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INTRODUGAO
A colera e uma doenca intestinal bacteriana aguda causada pelo

Vibrio cholerae 01, biotipo classico (cholerae), ou eltor, que geral

mente ocorre em surtos explosivos; e caracteriza-se por diarreia aquo
sa abundante, vomitos ocasionais, rapida desidratagao, acidoge, cai
bras musculares e colapso respiratério, podendo levar o paciente a
morte num periodo de 4 a 48 horas (casos nao tratados).

Os efeitos da colera sao devidos a agao de uma exotoxina (enteroboxi
na) produzida pelo V. cholerae, que atua nas celulas epiteliais da mu
cosa intestinal, fazendo com que ela se torne extremamente permeével,
provocando perda de grande qguantidade de liqﬁidos e eletrolitos. Devi.
do a grande perda de 1iqﬁidos, o sangue torna-se viscoso, prejudican
do o funcionamento de vérios Orgdos vitais.

A suscetibilidade e a imunidade & célera s3o muito variaveis, sendo
gue a acloridria géstrica favorece a sobrevivencia dos vibrices no estomago.
Comumente afeta mais a populagdo adulta e as criangas acima de 2 anos
de idade.

As infecgdes assintomaticas e as formas benignas (diarréias discre
tas) s3o0 muito mais comuns do que os casos graves; esses casos s3o im
portantes para permanéncia do bacilo na comunidade e no meio ambiente.

A persisténcia da doenga nas zonas endémicas é facilitada pelos indi

viduos infectados que eliminam o vibrido durante uma a duas semanas,
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pela elevada proporgao de infecgdes assintomaticas e curta imunidade

bés-infecciosa, o0 que possibilita fregiientes reinfecgoes.

Durante séculos, a colera se limitou, sob forma endémica, a regiao
dos rios Ganges e Brahmaputra, na India e Bengala. No periodo de 1817
a 1923, se deu a expansao dessa doenga por quase todo o mundo, consta
tando-se a ocorrencia de seis pandemias distintas, envolvendo a Euro
pa, Asia, Norte da Africa e Americas.

A sétima pandemia de célera, que se deve ao Vibrio cholerae, biotipo

eltor, teve inicio em 1961 em Celebes, na Indonesia, tendo sido res
ponsavel por cerca de 1 200 000 casos durante o periodo de 1970 a
1989. Embora no decorrer da década de 80 o numero de casos de colera
relatados tenha diminuido a cada ano, o numero de paises afetados tri
plicou. Em janeiro de 1991, a sétima pandemia chegou a America  Lati
na, atraves de um surto epidémico que esta ocorrendo no Peru, causado
pelo biotipo eltor sorotipo Inaba, tendo sido posteriormente relata
dos casos em varios paises da América do Sul (Chile, Equador, Colom
bia, Brasil, etc.), sendo a primeira vez neste seculo que a doenga
atinge o Brasil.

A propagagao da doenga nos varios paises deve-se principalmente as ca
racteristicas do biotipo eltor (que provoca muitos casos de infquaes
assintomaticas e leves), a falta de uma vacina eficaz, as facilidades
e rapidez dos meios de transporte, ao turismo, ao fluxo migratério
de areas endemicas, as mas condigdes de saneamento e, principalmente,

a falta de agua potavel.

A colera & uma doenga de transmissao hidrica e ocorre, primariamente,
atraves de ingestéo de égua contaminada e, secundariamente, por alimen
tos contaminados com fezes ou vomitos de individuos infectados, por
manipuladores assintomaticos de alimentos, pelo contato direto com fe

zes do doente, ou, ainda, por vetores (moscas e baratas).

Considerando-se que o principal meio de propagagao da colera e a
agua, em épocas de provaveis surgimentos de epidemias, o monitoramen
to e controle dos principais cursos d'égua superficiais (rios, repre
sas, lagos, etc.) e éguas subterraneas (pogos, nascentes, etc.) devem
ser aumentados e merecem cuidadosas investigagoes, visando sua prote
gao e adocao de medidas preventivas a propagacao da doenga. Portanto,
devera dar-se prioridade a aplicagao dos principios fundamentais de
saneamento, relacionados com a disposigao de fezes humanas e com a hi

giene e a qualidade dos alimentos, bem como garantir a agua - potavel
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para comunidade.

A sobreviveéncia do Vibrio cholerae no meio aquatico € de grande impor
tancia epidemiologica, uma vez que a agua constitui a principal fonte
de disseminagdo da colera e a possivel manutengdo deste agente etiolo
gico no meio ambiente. A viabilidade do Vibrio no meio aquético édirg
tamente influenciada pelo pH, temperatura, luz solar, presséoosmética
sais, materia orgénica, microrganismos, onde a bacteria pode sobreviver

durante varios dias ou semanas.

Estudos realizados pela CETESB, em convenio com a Organizagao Mundial

de Saude (OMS) em aguas do Estado de Sao Paulo, demonstraram que a
sobrevivencia do V. cholerae em égua do mar foi de 6 a 26 dias; em
&;m.doce de 6 a 19 dias e de 5 a 12 dias em égua de esgoto. Consta

tou-se também nesse estudo que, em agua contaminada, sua sobrevivéencia
foi menor e as temperaturas de 10 e 25°C foram as mais favoraveis.
Dependendo do tipo de agua, seu periodo de sobrevivencia pode ser au
mentado, existindo dados na literatura internacional que citam ate 60
dias.

O reservatorio natural do V. cholerae 01 nao € ainda bem conhecido. Em
bora tenha-se admitido que seja o homem, evidencias recentes sugerem
que o ambiente aquatico possa ser o reservatorio natural dessas bacte
rias, e estaria associado a presenga de quitina nas carapagaé de va
rios animais marinhos e plantas aquaticas.

Considerando-se o papel fundamental da agua como fonte de disseminagao
do !. cholerae, a pesquisa dessa bactéria no meio aquético € de suma
importéncia para localizar e acionar medidas de emergéncia para elimi
nar focos de contaminagao e rastrear a origem da contaminagao em re
giSes vulneraveis. Dessa forma, a presente Norma visa fornecer aos pro
fissionais dos laboratorios de microbiologia ambiental a metodologia
adequada para realizar o diagnéstico laboratorial de V. cholerae em
amostras de aguas. ‘

1 OBJETIVO
Esta Norma prescreve o me todo qualitativo para a detecgao do Vibrio

cholerae em amostras de égua e de esgoto, com a finalidade de:

a) avaliar a qualidade de corpos d'égua receptores de despejos in
dustriais, domésticos e hospitalares;

b) avaliar a eficiencia dos processos de tratamento de esgoto e 1i
xiviado de residuos solidos na remogao desse patogeno;

¢) avaliar possiveis fontes poluidoras e riscos de contaminagéo
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por V. cholerae no caso de aguas utilizadas para fins recre
acionais, inclusive éguas marinhas;

d) avaliar a qualidade das aguas destinadas a irrigagao de horta
licas e plantas frutiferas, a agliicultura de especies destina
das a alimentagdo humana ou animal, a dessedentagao de ani
mais, etc.;

e) localizar focos de contaminagao de V. cholerae, especialmente
em pontos criticos de entrada do agente, tais como em portos,
aeroportos, estagdes ferroviarias e rodoviarias e outros;

f) obter dados mais completos sobre determinadas fontes de polui
c3o em areas especificas para relaciona-los com os inqueritos
epidemiologicos.

fro

NORMAS E DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

Na aplicagao desta Norma é necessario consultar:

CETESB L5.215 - Prova de adequabilidade biologica da agua desti
lada para fins microbiolégicos.
CETESB L5.516 - Controle de qualidade de meios de cultura.

CETESB M1.001 - Lavagem, preparo € esterilizagao de materiais em

laboratorio de microbiologia.

- CETESB - Guia de Coleta e Preservagao de Amostras de Agua.

3 DEFINICOES

—

Para os efeitos desta Norma sao adotadas as definigoes de 3.1 a 3.10.

3.1 Colera

Infeccao intestinal aguda com periodo de incubagao de um a quatro

dias (48 horas em media), que se caracteriza por inicio abrupto, diar
reia aquosa profusa de fezes riziformes (aspecto égua de arroz), v§
mitos ocasionais, desidratagao répida, acidose e colapso circulaté
rio. Muitos casos de colera sao leves e podem nao se distinguir clini
camente de outros tipos de diarréia e sao identificados somente atra
ves das coproculturas. Esses casos sao epidemiologicamente impoftag
tes pela permanéncia do bacilo na comunidade e no meio ambiente.

3.2 Vibrio cholerae

Bacilos Gram-negativos, ligeiramente encurvados, com 0,5 a 0,8 pm de
diametro por 1,4 a 2,6 um de comprimento. Aerobios ou anaerobios fa
cultativos, moveis por um flagelo polar, nao produzem H,S e sao oxi
dase positivo. Fermentam glicose, sacarose, manitol e maltose sem pro
ducao de gas., Descarboxilam a lisina e ornitina e sao arginina  desi
drolase negativa. Reduzem nitrato a nitrito, produzem gelatinase,
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quitinase e indol, crescem a 400C e toleram alcalinidade elevada
‘(pH 9,2). Nzo utilizam inositol, salicina, D-sorbitol, L-alfa alaninags,
L-tirosina e putrescina, e sao sensiveis ao agente vibrostatico
0/129. Nao requerem o ion Na* para crescimento, mas sao0 capazes de
crescer em concentracoes de até 3% de cloreto de sodio. Segundo Smith
(1979), o V. cholerae pode ser subdividido em 72 sorogrupos baseados
nas caracteristicas soroldgicas do antigeno 0, sendo o sorogrupo 01 o
responsével pela colera. O V. cholerae 01 inclui os sorotipos Ogawa,
Inaba e Hikojima e pode ser dividido em biotipos classico (ou cholerae)
e eltor. A diferenciagao dos biotipos € baseada nas provas de hemolise
de eritrocitos de carneiro, hemaglutinagao de eritrocitos de galinha,
fermentagao butileno glicélica (VP), sensibilidade a polimixina B

(50U) e bacteriofagos especificos.

3.3 Bacilo

Designagao dada as bacterias gue apresentam forma cilindrica ou de

bastonetes.

3.4 Bactérias anaerobicas facultativas

Bactérias qQue crescem tanto na presenga de oxigénio como ha sua au

sencia.

