladeiraj

¢) adicionar 1,25 mL da solugao estoque A e 5 mL da solug&o
estoque B a 1 litro de &gua destilada;

d) distribuir, em frascos de diluigéo, quantidades ' adequa
das que assegurem, apés autoclavagéo a 121°C durante 15
minutos, volumes de 90 Y 2 mL.

Nota: Antes da utilizagao da solugao estoque A, deve-se ve
rificar se nao ha quaisquer evidencias de contamina
950 microbiana (turbidez, presenga de material em sus
pensido). Em caso afirmativo, essa solugao deve ser
descartada.
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6.1.3.2 Solugao normal de hidroxido de sodio (NaOH 1N)

Formula:

Hidroxido de s0dio (NAOH) Pe@cececessssrocssosocncccannnos 40,0 g
Agua destilada g.S.Peeecececececacsssosssnsssessscasassas 1 000 mL
Preparo:

Pesar 40 g de hidroxido de sodio, colocar em um balao volumétrico e
completar o volume para 1 000 mL com éguadestilada.Homogeneizarbem

ate a completa dissolugao do hidréxido de sodio.

7 AVALIAGAO DOS MEIOS DE CULTURA

7.1 Teste de avaliagao de meios de culturaquanto asensibilidade e seletividade

Especifico para meios de cultura a serem utilizados na Técnica de TubosMultiplos.

7.1.1 Principio do método

Este método baseia-se na inoculagao de aliquotas determinadas de uma amostra de
agua selecionada, em um conjunto de tubos de ensalo contendo o meio de  cultura
preparade a partir do lote a ser testado e outro conjunto contendo o mesmo tipo
de meio de cultura, preparado a partir de um lote cujos resultados sao conheci
dos como satisfatorios (lote-controle). Para a ihoculagéo em meios de cultura de
concentragdo dupla, utilizam-se aliquotas de 10 mL da amostra de agua e, para os
de concentragao simples, 1 mL.

7.1.2 Amostras

Para a execugao deste teste, utiliza-se amostra de_égua "in natura"

ou amostra de égua artificialmente contaminada, sendo que a densida
de, em ambos os tipos de amostra, deve ser de 5 a 10 celulas viaveis -
por 100 mL.

Para a obtengao de uma agua (artificialmente contaminada) que conte
nha 5 a 10 células viaveis, proceder de acordo com a técnica descri
ta na Norma L5.215, itens 5.2.1 a 5.2.1.8, utilizando-se a diluigao-
adequada.

7.1.3 Procedimento (ver Figura 2)

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

usando um desinfetante que nao deixe residuos.

7.1.3.2 Para o teste de lotes de meios de cultura cuja utilizacao
sera feita no ensaio presuntivo na Técnica de Tubos Multiplos,proce
der da seguinte forma:

a) preparar 25 tubos contendo 10 mL do meio de cultura pre

parado a partir do lote a ser testado e 15 tubos conten
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do teste de sensibilidade e seletividade - T.T.M.
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do 10 mL do mesmo meio de cultura preparado a partir de
um lote cujos resultados sao conhecidos como satisfaté
rios. Para o meio de concentragéo dupla, usar tubos de
ensaio de 18 mm x 180 mm e, para o meio de concentragéo
simples, usar tubos de ensaio de 16 mm Xx 150 mm;

b) dispor cada conjunto de tubos em uma estante e proceder
a sua identificagao;

c) homogeneizar a amostra de agua selecionada, no minimo
25 vezes, inclinando o frasco, formando um angulo de
aproximadamente 45° entre o brago e o antebrago;

d) com uma pipeta esteril de 10 mL ou de 5 mL e obedecendo
aos cuidados de assepsia, pipetar quantidades de 10 mL ou
de 1 mL em cada um dos tubos de ensaio contendo o meio
de cultura de concentragéo dupla ou simples, respectiva
mente;

e) levar a incubadora todos os tubos inoculados, sendo que
a temperatura e o periodo de incubagao devem ser adequa
dos ao crescimento do microrganismo utilizado para a ava
liagao do meio de cultura;

f) apbés o periodo de incubagdo, efetuar a leitura dos resul
tados obtidos em cada conjunto de tubos;

