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Introducio

A versatilidade bioquimica da Pseudomonas aeruginosa e sua resisténcia a agentes anti-bacterianos
sdo fatores que tém determinado um grande interesse em seu estudo, pois contribuem para sua
importancia como patdgeno secundario, como organismo formador de limo, interferindo em muitos
processos industriais € como microrganismo de importancia em processos de deterioragdo, atacando
uma variedade de materiais.

No homem, sua presenga foi correlacionada pela primeira vez com problemas de infec¢do em 1882
por Gessard, que isolou esse microrganismo em dois casos de ferida purulenta. Atualmente ¢ bem
documentado seu papel como patéogeno oportunista, sendo reconhecido como responsavel por
septicemia fatais em criancas e pacientes adultos que sofreram queimaduras graves ou que se
encontram debilitados por cancer, diabetes mellitus ou idade avancada. Tem sido estabelecida
também a relagdo entre Pseudomonas aeruginosa e infec¢ao do ouvido externo, observando-se que
a freqiiéncia de isolamento aumenta em fungdo da severidade da infeccao.

Nos ultimos anos seu estudo em aguas de piscina tem merecido uma atengdo especial e esse
interesse deriva do fato de pesquisas recentes terem evidenciado a relagdo entre a alta incidéncia de
otite externa em nadadores e a presenca de Pseudomonas aeruginosa nessas aguas recreacionais. A
contaminagdo dessas dguas por Pseudomonas aeruginosa pode ser decorrente de sua introducao
através da pele de banhistas, de superficie da pele contaminada por matéria fecal (principalmente
em criangas), da urina ou de contaminagao da propria fonte de 4gua que abastece as piscinas.
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Estudos recentes relativos a pesquisa dessa bactéria em aguas poluidas e ndo poluidas sugerem que
sua presencga esteja relacionada ao homem, seus esgotos domésticos e industriais, € animais a ele
associados. Em aguas tratadas, embora provavelmente constituam um veiculo inadequado para o
transporte dessa bactéria, sua detec¢ao tem sido relatada em numerosos casos.

Em vista da importancia de Pseudomonas aeruginosa como patdégeno oportunista e da atual falta de
correlagdo entre a sua presenca ¢ a de outras bactérias indicadoras de contaminagao fecal, ¢
recomendada sua pesquisa como um exame complementar para avaliagdo da qualidade de aguas
destinadas ao abastecimento publico e, principalmente, de aguas recreacionais. Em relacdo ao
abastecimento industrial a pesquisa de Pseudomonas aeruginosa assume importancia em fungdo de
sua capacidade de formar limo, que pode causar interferéncia em muitos processos e,
particularmente, em industrias farmacéuticas, pela possibilidade de contaminac¢ao de medicamentos
e cosméticos.

1. Objetivos

Esta Norma prescreve a metodologia para a quantificagao de Pseudomonas aeruginosa pela técnica
de tubos multiplos, com aplicacdo na:

a) Avaliagdo da qualidade de 4guas minerais;

b) Avaliagdo da qualidade de aguas destinadas ao abastecimento publico;

¢) Avaliagdo da qualidade de 4guas recreacionais, inclusive aguas marinhas;

d) Avaliagdo da qualidade de 4guas industriais, particularmente de industrias farmacéuticas;

2. Documentos complementares

Na aplicagdo desta Norma € necessario consultar:

- Norma CETESB M1.001 — Lavagem, preparo e esterilizacdo de materiais em laboratorio de
microbiologia.

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

- QGuia de Coleta de Amostra de Agua, CETESB, 1988.

3. Definicdes
Para os efeitos desta Norma sao adotadas as defini¢oes de 3.1 a 3.7.

3.1 Agar leite

Meio seletivo em que a hidrélise da caseina do leite, evidenciada pela formac¢ao de um halo ao
redor da colonia e a produgdo de um pigmento esverdeado, difusivel no meio, constituem
resultados positivos para Pseudomonas aeruginosa.

3.2 Bacilo
Designacao dada as bactérias que apresentam forma cilindrica.
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3.3 Caldo Acetamida
Meio seletivo para Pseudomonas aeruginosa no qual seu crescimento a partir da utilizagdo da
acetamida (inica fonte de carbono e nitrogénio presente nesse meio) determina a alcalinizacao, que

¢ evidenciada pela coloragdo purpura decorrente da viragem do indicador de pH (vermelho de
fenol).

3.4 Caldo Asparagina

Meio seletivo em que a asparagina atua como unica fonte de carbono e nitrogénio. O crescimento de
Pseudomonas nesse meio ¢ evidenciado por turvacao e producdo de um pigmento fluorescente
esverdeado, difusivel no meio, que pode ser demostrada através de luz ultravioleta de ondas longas

(luz negra).

3.5 Nimero mais provavel (NMP)
E a estimativa de densidade de bactérias em uma amostra, calculada a partir da combinacao de
resultados positivos e negativos, obtidos por meio da aplicagao da técnica de tubos multiplos.

3.6 Pseudomonas aeruginosa

Bacilos Gram — negativos, estritos, com 0,5 a 0,8um de diametro por 1,5 a 3,0um de comprimento,
podendo ocorrer isolados, aos pares ou em cadeias curtas. Moveis por flagelacao polar monotriquia,
sendo que, eventualmente, as células podem ter dois ou mais flagelos polares. Produzem pigmentos
fluorescentes e piocianina, entretanto, podem ser encontradas culturas apiocianogénicas. Crescem a
37° e a 42°C, mas ndo a 4°C. Apresentam metabolismo oxidativo positivo. Desnitrificam o nitrato,
hidrolisam a gelatina e a caseina , mas nao o amido. S3o hemoliticos, produzem arginina
dehidrolase, oxidam o gluconato, e utilizam como fonte de carbono, arginina, acetamida, geraniol,
manitol, gluconato mas nao glicolato e sacarose.

3.7 Teste de oxidase

Este teste tem por finalidade evidenciar a presenga da citocromo — oxidase, uma enzima da cadeia
respiratoria de certas bactérias. Essa enzima € necessaria para a oxidagao do citocromo-C, segundo a
seguinte reacao:

- Citrocromo —c - reduzido + 2H+ % 0, citocromo — oxidase‘ 2 citrocromo — ¢ — oxidado + H,0

No teste de oxidase, o citocromo — ¢ — oxidado sofre reducgao, ocorrendo a oxidagao do tetrametil —
p — fenilenodiamina, formando-se uma sustdncia de coloracdo azul. Pseudomonas aeruginosa
apresenta resultado positivo nesse teste.

4. Aparelhagem
4.1 Equipamentos

4.1.1 Balanga
Com sensibilidade de, no minimo, 0,1g ao serem pesados 150g.

1

! As balangas devem ser colocadas em local adequado, protegidas de vibragdes, umidade e mudanga bruscas de temperatura; devem ser mantidas
limpas e manuseadas por pessoal que conheca seu funcionamento. Sua aferi¢ao deve ser feita periodicamente .

3
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4.1.2 Banho-maria

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

4.1.3 Destilador de agua ou aparelho para deionizaciao

Deve produzir dgua ndo tdxica, livre de substidncias que causem interferéncia na multiplicacao
bacteriana ou a impec¢am; sua condutividade deve ser inferior a 2 Ps/cm a 25°C e o pH estar na faixa
de55a7)5.

Nota: A densidade de bactérias heterotroficas na agua recém-destilada deve ser inferior a 500
UFC/100mL (Unidades Formadoras de Colonias), devendo esse controle ser realizado
mensalmente.

4.1.4 Equipamentos para esterilizacio

4.1.4.1 Autoclave
E normalmente operada a uma pressdo de 103393 pA (1.05 kgf/cm?® ou 15 1b/pol?) produzindo em
seu interior uma temperatura de 121,6°C ao nivel do mar. Em seu funcionamento, deve-se observar
a substituicao por vapor de todo ar existente na camara e a operagao total desse equipamento deve
durar, no maximo, uma hora, sendo recomendavel que a temperatura de esterilizagdo seja atingida
em até 30 minutos.