3.5 Portador

Portador de colera & a pessoa que alberga ou elimina com as excretas
o V. cholerae biotipo eltor, ou biotipo cholerae, mesmo sem manifes
tar sinais clinicos e sintomas da doenga. Pode estar na fase préicli
nica da infecgao, pode ser convalescente ou sadio. Atualmente, o por

tador e de grande importancia na transmissao da célera; pode-se consi

derar que ele e total ou parcialmente responsével pela disseminagao
da doenga. Ne verdade, as autoridades sanitarias podem precaver-se
contra os problemas de entrada de individuos que estao realmente
doentes ou de veiculos contaminados, mas o simples portador dificil

mente e detectado.

3.6 Epidemiologia

Epidemiologia ¢ o estudo das condigoes de saude e da ocorrencia de
doengas nas populagaes, visando a interceptagéo das causas gue as de
terminam. De uma forma geral, ¢ a ciencia de como ocorre a enfermida
de.

3.7 Endemia

Termo gque expressa a existéncia de uma doenga caracteristica de cer

tas regides onde ha uma incidéncia constante - ou incidéncia maior
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em epocas determinadas - por influéncia de uma causa local propria
dessas regioces. Em outras palavras, € a ocorrencia habitual de uma
doencga ou de um agente infeccioso em determinada area geogréfica.

3.8 Epidemia

Termo usado para definir a ocorrencia de uma doenga numa coletivida

de em numero de casos que ultrapassa a incidencia esperada pelas va
riacdes casuais. Quando uma area geografica € restringida e o numero
de pessoas €& pequeno, O termo que se usa € surto.

3.9 Pandemia

Termo usado para definir uma epidemia gque atinge grande numero de pes
soas em uma vasta area geografica, podendo ultrapassar fronteiras con
tinentais.

3.10 Veiculo de transmissao

Meio pelo qual o agente infeccioso alcanga o novo hospedeiro.

4 APARELHAGEM

4.1 Equipamentos

4.1.1 Balanga

Com sensibilidade de, no minimo, 0,1 g ao serem pesados 150 g}

4.1.2 Banho-maria

Equipado com termostato para temperatura de 559C, com capacidade su
ficiente para comportar recipientes contendo meios de cultura, cuja
temperatura deve ser estabilizada antes de sua distribuigao em placas.
de Petri.’

4.1.3 Destilador de égua ou aparelhos para desionizagao

Devem produzir égua nao toxica, livre de subst?ncias cue impegam a
multiplicagao bacteriana ou interfiram ne].a,3 cuja condutividade deve
ser inferior a 2pS/cm® a 25°% e pH na faixa de 5,5 a 7,5.

1 As balangas devem ser colocadas em local adequado, protegidas de vibragoes, umidade e mudangas brus
cas de temperatura; precisam ser mantidas limpas e manuseadas por pessoal que conhega seu funcionamento.

. . 4 e’ 1. -~
2 Devem ser feitos registros continuos e periodicos da temperatura e os termometros usados graduados
. . ~ »
com intervalo de escala de 0,19C. As estantes a serem colocadas no banho-maria tem que ser de ago ino

. ’ .
xidavel ou ago galvanizado.

3 A densidade de bacterias heterotroficas na agua recem-destilada deve ser inferior a 1 000 unidades
formadoras de colonias por ml (UFC/mL) e a 10 000 UFC/mL na agua destilada armazenada, devendo esse con
trole ser efetuado com Freqﬁgncia minima mensal {Norma CETESB L5.215).
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4,1.4 Equiﬁamentos para esterilizagao

4.1.4.1 Autoclave
E normalmente operada a uma pressao de 103 393 Pa (1,05 kgf/cnf ou 15 1b/pol?)
produzindo uma temperatura de 121,6°C, ao nivel do mar. Em seu funcio

namento deve-se observar a substituigao por vapor de todo o ar exis
tente na camara; a operagao total desse equipamento precisa durar no
minimo uma hora; € recomendavel que a temperatura de esterilizagao
seja atingida em até 30 minutos”.

4.1.4.2 Estufa de esterilizagao

Mantida a uma temperatura de 170 * 10°C durante o periodo de esteri
lizagao (minimo de 2 horas).

4,1.5  Eqguipamento para concentragao em membrana filtrante

4.1.5.1 Vasilhame de pressao

De ago inoxidavel, com capacidade para 5 a 10 litros.

4.1.5.2 Porta-filtro

De ago inokidével, com 142 mm ou 293 mm de diametro.

4,1.5.3 Mangueiras de borracha

Com parede espessa e resistentes a pressao.

4.1.5.4 Fonte de vacuo e pressao

b ~ ] > 3 .
Bomba de vacuo e pressao, ou outro dispositivo conveniente para produ
zir uma pressao de 147,1 kPa.

4,1.6 Incubadora bacteriolégica termostatizada

.

Deve manter a temneratura na faixa de 35_t 0,5°C e a umidade relati
va entre 75 e 85%°,

4,1.7 Medidor de pH

Deve fornecer exatidao minima de 0,1 unidade de pH e sua calibracao

ser feita pelo menos duas vezes ao dia com, no minimo, duas solu
goes-tampao padroes (pH 4,0, pH 6,86 ou pH 9,18).

4 0 controle da eficiéncia da autoclave e feito utilizando-se ampolas com suspensao de Bacillus
stearothermophillus em meio de cultura, colocando-as entre os frascos ou materiais a serenm esterili
zados. Estas ampolas depois da autoclavagao sao incubadas em banho-maria a 55°C durante 24-48 horas.
Se houver mudanga de coloragao da suspensao contida nas ampolas, de roxa para amarela, significa que
a esterilizagao foi insuficiente, pois houve desenvolvimento de bacterias.

5 A verificagao da temperatura deve ser feita periodicamente (minimo de duas vezes ao dia) atraves de
termometros (com o bulbo submerso enm égua, glicerina ou oleo mineral) colocados em pontos representati
vos da incubadora, sendo aconselhavel tambem a colocagao de um termometro de maxima e minima na parfz
central da mesma. A estratificagao da temperatura na incubadora pode ser evitada atraves da colocagao,
em seu interior, de um dispositivo para circulagao do ar.
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4.1.8 Refrigerador

Deve manter a temperatura na faixa de 2 a 10°C.

4,2 Vidraria

4.2.1 Baloes

De borossilicato ou de vidro neutro, com capacidade adequada para o

preparo de meios de cultura.

4.2.2 Frascos para coleta de amostras

De vidro neutro ou pléstico autoclavavel atéxico, com capacidade mini

ma de 5 litros, boca larga e tampa a prova de vazamento.

4.2.3 Frascos de Erlenmeyer

De borossilicato ("pyrex") ou de vidro neutro, com capacidade de 125
mL.

4.2.4 Frascos para solugao fisiologica

De borossilicato ("pyrex") ou de vidro neutro, com tampas de rosca
que permitam boa vedagao e sejam livres de substancias toxicas solu
veis.

4.2.5 Pipetas

De borossilicato, tipo Mohr, para 5 mL e 10 mL, com graduagéo de 1/10

e erro de calibragao inferior a 2,5%, com bocal para tampao de algo

dao. '

4.2.6 Pipetas Pasteur

4.2.7 Placas de petri de vidro

Devem ser de borossilicato ("pyrex'") ou de vidro neutro de boa quali
dade, com 100 mm de diametro e 15 mm de altura.

4,2.8 Tubos de ensaio

De borossilicato ou de vidro neutro, com capacidade para conter e}
meio de cultura e o inoculo da amostra.

Nota: Usualmente sao empregados tubos de ensaio de 8 x 180 mm, - de
16 x 150 mm e de 12 x 120 mm.

4.3 Outros materiais

4.3.1 Algas de inoculagao

Fio de niquel-cromo, platina-iridio ou platina, com 0,5 mm de diame
tro e 70 a 80 mm de comprimento, com uma alga de 3 mm de diametro na
extremidade, fixado a um cabo metalico (cabo de Kolle).

4.3.2 Bico de Bunsen ou similar

Deve ter funcionamento adequado de modo a produzir combustao completa.
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4.3.3 Caixas ou cestas de ago inoxidavel

Para esterilizagao de materiais.

4,3,4 Caixas de Huddlenson

Para teste de aglutinagao répida. Caixa de madeira pintada internamen
te de preto, salvo uma face, pintada de branco, provida de uma 15mpg
da e uma placa de vidro quadriculada.

4.3.5 Estantes

De tamanho adequado para a colocagao dos tubos de ensaio empregados

na analise.

4.3.6 Estojo para pipetas

Usar, para acondicionamento e esterilizagao das pipetas, estojos de
aluminio ou de ago inoxidavel de tamanho adequado. Opcionalmente as
pipetas podem ser embrulhadas individualmente em papel Kraft para es

terilizagao.

4.3.7 Fio de nailon ou arame

Para fixagao de mecha de gaze no local da amostragem.

4.3.8 Luvas cirﬁrgicas ou descartaveis

4.3.9 Mascaras cirurgicas assépticas

4,3.10 Membranas de ester de celulose

Mistura de nitrato e acetato de celulose, com porosidade de 0,22 e
0,45 um (previamente esterilizadas ou autoclavaveis). Deverao ser de
boa gqualidade, apresentar retengao total de bactérias e velocidade de

filtragao satisfatoria.

4.3.11 Rolo de gaze ou atadura de crepe (hospitalar)

Deve ter aproximadamente 230 mm de largura.

4.3.12 Saco plastico

Deve ser de pléstico transparente, grosso e resistente, com vcapacidq_
de de 20 litros (usado na coleta das amostras atraves da mecha de ga

ze).

4.3.13 Saco plastico autoclavavel

Com capacidade de 20 litros.

4.3.14 Papel aluminio

4.3.15 Papel Kraft

4,.3.16 Pingas

De ago inoxidavel, com extremidades arredondadas.
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4,3.17 Pipetaddr de seguranga ou pera de sucgao
4.3.18 Tela de amianto

4.3.19 Termometros

4,3.20 Tesoura

De ago inoxidavel, com ponta fina.