g) anotar o numero de tubos de cada conjunto nos quais as

~ culturas apresentaram resultado positivo;

h) com alga de inoculacdo devidamente flambada e esfriada,
transferir um inoculo de cada cultura com resultado pre
suntivo positivo para o tubo correspondente, contendo o
meio confirmativo;

i) apés a repicagem das culturas presuntivas positivas para
o meio confirmativo, incubar os tubos inoculados a tempe
ratura e periodos de tempo definidos em fungao do micror
ganismo utilizado para o teste; e ,

j) apds o periodo determinado de incubagao, efetuar a leitu

ra e anotar os resultados.

Nota: A repicagem das culturas presuntivas positivas para o meio con
firmativo correspondente requer a observagao de detalhes que
variam em fungao do microrganismo utilizado para o teste. Por
exemplo, se o lote do meio confirmativo testado for o Caldo A
zida-Etil-Violeta, a quantidade de inoculo deve ser correspon
dente a tres transferencias efetuadas com a alga de inoculagéo;

se estiver sendo testado o Caldo Acetamida, para a confirmagao
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da presenca de P. aeruginosa, © inoculo deve ser colhido na
superficie do meio de cultura presuntivo correspondente, uma

vez que seu metabolismo é essensialmente oxidativo, etc.

7.1.3.3 Para o teste de lotes de meio de cultura cuja utilizagao se
réh feita no ensaio confirmativo na técnica de Tubos Multiplos,  pro
ceder da seguinte forma:

a) preparar dois conjuntos de 25 tubos presuntivos positi
vos, sendo que as culturas de um dos conjuntos (de 25 tu
bos) sao confirmadas em meio de cultura cujos resultados
sao conhecidos como satisfatorios e as do outro conjunto,
no meio confirmativo preparado a partir do lote em teste,
procedendo a seguir, como no item 7.1.3.2 (h, i);

b) apds o periodo determinado de incubagao, efetuar a leitu
ra dos resultados obtidos em cada conjunto de tubos; e

c) anotar o numero de tubos de cada conjunto nos quais as

culturas apresentaram resultado positivo.

7.1.4 Resultados

Os resultados para o lote do meio de cultura em teste serao satisfa

toérios se o numero de tubos com resultado positivo estiver na faixa
de ¥ 1 tubo em relagao ao resultado do lote de meio de cultura conhe

cido como satisfatorio (controle).

7.2 Teste de avaliacgao de meios de cultura quanto a sensibilidade e

T

seletividade

Especifico para meios de cultura destinados a utilizacdo na Tecnica
de Membrana Filtrante.

7.2.1 Principio do método

Este teste baseia-se no exame de uma amostra de égua selecionada con
tendo 5 a 10 células viaveis/100 mL, atraves da filtragao de  dois
conjuntos de dez sub-amostras replicadas de 100 mL em membrana fil
trante com porosiddade de 0,45 um. Apés a filtragao! asmembranasfil
trantes sao transferidas para placas de Petri de pléstico, contendo
o meio de cultura, sendo que, para um conjunto de sub-amostras, o
meio de cultura é preparado a partir do lote em teste e, para o ou
tro, a partir de um lote cujos resultados sao conhecidos como satis
fatérios (loteomtrole). A avaliagao do meio de cultura em teste & feita
a partir da analise comparativa entre os resultados obtidos para ca

da conjunto de sub-amostras.
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7.2.2 Amostra
Ver item 7.1.2.

7.2.3 Procedimento (ver Figura 3)

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

usando um desinfetante que nao deixe residuos.

7.2.3.2 Dispor sobre a mesa de trabalho o seguinte material:

a) conjunto de porta-filtros, previamente esterilizado;

b) placas de Petri, contendo o meio de cultura preparado a
partir do lote a ser testado e do lote conhecido como
satisfatorio;

¢) provetas graduadas estereis, com a aberturarecobertacom
papel aluminio;

d) pinga com as extremidades mergulhadas em alcool;

e) membranas filtrantes estereis de porosidade 0,45 pm; e

f) bicos de Bunsen, para manter o ambiente asseptico e efe

tuar a flambagem das pingas utilizadas.