4.1.4.2 Estufa para esterilizacio
Deve manter a temperatura na faixa de 170 + 10°C durante o periodo de esterilizacdo ( minimo de
duas horas).

4.1.5 Incubadora bacteriolégica termostatizada
Deve manter a temperatura na faixa de 35 + 0,5° C e a umidade relgtiva entre 75 e 85% e ser
colocada em local onde a temperatura permaneca na faixa de 16 a 27°C.

4.1.6 Potencidometro
Deve fornecer exatidao minima de 0,1 unidade de pH. Sua calibragdo deve ser feita pelo menos
duas vezes ao dia com, no minimo, duas solugdes-tampao padrdes (pH =4,0; pH = 7.0)

4.1.7 Refrigerador
Deve manter a temperatura entre 2° a 8° C, devendo sua temperatura ser verificada pelo menos uma
vez ao dia.

4.2 Vidraria

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

2 . ~ . . L ;. . . ~

A verificagdo da temperatura da incubadora deve ser feita periodicamente (minima de duas vezes ao dia) por meio de termdmetro (com o bulbo
submerso em agua, glicerina ou 6leo mineral) colocado em ponto representativo, sendo aconselhavel, também, a colocagdo de um termémetro de
maxima e minima em sua parte central.

4
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4.2.2 Frasco para agua de diluicao

De borossilicato ou de vidro neutro, com tampa de rosca que permita boa vedagdo e seja livre de
substancias toxicas soluveis, com capacidade para conter 90 + 2mL de 4dgua de diluigdo tamponada,
com um espaco suficiente para permitir uma boa homogeneizacao quando se efetuar a agitacao.

4.2.3 Frasco para coleta de amostra
De vidro neutro ou de plastico autoclavavel atoxico , com capacidade minima de 125 mL, boca
larga e tampa a prova de vazamento.

4.2.4 Pipetas
Devem ser de borossilicato, tipo Mohr, para SmL e 10mL, com graduacdo de 1/10 e erro de
calibragdo inferior a 2,5%, com local para tampao de algodao.

4.2.5 Tubos de ensaio
De borossilicato ou de vidro neutro, com capacidade adequada para conter o meio de cultura e o
in6culo da amostra.

4.2.6 Placas de Petri

Devem ser de borossilicato (pyrex) ou de vidro neutro de boa qualidade, com fundo perfeitamente
plano, sem ranhuras e sem bolhas de ar, com 15mm de altura e 100 mm de didmetro, ou placas
descartaveis, esterilizadas por radiagdo gama.

4.3 Outros materiais

4.3.1 Algas de inoculacio

Fio de niquel-cromo, de platina-iridio ou de platina, com 0,5 mm de didmetro e 7-8 cm de
comprimento, com uma erro de 3 1ﬁm de diametro em uma das extremidades, sendo a outra fixada a
um cabo metalico (cabo de Kolle).

4.3.2 Bicos de Bunsen ou similar
Devem ter funcionamento adequado, de modo a produzir combustiao completa.

4.3.3 Caixas ou cestas de aco inoxidavel.
Para acondicionamento de materiais a serem esterilizados.

4.3.4 Estantes
De tamanho adequado para colocacdo dos tubos de ensaios a serem empregados na analise.

4.3.5 Estojo para pipetas

Usar estojos de aluminio ou de ago inoxidavel de tamanho adequado, para acondicionamento das
pipetas a serem esterilizadas. Opcionalmente, elas podem ser embrulhadas individualmente em
papel Kraft para a esterilizagao.

3 Para a repicagem de culturas, opcionalmente ao uso de algas da inoculagdo podem ser empregadas hastes de madeira de aproximadamente 20cm de
comprimento ¢ 0,2cm de didmetro. Apds o uso, essas hastes sdo autoclavadas a 121°C durante 15 minutos e descartadas. Antes do uso, devem ser
esterilizadas por calor seco (170-180°C) durante trés horas.

5
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4.3.6 Lampada ultravioleta ( luz ultravioleta ondas longas — luz negra )

A lampada deve ser colocada no interior de uma caixa de madeira ou de outro material que permita
sua adaptacao. As paredes internas da caixa devem ser pintadas de preto e o seu teto deve ter uma
abertura que permita a colocacao da culturas contidas no tubo de ensaio, para a verificacao da
producao de pigmentos fluorescentes .

5. Meios de culturas e solucoes
Para o preparo dos meios de cultura devem ser usados, preferencialmente, meios desidratados de
qualidade comprovada. Pode-se, no entanto, prepard-los no laboratério a partir de seus
componentes especificos, devendo ser utilizadas para essa finalidade, substancias com alto grau
de pureza (p.a.).

5.1 Caldo Asparagina em concentracio dupla

5.1.1 Formula

ASPAragina (D.L.).ccc.uvieeiiieeie e e e 6,0g

Fosfato dipotdssico anidro (KoHPO4)P.a....coovvieeiiieiieeieceeeeeceeee e 2,0g
Sulfato de magnésio (MgSOy . THoO) Poueeieeeiiieiiieeiieecieeete ettt 1,0g
AGUA AESHIAAA. ... 1000mL

pH final apos esterilizagdo: 6,9 a 7,2

5.1.2 Preparo

Pesar os reagentes e acrescentar 1000mL de agua destilada fria. Aquecer, agitando freqiientemente
até a sua completa dissolucdo, tomando cuidado para que ndo seja atingida a temperatura de
ebulicdo. Em tubos de ensaio de 18mm x 180mm, distribuir volumes adequados para que o volume
final, apos esteriliz&qéo, seja de 10mL. Tamponar os tubos e esterilizar em autoclave a 121°C
durante 15 minutos.

5.1.3 Armazenamento
O meio preparado podera ser estocado a temperatura ambiente e em local limpo e livre de poeira
durante, no maximo, duas semanas

5.2 Caldo Asparagina em concentracio simples

5.2.1 Formula

ASPATAZING. ...vvees veeeiiieetteeeitteeeteeesteeesteeessaeeessseeasaaeassaeaassaeasssaeesseeessaeeseeeaseeennreeens 3,0g
Fosfato dipotdssico anidro (KoHPO4) Pu..ecceeeieeiiieiieeieceeeeece e 1,0g
Sulfato de magnésio (MgSOy . THoO) Poueeeeeeiiieiiieeiiiecieeee et 0,5g
AGUA AESHIAAA. ... 1000mL

pH final apos esterilizagdo: 6,9 a 7, 2

* No preparo desse meio, evitar aquecimento excessivo durante a dissolugio e a esterilizagdo. O tempo transcorrido entre seu preparo e a esterilizagio
ndo deve exceder duas horas.

6
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5.2.2 Preparo

Pesar os reagentes e acrescentar 1000mL de agua destilada fria. Aquecer, agitando freqiientemente
até a sua completa dissolucdo, tomando cuidado para que ndo seja atingida a temperatura de
ebulicdo. Em tubos de ensaio de 18mm x 180mm, distribuir volumes adequados para que o volume
final, apos esterilizagcdo, seja de 10mL. Tamponar os tubos e esterilizar em autoclave a 121°C
durante 15 minutos.*

5.2.3 Armazenamento
O meio preparado podera ser estocado a temperatura ambiente e em local limpo e livre de poeira
durante, no maximo, duas semanas

5.3 Caldo asparagina em concentracio tripla

5.3.1 Formula

F Ny o T4 84 V- PSRRI 9,0g

Fosfato dipotdssico anidro(KoyHPOy4) Paa...ecceeieeciieeiieceeeeee e 3,0g
Sulfato de magnésio (MgSOy . THoO) Poeuerieeeiiieiiieeiieecieeee ettt 1,5¢
AGUA AESHIAAA. ...t 1000mL

pH final apos esterilizagdo: 6,9 a 7, 2

5.3.2 Preparo

Pesar os reagentes e acrescentar 1000mL de agua destilada fria. Aquecer, agitando freqiientemente
até a sua completa dissolucdo, tomando cuidado para que ndo seja atingida a temperatura de
ebulicdo. Em frasco ou tubos apropriados ( volume total de 30mL), distribuir volumes adequados
para que o volume final, apos esterilizacdo, seja de 10mL. Tamponar os tubos e esterilizar em
autoclave a 121°C durante 15 minutos.”