4.3.21 Tripe

5 REAGENTES E MEIOS DE CULTURA

5.1 Para a preparagéo dos meios de cultura e solugoes utilizadas nes

te ensaio sao necessarios:

5.1.1

Reagentes:

Acido etilenodiaminotetracético (EDTA);

Acido ortofosforico p.a.;

Agar;

Agua destilada;

Alcool etilico absoluto;
Alfa-naftol;

Amido;

Arabinose;

Azul de bromotimol; '

Azul de

timol;

Bile de boi desidratada;

Caldo nutriente n? 2 (0Oxo0id);

Cera de
Citrato
Citrato
Citrato
Cloreto

Cloreto

carnauba em pedagos;
ferrico;

de ferro amoniacal (verde);
de sodio p.a.;

de calcio p.a.;

de sodio p.a.;

Cloridrato de N, N, N', N'~tetrametil-p-fenilenodiamina p.a.;

Desoxicolato de sodio p.a.;

2,4 diamino-6,7-fosfato de diisopropil pteridina (0/129);

Extrato
Extrato
Fosfato
Fosfato
Fosfato
Glicose

de carne;

de levedurajy

de potéssio dibasico anidro p.a.;

de sodio dibasico anidro p.a.;

de sodio dibasico pentaidratado p.a.;
(dextrose);
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- Hidrolisado de caseina;

- Hidrdoxido de potassio p.a.;
- Hidroxido de sodio p.a.;

- Hipoclorito de sodio;

-~ Inositol p.a.;

- L-arginina;

- L-lisina;

- L-ornitina;

- L-triptofano;

- Lactose p.a.;

- Manitol p.a.;

- Manose p.a.;

- Nitrato de potassio p.a.;

- P-dimetilamino benzaldeido p.a.;
- Peptona;

- Piridoxal;

- Polimixina B;

- Proteose peptona;

- Pﬁrpura de bromocresol;

- Sacarose p.a.;

- Sulfato ferroso;

- Sulfato de polixima;

- Telurito de potassio p.a.;
- Tioglicolato de sodio;

- Tiossulfato de sodio anidro;
- Triptona;

- Ureia p.a.;

- Vaselina liquida;

- Vermelho de cresol;

- Vermelho de fenol;

5.1.2 Meios de cultura desidratados§

- Agar Kligler com ferro ("Kligler Iron Agar");
- Agar TCBS ("TCBS Agar");

Para o preparo dos meios de cultura, da-se preferencia a utilizagao de meios de cultura de51dratados
de procedenc1a idonea, visando maior uniformidade dos mesmos. Pode-se, no entanto, prepara—los no la
boratorlo, sendo que os reagentes a serem utilizados devem ser de grau bacteriologico e de proceden
cia 1donea, apresentar cor. odor e consistencia inalterados, ser livres de elementos bactericidas ou
bacteriostaticos 1nespec1f1cos e outros carboidratados fermentaveis que nao os em teste, e fornecer

os nutrientes necessarios para os organismos pesquisados. Os frascos de meios de culturadesidratados
devem ser mantidos hermeticamente fechados e suas embalagens guardadas em local fresco e seco, prote
gidos da luz.
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- Base de Moeller para descarboxilase ("Decarboxylase Base
Moeller"):

- Meio basal para oxidagao e fermentagao ("OF Basal Medium");

- Meio para prova de Voges-Proskauer ("MR-VP Medium"); '

- Meio de transporte Cary e Blair ("Cary and Blair Transport
Medium") ;

- Meio de Mueller Hinton ("Mueller Hinton Medium").

5.1.3 Soros

- Antisoro polivalente para V. cholerae 01;

- Antisoro K. cholerae Ogawa;

- Antisoro z. cholerae Inaba.

5.2 Preparo dos meios de cultura

5.2.1 Meio de transporte Cary e Blair

Formula
Tioglicolato de S0di0...veeuveaesn C et eeeeeeeaeaan 1,5 g
Fosfato de sodio dibasico anidro.......ceceeeean. 1,1 g
Cloreto de S0diO...eeeeeeennns e e eeeeaaas 5,0 g
Agar. . i veeeeiiiiieaennnn e e 5,0 g
Agua destilada......... C et 991,0 mL

pH final apos esterilizagao: 8,4 ¥ 0,2 .

Preparo:

Pesar 12,6 g do meio desidratado "Cary and Blair Transport Medium" e
acrescentar 991 mL de égua destilada fria. Deixar em repouso durante *
aproximadamente, 15 minutos. Aquecer,agitando freqlientemente ate a
completa dissolucao do meio, tomando cuidado para que nao seja atingi
da a temperatura de ebuligao. Estabilizar em banho-maria a 50°C. Adi
cionar assepticamente 9 mL de uma solugao aquosa a 1% de cloreto de
calcio. Homogeneizar e esterilizar o meio em vapor fluente durante 15
minutos em banho-maria. Distribuir, com todos os cuidados de assep
sia, volumes de 300 mL em sacos plasticos de 20 litros. Fechar e esto
car a temperatura de 2 a 8°C.

5.2.2 Agua peptonada alcalina (concentragao simples)

Formula:

Peptona...eeeececoecesas ce s e s an e e e e aa s cse e 10,0 g
Cloreto de SOGLI0..eereveeeneeenannancsncoosaannss 10,0 g
Agua destilada...eeeeeeeeceescosocsssscasanonsons 1 000,0 mL
pH final: 8,8 * 0,2 a 25°C
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Preparo:

Pesar a peptona e o cloreto de sodio e acrescentar 1 000 mL de égua
destilada. Aquecer, agitando freqlientemente até a completa dissolugdo
do meio, tomando cuidado para que ndo seja atingida a temperatura de
ebuligdo. Distribuir volumes de 10 mL em tubos de ensaio de 16 x 150

mm. Tamponar e esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.7

5.2.3 Agua peptonada alcalina (concentragdo dupla)

Férmula:
Peptona...ieeeececancans st eseaan e nc s ceeen 20,0 g
Cloreto de 86di0...cceeiecnencsccnnnas cieecens . 20,0 g
Agua destilada....cceeeeecnen. Ceeecaeeseassaane 1 000 mL

pH final: 8,8 + 0,2 a 25°

Preparo:

Pesar a peptona e o cloreto de sddio e acrescentar 1 000 mL de Agua
destilada fria. Aquecer, agitando freqgiientemente ate a completa dis
solucao do meio, tomando cuidado para que nao seja atingida a tempera
tura de ebulicao. Distribuir volumes de 10 mL em tubos de ensaio de
18 x 180 mm. Tamponar e esterilizar em autoclave a 121°C durante 15
minutos. Na hora do uso, com todos os cuidados de assepsia, colocar o

conteudo de cada tubo (10 mL) em erlenmeyers estéreis de 125 mL.
]
5.2.4 Agar TCBS (Agar tiossulfato, citrato, sais biliares e sacarose)

Formula:
Extrato de levedura..... s e eeseseseses s s eses e .o 5,0 g
Proteose peptona.....ceeceee.e et s aceseesensanoe .o 10,0 g
Citrato de SO0diO..eeeeeeeeaceans e teieeneeaen ... 10,0 g
Tiossulfato de sodio anidro..... e cee 10,0 g
Bile de boi desidratada....... cresecscssesseenne 8,0 g
Sacarose€........ ceseesssens ceescestaseassasesaas 20,0 g
CLOPEto de SOA10. .t euuneueeneenerneseeneenennenns 10,0 g
Citrato ferriCO...eseeeeneennans e seteaea " 1,0¢g
Azul de bromotimol.....cceeeuenn ceaeene cecenesan 0,04 g
Azul de timol...... cesesnaanns s ee s s s e aas e 0,04 g
Agar.....ooeuuiin. e, et .. 15,0 g
Agua destilada....ccc... Gt s e s et e casseccs e s s ano s o 1 000,00 mL
pH final: 8,6 £ 0,2 a 25°C
NAO AUTOCLAVAR

7 2 esterilizagao de solugoes ou de meios de cultura em autoclave deve ser feita em temperatura de

121°C durante 15 minutos. Durante a autoclavagao de meios de cultura, nao deve haver excesso de aque
’ . 3 - ’ 3 - . ~ -
cimento para evitar uma sobrecarga termica que possa produzir hidrolise, peptonagao, caramelizagao ou

outro tipo de destruigao das substancias que constituem os meios de cultura.
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Preparo:

Pesar 89,0 g do meio desidratado "TCBS Agar" e acrescentar = 1 000 mL
de égua destilada fria, deixando em repouso durante  aproximadamente
15 minutos. Aquecer, agitando freqgiientemente até a completa fusdo do
dgar, tomando cuidado para que n3o seja atingida a temperatura de ebu
lig30. Distribuir volumes de 12 a 15 mL em placas de Petri de 15 x
120 mm, previamente esterilizadas. As placas contendo o meio de 4&gar

TCBS devem ser armazenadas sob refrigeragdo.

5.2.5 Agar Kligler com ferro

Férmula:
Extrato de carne..... ceeencne ceeseees s ancssensens 3,0 g
Extrato de levedura.....veceeeeen s e cesesescecacean 3,0 g
Peptona.....oece... ceecesecteereeasnes ceene e ce e 15,0 g
Proteose peptona...cceeecrcecescerscsccsasosnsos . e 5,0 g
Lactose........ et e ccasecnceneann ce et et e e s ensans 10,0 g
GlicoSE..veeeeeanscncanss Gt eeeaesranaasraseces e 1,0 g
Sulfato FErroS0. e iacececccscsacsasossssesanceas .o 0,2 g
Cloreto de s0di0..cevveeennns teseerecerecsertanns 5,0 g
Tiossulfato de sbédio anidro.......... e ce e ' 0,3 g
Vermelho de fenol...ciceeeeeeecsoncoscnnssnse e es e 0,024 g
Agar. ... cievuee. e e nn ceecec v ceisenes e 12,0 g
Agua destilada....ceoeeevoecacsaans f e eesaceeaaaees 1 OOOZO mL

pH final: 7,4 ¥ 0,2

Preparo:

Pesar 55,0 g do meio desidratado "Kligler Iron Agar" e acrescentar
1 000 mL de Agua destilada fria, deixando em repouso por aproximada
mente 15 minutos. Aquecer, agitando fregiientemente até a completa fu
sao do agar, tomando cuidado para que nao seja atingida a temperatura
de ebuligao. Distribuir volumes de 6 a 7 mL em tubos de ensaio de 12
X 120 mm. Tamponar com algodao hidrofilo e esterilizar em autoclave a
121 °C durante 15 minutos. Apos esterilizagao e enguanto o meio .espi
ver quente, impregnar o tampao com reativo para indol (ver 5.3.1).
Deixar esfriar, inclinando de tal maneira que a base seja aproximada

mente 1/3 da altura do épice. Armazenar sob refrigeragao.

5.2.6 Meio de Rugai e lisina-motilidade (IAL), segundo Pessoa & Silva

O meio de cultura completo € constituido de quatro fases:
a) interfase (vascar: vaselina-carnauba);
b) fase inferior (meio para testes de descarboxilagao da lisi
na e de motilidade;
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c) fase superior (meio de Rugai & Araujo);

d) tampao (com reativo para indol).