7.2.3.3 Preparagao do porta filtro:

a) retirar a parte superior do porta-filtro e, com uma pin
ga flambada e esfriada, colocar uma membrana filtrante es
teril, com a face quadriculada voltada para cima, centra
lizando-a sobre a parte inferior do porta-filtro; e

b) acoplar a parte superior do porta—filtpo a parte infe

rior, tendo cuidado para nao danificar a membrana.

7.2.3.4 Preparo das sub-amostras para filtragao:

Homogeneizar vigorosamente a amostra de égua selecionada e, com to
dos os cuidados de assepsia, transferir volumes de, no minimo, 200 mL
para 10 frascos, cujo volume seja suficiente para conter a sub-amos

tra e deixar um espago que permita sua homogeneizagéo.

7.2.3.5 Homogeneizar cada sub-amostra, no minimo 25 vezes, inclinag
do o frasco, formando um angulo de aproximadamente 45° entre o brago
e o antebrago.

7.2.3.6 De cada sub-amostra, distribuir volumes de 100 mL em duas
provetas previamente identificadas com o numero correspondente e

proceder a filtragao.

7.2.3.7 Filtragao dos volumes da sub-amostra:
a) verter cuidadosamente no porta-filtro o volume da sub-a
mostra a ser examinado, evitando que a égua respingue SO

bre as bordas superiores;
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b) ligar a bomba de vacuo e proceder a filtragao; -
c) apés a filtragao, enxaguar o porta-filtro duas vezes com
r porcdes de 20-30 mL de agua de diluigao estéril, para
evitar a retengéo de alguma bactéria nas partes internas
do mesmo;

d) desligar a bomba de vacuo, ao finalizar a operagao. Evi
tar secagem excessiva da membrana filtrante;

e) em frente ao conjunto de filtragao, colocar as placas de
Petri, contendo o meio de cultura, sendo que para a fil
tragao dos volumes de cada sub-amostra corresponda uma
placa de Petri contendo o meio de cultura preparado a
partir do lote em teste e outra contendo o mesmo meio
preparado a partir do lote que vem apresentando resulta
dos satisfatorios;

f) separar a parte superior do porta-filtro e, com uma pin
ga cujas extremidades foram flambadas, retirar, com cui
dado, a membrana. Acoplar novamente a parte superior do
porta-filtro a inferior;

g) obedecendo aos cuidados de assepsia, colocar cuidadosa
mente a membrana; com a superficie;qgadriculada voltada
para cima, na placa de Petri que conﬁém o meio de cultu
ra correspondente;

h) verificar se houve formagao de bolhas de ar entre a mem
brana e o meio de cultura. Se isto ocofrer, levantar uma
das bordas da membrana com uma pinga esteril e, fazendo
movimentos circulares, deslocar a membrana com a finali
dade de elimina-las, pois as bolhas impedem o contato
das bactérias com o meio de cultura, dificultando ou mes
mo impedindo seu crescimento (ver Figura 4); e

i) lavar novamente o porta-filtro com agua de diluigdo esté
ril e proceder a proxima filtracdo até que sejam filtra
das as 10 sub-amostras em replicatas de 100 mL.

7.2.3.8 Incubar as placas com as membranas filtrantes, em posigao
invertida, a temperatura e por tempo apropriados para o crescimento
do microrganismo utilizado para a avaliagao do meio de cultura em
teste.

7.2.3.9 Apds o periodo de incubagao e com auxilio de um microscopio
estereoscopico com iluminagao fluorescente perpendicular ao plano da
membrana, efetuar a contagem das colonias tipicas que se desenvol
veram na superficie de cada membrana filtrante. Anotar os resultados.
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" FIGURA 4 - Procedimento para retirada de bolhas de ar retidas entre

a membrana filtrante e o meio de cultura

7.2.3.10 Efetuar a confirmagio de todas as colonias tipicas, utili
zando meios de cultura adequados ao microrganismo utilizado para o
teste. '

7.2.3.11 Apds a confirmagao, somar o numero total de colonias con
firmadas obtidas nas 10 membranas de cada conjunto (correspondentes
ao lote do meio de cultura em teste e ao lote controle) e anotar os

v

resultados.

