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Introducéao

Clostridium perfringens tem sido utilizado como indicador bacteriol6gico de contaminagéo fecal,
pois sua incidéncia no meio aguatico esta constantemente associada a despejos humanos, sendo sua
presenca detectada nas fezes, esgotos e &guas poluidas.

Por serem esporuladas, estas bactérias apresentam grande resisténcia aos desinfetantes e as
condicdes desfavoraveis do meio ambiente e a excepciona longevidade de seus esporos na agua é
util na deteccdo de contaminagdo fecal remota, em situagcBes em que outros indicadores menos
resistentes, como Escherichia coli jan&o estédo mais presentes.

A pesquisa de Clostridium perfringens é recomendada como um complemento valioso a outros
testes bacteriologicos de avaliacdo da qualidade da &gua, particularmente em certas situactes
especificas, entre as quais se incluem a andlise de aguas cloradas e aguas néo tratadas contendo
residuos industriais letais as bactérias ndo esporuladas e de amostras de lodos de esgoto. Nas
situacOes em que é desgjavel a deteccdo, tanto de poluicéo fecal remota como recente, bem como
em estudos de sobrevivéncia de indicadores, € de importancia também a pesquisa deste indicador.

A técnica de membrana filtrante tem sido utilizada com considerdvel sucesso por permitir a
guantificacéo de bactérias em agua com eficiéncia e rapidez. A combinacdo de alta temperatura de
incubacdo com o uso de antibidticos especificos no meio de cultura, veio permitir a recuperacéo
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relativamente simples de células vegetativas ou esporos de Clostridium perfringens através dessa
técnica.
1. Objetivo

Esta Norma prescreve a Técnica de Membrana Filtrante, utilizada na determinagdo de Clostridium
perfringens, com aplicacdo na:

- avaliacdo da qualidade de aguas tratadas ou brutas destinadas ao consumo humano;

- avdiacdo da qualidade de aguas brutas contendo residuos industriais letais a outros
microrgani smos indicadores;

- avaiagdo daqualidade de aguas recreacionais, inclusive aguas marinhas;

- avaliagéo daeficiéncia de processos de tratamento de esgoto, na remogao de microrganismos,

- avaliacéo daqualidade de &guas minerais;

- avaliagdo da qualidade da agua utilizada na fabricagdo de produtos alimenticios;

- deteccdo de contaminagao fecal remota.

2. Documentos Complementares

Parafins de utilizagdo dessa Norma, devem ser consultados os seguintes documentos:

Normeas técnicas CETESB:

- Guiade Coleta e Preservacio de Amostras de Agua, da CETESB, 1988.

- L5.216 — Controle de qualidade de meios de cultura - Método de Ensaio.

- M1.001-Lavagem, preparo e esterilizacdo de materiais em laboratérios de microbiologia —
Procedimento.

3. Definicoes

3.1. Clostridium perfringens

S30 bacilos curtos Gram-positivos, anaerdbios obrigatorios, imdveis esporogénicos (esporos ovais,

com localizagdo central ou subterminal). N&o possuem catalase; fermentam a lactose com

abundante producdo de gas e também a sacarose, mas ndo a celobiose. Readlizam fermentacdo

turbulenta do leite. Produzem lecitinase, gelatinase e fosfatase &cida; reduzem o sulfito a sulfeto de

hidrogénio (H,S) e o nitrato a nitrito. A temperatura 6tima para o seu desenvolvimento é de 45° C,

podendo crescer entre 20 e 50 °C.

3.2. Bacilo

Designacdo dada as bactérias que apresentam forma de bastéo.

3.3. Esporos

Célula de repouso formada por certos microrganismos sob condicdes desfavoraveis. Os esporos néo

apresentam atividade metabdlica e sdo muito mais resistentes a agentes fisicos e quimicos do que as
células de origem.
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4. Aparelhagem
4.1. Equipamentos

4.1.1. Balanca.
Com sensibilidade de, no minimo, 0,1g ao serem pesados 150g. As balancas devem ser colocadas
em local adequado, protegidas de vibrages, umidade e mudangas bruscas de temperatura.

4.1.2. Banho-maria.

Equipado com termostato e agitador de baixa velocidade, para promover a circulacdo da agua e
manter a temperatura uniforme (60 + 0,5°C) em todos os pontos. A guantidade de agua no banho-
maria deve ser suficiente para atingir a altura do nivel da amostra contida no frasco de coleta.

4.1.3. Destilador de &gua ou apar elho para desionizacao.
Deve produzir dgua que obedeca aos critérios de qualidade estabelecidos pela Agéncia Ambiental
Americana (USEPA —Manual for the certification of laboratories analyzing drinking water, 1997).

4.1.4. Equipamentos par a esterilizacao.

4.1.4.1. Autoclave.

Deve ter capacidade suficiente para permitir a circulagédo do vgbor ao redor do material a ser
esterilizado. Deve manter a temperatura de esterilizagéo de 121°C durante o ciclo, o qual ndo deve
exceder 45 minutos para um tempo de esterilizacso de 15 minutos.*

4.1.4.2. Estufa para esterilizagao.

Deve manter a temperatura de 170 a 180°C durante o periodo de esterilizacdo (minimo de duas
horas). O termbmetro utilizado para controle de temperatura deve ter a escaa graduada em
incrementos de 10°C ou menos, com seu bulbo colocado em areia, durante o uso.