5.2.6.1 Interfase (vascar: vaselina-carnaﬁba)

Formula:
Vaselina liqﬁida..... ........... ceeeraacansena 90,0 mL

Cera de carnauba.......oees. G eeeeece e ... 18,0 g

Preparo:

Pesar 18 g da cera de carnauba e acrescentar 90 mL de vaselina 1iqﬁ1
da. Aquecer até a completa fusZo da cera. Retirar do fogo e verter so
bre uma placa de acrilico perfurada (ver A-2). Deixar esfriar, retirar
o excesso da cera sobre a placa de acrilico com a ajuda de uma espétg
la. Armazenar & temperatura ambiente. No momento do uso, deixar a pla
ca na geladeira durante 30 minutos. Com a ajuda de um bast@o de vidro,
retirar a cera dos orificios e colocar em tubos de ensaio de 12 x 120
mm para que se forme um anel vedatdédrio de aproximadamente 1 mm de es
pessura.

5.2.6.2 Fase inferior (meio para testes de descarboxilagdo da lisina
e de motilidade)

Férmula:
Extrato de levedura........ ceeesncasen s e s asecannn 3,0 g
GlicosS€..eseesns ceeseeeesen cetesecesnassseacssaas . 0,5 g
Nitrato de pot&SsSio..cieeerecsscccccaccsssccsacas 0,5 g
L-lisina..... e e eecesnasscasassesn s ceseccscass s 5,0 g
Solug3o alcobdlica de parpura de bromocresol 0,2%. 10,6 mL
Agar......cciiiiina.. e e et 4,0 g
Agua destilada...c.eeeeeeecenaereons ceeeea e 1 000,0 mL
pH final apos esterilizagao: 6,4 * 0,2

Preparo:

Pesar o extrato de levedura, a glicose, o nitrato de potéssio ec>é¥w.
Acrescentar 1 000 mL de agua destilada fria, deixando em repoﬁso duran
te, aproximadamente, 15 minutos. Aquecer, agitando frequientemente ate
a.compléta dissolugao do meio, tomando cuidado para que nao seja atin
gida a temperatura de ebuligao. Acrescentar a L-lisina. Homogeneizar
e ajustar o pH para 6,4 com solugdo normal de hidroxido de sodio
(NaOH-1N). Acrescentar 10 mL da solugao alcoolica de purpura de bromo
cresol a 0,2%. Homogeneizar e distribuir volumes'de 1,5 mL em tubos de
ensaio de 12 x 120 mm nos quais ja foi colocado o vascar (interfase).
Tamponar com algodao hidrofilo e esterilizar em autoclave a 121°C du

rante 15 minutos. Apés a autoclavagao, os tubos contendo o meio devem
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ser conservados em posigéo vertical para a formagao do menisco vedaté
rio de vascar. Armazenar em caixas ou em sacos plésticos sob refrige

ragao (2 a 8°) durante o periodo maximo de 4 semanas.

5.2.6.3 Fase superior (meio de Rugai & Araujo)

Formula:
Solugao 1 (base)..... et eeeeeeeeanaas et 800,0 mL

Solucao 2 (solugdo de indicador e substratos).. 14,0 mL
Preparo:
Este meio deve ser preparado como se segue:

- preparar a solugao 1 (base), com a seguinte composigao:

Triptona...ceeceesesncesss ceecasccanans s e eseaans 10,0 g
Extrato de carne..... ceeesnsase ceearasasseanea 2,0 g
Cloreto de s0di0....ecevenn.. et canasean oo 5,0 g
Fosfato de sodio dibasico pentaidratado....... 2,0 g
L-triptofano.....ccce.c... ceesesseaven cesecsaas 1,0 g
Solugao alcoolica de azul de bromotimol 1,5%.. 2,0 mL
N < U 11,0 g
Agua destilada....eecveeenennnnennns et 1 000,0 mL

pH final apos esterilizagao: 7,4 £ 0,2

Preparo:

Pesar os reagentes, com excegao da solugao de azul de bromotimol' e a

crescentar 1 000 mL de égua destilada fria, deixando em repouso duran

te, aproximadamente, 15 minutos. Aquecer, agitando freqlientemente ate

a completa dissolugd@o do meio, tomando cuidado para que ndo seja atin-
gida a temperatura de ebuligao. Ajustar o pH para 7,4 com solugao nor

mal de hidroxido de sodio (NaOH-1N). Acrescentar 2 mL de solugao alco

olica a 1,5% de azul de bromotimol. Distribuir em baloes. Tamponar e

esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Armazenar em g€

ladeira (2 a 8°C) ao abrigo da luz.

- preparar a solugao 2 (solucao de indicador e substratos), com

a seguinte composigao:

Citrato de ferro amoniacal (verde)............ 2,0 g
Tiossulfato de sodio pentaidratado............ 2,0 g
SaCArOSEC.iseesesesosccnsensa s e s eccsssasansannans 80,0 g
GliCOSE ..o eeeeteeanasscacaan tececes st s s s ase e 10,0 g
Ureid..eeeeansn. e e 40,0 g
Agua destilada........ e et 85,0 mL

Preparo:

Pesar todos os reagentes, coloca-los em um frasco esterilizado de 150
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mL e acrescentar 85 mL de égua destilada esterilizada. Tamponar com
tampa de rosca ou rolha de cortiga esterilizada. Aquecer em banho-ma
ria a 659, agitando freqiientemente até a completa dissolugao dos rea
gentes. Pasteurizar, mergulhando o frasco ate o gargalo em banho-maria
a 65°C, durante 1 hora. Armazenar em geladeira (2 a 8¢C), ao abrigo
da luz.

5.2.6.4 Corantes utilizados no preparo do JTAL

a) Azul de bromotimol (solugao alcoolica a 1,5%):

Formula:
Azul de bromotimol......... ceece s s e asoeaenans 1,5 g
Alcool etilico 2bSOlULO Q.SePevcvccsceorannnns 100,0 mL
Preparo:
Pesar 1,5 g de azul de bromotimol, colocar em um balao volumetrico e

completar o volume para 100 mL com alcool etilico absoluto. Guardar a
solugao em frasco com tampa de rosca ao abrigo da luz.

b) Parpura de bromocresol (solugao alcoolica a 0,2%)

Formula:
Solugao normal de hidroxido de sodio (NaOH-1N) 1,0 mL
Agua destilada.....coveeeeen e ataneaeeas .. 49,0 mL
Purpura de bromocresol........... che s ecesosnn 0,2 g
Alcool etilico absoluto g.s.p..... et , 100,0 mL
Preparo:

Adicionar em um balao volumetrico 1 mL de uma solugao normal defﬁdn&Q;
do de sodio (NaOH-1N) a 49 mL de égua destilada. Esperar meia hora para
estabilizar. A seguir, dissolver 0,2 g de pﬁrpura de bromocresol nesta
solugao estabilizada. Apos a dissolugao, completar o volume para 100
mL com alcool etilico absoluto. Guardar a solugao em frasco com tampa

de rosca ao abrigo da luz.

5.2.6.5 Preparo final do meio de Rugai e lisina-motilidade (IAL)

Fundir a base de meio Rugai & Araujo em banho-maria e estabilizar a
60-65°C. Adicionar assepticamente a solugao de indicador de substratos.
Homogeneizar. Distribuir porgoes de aproximadamente 3 mL em tubos de
12 x 120 mm jé contendo a lisina e o vascar, aproveitando a manobra
para impregnar o tampao com reativo para indol (ver 5.3.1). Deixar es
friar, inclinando de tal maneira cue a base seja aproximadamente 1/3
da altura do épice. Fazer prova de esterilidade, em estufa a 35°C por
24 horas.

§.2.7 Agaer nutriente modificado (agar conservagao)
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Formula:
Extrato de carne.......cceeevececcesccanns ceenas 4,0 g
PP LONA . et e e eeeeransassesceeensesansesaosansssns 10,0 g
Cloreto de SOGi0...eeeeeernennenanennns e 5,0 g
A AT ettt i i i e i e e 15,0 g
Agua destilada....ceeeeenrneenrnennns Ceee cee 1 000,0 mL

pH final: 7,4 * 0,2

Preparo:

Pesar os componentes e acrescentar 1 000 mL de égua destilada fria,
deixando em repouso durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer, agi
tando. freqglientemente até a completa fusZo do &gar, tomando cuidado
para que n3o seja atingida a temperatura de ebuligdo. Distribuir volu
mes de 6 a 7 mL em tubos de 12 x 120 mm. Tamponar e esterilizar em au
toclave a 121 °C durante 15 minutos. Apos a esterilizagao, e enquanto
o meio estiver ainda quente, colocar os tubos em posigéo inclinada ate
que o meio se solidifique.

5.2.8 Meio para verificar a atividade das descarboxilases (Base de

Moeller para descarboxilase)

Formula:
Peptona.....ieeeeeen. cesseraas e s eeeseaetsenasacs 5,0 g
Extrato de CarNe.ceeesroerscosocssosonssces e 6,0 g
GliCOSE .o eueeseavsocossencasassasossssasnseseoscses 0,5 g
PUrpura de bromocresol.....eeeeeeeeceecoacnaass 0,01 g
Vermelho de cresol.... ces s esean s escacacsaace e 0,005 g
Piridoxal..eeeeevesensansa e e eaee ceecreeseerenans 0,005 ¢
Agua destilada....cciveeenereraoannacoeans e 1 000,0 mL

pH final: 6,0 £ 0,2 a 25°%

Preparo:

Pesar 10,5 g do meio desidratado "Décarboxylase Base Moeller". Aque
cer, agitando freqlientemente atée a completa dissolugao do meio, toman
do cuidado para que nao seja atingida a temperatura de ebuligao. Divi
dir o meio em treés porgoes de 300 mL e uma quarta porgao de 100 mL. A
primeira porgao, adicionar 3 gramas de L-lisina. A segunda porgao, 3
gramas de L-arginina e a terceira porgao,3 gramas de L-ornitina (cog
centragao final dos aminoacidos de 1%). A quarta porgao funcionara co
mo controle e, portanto, nao recebera nenhum aminoacido. Nao € neces
sario o ajuste do pH para a lisina e arginina. Para a ornitina, que e
altamente acida, ajustar o pH 6,0 £ 0,2 com solugéo normal de hidréxi
do de sodio (NaOH-1N). Distribuir volumes de 3 mL em tubos de ensaio
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de 12 x 120 mm. Tamponar e esterilizar em autoclave a 121°C durante 15

minutos. Armazenar sob refrigeragao (2 a 8°C).