-

7.2.4 Resultados

Os resultados para o lote de meio de cultura em teste sao conside
rados satisfatérios se o numero total de colonias confirmadas esti
ver na faixa de t 5 em relagéo aos resultéﬁbs obtidos com o lote de
meio de cultura conhecido como satisfatorio (controle). '

Resultados insatisfatorios obtidos no meio em teste, quando compara
dos com o meio de referencia, podem indicar contaminagao da formula
durante a fabricagao do meio desidratado, presenga de substancias
inibidoras nao especificas a composigéo do meio, ou problemas ocor

ridos durante o seu preparo.

7.3 Teste de avaliacao de meios de cultura quantoétsensibilidade €

seletividade

Especificos para os meios de cultura utilizados na Tecnica de Conta

gem de Bactérias Heterotroficas em Placas.
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7.3.1 Principio do método

Este teste se baseia na inoculagao de volumes determinados de uma

amostra de agua selecionada (que contenha 100 .2 150 células viaveis/
mL) em dois conjuntos de 20 placas, sendo que a um dos conjuntos a
diciona~-se um volume estabelecido do meio de cultura preparado a
partir do lote em teste e, ao outro conjunto, adiciona-se o mesmo
meio de cultura preparado a partir de um lote cujos resultados sao
conhecidos como satisfatdrios (lote-controle). A avaliagao do 1lote
de meio de cultura em teste & feita a partir da analise entre os
resultados obtidos para cada conjunto de placas inoculadas.

7.3.2 Amostra

Para a execugao deste teste, utiliza-se amostra de égua de pogo '"in

natura" ou amostra de agua potavel artificialmente contaminada, sen
do que, em ambos os tipos de amostra, a densidade bacteriana deve
ser de 100 a 150 células viaveis por mL.

7.3.3 Procedimento (vide Figura 5)

7.3.3.1 Antes de iniciar o exame, desinfetar a bancada do labora

tério, usando um desinfetante que nao deixe residuos. -

7.3.3.2 Preparar 40 placas de Petri e proceder;é sua identificagéo,
sendo que um primeiro conjunto de 20 placas sera usado para o lote
do meio de cultura em teste e o outro conjunto de 20 placas, para o
lote do mesmo meio de cultura comprovado como satisfatério(lote—cog
trole). ' ‘

-

7.3.3.3 Homogeneizar a amostra de agua selecionada, no minimo 25
vezes, inclinando o frasco, formando um angulo de aproximadamente
45° entre o brago e o antebrago.

7.3.3.4 Com uma pipeta esteril de 1 mL e obedecendo aos cuidados
de assepsia, pipetar 1 mL da amostra em cada uma das placas de Pe
tri dos dois conjuntos,

7.3.3.5 Apés a inoculagao, em um espago de tempo inferior a 20. mi
nutos, entreabrir as placas do primeiro conjunto e a cada uma delas
acrescentar 12 a 15 mL do meio de cultura do lote a ser testado,pre
viamente fundido e estabilizado em banho-maria a 44—46°C, tendo o
cuidado de flambar a boca do tubo antes de verter o meio de cultura
na placa.

7.3.3.6 Proceder como em 7.3.3.5 para o segundo conjunto de placas,

acrescentando 12 a 15 mL do meio de cultura do lote conhecido como
satisfatorio.
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7.3.3.7 Homogeneizar o inoculo e o agar contidosna placa com movi
mentos circulares em forma de um oito (»), aproximadamente dez ve
zes consecutivas. Os movimentos devem ser moderados para nao proje
tar o agar com o inoculo contra as paredes ou na”tamgg*da placa.
7.3.3.8 ApOs a solidificagao do agar, incubar as placas a 35 pa
t O,5°C, durante 48 t 3 horas, se o meio em teste for o meio Agar
Triptona Glicose Extrato de Levedura. As placas devem ser incubadas
em posicdo invertida para evitar a condensagao de agua sobre a  su

perficie do agar.