Nota: Esse meio sera utilizado quando forem requeridas inocula¢des de 20mL de amostra.
5.4 Caldo acetamida

54.1 Formula

ACCTAMIAA. ....ccciiiiieiiie ettt e et e e e et e e e ta e e e ta e e e baeeebeeeenreeenaes 10,0g
Cloreto de SOAI0 (INACT) Prlveeeciieeiiieeiiieeciee ettt e et steeesteeeseaeeesaaeesseeesaaeesnsaaesnsaeas 5,0
Fosfato dipotassico anidro (KoHPOy4) P...eecceeeeciiieiieeieeeeeeeeeeee e 1,39¢g
Fosfato monopotassico anidro (KoHPOy4) P.a..eeceeeeeciieeiiieieeeeeeeeeeeee e 0,73¢g
Sulfato de magnésio (MgSOy . THoO) Poueeeeeeiiieiiieeiiiecieeee et 0,5g
Vermelho de feNO0L.........oooiiiiiieece e e e 0,012¢g
AGUA AESHIAAA. ... 1000mL

pH final apos esterilizagdo: 6,9 a 7,2

5.4.2 Preparo

Pesar os reagentes e acrescentar 1000mL de agua destilada fria. Aquecer, agitando freqiientemente
até a sua completa dissolucdo, tomando cuidado para que ndo seja atingida a temperatura de
ebulicdo. Em frasco ou tubos apropriados ( volume total de 30mL), distribuir volumes adequados

7
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para que o volume final, apos esterilizacdo, seja de 10mL. Tamponar os tubos e esterilizar em
autoclave a 121°C durante 15 minutos.”

5.4.3 Armazenamento
O meio preparado podera ser estocado a temperatura ambiente e em local limpo e livre de poeira
durante, no maximo, uma semana

5.5 Agar leite

5.5.1 Formula

SOIUGAO 1ttt e et e e e et e e e ettt e e e e etaaaaeeeneeeas 500mL
SOIUGAO 2.t e et e e et e e e et e e e e e bt e e e e e ttreeeeetaaaaeeenaaeas 500mL
AGUA AESHIAAA. ... 1000mL

5.5.2 Preparo
Este meio deve ser preparado como segue:

a) Preparar a solucao 1, com a seguinte composigao:
Leite em PO deSNatado......c.ueeecuiieiiiieciie et naeeenneas 100g
AGUA AESHIAA. ..., 500mL
Pesar 100g de leite em p6 desnatado e acrescentar uma pequena quantidade de adgua destilada
fria. Misturar bem até que uma pasta homogénea seja obtida. Adicionar a essa pasta o restante
da agua destilada. Aquecer em banho-maria, agitando freqiientemente até a completa dissolugao
do meio, tomando cuidado para que ndo seja atingida a temperatura de ebulicao. Esterilizar em
autoclave a 121°C durante 15 minutos.”* Apos a esterilizagdo, manter a solu¢do em banho-maria
a 55°C, para estabilizacao da temperatura, at¢ o momento de sua adi¢ao a solucao 2.

b) Preparar a solugdo 2, com a seguinte composicao:

Caldo nutriente desidratado............eecuiieriiiieiiie e 12,5g
Cloreto de SOAI0 ( INACT) Prlevieeiiieeiiieeiiieeiie et ete et e et e et e e e taeesraeessbaeessseeesnseeennseeennns 2,5¢
AGAT et 15,0g

AGUA AESHIAA. ... 500mL

Pesar 12,5g do meio desidratado “ Nutrient Broth” e os outros reagentes e acrescentar S00mL de
agua destilada fria, deixando em repouso durante, aproximadamente, 15 minutos. Aquecer,
agitando freqlientemente até a completa dissolu¢do do meio, tomando cuidado para que nao seja
atingida a temperatura de ebuli¢do. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.” Apos
a esterilizagdo colocar em banho-maria a 55°C para estabilizagdo da temperatura do meio de
cultura preparado.

¢) Juntar as solugdes 1 e 2, com todos os cuidados de assepsia e distribuir volumes de,
aproximadamente, 20mL nas placas de Petri estéreis.

5.5.2 Armazenamento
Apos a solidificagdo do meio, embrulhar as placas de Petri com papel Kraft e manter em
refrigerador durante, no maximo, duas semanas.

5.6 Agua de diluicio

5.6.1 Foérmula
SOIUGAO-ESTOQUE A.....eeieeeiieeiie ettt et e et eete e e taeeetaeeetaeeessaeesnsaeesnsaeesnseaenns 1,25mL
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SOIUGAO-ESTOQUE Bt e 5,00mL
AGUA AESHIAAA. ... 1000mL

5.6.2 Preparo

a) preparar a solugdo-estoque A com a seguinte composicao:
Fosfato monopotassico (KHoPOy4) Po..eeieiiiiiiieeiieeeeeeeeeeee e e 34g
AGUA AESHIAAA GuS.P.vveeeeeeeeeee et 1000mL

Dissolver o fosfato monopotéassico em 500mL de dgua destilada, ajustar o pH para 7,2 + 0,5
com solucao de hidroxido de sédio IN e completar o volume para um litro com agua
destilada. Distribuir volumes adequados as necessidades do laboratério em frascos com
tampa de_rosca. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Armazenar em

geladeira.

b) Preparar a solucao-estoque B, com a seguinte composigao:
Cloreto de magnésio (MgC12.6H0)......cccuiiiiiiiiiieee ettt 81,1g
AGUA AESHIAAA QP 1000mL

Dissolver o cloreto de magnésio em 500mL de agua destilada e completar o volume para
1000 mL com agua destilada. Distribuir volumes adequados as necessidades do laboratorio
em frascos com tampa de rosca. Esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15 minutos.
Armazenar em geladeira.

c) Adicionar 1,25mL da solugao-estoque A e SmL da solugdo-estoque B a um litro de agua
destilada, e homogeneizar.

d) Distribuir, em frascos de dilui¢do, quantidades adequadas para que o volume final, apos
esterilizagdo, seja de 90 + 2mL;

e) Tamponar e esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15 minutos.

f) Armazenar a temperatura ambiente.

5.7 Solucao de hidréxido de sodio 1N

5.7.1 Foérmula
Hidroxido de s0dio (NAOH) P....eiceiieeiiieeiiieeiiee ettt e s 40g
Agua 1eCEM=-AEStIAA. ..., 1000mL

5.7.2 Preparo
Pesar 40g de hidroxido de sodio e dissolver em 1000mL de dgua recém-destilada. Armazenar em
frasco com tampa de rosca.

6. Execuc¢ao do ensaio

6.1  Principio do método

A determinagdo do numero mais provavel (NMP) de Pseudomonas aeruginosa em uma amostra ¢
efetuada a partir de aplicacdo da técnica de tubos multiplos. Esta técnica ¢ baseada no principio de
que as bactérias presentes em uma amostra podem ser separadas por agitagcdo, resultando em uma
suspensao de células bacterianas, uniformemente distribuidas na amostra. Consiste na inoculagao de
volumes decrescentes da amostra em meio de cultura adequado ao crescimento dos microrganismos

5 e N . .1 . . S . .
Antes da utilizacdo da solucdo-estoque A, deve-se verificar se ndo ha quaisquer evidéncias de contaminagao microbiana (turbidez ou presenga de
material em suspensdo). Em caso afirmativo, essa solugdo deve ser descartada.