5.2.9 Meio de OF para oxidacao e fermentagao

Formula:
Triptona.....cceeeease ceciesssare s s e eseasas .o 2,0 g
Cloreto de s0diO....... cecoescseancessacsesenans 5,0 g
Fosfato de potassio dibasico anidro......eoee... 0,3 g
Azul de bromotimol.....ceveeecececsscaccccnccns 0,08 g
Agar..... cesecasssacsases e .o ceaes e ces e 2,0 g
Agua destilada.....eeeveeeennn et Ceeeaa 1 000,0 mL

pH final: 6,8 * 0,2

Preparo:

Pesar 9,4 g do meio desidratado "OF Basal Medium" e acrescentar 1 000mL
de égua destilada fria, deixando em repouso durante, aproximadamente,
15 minutos. Aquecer, agitando freqlientemente até a completa fusao do
meio, tomando cuidado para que nao seja atingida a temperatura de ebu
licdo. Distribuir volumes de 100 mL em baloes de 250 mL e esterilizar
em autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Estabilizar a temperatura de
50°C e adicionar para 100 mL do meio 10 mL de uma solugao esteril do
agucar a ser testado a 10%. Homogeneizar e distribuir volumes de 3 a 4
mL em tubos de ensaio de 12 x 120 mm estéreis, tamponados com algodao
cardado. Conservar os tubos em posigao vertical ate que o meio se soli
difique.

Nota: A solugao de agﬁcar deve ser esterilizada por filtragao em *mem

brana de 0,22 pum estéril.?

5.2.10 Meio para a prova de Voges-Proskauer (VP)

Férmula:
PEPLONA. .t eseeaceasssarosscsecsosacnsoccassces 7,0 g
Fosfato de potassio dibasico anidro........... 5,0 g
Glicose...... ceses s cesacesens ceecaasesesaness : . 5,0 g
Agua destilada....ceeeeeeerennnninnnnennns ceeens 1 000,0 mL

pH final apés esterilizagao: 6,9 * 0,2 a 25°C

Preparo:
Pesar 17,0 g do meio desidratado '"MR-VP Medium" e acrescentar 1 000

mL de égua destilada. Aquecer, agitando freqientemente ate a completa

8 p filtragao de solugoes ou de meios de cultura que contem substancias termolabeis e feita com vacuo, u
sando-se membrana de ester de celulose com porosidade de 0,22 pa. Todos os materiais e equipamentos

tilizados para filtragao deverao ser esterilizados previamente por autoclavagao a 121°C durante 15 "
nutos. ’ -

=
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dissolugao do meio, tomando cuidado para que nao seja atingida a tempe
ratura de ebuligao. Distribuir volumes de 5 mL em tubos de ensaio de
12 x 120 mm. Tamponar e esterilizar em autoclave a 121°C durante 15

minutos. Armazenar sob refrigeragao (2 a 8°C).

5.2.11 Meio de Mueller Hinton

Formula:
Infusao de carne....... C et recs e . 300,0 g
Hidrolisado de caseina........... et 17,5 g
AMIAO . ¢ e e e eeeeee e e eaeneeennnn. e e 1,5 g
Agar......... et tteeaeeeaas et R 17,0 g
Agua destilada....eceereenconcanes et 1 000,0 mL

pH final apos esterilizagao: 7,4 ¥ 0,1

Preparo:

Pesar 38,0 g do meio desidratado '"Mueller Hinton Medium" e acrescentar
1 000 mL de égua destilada fria, deixando em repouso durante aproxima
damente 15 minutos. Aquecer, agitando freqlientemente ate a completa
fusao do meio, tomando cuidado para que nao seja atingida a temperatu
ra de ebuligao. Se necessario, ajustar o pH para 7,4 com solugao nor
mal de hidréxido de sodio (NaOH-1N). Esterilizar em autoclave a 121°C
durante 15 minutos. Apos esterilizagao,distribuir assepticamente volu

mes de 15 mL em placas de Petri de 15 x 150 mm. R

5.2.12 Agar nutriente para agente vibriostatico 0129 (150 pg/mL)

Formula:
Caldo nutriente n? 2 (0x0id).eeeeeeeeacesonsans 25,0 g
Cloreto de sodio...... ceasecsacsoaen ceeeessesen 5,0 g
Agar................. ..... cesesan o cesessessens 15,0 g
Agua Gestilada...eeeeerneeeceeaeoenconacasannns 1 000,0 mL
Preparo:

Pesar os componentes do meio e acrescentar 1 000 mL de égua destilada
fria, deixando em repouso durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer,
agitando freqlientemente até a completa fusao do meio, tomando cuida
do para que nao seja atingida a temperatura de ebuligao. Esterilizar
em autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Deixar o meio estabilizar a
50 % e acrescentar assepticamente 20 mL de uma solugao 7,5 mg/mL do
agente vibriostatico 0129. Homogeneizar e distribuir assepticamente vo
lumes de 15 mL em placas de Petri de 15 x 100 mm.
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5.3 Solugoes?

5.3.1 Reetivo para indol

Formula:
p-dimetilamino benzaldeido.......cveeievucecannnn 1,0 g
ACid0 OrtOfOSTOriCO. ettt eeeseeeessanesannasenns 20,0 g
Alcool etilico absSOlULO..eererenreeecearaceannons 50,0 mL
Agua destilada Q.S.Deveeeeeerececeanaecccesenanas 100,0 mL
Preparo:

Pesar o p-dimetilamino benzaldeido e acrescentar 50 mL de alcool eti
lico absoluto. Adicionar o acido ortofosforico a agua e juntar o p-di
metilamino benzaldeido, dissolvido em alcool. Colocar em vidro com tam
pa esmerilhada ou de rosca. Para aplicagao do reativo para indol no tam

pao de algodao devem ser observados os seguintes itens:

a) colocar aproximadamente 10 mL do reativo em uma placa de Petri es

" téril, mantida em posigao inclinada, contendo papel de filtro este

rilizado no fundo;

b) nao embeber o tampao de algodéo diretamente no reativo, mas apenas
tocar levemente no papel de filtro;

c) trabalhar rapidamente, com assepsia, de preferéncia em ambiente es

teril. .

5.3.2 Reagente para o teste de oxidase

Formula:
Cloridrato de N, N, N', N'-tetrametil-p-fenilenodiamina .. 1,0 g

Agua destilada.....eeeeeeeeeesreceanccessasenassassss 100,0 mL

Preparo:

Pesar 1 g do cloridrato N, N, N', N'-tetrametil-p-fenilenodiamina; acres
centar 100 mL de agua destilada e homogeneizar bem ate a completa
dissolugao do reagente. Guardar a solugao em frasco ambar, em geladei
ra (2 a 8°), durante no maximo dois dias. .

Nota: A adigao de acido ascorbico a essa solugao (na concentragao de

0,1%) retarda a auto-oxidagao do reagente.

5.3.3 Solugao de cloreto de calcio a 1%

o As solugoes sao estocadas em geladeira (2 a 8°C). Sao mantidas em frascos bem fechados, com rolha de

borracha ou tampa com rosca, pois os tampoes de algodao podem permitir a entrada e a conseqliente ab
sorgao de substancias tais como a formalina e a amonia. Solugoes alcalinas nao devem ser estocadas em
frasco de vidro por muito tempo, pois estes frascos sao lentamente dissolvidos e fons de metais pesa
dos sao posteriormente encontrados nessas solugoes.
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Formula:
ClAOreto de célcio. ® ¢ © 9 & 0 ¢ % 8 & & 9 S 0 S O 8 S 2 G LSO ® o ¢ & o 1,0 g

Agua deStilada....¢..-......--.-......o-.-......... 100,0 mL

Preparo:
Pesar 1 g de cloreto de calcio e dissolver em 100 mL de agua destila
da. Armazenar em frasco bem vedado, previamente esterilizado.

5.3.4 Solugao fisiologica

Formula:
Cloreto de SOAi0..eeeeeseeseeaneesseansasessaassacss 8,5 g
Agua destilada....eeeeeeecceecsasssseessscenassaasss 1 000,0 mL

Preparo:

Pesar 8,5 g de cloreto de sodio e dissolver em 1 000 mL de agua desti
lada. Homogeneizar bem até completa dissolugdo do cloreto de sodio. Dis
tribuir volumes de aproximadamente 50 mL em frascos de borossilicato
ou vidro neutro. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Armazenar a temperatura ambiente.

5.3.5 Solugao salina a 2%

Formula:
Cloreto de SOQI0.eeesseeesanaeessosacsossesssessssssas 20,0 g

” [}
Agua destilada@....eeseceescocsesssesssssccnsscconsesaosl 000,00 mL

Preparo:

Pesar 20,0 g de cloreto de sbodio e dissolver em 1 000 mL de agua des
tilada. Homogeneizar bem até completa dissolugao do cloreto de sodio.
Distribuir volumes de aproximadamente 50 mL em frascos de borossilica
to ou vidro neutro. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minu

tos. Armazenar a temperatura ambiente.

5.3.6 Solugao normal de hidroxido de sodio (NaOH-1N)

Formula:
Hidroxido de SOGi0...eeseeeeeaeeesscassssssssoaacans 40,0 g
Agua destilad@......eeeeeeeteeccescssssnsscnsssass 1 000,0 mL

Preparo:

Pesar 40 g de hidrdxido de sdédio. Colocar em um baldo volumétrico e a
dicionar 500 mL de égua destilada. Homogeneizar ate completa dissolu
cao do hidroxido de sodio e completar o volume para 1 000 mL com agua
destilada. Armazenar em frasco bem vedado ao abrigo da luz.
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5.3.7 Reagentes para prova de VP

5.3.7.1 Solugao de alfa-naftol a 5%

Formula:
Alfa—naftOl..............-...............-..... S,Og

Alcool etilico abSOIULO. ettt eeeeeeeeneeeeanons 100,0 mL

Preparo: !
Pesar 5 g de alfa-naftol e diluir em 100 mL de alcool etilico absolu

to. Preparar a solugao no dia do uso.

5.3.7.2 Solucado de hidroxido de potéssio a 40%

Formula:
Hidroxido de POtasSiO...ceececeecososcoassssnns 40,0 g

Agua destilada.....cvvveeeeeceeercocnnaccasense 100,0 mlL

Preparo:
Pesar 40 g de hidroxido de potassio e diluir em 100 mL de agua desti

lada. Armazenar em frasco bem vedado ao abrigo da luz.