4.1.5. Equipamentos par a filtracéo.

4.1.5.1. Bomba de vécuo ou outro dispositivo adequado para produzir uma pressao diferencial no
porta-filtro de, no minimo, 0,5atm.

4.1.5.2. Frasco Kitassato de paredes espessas, para filtragdo, com capacidade adequada ou suporte
especial para os porta-filtros.

4.1.5.3. Frasco para protegdo, com capacidade adequada, conectado ao frasco de filtragdo (ou ao
suporte especial) e a fonte de vacuo através de tubo de polietileno ou de latex de espessura
adequada.

4.1.5.4. Porta-filtro de vidro, plastico autoclavavel ou aco inoxidavel (ver figura l).

As autoclaves mais modernas que possuem portas deslizantes, com abertura e fechamento autométicos, ciclos programéveis de
esterilizagdo e monitoramento continuo de temperatura e pressao, também podem apresentar etapas de resfriamento e remocdo do
vapor como parte do ciclo; para esses equipamentos, ndo € requerido o tempo estrito de 45 minutos para o ciclo, desde que os
registros impressos indiquem a operacdo do ciclo normal e o resfriamento durante a exaustéo e remog&o do vapor.
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4.1.6. Incubadora bacteriologica (44,5°C)
Deve manter a temperatura na faixa de 44,5 + 0,2°C. O termOmetro utilizado para controle de
temperatura deve ter a escala graduada em incrementos de 0,1°C e estar imerso em liquido.

4.1.7. Incubadora bacteriol6gica (35°C)

Deve manter a temperatura na faixa de 35 + 0,5°C. O termémetro utilizado para controle de
temperatura deve ter a escala graduada em incrementos de 0,5°C ou menos e estar imerso em
liquido.

4.1.8. Potencidmetro
Deve fornecer exatiddo minimade 0,1 unidade de pH

4.1.9. Microscopio estereoscopio binocular.
Com ampliacéo de 10 a 15 vezes. Parailuminagdo, usar [ampada de luz fluorescente branca (fria).

4.1.10. Refrigerador.
Deve manter a temperatura na faixa de 2 a 8°C. O termémetro utilizado para controle de
temperatura deve ser graduado em incrementos de 1°C ou menos.
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4.2. Vidraria

4.2.1. BalGes.
De borossilicato ou de vidro neutro, com capacidade adequada para conter a agua de diluicéo a ser
usada no enxégue dos porta-filtros, durante afiltracdo das amostras.

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

4.2.3. Provetas.
Graduadas (100mL) ou porta-filtros graduados com marcacdo externa, com erro volumétrico
inferior a 2,5%.

4.2.4. Frasco para agua de diluicéo.

De borossilicato ou vidro neutro, com tampa de rosca que permita boa vedacéo e sgja livre de
substancias toxicas solUvels, com capacidade paraconter 90 £ 2mL de &gua de dilui¢do tamponada,
deixando um espaco suficiente para permitir uma boa homogeneizacdo quando se efetuar a

agitacéo.

4.2.5. Pipetas.

Tipo Mohr, para 10mL, 5mL, e 1mL, com graduacdo de 1/10 e erro volumétrico inferior a 2,5%,
com bocal paratampao de algoddo. Podem ser utilizadas pipetas descartavels, estéreis, ou de vidro
borossilicato.

4.3. Outros materiais

4.3.1. Sistema de anaer obiose

Congtituido de jarra anaerdbica, cABmara de reacdo, gerador descartavel de hidrogénio e didxido de
carbono e indicador de anaerobiose ou qualquer outro sistema capaz de produzir condicbes
anaerdbi cas adequadas para o crescimento dos microrgani Smos.

4.3.2. Bicosde Bunsen ou similar.
Devem ter funcionamento adequado, de modo a produzir combust&o compl eta.

4.3.3. Caixasou cestasde aco inoxidavel.
Para acondicionamento de materiais a serem esterilizados.

4.3.4. Estojo para pipetas.

Usar estojos de aluminio ou aco inoxidavel de tamanho adequado para acondicionamento das
pipetas a serem esterilizadas. Opcionamente, as pipetas podem ser embrulhadas individualmente
em papel apropriado para a esterilizacéo.

4.3.5. Membrana filtrante.
Com 47mm de diametro e 0,45um de porosidade, brancas, quadriculadas e estéreis.
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4.3.6. Pingas.
De aco inoxidavel, com as extremidades arredondadas.

4.3.7. Placas de Petri.
De plastico ndo toxico, bem vedadas, de 49mm de didmetro x 13mm de altura, estéreis.

4.3.8. Recipientes para preparacéo de meios de cultura.
Devem ser de vidro ou aco inoxidavel, limpos e isentos de qual quer substancia téxica (nunca devem
ser de cobre).

4.3.9. TermOmetros.
Devem ter escala adequada a0 uso e a coluna de mercario ndo deve apresentar interrupcoes.

Também podem ser utilizados termbmetros eletronicos digitais, desde que apresentem faixa,
sensibilidade e exatidao adequadas.

4.3.10. Papel defiltro.

De forma circular, com 11cm de didmetro, Whatman 40 ou 110, ou equivaente, para separar as
placas do agar mCP durante a incubac&o anaerobia.