9



CETESB — L5.220 — dez/2001

pesquisados, sendo cada volume inoculado em uma série de tubos. Através de diluigdes sucessivas
da amostra, sdo obtidos indculos cuja semeadura fornece resultados negativos em, pelo menos, um
tubo da série em que foram inoculados. A combinacao de resultado positivos e negativos permite a
obtencdo de uma estimativa da densidade das bactérias pesquisadas, por meio da aplicagcdo de
calculos de probabilidade. Para analises de dguas tem sido utilizado preferencialmente o fator 10 de
diluicao, sendo inoculados multiplos e submutiplos de ImL da amostra, usando-se séries de cinco
tubos para cada volume a ser inoculado.

6.2  Etapas do método
O exame para a determinacdo de Pseudomonas aeruginosa se processa em duas etapas: o ensaio
presuntivo e o confirmativo.

6.2.1 Ensaio presuntivo

Consiste na inoculagdo de volumes determinados da amostra em séries de tubo de caldo asparagina,
que sdo incubados a 35 + 0,5°C durante 24-48 horas. A producdao de um pigmento fluorescente
verde, evidenciada por meio da leitura dos tubos sob luz ultravioleta de ondas longas (luz negra),
constitui resultado positivo para o ensaio presuntivo.

6.2.2 Ensaio confirmativo

Consiste na transferéncia de cada cultura com resultado presuntivo positivo (producao de pigmento
fluorescente verde em caldo asparagina apds 24-48 h a 35° + 0,5°C), para caldo acetamida, sendo a
incubacao efetuada também a 35 + 0,5°C durante 48 horas. A alcalinizacao do meio, evidenciada
pela sua coloragdao purpura, constitui resultado confirmativo positivo para a presenga de
Pseudomonas aeruginosa.

Nota : Devido a possibilidade de ocorréncia de resultados falso — positivos no caldo acetamida, ¢
recomendavel que a positividade das culturas nesse meio seja confirmada mediante a
transferéncia de um inoculo das mesmas para agar leite, com posterior incubacao a 35 +
0,5°C durante 48 horas. A hidrélise da caseina do leite, evidenciada pela formacao de halo
ao redor da col6nia e a producdo de um pigmento esverdeado, difusivel no meio, sao
resultados positivos em agar leite que confirmam a presenga de Pseudomonas aeruginosa.

6.3  Amostragem
Deve ser efetuada segundo as especificagdo apresentadas no guia de Coleta e Preservacao de
Amostras de Agua, CETESB, 1988.

6.3.1 Amostra

6.3.1.1. Identificacdo: a amostra deve ser bem identificada e todas as informagdes sobre a mesma
devem ser completas (n° da amostra, data, local, pH, temperatura, cloro residual e outras
informacdes necessarias para que os resultados possam ser interpretados corretamente).

6.3.1.2. Agente neutralizador de cloro residual: para a coleta de amostras de aguas tratadas deve-
se adicionar ao frasco de coleta, antes de sua esterilizacdo, 0,1mL de uma solucao a 1,8%
de tiossulfato de sodio para cada 100mL da amostra, para neutralizar a acao do cloro
residual. Essa quantidade de tiossulfato de sodio € suficiente para neutralizar concentragdes
de at¢ Smg/L de cloro residual, sendo adequada para as amostragens de rotina. Em
situagdes especiais, como, por exemplo, em emergéncias, em que o residual de cloro pode

10
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6.3.1.3.

6.3.1.4.

6.4.

6.4.1.

b)

6.4.2.

6.4.3.

6.4.4.

ser maior, uma maior quantidade de tiossulfato ¢ requerida. Nesses casos, podem ser
utilizados volumes de 0,ImL de uma solu¢do a 10% de tiossulfato de sodio para cada
100mL da amostra, sendo esta quantidade suficiente para neutralizar concentragdes de até
15mg/L de cloro residual.

Agentes quelantes: para a coleta de amostras de aguas poluidas, suspeitas de conterem
concentragdes superiores a 0,01mg/L de metais pesados, tais como cobre, zinco, etc.,
deve-se adicionar ao frasco de coleta, antes de sua esterilizacao, 0,3mL de uma solucao a
15% de EDTA (pH final=6,5) para cada 100mL da amostra, além do tiossulfato de sodio
( volumes de 0,ImL de uma solu¢do a 10% por 100mL da amostra). A solugdo de
EDTA pode ser adicionada ao frasco de coleta separadamente, ou ja combinada com a
solucdo de tiossulfato de sodio. O EDTA atua como agente quelante, reduzindo a acao
toxica de metais, apresentando uma ac¢ao mais ampla que o tiossulfato de sodio, o qual,
na concentra¢ao empregada, previne apenas a agdo bactericida do cobre.

Transporte e conservacao: apos a coleta, a amostra devera ser enviada ao laboratério o
mais rapido possivel. O tempo maximo ideal entre a coleta e o inicio do exame ¢ de oito
horas, sendo que o tempo limite ndo deve exceder 24 horas. As amostras devem ser
transportadas sob refrigeracao (4 a 10°C) e conservadas assim até o inicio do exame.

Procedimento

Identificar a amostra a ser analisada e definir os volumes a serem inoculados, em funcao de
sua procedéncia, tendo em vista as seguintes consideragoes:

A técnica de tubos multiplos requer a inoculagcdo de multiplos e submultiplos de 1mL da
amostra, sendo cada volume inoculado em uma série de cinco tubos. A selecao desses
volumes deve ser feita cuidadosamente pelo analista (com base em sua experiéncia sobre a
provavel densidade de Pseudomonas aeruginosa presente na amostra ou em dados prévios
sobre ela), de tal modo que pelo menos um tubo inoculado com o menor volume selecionado
forneca resultado negativo. E requerida a inoculagdo de, no minimo, trés volumes, sendo
aconselhavel, para amostras desconhecidas, a selecdo de um maior nimero de volumes a
serem inoculados.

Para 4guas de boa qualidade (4guas tratadas para consumo humano, dguas minerais, etc.),
nas quais ¢ esperada a auséncia dessa bactéria ou sua presenga em baixas densidades, o
ensaio pode ser simplificado, efetuando-se a inoculagdo de apenas dez volumes de 10mL da
amostra ou, ainda, cinco volumes de 20mL da mesma.

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

Realizar o ensaio presuntivo, conforme especificado em 6.4.4 a 6.4.21.

Preparar os tubos de caldo asparagina requeridos para o ensaio, conforme definido em 6.4.1,
colocando-os em estantes, em fileira de cinco tubos.
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Nota: Quando as inoculagdes forem de 10 por¢des de 10mL, dispor para cada amostra dez tubos de
caldo asparagina em concentracdo dupla; para as inoculagdes de 5 por¢des de 20mL, dispor para
cada amostra, cinco tubos de caldo asparagina em concentracao tripla.

6.4.5. Proceder a identificagdo dos tubos, anotando no primeiro tubo a direita na primeira fileira o
numero da amostra, o volume a ser inoculado ¢ a data. Nos primeiros tubos a direita nas
fileiras seguintes, anotar apenas o volume a ser inoculado.

6.4.6. Homogeneizar a amostra por agitacdo manual, inclinando o frasco formando um angulo de
aproximadamente 45° ( entre o braco ¢ o antebraco ) e agitando vigorosamente. Repetir a
operagao no minimo 25 vezes.

6.4.7. Com um pipeta esterilizada de 10mL e obedecendo aos cuidados de assepsia, transferir
10mL da amostra para um frasco antecipadamente identificado, contendo 90 + 2mL de 4dgua
de diluicdo. Prepara-se assim, a primeira dilui¢io decimal (107"), sendo que ImL dela
corresponde a 0,1mL da amostra ( ver figura 1).