5.3.8 Solugao 0/129 (7,5 mg/mL)

Formula:
0/129 (2,4 diamino-6,7-fosfato de diisopropil pter‘idina) ‘e 0,75 g

Agua destilada €stéril......cecececesoasacasanasasas *100,0 mL

Preparo:

Dissolver o agente 0/129 em 100 mL de agua destilada e esterilizar em
membrana filtrante 0,22 um. Estocar em geladeira por um periodo nunca
superior a 30 dias.

5.3.9 Solugao de desoxicolato de sodio a 0,5%

Formula:
Desoxicolato de SOGi0.ueeseeenenseseeeeonassanas 0,5 g
Agua destilada@...ceeeiieeeroseeosnooassanaasanss 100,0 mL
Preparo:

Pesar 0,5 g de desoxicolato de sédio e dissolver em 100 mL de agua des

tilada. Guardar em frasco conta-gotas.

5.3.10 Solucdo de tiossulfato de sodio a 1,8%

Formula:
Tiossulfato de S0dio anidro....eeeeeceecsosscnes 18,0 g
Agua desti]-ada. ® & ® 6 ® & & & 6 9 6 5 5 0 2 e 0 6 & 9 & 6 & & & 6 0 s 0 o 0 @ 1 OOO ,O mL
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Preparo:
Pesar 18 g de tiossulfato de sodio e dissolver em 1 000 mL deé@ua des

tilada. Armazenar em frasco bem vedado.

5.3.11 Solugao de EDTA a 15%

Formula:
EDTA (acido etilenodiaminotetracético)....... cees 150,0 g
Agua destilada..eeeeeeeeeeeennennn teeeteessseeeess 1 000,0 mL

Preparo:
Pesar 150 g de EDTA e dissolver em 1 000 mL de égua destilada. Ajustar
o pH para 6,5. Armazenar em frasco bem vedado.

6 EXECUGAO DO ENSAIO

6.1 Principio do método

0 metodo baseia-se na inoculagao direta ou na concentragao de volumes
representativos de amostras de égua (tratadas, superficiais, subterré
neas e esgotos) através da técnica de membrana filtrante ou mecha de
gaze (tecnica de Moore). As amostras sao posteriormente submetidas a
dois enriquecimentos consecutivos em agua peptonada alcalina, para fa
vorecer o crescimento do V. cholerae. As colonias tipicas, isoladas em
placas contendo o meio agar seletivo TCBS, sao confirmadas através de
teste de triagem, provas bioquimicas e sorologicas.

6.2 Reagoes

6.2.1 Meio de transporte -Cary-Blair

Meio semi-solido para a preservagao de espécimes fecais. O pH alcall
no e a presenga de cloreto de sodio favorecem a sobrevivencia do
V. cholerae, que pode permanecer viavel por até 22 dias neste meio. O
tioglicolato de sodio atua como agente redutor, mantendo um baixo po
tencial de 6xido—redug50 e prevenindo a formagao de peréxidos nomeio,
que normalmente sao letais para os microrganismos.

Nota: As amostras que sao transportadas em meio Cary-Blair- nao ne

cessitam de refrigeragao.

6.2.2 Agua peptonada alcalina

Meio liqliido utilizado para o enriquecimento de V. cholerae, onde o
pH alcalino (8,8) favorece o desenvolvimento rapido do Vibrio e inibe
o crescimento de outras bactérias. O periodo de incubagao nao deve ser
longo (em média, 8 a 12 horas) para que nao haja predominancia de ou
tros microrganismos.
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6.2.3 Agar TCBS (agar tiossulfato, citrato, sais biliares e citrato)

Meio seletivo diferencial largamente utilizado no isolamento de
V. cholerae e outros vibrioces patogenicos. 0 V. cholerae utiliza a sa
carose, acidificando o meio e produzindo coldnias amarelas, devido a vi
ragem dos indicadores de pH, azul de timol e bromotimol. Os sais bﬂié
res incorporados ao meio atuam na inibigao do crescimento da maioria
das bacterias gram-positivas. O citrato de sodio retarda o desenvolvi
mento dos microrganismos gram-positivos e serve para restringir alguns
organismos gram-negativos que sao incapazes de utilizar citrato de sé
dio como fonte de carbono. O tiossulfato de sodio e o citrato feérrico
permitem a diferenciagao dos vibrides das bacterias produtoras de sul
feto de hidrogenio (H,S).

6.2.4 Agar Kligler com ferro (Kligler Iron Agar)

- glicose (dextrose) - o V. cholerae fermenta a glicose, com pro
dugao de acido, o que determina o aparecimento de uma coloragao
amarela no meio, decorrente da viragem do indicador de pH. Na
superficie do meio, no entanto, a proliferagao e muito abun
dante e a acidez resultante da fermentagao da glicose é neu
tralizada pelos produtos do metabolismo protéico, determinan
do o aparecimento da coloragao vermelha. Na base do meio, onde
o0 crescimento é menor em relagao a superficie, os prbdutos do
metabolismo protéico nao sao suficientes para néeutralizar
a acidez, permanecendo a coloragéo amarelada do meio;

- lactose - o V. cholerse nao fermenta a lactose, permanecehdo
inalterado o apice do meio (coloragao vermelha);

- sulfeto de hidrogénio (HZS) - o V. cholerae e incapaz de redu
zir o tiossulfato a sulfeto de hidrogénio; portanto, nao have
ra formagido do sulfeto ferrico, resultante da combinagao do
ion ferro presente no sulfato ferroso com o sulfeto de hidro
génio, reSponsével pelo enegrecimento do meio; b,

- gas - o V. cholerae nao produz gas; portanto, nao apresentara
nenhuma formagéo de bolhas no meio;

- indol - o V. cholerae produz a enzima triptofanase, sendo por
tanto capaz de degradar o aminoacido heterociclico triptofano
e formar o indol. A formagao do indol € verificada pela pre
senga da cor vermelha nos tampoes do meio ‘Kligler, que con

tem o reativo p-dimetilaminobenzaldeido.

6.2.5 Meio de Rugai e lisina-motilidade (IAL), segundo Pessoa & Silva

a) Fase inferior: lisina e motilidade
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- lisina - o V. cholerae descarboxila este aminoacido atraves
da enzima L-lisina descarboxilase, dando formagao a respecti
va amina cadaverina. A amina formada neutraliza a acidez do
meio proveniente da fermentagao da glicose e o alcaliniza o
suficiente para fazer com que o indicador purpura de bromo
cresol torne-se cor violeta neste pH;

- motilidade - o V. cholerae é dotado de flagelo, apresentando

portanto crescimento difuso em agar semi-solido.

b) Fase superior: meio de Rugai & Araﬁjo

- glicose (dextrose) - o V. cholerae fermenta a glicose, com
produgao de acido, o que determina o apsrecimento de uma colora
gao amarela no meio, decorrente da viragem do indicador de
PH; _

- sacarose - o V. cholerae fermenta a sacarose com produgéo de
acido; assim,o0 indicador azul de bromotimol torna a superfi
cie do meio amarela;

- gés - oV, cholerae nao produz gés; portanto, nao apresenta
ra nenhuma formagao de bolhas no meio;

- indol - o V. cholerae produz a enzima triptofanase, sendo por
tanto capaz de degradar o aminoacido heterociclico triptofa
no e formar o indol. A formagao do indol é verificada , pela
presenga da cor vermelha nos tampoes do meio de IAL, que con
tém o reativo p—dimetilaminobenzaldeido;

- L-triptofano desaminase (LTD) - o V. cholerae nao possui a,
L-triptofano desaminase, sendo incapaz de desaminar o triptofa
no e produzir o acido indol pirﬁvico;

- urease - o V. cholerae e urease negativa; logo, nao desdobra
a ureia em amonia (NH,) e dioxido de carbono (CO,), nao apre
sentando cor azul na parte inferior, caracteristica das bac
terias urease positivas;

- sulfeto de hidrogénio (H,S) - o V. cholerae é incapaz de re
duzir o tiossulfato a sulfeto de hidrogénio; portanto, nao
havera formacao do sulfeto ferrico, resultante da combina
géo do ion ferro presente no citrato de ferro amoniacal com o sul

feto de hidrogénio, responsével pelo enegrecimento do meio.

6.2.6 Oxidase

O V. cholerae possui a enzima oxidativa citocromo-oxidase, necessaria

para a oxidagao do citocromo-c na cadeia respiratéria, segundo a seguin
te reagao:
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’ citocromo
2 citocromo-c¢ reduzido + 2 Ht + 1/2 0, ————a= 2 citocromo-c oxidado + H,O.

oxidase

No teste de oxidase, o citocromo-c, em sua forma oxidada, catalisa a o
xidagBo do tetrametil-p-fenilenodiamina, formando uma subst@ncia de co
loragdo azul.

6.3 Amostragem

Os locais de <coleta de amostras devem ser estabelecidos em pontos das
redes coletoras de esgoto, Estagdes de Tratamento de Esgoto (ETE), Es
tagdes Elevatdrias e Pogos de Visita, que recebam esgoto de partes re
presentativas da populag3o; nas possiveis vias de entrada do V. cholerae,
sobretudo portos e aeroportos, assim como estagdes ferroviérias e rodo
viadrias; nos cérregos e rios, que recebam grande quantidade de despejos
domésticos e também na Agua de abastecimento, principalmente quando hé
suspeita de uma contaminagd@o que possa levar a um surto epidémico. As
amostras devem ser bem identificadas e todas as informagdes sobre elas
devem ser completas (nimero das amostras, data, local e outros dados
necessarios), para que os resultados possam ser interpretados correta
mente.

6.4 Técnicas de coleta

Basicamente as amostras para a pesquisa de V. cholerae podem ger obti
das de duas formas distintas; uma consiste na instalagdo de uma mecha
de gaze em um local estabelecido, durante um determinado intervalo de
tempo e posterior retirada (técnica de Moore); a outra, na coleta . de

uma porg¢do ligiiida.