7.3.3.9 Apds o periodo de incubagdo, com o auxilio de um contador
de colonias Quebec .ou simllar, efetuar a leitura das placas e cal
cular a media geometrlca das contagens correspondentes as 20 placas
de cada conJunto.

7.3.4 Resultados

Os resultados para o lote de meio de cultura em teste sao considera

dos satisfatorios se a média geométrica das contagens relativas as
20 placas do conjunto em teste estiver na faixa de ¥ 10% em relagao
a media geométrica das contagens obtidas para o conjunto de .placas
correspondentes ao lote controle.

7.4 Teste de avaliagao dos meios de cultura quanto a especificida

de, utilizando-se culturas puras

7.4.1 Principio do método

Esta avaliagao baseia-se na utilizagao de culturas puras de um mi

-

crorganismo selecionado em fungao do meio de cultura a ser testado.
Os resultados sao considerados satisfatorios se o microrganismo uti
lizado para o teste apresentar crescimento caracteristico no lote
do meio de cultura em teste, quando comparado com seu crescimento
no lote-controle.

7.4.2 Procedimento

7.4.2.1 De cada 100 tubos de ensaio ou de cada 100.p1acas contendo
o meio de cultura preparado a partir do lote a ser testado, separar
um minimo de 4 tubos ou 4 placas. Utilizar quantidade corresponden
te de tubos ou placas contendo o meio de cultura preparado a partir
do lote cujos resultados sao conhecidos como satisfatérios(lote—cog
trole).

7.4.2.2 Preparar culturas puras, adequadas a finalidade do teste,
selecionando o microrganismo em funcao do meio de cultura a ser tes
tado.
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7.4.,2.3 Com uma alga de inoculagao flambada e esfriada,. transferir

um inoculo da cultura do microrganismo selecionado para cada uma

das placas ou tubos contendo o meio de cultura preparado a partir

do lote a ser testado e para o conjunto de tubos ou placas corres

pondentes ao lote-controle. Para testar meios s6lidos, distribuidos

em placas de Petri, a transferencia do inoculo deve ser efetuada co
mo segue:

a).destitar ¢ inodculo em um ponto nas bordas da placa, gi

ra-la e iniciar o espalhamento na superficie do primei

ro quadrante, tomando cuidado para que a parte encurva

da da alga toque apenas a superficie do meio, evitando

ferir o agar(ver Figura 6);

FIGURA 6

b) girar novamente a placa e continuar o espalhamento no

segundo quadrante (ver Figura 7); e

FIGURA 7 ; \

c) proceder dessa maneira ate completar a semeadura em to

da superficie do agar (ver Figura 8).

FIGURA 8
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7.4.2.4 Incubar todos os tubos ou placas inoculadas, sendo Que a
temperatura e o tempo de incubagao devem ser definidos em fungao do
microrganismo selecionado, a cuja detecgao o meio de cultura em tes
te se destina.

7.4.2.5 Apbs o periodo determinado de incubagao, efetuar a leitura
dos dois conjuntos de tubos ou placas. Considerar como resultado po
sitivo os tubos ou placas onde houver o crescimento do microrganis
mo com as caracteristicas esperadas, conforme a finalidade do teste
e anotar os resultados.

7.4.3 Resultados

Serao considerados satisfatorios os meios de cultura em teste que

apresentarem crescimento bacteriano e reagoes espe01ficas iguais as
observadas no lote-controle. Quaisquer problemas evidenciados atra
ves deste teste impoem a necessidade de verificagao da qualidade dos
meios de cultura utilizados e se estao sendo seguidas as prescri
goes recomendadas para O Seu preparo. Se o meio de cultura nao for
_ desidratado, deve-se averiguar a qualidade dos produtos qulmlcos,

corantes e componentes do meio de cultura.

7.5 Controle da ausencia de contaminagao dos meios de cultura pre

parados

7.5.1 Principio do método

Este teste consiste na incubagao dos meios de cultura preparados no
laboratorio a temperaturas e durante o periodo de tempo determinados,
com a finalidade de verificar sua esterilidade. Apos o perlodo de
incubagao, qualquer evidéncia de crescimento de microrganismos nos
meios de cultura em teste indica sua contaminagao, que pode ser de
corrente de falhas no processo de esterilizagao ou contaminagao a
pos a esterilizagao.