[—] —3 —3
90mL 90mL 90mL
Amostra Diluigdo 107 Diluigdo 102 Diluigdo 10™

FIGURA 1 - Preparo das dilui¢oes decimais

6.4.8. Com a mesma pipeta, semear 10mL da amostra em cada um dos tubos de caldo asparagina
em concentracao dupla, quando esse volume for requerido para o teste (ver figura 2).

6.4.9. Desprezar a pipeta de 10mL e com uma pipeta de SmL, inocular ImL da amostra em cada
um dos tubos correspondentes a essa quantidade de inoculo.

6.4.10. Homogeneizar o frasco contendo a primeira diluicdo (10™") como em 6.4.6 e, com um nova
pipeta esterilizada, transferir 10mL para um frasco contendo 90 + 2mL de dgua de diluigdo,
conseguindo-se assim a segunda dilui¢do decimal ( 107 ), sendo que ImL dela corresponde a
0,01mL da amostra.

6.4.11. Proceder dessa maneira na seqiiéncia de diluicdo desejadas ( 107, 107,107, 10 ™).

Nota: A figura 1 sintetiza o procedimento relativo ao preparo das diluicdes decimais seriadas.



|||||||||||||||||||||||
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FIGURA 2 - Ensaio presuntivo — Inoculacido dos volumes da amostra e de suas diluicoes
decimais

6.4.12. Ordenar os frascos contendo as dilui¢cdes, mantendo seqiiéncia decrescente ( da maior para a
menor dilui¢ao efetuada).

6.4.13. Agitar vigorosamente 25 vezes o frasco com a ultima dilui¢do efetuada e, com uma pipeta
estéril de SmL, inocular ImL da diluigdo em cada um dos tubos de caldo asparagina em
concentracao simples, correspondentes a essa diluigao.

6.4.14. Proceder dessa maneira, semeando de tras para frente, sempre com a mesma pipeta, da maior
para a menor diluicao.

Nota: A figura 2 sintetiza o procedimento relativo a inoculagdo dos volumes da amostra ¢ das suas
diluigées decimais.

6.4.15. Ap6s a inoculagao de todos os volumes da amostra e/ou das diluigdes requeridas para o
ensaio, colocar a estante contendo os tubos inoculados a 35 + 0,5°C durante 24 + 2 horas

6.4.16. Apos esse periodo de incubagdo, retirar a estante com os tubos da incubadora, para efetuar a
leitura dos resultados. Para isso, examinar os tubos sob luz negra em ambiente escuro
considerando, como resultado positivo, a producao de pigmento fluorescente verde.

6.4.17. Transferir para outra estante os tubos com resultado positivo mantendo em fileiras
seqlienciais os tubos positivos correspondentes a cada volume inoculado.

Nota: Essas culturas com resultado presuntivo positivo sdo encaminhadas ao ensaio para
confirmacao de Pseudomonas aeruginosa (item 6.4.21) imediatamente apos leitura dos
resultados

6.4.18. Registrar os resultados, anotando o numero de tubos com resultado positivo para cada
volume inoculado.

6.4.19. Retornar a incubadora a 35 + 0,5°C os tubos com resultados negativos, por um periodo
adicional de 24 + 1 hora.

6.4.20. Apos esse periodo, efetuar a segunda leitura ( 48 + 3 horas ), segundo descrito em 6.4.16,
separando os tubos com resultado positivo ( conforme especificado em 6.4.17) para
realiza¢dao dos ensaios para confirmagao de Pseudomonas aeruginosa e descartando, agora,
os tubos com resultados negativos.

6.4.21. Com todas as culturas que apresentaram resultado presuntivo positivo em 24 + 2 horas e 48
+ 3 horas, realizar os ensaios confirmativos, conforme descrito em 6.4.21.1 a 6.4.21.12,
imediatamente apos as respectivas leituras.
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6.4.21.1.

6.4.21.2.

6.4.21.3

6.4.21.4

6.4.21.5

6.4.21.6

6.4.21.7

Marcar tubos de caldo acetamida correspondentes a cada tubo de caldo asparagina
com resultado presuntivo positivo (producao de fluorescéncia verde).

Agitar bem cada tubo de caldo asparagina com resultado presuntivo positivo e, com uma
pipeta estéril de 1mL, inocular 0,1mL no tubo de caldo acetamida correspondente.

Incubar todos os tubos de caldo acetamida inoculados durante 48 + 3 h a 35 + 0,5°C.

Efetuar a leitura apos 48 + 3 horas, considerando teste confirmativo positivo para
Pseudomonas aeruginosa todos os tubos que apresentarem coloragao purpura (decorrente
da alcalinizacdo do meio ). Descartar os tubos com resultados negativos.

Identificar placas de agar leite correspondendo, cada uma, a um tubo de caldo acetamida
com resultado positivo.

Flambar e resfriar uma alga de inoculagdo de platina ou niquel-cromo, com um aro de 3
mm de didmetro em sua extremidade.

Agitar e inclinar o tubo de caldo acetamida e mergulhar a extremidade da alga de
inoculagdo no liquido do tubo a uma profundidade de aproximadamente 1cm, para colher
um in6culo da cultura.

a) Depositar o indculo em um ponto nas bordas da placa de agar leite, gira-la e iniciar seu
espalhamento na superficie do primeiro quadrante, tomando cuidado para que a parte encurvada
da al¢a toque apenas a superficie do meio, evitando racha-lo:

A\ A\

b) Girar novamente a placa e continuar o espalhamento no segundo quadrante:

A\

¢) Proceder dessa maneira até completar a semeadura em toda a superficie do agar.

h\
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6.4.21.8Fechar e incubar a placa em posicao invertida durante 48 + 3 h a 35 + 0,5°C.

6.4.21.9 Apds o periodo determinado de incubagao, efetuar a leitura considerando como resultado
positivo para Pseudomonas aeruginosa a ocorréncia de colonias com halo ( decorrente
da hidrolise da caseina ), que produziram um pigmento fluorescente verde difusivel no
meio.

6.4.21.10 Efetuar essa verificagdo em todas as placas de agar leite correspondentes ao isolamento
das culturas com resultados positivo em caldo acetamida e anotar os resultados.

6.4.21.11 Calcular o NMP a partir do nimero de tubos de caldo acetamida, cuja positividade foi
comprovada por meio dos resultados obtidos em agar leite.

6.4.21.12 A figura 3 mostra esquematicamente a seqiiéncia do procedimento.
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AMOSTRA

Volume decimais adequados

(multiplos e submultiplos de 1 mL)

v

Caldo asparagina
24 — 48 horas 35 + 0,5°C

v

v

Produgao de fluoresceina

( leitura sob luz negra)

teste presuntivo positivo para
Pseudomonas aeruginosa

v

|

Auséncia de fluoresceina

( leitura sob luz negra)

teste presuntivo negativo para
Pseudomonas aeruginosa

Caldo acetamida
48 horas 35+ 0,5°C

v

v

Coloragao purpura do meio

Pseudomonas aeruginosa

teste confirmativo positivo para

v

|

Auséncia de coloragdo purpura
do meio teste confirmativo
negativo para  Pseudomonas
aeruginosa

Agar leite

48 horas 35+ 0,5°C

v

v

Hidrolise da caseina e

producdo de pigmento verde
Pseudomonas  aeruginosa -
presente

FIGURA 3 — Esquema do procedimento

|

Caseina ndo hidrolisada e/ou
ndo produgdo de pigmento
fluorescente verde
Pseudomonas  aeruginosa -
ausente
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7. Resultado

7.1 Calculo do nimero mais provavel (NMP)

7.1.1 A densidade de Pseudomonas aeruginosa € expressa como numero mais provavel por
100mL (NMP/100mL), por meio através de tabelas em que sdo apresentados os limites de

confianca de 95% para cada valor de NMP.

7.1.2 A Tabela 1 fornece o NMP para todos os resultados possiveis, quando sdo inoculadas cinco
por¢des de 20mL da amostra.