6.4.1 Coleta de amostra pela técnica de Moore modificada (mecha de gaze)

A técnica de Moore tem sido amplamente utilizada na pesquisa de
V. cholerae em amostras de aguas de esgoto e de aguas superficiais. A
principal vantagem desse méetodo consiste na constante vigilancia do 1i
qliido a ser estudado, jé que a medida que se retira uma mecha insta
la-se outra. Por outro lado, amostragens pontuais em que se obtem por
goes do 1iqﬁido permitem espagos vazios entre uma coleta e outra,haven
do, dessa maneira, uma probabilidade menor de se isolar o V. cholerae.
Esta tecnica se desenvolve da seguinte maneira:

a) Preparo da mecha

Usar atadura de crepe ou gaze esterilizada. A atadura e dobrada cinco
vezes no sentido do comprimento; suas dimensoes finais serao de 23 c¢m
de largura por 36 cm de comprimento. A partir da base inferior de 23 cm,
cortam-se cinco tiras de 4,5 cm de largura e 26 cm de comprimento, dei

xando-se, portanto, 10 cm na parte superior sem cortar, onde sera fixa



28 CETESB/L5.507

do o fio de nailon (3m) para amarrar e manter suspensa a mecha. Embru

lhar em papel Kraft e autoclavar a 121 °C durante 15 minutos (ver Figu
ras 1 e 2).

b) Instalagao da mecha

A mecha devera ser instalada nos pontos de coleta, de forma que fique
imersa no esgoto e éguas superficiais e o fio de nailon fique firmemen

te preso em uma estrutura fixa no ponto de coleta.

|€ 23 c¢cm >|
7 ‘ A
R :
of - :
1€
1 0
- -1
i ES

l<4,5cm>!
FIGURA 1 - Dimensoes da mecha de Moore

Nota: Emrepresas e rios, e recomendada a colocagao de um peso na me

cha para que possa ficar completamente submersa.

¢) Retirada da mecha

Retirar a mecha apés o) periodo determinado (de 3 a 7 dias), tomando as
medidas de seguranga necessarias (ver A-1). Para isso, proceder da se
guinte forma:

- identificar as amostras, preenchendo corretamente a ficha de cole
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ta : n? da amostra, data, local, chuvas, etc.; v
- retirar a mecha e introduzi-la no recipiente de mﬂeta(sax>de;ﬂé§
tico ou frasco) contendo 300 mL do meio de transporte Cary e B].air‘;10
- fechar o saco pléstico ou recipiente de coleta e acondicionar em

caixa apropriada para transporte.

Fio de nailon
e
(3 metros)

FIGURA 2 - Mecha de gaze pronta (técnica de Moore)

d) Transporte e preservacao da amostra

As amostras colhidas e transportadas em meio de Cary e Blair nao neces

10, pessoa indicada para execugao desta tarefa devera ser devida e adequadamente proteg1da de modo.a evi
tar - problemas de contaminagao. 0 uso de luvas, mascaras e botas e obrlgator1o. Apos a coleta, ret1
rar as luvas e colocar em solugac desinfetante (ver A-1.2). Quando tampar o frasco ou fechar 0 plast1
co, nao tocar com luvas sujas, pois o material ¢ altamente contaminado e pode causar riscos a saude
do coletor ou do tecnico durante a manipulagao da amostra.



30 CETESB/L5.507

sitam de refrigeracao; no entanto, para municipios distantes onde o
transporte seja rodoviario, recomenda-se refrigerar a caixa de transpor
te para se manter uma temperatura de 10 a 20°C. E adequada a utiliza
cao de sistemas de gelo reaproveitavel, acondicionados em plasticos do
tipo "camping". Amostras preservadas em meio de Cary e Blair devem ser
processadas dentro do periodo de 24 a 72 horas apés a coleta; salvo em

condigoes e situacoes especiais.

6.4.2 Coleta de amostras ligliidas

A coleta de amostras de égua deve ser realizada segundo o Guia de Cole
ta e Preservacao de Amostras de Agua (CETESB/SEMA-1988), sendo que pa
ra as amostras de égua doce devem ser adicionadas duas colheres de cha
de cloreto de sddio (aproximadamente 10 g) por litro de amostra (con
centragao final de 1% de NaCl). A adigao de cloreto de sodio propicia
ra uma maior viabilidade do V. cholerae na amostra coletada.

A coleta de amostras liqiiidas obedece aos seguintes itens:

a) agente neutralizador do cloro residual

Para a coleta de amostras de égua tratada deve-se adicionar aos fras
cos de coleta, antes de sua esterilizagao, 0,1 mL de uma solugao a 1,8%
de tiossulfato de sodio para cada 100 mL da amostra, para neutralizar
a agao do cloro residual. Essa quantidade de tiossulfato de sodio e su
ficiente para neutralizar concentragoes de ate 5 mg/L de cloro rekidual,
sendo adequada para as amostragens de rotina. Em situagoes especiais,
como, por exemplo, em emergéncias, em que o residual de cloro pode ser
maior, requer-se uma maior quantidade de tiossulfato. Nesses casos, po*
dem ser utilizados volumes de 0,1 mL de uma solugao a 10% de tiossulfa
to de sodio para cada 100 mL da amostra, sendo esta quantidade suficien

te para neutralizar concentragoes de ate 15 mg/L de cloro residual.

b) agentes quelantes

Para a coleta de amostras de égua poluida e de esgoto, suspeitas de
conter concentragoes superiores a 0,1 mg/L de metais pesados, tais
como cobre, zinco, etc., deve-se adicionar ao frasco de coleta, antes
de sua esterilizaqéo, 0,3 mL de uma solugéo a 15% de EDTA, para cada
100 mL da amostra, aléem do tiossulfato de sodio (volumes de 0,1 mL de
uma solugdo a 10% para cada 100 mL da amostra). A solugao de EDTA po
de ser adicionada ao frasco de coleta separadamente ou jé combinada
com a solugao de tiossulfato de sddio antes da adigao. O EDTA atua co
mo agente quelante, reduzindo a agao toxica de metais, apresentando
uma agao mais ampla que o tiossulfato de sodio, que, na concentragao

empregada, previne apenas a agao bactericida do cobre,
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¢) transporte e conservagao

Apds a coleta, as amostras de agua deverao ser enviadas ao laboratorio
o mais rapido possivel. O tempo ideal entre a coleta e o inicio do exa
me € de duas a seis horas, sendo que o tempo limite nao deve exceder
24 horas. Para amostras que nao possam ser entregues no laboratorio num
periodo de seis horas decorrido entre a coleta e o inicio do exame,
deve-se ajustar o pH para 9,2 com hidroxido de sodio 1IN (NaOH-1N) e
acrescentar . telurito de potéssio em concentragao final de 1:200 000
(0,005 g de telurito de.potassio por litro de amostra). A finalidade da
adigao do telurito € inibir o desenvolvimento de outras bactérias que
possam interferir na detecgao do V. cholerae. Transportar sob refrige
ragao ( 4 a 10°C).

d) volume da amostra

0 volume da amostra a ser coletado depende do tipo e da caracteristi
ca da égua a ser analisada; entretanto, recomenda-se um volume minimo
para os seguintes tipos de amostra:

Agua de ESZOt0..ueeeeeeenceearcasasssoossannsonns 100 mL
Agua superficial.i.eeeeeeeiieessesscsoscnsnnnnnans 5 litros
Agua para CONSUMO....veeeeeesssossssanoscoconnssas 10 litros

6.5 Metodos de concentragao de V. cholerae

Os vibrioés sao excretados em grande numero (105—10g bacté;ias/grama
de fezes), junto com as fezes de pacientes infectados; entretanto, camo
eles se diluem nos varios tipos de agua, ha necessidade de se  usarem
técnicas de concentragéo para obter eéxito no isolamento. Este pfocg
dimento deve ser reforgado,considerando-~se o0s individuos assintomaticos
e convalescentes que excretam os vibrioes em quantidade reduzida (103— 10°
bactérias/grama de fezes) e de forma intermitente, tornando-se necessé
rio analisar grandes volumes de égua para a detecgéo do “K._ choleraet
A concentragao do V. cholerae em amostras ambientais pode ser  obtida
por diversas metodologias, tais como: terra diatomacea, adsorgao em hi
droxido de aluminio, membrana filtrante, centrifugaqéo, técnica de Moore,
etc. A escolha do método adequado vai depender do tipo de amostra a ser
analisada e da capacidade analitica do laboratorio. As técnicas mais
comumente utilizadas para analise de V. cholerae sdo: técnica de mmbpg
na filtrante e a técnica de Moore modificada. O método de concentragao
em que se utiliza a membrana filtrante tem a vantagem de poder proces
sar grandes volumes de égua, principalmente para éguas com baixa turbi
dez, aumentando a probabilidade de isolamento do Vibrio. Por outro la

do, a técnica de Moore permite uma vigilancia constante da amostra,
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nao existindo espagos vazios entre uma coleta e outra.

6.5.1 Teécnica de membrana filtrantell

’

6.5.1.1 Dispor sobre a bancada de trabalho o material necessario a
execugao de analise, a saber:
a) vasilhame de pressao conectado a bomba de pressao positi
va;
b) porta-filtro de 142 ou 293 mm de diametro, previamente es
terilizado, conectado ao vasilhame de presséo;
c) membranas filtrantes estereis com 142 ou 293 mm de diémg
tro e 0,45 um de porosidade;
d) um erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de égua peptonada
alcalina de concentragao dupla;
e) pinga e tesoura com as extremidades mergulhadas em alcool;

f) bico de Bunsen.

6.5.1.2 Preparo do porta-filtro

a) retirar a parte superior do porta-filtro e, com uma pinga
flambada e esfriada, colocar uma membrana filtrante esté
ril, centralizando-a sobre a parte inferior do porta-fil
tro;

b) acoplar a parte superior do porta-filtro, tendo o cuidado

~ s . )
de nao danificar a membrana.

6.5.1.3 Filtragao da amostra

‘a) homogeneizar a amostra e verter cuidadosamente o volume a
ser examinado no vasilhame de presséo;

b) fechar o vasilhame de pressao, ligar a bomba de Iness&)QQ
sitiva e proceder a filtragao, a uma pressao de 147,1 kPa;

c) desligar a bomba ao finalizar a operagao; abrir a valvula
de seguranga do vasilhame de presséo e do porta-filtro;

d) retirar a parte superior do porta-filtro, tendo cuidado
para nao danificar a membrana e transferir a membrana pa

ra 100 mL de égua peptonada alcalina concentragao dupla.

.5.2 Técnica de Moore modificada (ver 6.4.1)

6
6.6 Procedimento de isolamento e identificagao de V. cholerae
6

.6.1 Antes de iniciar o trabalho, desinfetar a bancada do 1aboraté

rio, usando um desinfetante que nao deixe residuos.