5. Meios de Cultura e Solugdes

5.1. Agar mCP modificado

5.1.1. Formula:

I 0101 = S 30,09
EXIrato e IEVEAUIAL. ......coiie et ettt sttt sb e nre s 20,09
S 072 (015 TSP PRUTRTR 5009
I o T (=1 7= TSR 109
Sulfato de magnésio heptaidratado (MgSOy . 7TH20) ....ccuiiieiieeceeece e 01g
PUrpUra de DromMOCTESOL........cveiieiiceceeeee et sttt nee e 0,049
o - PR 15,09
F o TUT= Yo == 1= - VOO 900mL
PH final apOS ESLENITIZACA0: ......eecveeeeeieee ettt nre e e e nne s 76a25°C

5.1.2. Preparo.

Pesar os componentes e acrescentar 900mL de &gua destilada fria. Deixar em repouso durante
aproximadamente 15 minutos. Aquecer em banho-maria, agitando freqlentemente, até a completa
dissolucdo do meio, tomando cuidado para que ndo seja atingida a temperatura de ebulicdo. Ajustar
0 pH para 7,6. Autoclavar a 121°C durante 15 minutos. ApOs autoclavacdo, estabilizar a
temperatura do meio a 50°C em banho-maria e adicionar 0s seguintes componentes:

=Y I R ool [0S < ] - ST R 049
D) SUITALO A€ POITMIXING .....eeiueeiieiieie ettt et sr e b e e sreees 0,025¢
¢) Indoxil - B - D —glucosideo

Dissolver 0,06g em 80,0mL de agua destilada (solucéo 0,075%). Esterilizar por filtragdo. Adicionar
este volume ao meio preparado.
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d) Difosfato de fenolftaleina

Preparar uma solugdo a 0,5% em &gua destilada e esterilizar por filtragdo. Adicionar 20mL desta
solugdo ao meio preparado.

€) Cloreto férrico hexaidratado (FeCl3 . 6H,0)
Preparar uma solucdo de cloreto férrico a 4,5%. Esterilizar por filtragdo. Adicionar 2mL desta
solugdo ao meio preparado.

A seguir, distribuir assepticamente volumes de 4 — 4,5mL em placas de Petri de 49mm x 13mm,
estérels.

5.1.3. Armazenamento.
O meio preparado devera ser estocado sob refrigeracdo durante no maximo, duas semanas.

5.2. Meio deleite com ferro modificado

5.2.1. Formula:

[ L[S = r=o (o F USSP 100g
Sulfato de ferro heptaidratado (FESOs 7TH20) .....cvuvviiiiiiiiiiniis 1,09
F o Br= R[S 1 = = WSS 1000mL

5.2.2. Preparo:

Dissolver o sulfato de ferro em 50mL de &gua destilada. Pesar o leite desnatado e adicionalo,
vagarosamente, a agua destilada sob agitacdo e sem aquecimento, para sua completa dissolucéo.
Distribuir volumes de 11mL em tubos de ensaio de 18 x 180mm. Autoclavar a 118°C durante 12
minutos.

5.2.3. Armazenamento:
O meio preparado podera ser estocado ao abrigo da luz e a temperatura ambiente durante no
méaximo, duas semanas.

5.3. Caldotioglicolato

5.3.1. Féormula:

I o 7= TSRS 059
(@i Lol (o X0 XS0 o o I (1N L= O S 2,59
(DL L0 <RSPPI 5,0g
EXIrato e IEVEAUIAL. ..ottt et b et esae e nnee e 5,09
I 010 = USSR 15,09
RITle TTee = (o e (SXo o o NSRS 0,59
S 7.4 | ] = S 0,001g
AUGAN .ottt ettt s ettt s et en et et en et ennaetans 0,759
o 0T W L= 1] =" < TR 1000 mL
PH final ap0S @ ESENTIZACAOD: ......cueieeieeeeecee et e e aeereeneas 7,1+0,1
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5.3.2. Preparo:

Pesar 29,259 do meio desidratado “Fluid Thioglycollate Medium” e acrescentar 1000mL de agua
destilada fria, deixando em repouso durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer em banho-
maria, agitando freqientemente, até a completa dissolucdo do meio. Distribuir 15mL do meio em
tubos com tampa de rosca. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

5.3.3. Armazenamento:
O meio preparado poderd ser estocado ao abrigo da luz e a temperatura ambiente durante, no
méaximo, duas semanas.

5.4. Agua de diluicdo

5.4.1. Formula:

0] LU 0= I == (00 1= NS 1,25mL
SOIUGE0 ESOGUE B ... 5,0mL
F 0 1= 0 L= ] = - 1000mL
5.4.2. Preparo:

a) Preparar a solucdo estoque A com a seguinte composi &o:

Dihidrogeno fosfato de potassio (KHzPO4) .....ceuevieieiiiiiiiiiisee, 34,09
F 0 1= 0 L= ] =" - S 1000mL

Preparo: dissolver o dihidrogeno fosfato de potassio em 500mL de &gua destilada. Ajustar o pH
para 7,2 £ 0,5 com solucéo de hidréxido de sodio 1IN e completar o volume para 1 litro com agua
destilada. Distribuir volumes adequados a necessidade de uso do laboratério, em frascos com
tampa derosca. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Armazenar em geladeira;

b) Preparar a solucéo estoque B com a seguinte composi G&o:
Cloreto de magnésio hexaidratado (MgCl2.6H20) ... 81,19
F 0 1= 0 L= ] = - S 1000mL

Preparo: dissolver o cloreto de magnésio em 500mL de adgua destilada e completar o volume para
1000mL com &gua destilada. Distribuir volumes adequados a necessidade de uso do laboratério em
frascos com tampa de rosca. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Armazenar em
geladeirg;

c) Adicionar 1,25mL da solucdo estoque A e 5mL da solugdo estoque B a um litro de agua
destilada;

d) Distribuir quantidades que assegurem, apds autoclavagéo, volumes de 90 + 2mL em frascos
com tampadero ;e

2 Antes da uti lizacdo da solugéo estoque A, deve-se verificar se ndo ha quaisquer evidéncias de contaminagdo microbiana (turbidez,
presenca de material em suspensdo). Em caso afirmativo, essa solucdo deve ser descartada.