TABELA 1 — Indice de NMP e limites de confianga de 95% quando sio inoculadas cinco por¢des
de 20mL da amostra

N° de tubos que apresentam rea¢do Indice de N.M.P Limites de confianca de 95%
positiva, a partir de 5 tubos de 20mL por 100mL
Inferior Superior

0 <1,1 0 3,0

1 1,1 0,05 6,3

2 2,6 0,3 9,6

3 4,6 0,8 14,7

4 8,0 1,7 26,4

5 >8,0 4,0 Infinito

7.1.3 A Tabela 2 fornece o NMP para todos os resultados possiveis, quando sao inoculadas dez
por¢des de 10mL de amostra.
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TABELA 2 — indice de NMP e limite de confian¢a de 95%, quando sio inoculadas dez
porcoes de 10mL da amostra.

Numero de tubos com reacao
positiva, a partir de dez tubos de indice de NMP/100mL Limites de confianca de 95%
10mL
Inferior Superior
0 <1,1 0 3,0
1 1,1 0.03 5,9
2 2,2 0,26 8,1
3 3,6 0,69 10,6
4 5,1 1,3 13,4
5 6,9 2,1 16,8
6 9,2 3,1 21,1
7 12,0 4,3 27,1
8 16,1 59 36,8
9 23,0 8,1 59,5
10 >23,0 13,5 Infinito

7.1.4 A Tabela 3 apresenta o NMP para varias combinagdes de resultados positivos e negativos,
quando sao inoculadas cinco por¢des de 10mL, cinco por¢des de 1 mL e cinco porgcdes de
0,ImL da amostra. Embora os volumes indicados se refiram mais especificamente a
amostras de dguas pouco poluidas, esta tabela também pode ser utilizada quando volumes
maiores ou menores da amostra sao inoculados. Para sua utilizagao procuram-se os codigos
formados por trés algarismos correspondentes ao numero de tubos com resultado positivo
em trés séries consecutivas inoculadas. Para a obten¢do do NMP de Pseudomonas
aeruginosa, o codigo € composto a partir do namero de tubos do meio caldo acetamida em
relagdo aos quais a positividade dos resultados foi confirmada em &gar leite (hidrolise da
caseina e produ¢do de um pigmento esverdeado difusivel nesse meio).

7.1.5 Utilizacao da Tabela 3

7.1.5.1 Quando sdo inoculadas apenas trés séries de cinco tubos, sendo utilizados os volumes
indicados na Tabela ( 10mL, ImL e 0,1mL): nesse caso, o NMP ¢ obtido diretamente a partir
da Tabela 3. Para isso, procura-se o cddigo formado pelo numero de tubos com resultados
positivos obtidos nas trés séries consecutivas inoculadas, verificando-se o NMP

correspondente.
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TABELA 3 — indice de NMP e limite de confianca de 95%, quando siio utilizados inéculos de
10mL, ImL e 0,1mL em série de cinco tubos.

Numero de tubos com reagdo positiva

quando utilizados, em série de cinco tubos, Indice de

in6culos de: NMP/100mL Limites de confianga de 95%

10mL ImL 0,1mL
Inferior Superior

0 0 0 <2 - -
0 0 1 2 1 10
0 1 0 2 1 10
0 2 0 4 1 13
1 0 0 2 1 11
1 0 1 4 1 15
1 1 0 4 1 15
1 1 1 6 2 18
1 2 0 6 2 18
2 0 0 4 1 17
2 0 1 7 2 20
2 1 0 7 2 21
2 1 1 9 3 24
2 2 0 9 3 25
2 3 0 12 5 29
3 0 0 8 3 24
3 0 1 11 4 29
3 1 0 11 4 29
3 1 1 14 6 35
3 2 0 14 6 35
3 2 1 17 - 40
4 0 0 13 5 38
4 0 1 17 7 45
4 1 0 17 7 46
4 1 1 21 9 55
4 1 2 26 12 63
4 2 0 22 9 56
4 2 1 26 12 65
4 3 0 27 12 67
4 3 1 33 15 77
4 4 0 34 16 80
5 0 0 23 9 86
5 0 1 30 10 110
5 0 2 40 20 140
5 1 0 30 10 120
5 1 1 50 20 150
5 1 2 60 30 180
5 2 0 50 20 170
5 2 1 70 30 210
5 2 2 90 40 250
5 3 0 80 30 250
5 3 1 110 40 300
5 3 2 140 60 360
5 3 2 170 80 410
5 4 0 130 50 390
5 4 1 170 70 480
5 4 2 220 100 580
5 4 3 280 120 690
5 4 4 350 160 820
5 5 0 240 100 940
5 5 1 300 100 1300
5 5 2 500 200 2000
5 5 3 900 300 2900
5 5 4 1600 600 5300
5 5 5 =1600 - -

20
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Considerem-se os exemplos que se seguem na Tabela 4, nos quais sao apresentados os resultados

positivos obtidos em cada série de 5 tubos inoculados.

TABELA 4 - EXEMPLOS

Numero de tubos com resultados | Cddigo (combinacao de
positivos em cada série de cinco resultados positivos e
Exemplos |tubos inoculados com: negativos) NMP/100 mL
I0mL ImL 0,01 mL
1 5 2 0 520 50
2 4 2 0 420 22
3 5 5 1 551 300
4 5 5 5 555 >1600

Exemplos: ver Tabela 4

7.1.5.2. Quando sao inoculadas apenas trés séries de cinco tubos, sendo utilizados volumes decimais
diferentes daqueles indicados na Tabela 3: Nesse caso procura-se o codigo formado pelo nimero de
tubos com resultados positivos nas trés séries consecutivas inoculadas, verificando-se o valor do

NMP correspondente a ele. O NMP/100 mL serd dado através da seguinte formula:

NMP correspondente ao codigo x

10

maior volume inoculado

Considerem-se os seguintes exemplos da Tabela 5

21
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TABELA 5 — Exemplos

Volumes | Numero de tubos com resultados

decimais |positivos em cada série de cinco Cédigo NMP Calculo | NMP/
inoculados | tubos inoculados com: correspondente | do NMP | 100 mL
(mL) ao codigo
10 [1(10° | 10" | 10%| 107 | 10™
mL| mL |mL|mL|mL|mL
10-10"! 5 4 0 540 130 130x 10| 130
10
10" 2107 5 0010 500 23 23x10 | 230
1
10"a10? 4 110 410 17 17x10 | 1700
,1
102210 3001 0| 300 8 8x 10 | 8000
0,01

7.1.5.3. Quando mais de trés volumes decimais s3o inoculados: nesse caso, para a composi¢ao do
codigo sdo utilizados apenas os resultados positivos correspondentes a trés séries consecutivas
inoculadas, sendo que o primeiro algarismo escolhido para compor o codigo sera correspondente a
série de menor volume da amostra (maior dilui¢do) em que todos os tubos apresentaram resultados
positivos, desde que tenham sido inoculadas dilui¢cdes subsequentes para totalizar os trés algarismos
para o codigo. Encontrando-se o cddigo na Tabela e o NMP a ele correspondente, o valor final do
NMP ¢ obtido através da aplicacdo da seguinte formula:

10
NMP correspondente ao codigo x

maior volume inoculado selecionado para compor o codigo

22
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Considerem-se os seguintes exemplos da Tabela 6.

TABELA 6 - Exemplos

Numero de tubos com resultados positivos em

Volumes | cada série de cinco tubos inoculados com:
decimais
inoculados
(mL)
Codigo NMP Célculo NMP/
selecionado | correspondente do 100 mL
ao codigo NMP
10 | 1(10° | 10" | 102 | 10® | 10* |10 10°
mL mL mL mL mL mL | mL | mL
102107 5 5 3 1 - - - - 531 110 110x 10 1,1x10°
1
10a10™ - 5 5 2 1 0 - - 521 70 70x 10 7,0x 10°
0,1
10"a107 - - 5 5 5 2 0 - 520 50 50x _10 5,0x 10°
0,001
10%a10° - - - 5 5 0 0 0 500 23 23x10 2,3x10°
0,001

Obs: Numeros grifados correspondem ao niimero de tubos positivos selecionados para compor o

codigo.