7.5.2 Procedimento

7.5.2.1 Apés o preparo de cada meio de cultura e antes dos mesmos
serem utilizados pelo laboratorio, de cada 100 tubos de ensaio ou
100 placas contendo o0 meio preparado a ser testado, separar um minl
mo de 4 tubos ou 4 placas de Petri.

7.5.2.2 Incubar os tubos ou placas contendo o meio de cultura em

teste, a temperatura e durante um periodo de tempo adequados.

7.5.2.3 Apés le] periodo determinado de incubagao, efetuar a leitura
dos resultados, considerando qualquer evidéncia de crescimento de

microrganismos no meio de cultura em teste como indicagao de sua
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contaminagao.

7.5.3 Resultados

Os resultados sao considerados satisfatorios para o meio de cultura

em teste quando se verifica ausencia de crescimento de microrganis
mos em todos os tubos ou placas incubadas. Se for verificada conta
minagao do meio, todo o lote de meio de cultura preparado correspon
dente a esse controle deve ser descartado, sendo necessaria a anéli

se dos fatores que possam te-la determinado.

7.6 Teste de esterilidade de meios de cultura preparados no 1labo

ratorio

7.6.1 Principio do meétodo

.Este teste consiste na inoculagao de volumes determinados de cada
meio de cultura preparado no laboratorio em meios de cultura adequa
dos, com posterior incubagao a temperatura e periodos determinados.
Qualquer evidencia da presenga de microrganismos indica que o meio
de cultura em teste nao esta estéril., Essa contaminagao pode ser
decorrente de falhas no processo de esterilizagéo ou contaminagéo
posterior.

7.6.2 Procedimento (vide Figura 9)

7.6.2.1 Selecionar 4 tubos de ensaio de cada 100 tubos preparados,
contendo o meio de cultura a ser testado.

7.6.2.2 Com todos os cuidados de assepsia, transferir volumes ade
quados de cada um dos tubos, contendo o meio de cultura a ser testa

do, para cada tubo de ensaio, contendo Caldo de Soja e Triptona ou
Meio de Tioglicolato de Brewer.

7.6.2.3 Incubar os tubos de ensaio a 35°C durante 48 horas a 14
dias.

7.6.2.4 Apés o) periodo de incubagéo, efetuar a leitura dos * resul
tados em todos os tubos, considerando qualquer alteragao observada

no meio de cultura como indicagao de crescimento de microrganismos.

7.6.3 Resultados

Qualquer evidéncia de crescimento observada no Caldo de Soja e Trip

tona ouMeiode Tioglicolato de Brewer indica que o meio de cultura
nso esta estéril. Os meios de cultura em teste sao considerados es
tereis quando nao se verifica crescimento nos tubos de Caldo de So
ja e Triptona ouMeio de Tioglicolato de Brewer inoculados.
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FIGURA 9 - Demostragdo esquematica da seqgliéncia do procedimento do

teste de esterilidade

7.7 Prova de hidrolise da 1aétose

7.7.1 Principio do método

Este teste baseia-se no principio de que inoculando-se culturas de
bactérias lactose-negativas selecionadas em meios de cultura em que
a lactose é a unica fonte de carbono, o crescimento destas bacté
rias indica a hidrolise deste agucar. Para a selegao das culturas
de bacterias iactose—negétivas, deve-se considerar sua capacidade
de metabolizar a D-glicose ou a D-galactose, que sao produtos da hi
drolise da lactose.

7.7.2 Procedimento (vide Figura 10)

7.7.2.1 Separar dois conjuntos de 4 tubos de ensaio de cada 100 tu
bos preparados, contendo o meio de cultura com lactose como unica
fonte de carbono e dispo-los em uma estante. Proceder a sua identi

ficagao.

7.7.2.2 Preparar culturas puras de bactérias previamente testadas
quanto a sua capacidade de metabolizar lactose e culturas puras de
bactérias, das quais testes anteriores comprovaram sua capacidade
de metabolizar glicose e/ou galactose, mas nao lactose.