A aguade diluicdo a ser utilizada no enxagiie de porta-filtros, apds afiltragdo de cada amostra, pode ser distribuida em balGes em
volumes adequados as necessidades de uso do laboratério, devendo ser observado o tempo requerido para a esterilizaggo por
autoclavagdo do volume utilizado (30 minutos para volumes de 500 a 1000 mL).

9
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€) Tamponar e esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

5.5. Solucéo de hidroxido de sédio 1N

5.5.1 Férmula:

Hidroxido de S0dio (NAOH) ... 40,09
F o 0 r= R0 (= ] =" - SRS 1000mL
5.5.2. Preparo:

Pesar 40,0g de hidréxido de sodio, colocar em um bald&o volumétrico e completar o volume para
1000mL com é&gua destilada. Homogeneizar bem até a completa dissolucdo do hidroxido de sodio.
Armazenar em frasco com tampa de rosca.

6. Execucgdo do Ensaio

6.1. Principio do método

A técnica de membrana filtrante para quantificacdo de Clostridium perfringens baseia-se na
filtracdo de volumes adequados de &gua, mediante pressdo negativa (vacuo), através de membrana
filtrante, com porosidade de 0,45um . Essas bactérias, apresentando dimensdes maiores que o poro
da membrana, ficaréo retidas em sua superficie, a qual serd entdo transferida para uma placa de
Petri, contendo o meio de cultura seletivo e diferencial Agar mCP. Por capilaridade, 0 meio se
difundira para a membrana, entrando em contato com as bactérias; apds um periodo de 24 h de
incubacdo a 44,5 £ 0,2°C em anaerobiose, se desenvolverdo colbnias com caracteristicas tipicas
(coloragio amarelo palha). A sacarose e o indoxil B-D glucosideo presentes no Agar mCP sdo os
componentes que permitem a diferenciacdo dessa bactéria. A fermentacdo da sacarose é
evidenciada pela coloragdo amarelo palha das colnias, devido a viragem do indicador de pH
(purpura de bromocresol) e a hidrdlise do indoxil B- D glucosideo, pela coloracdo azul das mesmas.
Como Clostridium perfringens fermenta a sacarose, mas ndo fermenta a celobiose (glicose B-D
glucosideo) ndo hidrolisando o indoxil B-D glucosideo, suas colénias apresentam-se com coloracdo
amarela nesse meio. Apds o periodo de incubagdo, a membrana contendo as colnias tipicas em sua
superficie, € submetida ao teste para fosfatase acida através da exposi¢do a vapores do hidréxido de
amoénio durante 10-30 segundos. O Agar mCP contém o difosfato de fenolftaleina em sua
composicdo e, como Clostridium perfringens € capaz de produzir a enzima fosfatase acida, que
determina a hidrélise dessa substéancia, com liberacdo de fenolftaleina, as colbnias tipicas desta
bactéria irdo apresentar uma coloragdo rosa escuro ou magenta, apOs exposicdo a vapores de
hidroxido de amoénio. A partir da contagem destas colonias, calcula-se a densidade de Clostridium
perfringens na amostra analisada.

6.2 Amostragem

Deve ser efetuada segundo as especificacOes apresentadas no Guia de Coleta e Preservacao de
Amostras de Agua (CETESB; 1988).

10
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6.3 Desenvolvimento do ensaio

6.3.1 Identificar a amostra a ser analisada e definir osvolumes a serem filtrados em funcdo de
sua procedéncia, segundo especificado a seguir:

a) Para aguas destinadas ao consumo humano, € recomendavel a anadlise de um volume minimo de
100mL da amostra, o qual é filtrado diretamente no caso de aguas de boa qualidade, ou subdividido
em volumes menores, dependendo do grau de contaminag&o fecal que pode estar presente.

b) Para outros tipos de agua, incluindo aguas superficiais marinhas ou doces, pode ser requerida a
filtracio de volumes menores (diluicdes decimais da amostra), dependendo do grau de
contaminacéo fecal presente.

6.3.2 Antes de iniciar 0 exame, desinfetar a bancada de trabalho, usando como desinfetante
alcool etilico 70%.

6.3.3 Dispor sobre a bancada os seguintes materiais:

a) Portafiltro(s) previamente esterilizado(s), adaptado(s) ao frasco de filtragdo (ou ao suporte
especial), o qual é conectado a um frasco de seguranca e este a fonte de vacuo;

b) Placas de Petri, contendo o meio Agar mCP, identificadas com o nimero da amostra e o
volume a ser filtrado;

¢) Pingascom as extremidades mergulhadas em acool etilico contido em um béquer;

d) Bicos de Bunsen, para manter o ambiente asséptico e efetuar a flambagem das pingas utilizadas;
€) Provetas graduadas estéreis, com a abertura recoberta com papel aluminio, identificadas com o
numero da amostra. Podem ser utilizados porta-filtros graduados com marcacéo externa, desde que

0S mesmos apresentem erro volumeétrico inferior a 2,5%;

€) Agua de diluicio estéril, contida em baldes identificados com o nimero dos porta-filtros, para
Cujo enxaglie serdo utilizados; e

f) Membranas filtrantes estéreis, com 47mm de didmetro, 0,45um de porosidade, brancas e
quadricul adas.