7.1.5.4. Casos Especiais

a) Se menos que trés das diluigdes inoculadas apresentarem resultados positivos para a
composi¢ao do cddigo serdo selecionados os trés maiores volumes da amostra que incluem as
séries com resultados positivos (ver Exemplo 1 da Tabela 7)

b) Se diluigdes maiores que as escolhidas para compor o codigo apresentarem tubos com
resultados positivos, o nimero correspondente a esses tubos ¢ adicionado ao numero de tubos
positivos da diluigdo mais alta escolhida para compor o cédigo (ver Exemplo 2 da Tabela 7)

¢) Embora ndo deva haver nenhum resultado negativo nos volumes do codigo, se isso ocorrer, 0
codigo devera ser formado considerando-se o maior volume da amostra com resultado positivo
correspondentes aos dois volumes decimais seguintes (ver Exemplo 3 da Tabela 7)

d) Se todos os tubos correspondentes a todas as dilui¢des inoculadas apresentarem resultados
positivos, selecionar, para a composi¢ao do codigo, as trés maiores dilui¢des (ver Exemplo 4 da
Tabela 7)

e) Se todos os tubos correspondentes a todas as dilui¢des inoculadas apresentarem resultados
negativos, selecionar para a formagao do codigo, as trés menores diluicdes (ver Exemplo 5 da
Tabela 7).
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TABELA 7 - Exemplos

Volumes
decimais | Numero de tubos dos resultados positivos em | Codigo NMP Célculo NMP
Exemplos | inoculados | cada série de cinco tubos inoculados com: correspon- do NMP /100mL
(mL) dente ao
codigo
1(10°1)
mL
1 10°- 107 1 410 17 17x 10 170
1
2 10°- 10" 5 542 220 220x 10 22x 10*
0,1
3 10-10"* 4 540 130 130x 10 1,3x10°
1
4 10" =107 5 51515 5 555 > 1600 >1600x 10 | >1,6x 10’
N 0,001
5 10" - 10" 0 ojlojo] o 000 <2 <2x10 <200
0,1

7.2 Expressao dos Resultados

7.2.1. Os resultados sdo expressos como:

NMP/100 mL de Pseudomonas aeruginosa
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ANEXO A —- CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DE Pseudomonas aeruginosa

Devido a possibilidade de ocorréncia de resultados falso — positivos no procedimento de
enumeracao de Pseudomonas aeruginosa pela técnica de tubos multiplos,
periodicamente, seja efetuada a caracterizagdo bioquimica de um ntimero significativo de colonias
isoladas a partir do ensaio de confirmag¢dao em agar leite, para avaliar a eficiéncia da técnica. Para

essa finalidade, ¢ recomendada a seguinte seqiiéncia de testes:

Agar leite
Colonias tipicas de Pseudomonas
aeruginosa

Agar nutriente inclinado
18-24 horas a 35 + 0,5°C

Pesquisa da oxidase

Pesquisa da
catalase

¢ recomendavel que,

Coloragdo de

Bacilos
Gram +

Bacilos
Gram -

Testes complementares

Producao de pigmentos fluorescentes
fenazinicos

Crescimento as temperaturas de 4°C e
41,5°C

Hidrolise da gelatina e da arginina
Oxidagao e fermentagao da glicose
Desnitrificagdo

Oxidagao do gluconato
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O procedimento para a realizagao desses testes ¢ descrito de A — 1 até A —4.

A —1 Selecionar de cada placa de agar leite, trés colonias tipicas de Pseudomonas aeruginosa e,
utilizando uma alga de inoculagdo flambada e resfriada, transferir cada uma delas para um tubo
contendo agar nutriente inclinado.

A —2 Incubar os tubos de agar nutriente inoculados a 35 + 0,5°C durante 18 a 24 horas.
A —3 A partir das culturas de 18 a 24 horas em agar nutriente, realizar os testes de A-3 a A-3.12.

A — 3 .1. Pesquisa da oxidase: com uma alca de inoculagdo de platina, devidamente flambada e
resfriada retirar uma pequena quantidade do crescimento em &gar nutriente e tocar uma folha de
papel de filtro, previamente colocada no fundo de uma placa de Petri estéril e embebida em solugao
de cloridrato de N-N-N’-N’-tetrametil-p-fenilenodiamina. A reagdo ¢ evidenciada pelo
desenvolvimento de coloragao azul intensa, em aproximadamente 30 segundos, no local em que foi
depositada a cultura. Se nenhuma ou discreta reagao se desenvolver no periodo de dois minutos de
observagdo, considera-se como prova negativa. Para a realizagdo do teste, usar sempre como
controles, uma cultura oxidase-positiva (Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas hydrophila) € uma
cultura oxidase-negativa (Escherichia coli).

A-3.2. Pesquisa da catalase: com uma al¢a de inoculagdo, transferir uma pequena quantidade do
crescimento em agar nutriente para uma lamina de vidro e sobre ela adicionar algumas gotas de
peroxido de hidrogénio a 3%. A formacdo de bolhas constitui resultado positivo para catalase,
indicando provavel presenca de Pseudomonas aeruginosa. A auséncia de bolhas constitui resultado
negativo para catalase, indicando a presenga de outras espécies de bactérias. Para a realizacao do
teste, usar sempre, como controles, uma cultura catalase-positiva (Pseudomonas aeruginosa) € uma
cultura catalase-negativa (Streptococcus faecalis).

A-3.3. Coloragdo de Gram: a partir de cada cultura de 18 a 24 horas em agar nutriente, preparar um
esfregaco e cora-lo pelo método de Gram, como segue:

a) limpar bem uma lamina de vidro para livra-la de qualquer trago de pelicula oleosa:

b) colocar uma gota de agua de dilui¢ao sobre a lamina;

¢) com uma al¢a de inoculagdo, colher uma pequena quantidade de crescimento bacteriano na
superficie do agar inclinado e suspendé-la na gota de agua de diluicao;

d) com a ponta da al¢a de inoculagado, espalhar sobre a lamina de modo a formar uma pelicula bem
fina;

e) fixar o esfregago passando a lamina trés vezes sobre a chama;

f) cobrir o esfregaco durante um minuto com solugdo de cristal violeta;

g) remover o excesso da solugcdo de cristal violeta da lamina lavando-a levemente com agua
corrente;

h) cobrir o esfregago com solucao de lugol durante um minuto;

1) descorar o esfregaco, usando uma solugdo de alcool-acetona (1:1);

j) cobrir o esfregaco, durante 15 segundos, com solucao de safranina diluida;

k) lavar a lamina em agua corrente e enxuga-la delicadamente com papel de filtro, por meio de leve
compressao sobre a lamina.
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Examinar as laminas ao microscopio usando objetiva de imersdo. Pseudomonas aeruginosa
apresenta-se nessa coloragdo, como bacilos Gram-negativos (corados em rosa), podendo ocorrer
isolados, aos pares, ou, raramente, em cadeias curtas.

A-3.4. Dar seqiiéncia aos testes com as culturas que apresentarem resultado positivo nos testes para
pesquisa da oxidase e catalase e que forem identificadas como bacilos Gram-negativos Descartar as
demais.