7.7.2.3 Com uma alga de inoculagao devidamente flambada e esfriada,
transferir um inoculo da cultura de bacteria lactose-positiva para
cada um dos 4 tubos do primeiro conjunto e um inoculo da cultura
de bactéria lactose-negativa selecionada para cada um dos 4 tubos

do outro conjunto.

7.7.2.4 Incubar todos os tubos inoculados a temperatura e durante
um periodo de tempo determinados em fungao dos microrganismos sele
cionados para o teste.
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7.7.2.5 Apds o periodo de incubagao, efetuar a leitura dos  resul
tados obtidos nos dois conjuntos de tubos contendo o meio de cultu
ra em teste. Considerar como resultado positivo, em ambos os conjun
tos, a evidencia de crescimento das bactérias inoculadas; sendo que
a deteccao visual desse crescimento dependeré do tipo de metabolis

mo que as bacterias inoculadas apresentam em relagao a lactose.

7.7.3 Resultados

Os resultados sao considerados satisfatorios para o meio de cultura

em teste quando todos os tubos correspondentes a inoculagao da cul
tura pura de bacteriaslactose-positiva apresentam resultado positi
vo (crescimento) e nao se verifica a ocorrencia de crescimento em

nenhum dos tubos correspondentes a inoculagao das bacterias lacto

se-negativas. . -
N .
culjro cé(
lactose 4 loctose —
3 AJ ' ONTENDO O
4 TUBOS CONTENDO MEIO 4 TUBOS C N
DE CJLTURA EM TESTE MEIO DE CULTURA EM TESTE

INCUBAR

l
|}
A TEMPERA-

TURA E TEM-
PO APROPRIA
DOS

LEITURA
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* . . N (Y -
FIGURA 10 - Demonstragao esquematica da sequiencia do procediménto

da prova de hidrolise da lactose
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ANEXO A - RECOMENDACOES DE ORDEM GERAL

A-1 Cuidados especiais com a vidraria

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

A-2 Controle da eficiéncia da autoclave

Utilizar ampolas com suspenséo de esporos de Bacillus stearothermo

philus em meio de cultura, colocando-as no centro da caixa conten
do os meios a serem esterilizados. Estas ampolas,depoils da autocla
vagao, sao incubadas em banho-maria, a 55°C durante 24-48 horas.

Se houver mudanga da coloragao da suspensao contida nas ampolas de
roxa para amarela significa que a esterilizagéo foi insuficiente ,

pois houve desenvolvimento de bacterias.

A-3 Local de trabalho

Alguns dos testes utilizados no controle de qualidade de meios de

cultura devem ser efetuados, de preferéncia, em camara asseptica

ou em camara de seguranga biologica (camaras de fluxo laminar).

A-3.1 As camaras assepticas devem estar localizadas em areas de

movimento reduzido e ser livres de poeira; nao deve haver movimenta
950 excessiva do ar devido ao uso de ventiladores, exaustores, etc.

Conversa desnecessaria deve ser evitada.

A-3.1.1 Limpeza da camara: & feita apos o expediente diario, de
preferéncia empregando soiugéo de formalina ou outro desinfetante a
dequado. Chao, mesas € balcoes sao limpos diariamente. Nos fins dg
semana deve realizar-se uma limpeza mais rigorosa, inclusive do te
to e das paredes. Apés a limpeza, O ambiente deve serimpregnadocom
vapor de formol puro, sendo o formol colocado em placas de Petri,pa
ra evaporar.

A-3.1.2 Lampadas germicidas (U.V.): podem ser ligadas nos interva
los de trabalho e assim permanecer durante a noite. Convem Lembrar
que estas lampadas tem tempo de vida relativamente curto (cerca de
6000 horas para 1ampadas de 30 watts), gque sua eficiencia depende
da distancia existente entre elas € a area a ser esterilizada, que
apresentam agao superficial apenas, € que poeira acumulada em sua

superficie diminui o seu poder germicida.

A-3.1.3 Calor: aquecimento excessivo da camara asséptica deve ser
evitado pela ajuste da altura da chama do bico de Bunsen, atraves

de seu dispositivo regulador ou pelo uso de uma pinga de Mohr na
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