6.3.4. Preparacao do porta-filtro:
a) Retirar a parte superior do porta-filtro com as extremidades de uma pinga, previamente
flambadas e resfriadas, colocar uma membrana filtrante estéril, com a face quadriculada voltada

para cima, centralizando-a sobre a parte inferior do porta-filtro; e

b) Acoplar a parte superior do portafiltro a parte inferior, tomando cuidado para ndo danificar a
membrana.

11
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¢) Parao controle de contaminacéo de cada porta-filtro usado, efetuar afiltragdo de um volume de
100mL de agua de diluicdo tamponada estéril no inicio de cada série de filtracdo e apos 10
filtragbes no mesmo porta-filtro.

6.3.5 Prepar acéo da amostra para afiltracéo:
Aquecer as amostras em banho-maria a 60 + 0,5°C durante 15 minutos, para eliminacéo de
organismos ndo esporulados e formas vegetativas, esfriando-as imediatamente apds em aguafria.

6.3.5.1 Para volumesiguais ou superiores a 20mL:

a) Homogeneizar a amostra , no minimo 25 vezes, inclinando o frasco, formando um angulo de
cerca de 45° entre o brago e o antebrago.

b) Distribuir os volumes requeridos da amostra em provetas estéreis e proceder afiltragdo como no
item 6.3.6 .

6.3.5.2 Paravolumes inferiores a 20mL:

a) Homogeneizar a amostra conforme descrito no item 6.3.5.1 a e, com o0 auxilio de uma pipeta
estéril, retirar 0 volume desegjado e adicionar a um frasco contendo 90mL de é&gua de diluicdo
estéril. Este volume servira apenas de suporte para que as bactérias que possam estar presentes na
amostra se distribuam uniformemente na superficie da membrana, ao ser efetuada afiltragéo; e

b) Homogeneizar e proceder afiltragdo como noitem 6.3.6.
6.3.5.3 Para volumes decimais (dilui¢cbes da amostra):
a) Efetuar asdilui¢des decimais da amostra da seguinte forma:

- Proceder amarcacéo de cada frasco de &gua de diluigdo estéril, anotando 0 nimero da amostra e
adiluicdo que devera conter;

- Homogeneizar a amostra como no item 6.3.5.1.a e com uma pipeta estéril de 10mL,
obedecendo aos cuidados de assepsia, transferir 10mL da amostra para um frasco previamente
identificado, contendo 90 + 2mL de agua de diluicdo estéril. Estard preparada assim a primeira
diluicgo decimal (10 ), sendo que 1ImL da mesma corresponde ao volume de 0,1mL da amostra;

- Repetir a operacdo segundo o item anterior, com o frasco contendo a diluicdo feita
anteriormente (10 ) e desta, com uma nova pipeta estéril de 10mL, transferir 10mL para um novo
frasco, previamente identificado, contendo 90 £ 2mL de &gua de diluicéo estéril. Prepara-se assim a
segunda diluicdo decimal (10@), sendo que 1ImL da mesma corresponde ao volume de 0,01mL da
amostra;

- Proceder dessa maneira na seqiiéncia das diluicdes desejadas (103, 10%, ...10%,..); e
b) Apbs o preparo das diluicdes e homogeneizacdo da diluicdo selecionada para a filtragéo

conforme item 6.3.5.1.a retirar 0 volume desejado com uma pipeta estéril e adicionar a um frasco
contendo 90mL de agua de diluicdo estéril (este volume servird apenas de suporte para que as
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bactérias que possam estar presentes na amostra, distribuam-se uniformemente na superficie da
membrana, ao ser efetuada a filtracdo). Homogeneizar e proceder afiltracdo como no item 6.3.6.

6.3.6 Filtracdo da amostra e incubacéo:

6.3.6.1 Verter cuidadosamente o volume da amostra a ser examinado no porta filtro, evitando que a
agua respingue sobre as bordas superiores do mesmo.

6.3.6.2 Ligar o sistema ou a bomba de vécuo e proceder afiltragéo.

6.3.6.3 ApOs a filtragdo, enxaguar o porta-filtro duas vezes com porgdes de 20-30mL de agua de
diluicdo tamponada estéril, para evitar a retencdo de bactérias nas paredes internas do mesmo.

6.3.6.4 Dedligar afonte de vacuo, ao finalizar a operacdo. Evitar a secagem excessiva da membrana
filtrante.

6.3.6.5 Separar a parte superior do portafiltro e, com uma pinga, cujas extremidades foram
flambadas e resfriadas, retirar com cuidado a membrana. Acoplar novamente a parte superior do
porta-filtro ainferior.

6.3.6.6 Obedecendo aos cuidados de assepsia, colocar cuidadosamente a membrana com a
superficie quadriculada voltada para cima, na superficie do meio de cultura contido na placa de
Petri, devidamente identificada com o nimero da amostra e o volume filtrado.