A-3.5. Para verificagdo da producao de fluoresceina, proceder da seguinte forma:

a) com uma agulha de inoculagdao devidamente flambada e esfriada, retirar um indculo da cultura
de 18 a 24 horas em agar nutriente, transferindo-o para um tubo contendo o meio B de King;

b) inoculagao ¢ feita por picada central at¢ o fundo da coluna do meio so6lido, espalhando-se em
estrias o restante do inoculo na sua superficie inclinada;

¢) incubar a temperatura de 35 *+ 0,5°C durante 24 horas;

d) efetuar a leitura sob luz negra, considerando
- presenca de fluoresceina: prova positiva
- auséncia de fluoresceina: prova negativa

A-3.6. Para a verificagdo da produgao de pigmentos fenazinicos proceder da seguinte forma:

a) com uma agulha de inoculagdo, devidamente flambada e esfriada, retirar uma pequena
quantidade do crescimento em agar nutriente de 18 a 24 horas e inocular, segundo 0 mesmo
processo descrito no item A-3.5. A transferéncia do indculo ¢ feita para um tubo contendo meio
A de King

b) aprova positiva ¢ dada pela produgdo de pigmentos no meio, cuja coloragdao pode variar de

- azul claro a azul escuro (para culturas que produzem predominantemente piocianina)

- rosa claro a marrom escuro (para culturas que produzem predominantemente piorrubina); e

- matizes e misturas de vermelho e marrom (para culturas que produzem ambos os
pigmentos).

¢) aprova negativa ¢ dada pela auséncia de pigmento no meio.

Nota: Embora o meio A de King apresente componentes que inibem a produgdo de fluoresceina,
pequenas quantidades desse pigmento podem ser produzidas por algumas culturas de Pseudomonas
aeruginosa, conferindo ao meio uma coloragao esverdeada.

A-3.7. Teste para verificar o crescimento em diferentes temperaturas (4°C e 41, 5°C): com uma
agulha de inoculacdo devidamente flambada e esfriada, retirar uma pequena quantidade do
crescimento de 18 a 24 horas em agar nutriente e inocular em dois tubos contendo agar nutriente.
Incubar um dos tubos inoculados a 4°C e o outro a 41,5°C. Efetuar a leitura apds 24 horas de
inoculagao.

Considerando:

a) auséncia de crescimento: prova negativa
b) presenca de crescimento: prova positiva
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A-3.8. Teste para pesquisa de gelatinase: com uma agulha de inoculagdo, devidamente flambada e
esfriada, retirar uma pequena quantidade do crescimento de 18 a 24 horas em &gar nutriente e
inocular em um tubo com o meio gelatina nutriente. Incubar a 35 + 0,5°C, durante 48 horas e apds
esse periodo, deixar em geladeira durante dez minutos. Efetuar a leitura considerando:

a) nao liquefacao da gelatina: prova negativa
b) liquefacdo da gelatina: prova positiva

A-3.9. Teste da oxidacao-fermentagao (OF) da glicose, segundo Hugh & Leifson

Inocula-se, para cada cultura em teste, 2 tubos contendo o meio de Hugh & Leifson, com glicose.
Um tubo serd utilizado para o teste de fermentagao e o outro para o teste de oxidagao.

Para o teste de fermentacdo o tubo contendo o meio de Hugh & Leifson, com glicose sera
previamente aquecido em banho-maria durante aproximadamente dez minutos, para remover o
oxigénio existente em seu interior e resfriado rapidamente antes do uso. Inocular os respectivos
tubos para os testes de fermentagdo e oxidacao, pelo procedimento de picada em profundidade. No
tubo referente ao teste de fermentacdo, logo apds a inoculagdo, acrescentar algumas gotas de
vaselina liquida estéril, a fim de formar uma camada de aproximadamente Smm sobre a superficie
do meio. Incubar a 35°C e observar durante cinco dias.

Tanto a oxidagdo como a fermentacdo da glicose sdo evidenciadas pela viragem do indicador de
verde para amarelo em decorréncia da acidificagdo do meio. Efetuar a leitura para cada um dos dois
tubos inoculados:

a) coloragdo verde: prova negativa
b) coloragdao amarela: prova positiva

No metabolismo fermentativo, ambos os tubos apresentardo coloragdao amarela, ao passo que no
metabolismo oxidativo, como € o caso de Pseudomonas aeruginosa, apenas o tubo sem adicao de
vaselina ( apresentando, portanto, condi¢des de aerobiose) apresentara a coloragdo amarela na parte
mais superficial do meio de cultura.

A — 3. 10 Teste para verificar a hidrolise da arginina: com uma agulha de inoculagdo, devidamente
flambada e esfriada, retirar uma pequena quantidade do crescimento de 18 a 24 horas em agar
nutriente ¢ inocular em dois tubos contendo o meio de Thornley. Logo apds a inoculagdo,
acrescentar em um do tubos algumas gotas de 6leo mineral estéril, afim de formar uma camada de
Smm na superficie. Incubar os dois a 35 + 0,5°C, durante 48 horas. A atividade da arginina
dehidrolase ¢ evidenciada pela viragem do indicador. Efetuar a leitura considerando:

a) coloragdo rosa: prova negativa
b) coloragao vermelha: prova positiva

A —3. 11 Teste para verificar a desnitrificagao do nitrato: com uma al¢ca de inocula¢ao devidamente
flambada e esfriada, transferir um inoculo do crescimento de 18 a 24 horas em agar nutriente para
um tubo contendo caldo nitrato. Incubar em estufa a 35 + 0,5°C e efetuar a leitura apos 24 horas.

a) presenca de gas no tubo de Durham: prova positiva
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b) auséncia de gas no tubo de Durham: prova negativa

A — 3.12 Teste para verificar a oxidacao do gluconato: com uma agulha de inoculacdo, devidamente
flambada e esfriada, retirar o material da cultura de 18 a 24 horas em meio de agar nutriente e
inocular no tubo contendo caldo gluconato. Incubar em estufa a 35 + 0,5°C, durante 48 horas. Apds
o periodo de incubacao, adicionar 1,0mL do reativo de Benedict as culturas que cresceram bem,
colocando-as em banho-maria fervente durante dez minutos. Efetuar a leitura considerando:

a) presenca de precipitado vermelho: prova positiva
b) auséncia de precipitado vermelho: prova negativa

As culturas que ndo apresentarem bom desenvolvimento a 35°C apds 48 horas devem ser deixadas a
temperatura ambiente durante 48 horas adicionais. Ap6s esse periodo, adicionar 1,0mL do reativo
de Benedict as culturas, coloca-las em banho-maria fervente durante dez minutos e considerar os
resultados como descritos acima.

A — 4 As culturas de Pseudomonas aeruginosa, nas provas bioquimicas complementares, devem
apresentar os resultados da Tabela 8.

TABELA 8 — Resultados de Pseudomonas aeruginosa nas provas bioquimicas complementares

Pigmento fluoresceina +
fenazina +

Crescimento a 4°C -
Crescimento a 41,5°C +
Hidroélise da gelatina +
OF Oxidagao +
Fermentagao -

Arginina Aerobiose +
Anaerobiose +

Producdo de gas N, +
Oxidacao do gluconato +

.../Anexo B
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ANEXO B - RECOMENDACOES DE ORDEM GERAL

B —1 Cuidados especiais com a vidraria
Devem ser obedecidas as prescrigdoes da Norma Técnicas CETESB M1.001 — Lavagem, preparo e
esterilizacdo de materiais em laboratorios de microbiologia.

B — 2 Controle de qualidade da agua destilada

A 4gua destilada a ser empregada no preparo de meios de cultura e solucdes, deve ser de alta
qualidade, livre de substancias toxicas ou nutritivas que possam influenciar na sobrevivéncia e
crescimento de microrganismos. E recomendavel a avaliagdo periddica de sua qualidade por meio
da realizacao de ensaios especificos.

B — 5 Controle de qualidade de meios de cultura

E recomendavel a realizagio de testes para avaliagio e controle dos meios de cultura a serem
empregados no ensaio para determinagdo do NMP de Pseudomonas aeruginosa. Ver Norma
Técnica CETESB L5.216 — Controle de qualidade de meios de culturas.
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