Observacdo: Ao transferir a membrana para a superficie do meio de cultura, observar que toda a area da membrana deve
ficar completamente aderida ao meio. Para isso, segurando a membrana pelas bordas (fora da area de filtragéo) com as
extremidades da pinga, previamente flambadas e resfriadas, coloca-la sobre 0 meio de cultura e efetuar um movimento
giratério da mesma, para permitir uma boa adesdo. Se persistir a formag&o de bolhas entre a membrana e 0 meio de
cultura, sempre com a extremidade da pinga, levantar a borda da membrana mais proxima a bolha para eliminé-la, pois
as bolhas impedem o contato das bactérias com o meio de cultura, dificultando, ou mesmo impedindo, seu crescimento.

6.3.6.7 Tampar a placa de Petri.

6.3.6.8 Lavar novamente o porta—filtr%| com agua de diluicdo estéril, segundo item 6.3.6.3 e
proceder afiltracéo da préxima amostra.

6.3.6.9 Apos as filtracbes, remover as tampas das placas e colocélas, em posicéo invertida e
empilhadas, dentro da jarra de anaerobiose. Colocar as respectivas tampas apoiadas sobre o fundo
das placas para facilitar a identificagdo das mesmas, separando-as com um papel de filtro estéril.
Em seguida colocar 0 sistema gerador de anaerobiose e o indicador de anaerobiose e seguir as
instrucdes recomendadas pel o fabricante para a sua utilizac&o.

6.3.6.10 Incubar ajarra contendo as placas atemperaturade 44,5 + 0,2°C durante 24 horas.

* 0s porta-filtros devem estar estéreis no inicio de cada série de filtracdo e, se houver um intervalo de 30 minutos entre uma filtragéo
e outra, os mesmos devem ser esterilizados novamente, ou substituidos por outros estéreis, para evitar uma contaminagdo acidental.
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6.3.7 Letura

6.3.7.1 Apbs o periodo de incubagdo, com o auxilio de um microscOpio estereoscopico, com
iluminagcdo fluorescente, efetuar a contagem das colbnias presuntivas positivas de Clostridium
perfringens, que apresentarem coloracdo amarelo palha (sacarose +, celobiose -), 1 a 3mm de
didmetro, formato convexo e bordas lisas, levando-se em conta as seguintes observagoes:

6.3.7.2 Oslimites aceitaveis para a contagem se situam entre 20 e 80 coldnias tipicas.

6.3.7.3 No caso de terem sido filtrados varios volumes, selecionar para leitura apenas aquele(s) que
tiver (em) fornecido contagem dentro dos limites aceitavels.

6.3.7.4 Se a contagem em todos os volumes filtrados for inferior a 20 colbnias tipicas, néo
considerar o limite minimo e efetuar a leitura em todas as placas correspondentes aos volumes
filtrados da amostra. Considerar a observacdo do item 7.1.1 para o calculo dos resultados.

6.3.7.5 Quando todos os volumes filtrados apresentarem contagens iguais a zero, expressar 0S
resultados segundo o item 7.2.4.

6.3.7.6 Quando a estimativa visual do total de colbnias for superior a 200, ou quando houver
crescimento em toda a éarea de filtracdo da membrana, sem coldnias bem definidas (crescimento
confluente), a contagem néo é efetuada, sendo os resultados relatados conforme o item 7.2.3.

6.3.7.7 Efetuar a pesguisa da enzima fosfatase é&cida, expondo a placa aberta com as colénias
tipicas a vapores de hidroxido de amoénio, durante 10 a 30 segundos.

6.3.7.8 Considerar como col6nias presuntivas de Clostridium perfringens aquelas que adquirirem
uma coloragao rosa-escuro ou magenta (fosfatase acida positiva). Contar estas colnias.

6.3.8 Procedimento de confirmagao

Devido & seletividade do meio Agar mCP, uma contagem presuntiva € normalmente utilizada para
andlises de rotina, entretanto, se desgjado, efetuar o procedimento de confirmagdo das colbnias,
conforme descrito a seguir:

6.3.8.1 Selecionar um numero de 10 coldnias tipicas bem isoladas, para serem submetidas ao
procedimento de confirmacao;

6.3.8.2 Identificar tubos de caldo tioglicolato, de tal modo que cada col6nia corresponda a um tubo
e, com o auxilio de uma agulha de inoculagdo, devidamente flambada e resfriada, transferir um
inéculo de cada col6nia para o tubo correspondente e incubar a 35 + 0,5°C durante 24 horas;

6.3.8.3 Avaliar a pureza da cultura de Clostridium perfringens no caldo tioglicolato, através da
coloracdo de Gram (pequenos bacilos gram-positivos);

6.3.8.4 Inocular 1ImL de todos os tubos que apresentarem crescimento no caldo tioglicolato em

tubos contendo o0 meio de leite com ferro, devidamente identificados, e incubar a 44,5 + 0,2 °C
durante 2 horas;
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6.3.8.5 Efetuar a leitura, considerando positivos todos os tubos que apresentarem fermentagéo
turbulenta do leite com répida formacgéo de coagulos; e

6.3.8.6 Considerar como resultado confirmativo para Clostridium perfringens as colénias que
apresentarem as seguintes caracteristicas. bacilos gram-positivos e producdo de fermentagdo
turbulentado leite.

Observactes:
» O esguema de procedimento até o teste confirmativo é apresentado nafigura 2.

e O procedimento pararealizag8o de testes bioquimicos complementares esta descrito no item 08
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Amostra
Aquecimentoa60 + 0,5°C
durante 15 minutos

Filtracéo

Agar mCP
445+ 0,2°C —-24 h
em anaerobiose

Col6nias Azul — Esverdeadas
(sacarose -, celobiose +)
N&o considerar

Colonias Amarelo Palha
(sacarose +, celobiose - )

Colbnias Roxas
(sacarose - , celobiose -)
N&o considerar

Exposi¢éo ao Hidroxido de
Amonio
10-30 segundos

Colbnia Tipicas Magenta ou
Rosa-Escuras
(Fosfatase Acida +)

Caldo Tioglicolato
35°C —24 horas

Coloracéo de Gram
(Bacilos GRAM+)

Meio de Leite com Ferro — 44,5 £ 0,2°C - 2h
(Fermentacé&o turbulenta do leite com formagéo
de coagul os)

TESTE CONFIRMATIVO PARA Clostridium perfringens

Figura 2 — Esquema de procedimento para determinacéo de Clostridium perfringens pela
técnica de membrana filtrante.
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7. Resultados
7.1 Célculo

7.1.1 Sendo foi requerida a realizacéo dos testes confirmativos, a partir da contagem das colonias
positivas no teste de fosfatase &cida, calcular a densidade de Clostridium perfringens em 100mL
através da aplicacdo da seguinte formula

N° de coldnias positivas no teste de fosfatase &cida

Clostridium perfringens/100mL = [MTIMTTIIIIIITK 100
Volumefiltrado da amostra (mL)

7.1.2. Se as contagens em todos os volumes filtrados forem inferiores a 20 col6nias tipicas,
considerar as contagens totais efetuadas em todas as placas (incluindo as que forem igual a zero)
correspondentes aos volumes filtrados. Calcular a densidade em 100mL através da aplicacéo da
seguinte formula:

Soma das col6nias de Clostridium perfringens

Clostridium perfringens/100mL = [T
Soma dos volumes correspondentes x 100
as contagens (mL)

7.1.3 Se forem realizados os testes confirmativos, ha dois casos a serem considerados:

7.1.3.1 Quando todas as coldnias tipicas, na placa selecionada para a leitura, forem submetidas a
confirmagdo. Neste caso calcular a densidade em 100mL através da aplicacdo da seguinte formula;

N° de col6nias confirmadas como

Clostridium perfringens
Clostridium perfringens/100mL = [T x 100

Volumefiltrado da amostra (mL)

7.1.3.2 Quando apenas uma parcela das colbnias tipicas em Agar mCP for submetida a
confirmag&o, ha dois casos a serem considerados:

a) Quando a porcentagem de confirmagdo for 100%, calcular a densidade de Clostridium
perfringens através da aplicacéo da formula apresentadano item 7.1.1.

b) Quando a porcentagem de confirmac&o for menor que 100%, aplicar inicidmente a formula
apresentada a seguir para o calculo do n° total de coldnias confirmadas:

N° total de colbniastipicas x n° de coldnias confirmadas
N° total de = [T
colbnias confirmadas N° de coldnias submetidas a confirmacéao

A seguir, calcular a densidade de Clostridium perfringens, aplicando-se a férmula apresentada no
item 7.1.3.1.
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7.2 Expressao dosresultados

7.2.1 A densidade de Clostridium perfringens, a partir do n° de coldnias positivas no teste de
fosfatase &cida (magenta ou rosa-escuras), € expressa como:

Unidades formador as de colénias (UFC) presuntivas de Clostridium perfringens /100mL
Observagdo: A contagem presuntiva € normal mente utilizada para monitoramento de rotina.

7.2.2 A densidade de Clostridium perfringens a partir do n° de colénias tipicas com resultado
confirmativo positivo (porcentagem de col 6nias confirmadas), é expressa como:

Unidades formador as de col6nias (UFC) confirmadas de Clostridium perfringens/100mL

7.2.3 Nos casos em gue ndo seja possivel efetuar a contagem, devido a crescimento confluente,
expressar o resultado como:

Contagem prejudicada devido a crescimento confluente

Observagdo: Nestes casos, solicitar nova coleta da amostra e selecionar volumes mais adequados para a
filtrac&o, visando obter contagens dentro dos limites aceitaveis (20 a 80 coldnias tipicas).

7.2.4 Nos casos em que todos os volumes filtrados fornecerem contagens iguais a zero, expressar
0 resultado como:

Unidades formador as de col6nias (UFC) de Clostridium perfringens/ 100mL: < 1 (ausente)
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8. Testes Bioquimicos Complementar es para Confirmacéo de Clostridium perfringens

Para aplicagcdo nos casos em que for requerida a confirmacdo das col6nias de Clostridium
perfringens, proceder como descrito a seguir.

Observactes:

» Todos os meios de cultura utilizados na verificagdo das col6nias de Clostridium perfringens devem ser preparados
em tubos de ensaio com tampa de rosca. |mediatamente antes do uso, esses tubos devem ser fervidos durante
aproximadamente 10 minutos, para exclusdo do ar existente no meio, sendo, a seguir, resfriados rapidamente em
aguadetorneira.

=  Observar que, sendo o Clostridium perfringens um anaerdébio obrigatério, todas as inoculagcdes devem ser feitas em
profundidade.

8.1 A partir da cultura pura em cado tioglicolato, verificada através de coloragdo de Gram
(pequenos bacilos Gram +), efetuar 0 teste para a pesquisa de catalase e testes para verificagdo de:
motilidade, reducéo do nitrato, fermentacdo dalactose e liquefacdo da gelatina.

8.1.1 Teste para pesquisa de catal ase:

Com uma pipeta Pasteur estéril ou uma alca de inoculagdo flambada e resfriada, transferir um
inéculo para uma lamina de vidro e, sobre 0 mesmo, adicionar algumas gotas de peréxido de
hidrogénio a 3%. A auséncia de bolhas constitui teste de catalase negativo, indicando a provéavel
presenca de Clostridium perfringens.

8.1.2 Testes para motilidade e reducéo do nitrato

8.1.2.1 Paraaexecucdo destes testes sd0 necessari0s 0s seguintes meios e solucdes:

a) Meio nitrato-motilidade

Formula:

L= (0 J 0 (= = 1 1= TSP 3,09
(< 01(0] 0= T TP 5,00
Nitrato de POLASSIO (KINO3 ) ...uveiieeieeiesieesieee ettt ee e e e ssa et e e seenseeneesseeaeeneenseesennen e 1,0g
AUGAE .ottt ettt a et a et n ettt e et st et an et n et 1,09
0N [=i= ] =" = OO 1 000mL
01 110 TSP SPRPRN 7,0+0,2
Preparo:

Pesar os componentes e acrescentar 1000mL de agua destilada fria. Deixar em repouso por
aproximadamente 15 minutos. Aquecer agitando freqlientemente, até a completa dissolucdo do
meio, tomando cuidado para que ndo sgja atingida a temperatura de ebulicdo. Ajustar o pH para 7,0
+ 0,2. Distribuir em tubos de tampa de rosca até 2/3 de sua capacidade. Autoclavar a 121°C durante
15 minutos.

b) Reagentes para o teste de reduc&o do nitrato
1. Solucéo A: Reativo de écido sulfanilico

Eér mula;
ACIO SUIFANTIICO ..o 8,09
AN e [0 (o )= o= ([ o 1<) N TR 1 000mL
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2. Solucao B: Restivo de naftilamina

Formula:
ATFEENGFLHAMING ... 5,00
AN e [0 (o )= o= (1o o 1<) N TR 1 000mL

A obtencéo do acido acético 5N consiste na adicéo de 1 parte do acido acético glacia para 2,5
partes de &gua destilada. Estocar os reagentes em frascos escuros.

8.1.2.2 Procedimento pararealizacdo dos testes:

a) Com o auxilio de uma pipeta Pasteur estéril ou uma al¢a de inoculagdo devidamente flambada e
resfriada, inocular em profundidade no meio nitrato-motilidade uma porcéo do crescimento de cada
cultura purado caldo tioglicolato. Incubar a 35°C em anaerobiose durante 18-24 horas.

b) ApoGs o periodo de incubagéo, efetuar aleitura, considerando:

b.1) Teste de motilidade: considerar como resultado confirmativo para Clostridium perfringens
neste teste, 0 crescimento bacteriano restrito a linha de inoculag@o da cultura em teste (motilidade
negativa).

b.2) Teste de reducdo do nitrato: adicionar 0,5mL das solucdes A e B ao meio e, apds 1 a 2 minutos,
efetuar aleitura. Considerar como teste positivo 0 desenvolvimento de uma coloracéo vermelha no
meio de cultura.

8.1.3 Testes para fermentacdo dalactose e liquefacdo da gelatina.
8.1.3.1 Paraaexecucdo destes testes sd0 necessari0s 0s seguintes meios e solucdes:

a) Meo lactose-gelatina

Formula:

I 0101 USSR 15,09
EXIrato e IEVEAUIAL. ......coeiee ettt st st b e sreeeas 10,09
02 0 (01 =PRI 10,09
Monohidrogeno fosfato de SOdi0 (NaHPOL) ......c..oveiiiiiieieeceee e 5,09
VermEINO e FENO ..ot e st e e re e aeeneesreenneenneas 0,05g
LC T - 11 = PRSP 120,09
0T N (== ] =" = O 1 000mL
0 10 RS 75
Preparo:

Dissolver os componentes, exceto a gelatina e o vermelho de fenol, em 1000mL de agua destilada
fria. Ajustar o pH para 7,5. Adicionar a gelatina e o vermelho de fenol e aquecer, agitando
freqUentemente, até a completa dissolucdo do meio, tomando cuidado para que ndo sgja atingida a
temperatura de ebulicdo. Distribuir 13mL em tubos de tampa de rosca. Autoclavar a 121°C durante
15 minutos. Os tubos podem ser armazenados sob refrigeragcdo durante 1 més.
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8.1.3.2 Procedimento para realizagéo dos testes:

a) Com o auxilio de uma pipeta Pasteur estéril ou uma al¢a de inoculagdo devidamente flambada e
resfriada, inocular no meio lactose-gelatina uma porcdo das culturas puras do caldo tioglicolato.
Incubar a 35°C durante 18-24 horas.

b) ApoGs o periodo de incubacéo, efetuar aleitura, considerando:

b.1) Teste de fermentacéo da lactose: considerar como resultado positivo a acidificacédo do meio,
evidenciada pela viragem do indicador de pH, (vermelho de fenol) para amarelo;

b.2) Teste de liquefacdo da gelatina: colocar os tubos durante 1 horaem geladeira e efetuar aleitura.
Considerar como culturas positivas aguelas em que 0 meio ndo volta a se solidificar apds esse
periodo (hidrolise positiva).

8.2 As culturas de Clostridium perfringens devem apresentar, nessas provas bioquimicas, 0s
resultados apresentados no quadro abaixo:

Catdase -
Motilidade

Reducéo do nitrato
Fermentagéo da lactose
Liguefacdo da gelatina

+ + 4
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