0 analista indicado para execugao dessa tarefa devera ser devidamente treinado e adequadamente pro
tegido, de modo a evitar problemas de contaminagao.
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6.6.2 Dispor sobre a bancada de trabalho o material necessario a exe

cucao da analise, a saber:

a) frascos e sacos plésticos de coleta contendo a amostra a

ser analisada;

b) erlenmeyers contendo agua peptonada alcalina concentragao du

pla, previamente identificados com o numero da amostra;

c) alga de inoculagéo, bicos de Bunsen, placas de Petri, conten

do TCBS, mascaras cirﬁrgicas e pipetas graduadas de 10 mL es

tereis.
Nota: Colocar mascara cirﬁrgica e luvas durante a manipulagao das
amostras.
6.6.3 Enriquecimento e isolamento
6.6.3.1 Procedimento

a) Amostra obtida atraves da técnica de Moore

b)

c)

Abrir cuidadosamente o saco pléstico externo contendo . a
amostra; com auxilio de uma pipeta estéril, munida de um
pipetador de seguranga ou pera de borracha, perfurar o sa
co interno, homogeneizar a amostra e transferir 10 mL para
um erlenmeyer de 125 mL, contendo 10 mL de égua peptonada
alcalina de concentragao dupla. Incubar a 35—37fC duran

te 6 a 8 horas.

Amostra obtida atraves da tecnica de membrana filtrante

Transferir a membrana com a amostra para um erlenmeyer con
tendo 100 mL de égua peptonada alcalina concentragao shmﬁes.
Incubar a 35-37° durante 6 a 8 horas;

Inoculagao direta

Tnocular 900 mL da amostra de agua em 100 mL de égua pepto
nada alcalina 10 vezes concentrada ou 450 mL de égua em
50 mL de APA 10 vezes concentrada. Incubar a 35-37°C,durq1
te 6 a 8 horas.

6.6.3.2 Apés o per‘iodo de incubagao, retirar cuidadosamente o erlenmeyer

da incubadora, evitando agitagao.

6.6.3.3 Com auxilio de uma alga de inoculagao, devidamente flambadae

esfriada, colher o material da superficie do meio de enrigquecimento (APA

)

e semear em duas placas de égar TCBS, conforme descrito abaixo:

a) depositar o inoculo em um ponto nas bordas da placa con

tendo o meio seletivo e diferencial TCBS, girar a placa e

12 0 meio de cultura apresenta uma turvagao homog€nea, com ou sem pel{cula.
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iniciar o espalhamento do inoculo na superficieck:primel
ro quadrante (ver Figura 3), tomando cuidado para que a
parte encurvada da alg¢a toque apenas a superficiedoneio,
evitando ferir o agar;

b) girar novamente a placa, flambar a alca de inoculagéo,eg
friar e continuar o espalhamento no segundo quadrante a

partir do inodculo do primeiro quadrante (ver Figura 4);

5 e

FIGURA 3 FIGURA 4
¢) proceder desta maneira ate completar a semeadura em toda
~a superficie do agar, com a finalidade de obter isolamen

to completo no quarto quadrante (ver Figuras 5 e 6);

<)

FIGURA 5 FIGURA 6
d) fechar e incubar a placa em posicgao invertida, a 35-37°C,
por um periodo de 18 a 24 horas.

6.6.3.4 Paralelamente a semeadura em placas e com auxilio de uma pi
peta estéril, munida de uma pera de borracha ou de um pipetador de se
guranga, transferir 1 a 2 mL do material da superficie do meio de*cul
tura para dois tubos de ensaio contendo 10 mL de égua peptonada alca

lina (APA) concentragao simples (segundo enriquecimento).

6.6.3.5 Incubar os tubos de ensaio (APA) inoculados a 35-37 °C durag
te 6 a 8 horas.

6.6.3.6 A partir do crescimento superficial do segundo enriquecimento
em APA, sem agitar os tubos, inocular duas placas de égar TCBS, segun
do 6.6.3.3.

6.6.3.7 Apés 18-24 horas, efetuar a leitura das placas de égar TCBS,
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separando aquelas que apresentarem colonias tipicas de V. cholerae (co

lonias amarelas com halo e ligeiramente convexas).

6.6.3.8 Com todos os cuidados de assepsia e utilizando uma alga devi
damente flambada e esfriada, selecionar do agar TCBS dez colonias tipi
cas de V. cholerae amarelas (sacarose positiva), com halo,brilhantes e
convexas, € transferir para o meio de Rugai e lisina motilidade (IAL)
ou meio de "Kligler Iron Agar". A inoculagao dos meios de triagem ¢
feita por picada em profundidade e estrias na superficie inclinada e a
incubagao e realizada a 35-37°, durante 18 a 24 horas.

6.6.3.9 Apos o periodo determinado de incubagao, efetuar a leitura dos
resul tados.

6.6.3.10 Leituras das caracteristicas bioquimicas do V. cholerae no
meio "Kligler Iron Agar".
a) apice

- lactose negativa: evidenciada pela coloragao vermelha no apice do

meio.
b) base

- glicose positiva: evidenciada pela coloragao amarela na base do

meio.

- gas negativo: ausencia de bolhas no meio;

”~ ’~ . ~
- sulfeto de hidrogenio negativo (H,S): ausencia da coloragao negra

no meio.

c) tampao de algodao com reativo de indol

- indol positivo: coloragao vermelha no tampao.

6.6.3.11 Leitura das caracteristicas bioquimicas do V. cholerae no meio
de Rugai lisina motilidade (IAL).

a) fase inferior:

- motilidade positiva: crescimento difuso a partir da picada;

- lisina-descarboxilase positiva: cor violeta (nas primeiras horas

de incubagao, o meio adquire coloragao amarela, mas, apos o perio
do total previsto para a incubagao, o meio readquire a cor viole
ta inicial).

b) fase superior (superficie e profundidade):

- triptofano desaminase negativa: nao se verifica a coloragao acas

tanhada na superficie inclinada;

- sacarose positiva: coloragao amarela na superficie da fase superior

(apice);

- glicose positiva: evidenciada pela coloragao amarela na profundi

dade da fase superior;
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- gas negativo: auséncia de bolhas na profundidade e fase superior;

- sulfeto de hidrogenio (H,S) negativo: auséncia da coloragao ne

gra no meio;

c) tampao de algodao com reativo de indol:

- indol positivo: coloragao vermelha no tampao.

Resultados do V. cholerae nos meios de triagem.
Sacarose +
Glicose + (acido sem gas)
LDC + (lisina descarboxilase)
Motilidade +

H, S -

Indol + (86%)

Lactose -

LTD

Urease -

(L-triptofano desaminase)

6.6.3.12 Realizar o teste de oxidase apenas com as culturas que apre
sentarem reagoes caracteristicas de V. cholerae no meio de IAL e "Kligler
Iron Agar", e descartar os tubos restantes.

Nota: A pesquisa de oxidase nao deve ser realizada diretamente do
meio de IAL, sendo necessario repicar as culturas previamente
’, ~ ]
para agar conservagao.

6.6.3.13 Pesquisa da oxidase: com uma agulha de inoculagao de plati
na, devidamente flambada e esfriada, retirar do meio de Kligler ou,
égm?conservagéo um pequeno inoculo da cultura de 18 a 24 horas e tocar
o0 papel de filtro embebido em solugéo de cloridrato de N, N, N', N'-
-tetrametil-p~fenilenodiamina a 1%. A reagéo positiva e evidenciada
pelo desenvolvimento de coloragao pﬁrpura intensa em, aproximadamente,
30 segundos. Se nenhuma - ou discreta - reagao se desenvolver no perﬁz

do de dois minutos de observagao, considerar a prova como negativa.

6.6.3.14 Prosseguir com as culturas gue apresentarem reagao de oxida
se positiva e descartar as restantes.

6.6.3.15 A partir de cada cultura oxidase-positiva e com auxilio de
agulha de inoculagéo devidamente flambada e esfriada, transferir do
meio de Kligler ou IAL um inoculo do crescimento para um tubo contendo
aAgar nutriente modificado, previamente identificado. A inoculagao €
feita através de estrias no apice. Apos a transferéencia, incubar os tu
bos de agar nutriente a 35-37°C durante um periodo de 18 a 24 horas.
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6.6.4 Testes sorologicos

A partir das culturas de 24 horas no meio de Kligler ou IAL (jé trans
feridas para o agar nutriente), realizar os testes sorolégicos de acor
do com o procedimento descrito abaixo.

6.6.4.1 Introduzir, em cada tubo de Kligler ou IAL com a cultura em
teste, uma pequena quantidade de algodao hidrofilo. A seguir, utilizan
do uma pipeta Pasteur, adicionar aos tubos cerca de cinco gotas de so
lugao fisiologica (0,85% NaCl).

6.6.4.2 Com a ponta de pipeta Pasteur, passar delicadamente o algodao
na superficie do meio de cultura, deslocando o crescimento bacteriano

e obtendo uma suspensao densa da cultura em solugao fisiologica.

6.6.4.3 Ainda com a pipeta Pasteur, colher um inoculo da  suspensao da
cultura e distribuir uma gota em cada um de dois quadrados de uma pla
ca de vidro com quadriculado em sua superficie de 20 x 20 mm, adaptada
a uma caixa de Huddlenson.

6.6.4.4 Adicionar a uma das gotas da suspenséo, uma gota de soro poli

valente anti-V. cholerae Ol e a outra, uma gota de solugao salina 2%.

6.6.4.5 Efetuar a homogeneizagéo do soro e da solugao salina com a
suspensao bacteriana, usando pequenos bastoes de vidro, alga de inocu
lagao ou palitos de madeira estéreis, fazendo movimentos circulares
durante 2 a 8 minutos.

6.6.4.6 Proceder a leitura, verificando se ocorreu ou nao aglutinagao;
se a bactéria em teste for V. cholerae Ol, ocorrera reagao antigeno-
-anticorpo, que sera visualizada pela aglutinagéo no quadrado com SoOro
e ausencia de aglutinagéo no gquadrado com solugao salina; se a cultura
em teste for rugosa, havera aglutina@éo com o soro e com a salinaj; nes
te caso, a cultura devera ser enviada a um laboratorio de referéncia

para exames especificos.

6.6.4.7 As culturas de V. cholerae 01 devem ser submetidas a testes
sorolégicos para determinagao dos sorotipos Inaba e Ogawa e provas com
plementares para a diferenciagao entre o V. cholerae 01 biotipo cholerae
e V. cholerae Ol biotipo eltor (ver Tabela 1), comumente realizados
pelos laboratérios de referéncia de Vibrio ao nivel de competéncia es

tadual e federal.

6.6.4.8 Apés 0 periodo determinado de incubagéo, os tubos contendo as
culturas em agar nutriente (ver 6.6.3.15), cujos testes sorologicos re

velaram a ocorrencia de aglutinagéo, serao identificados, tamponados
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com rolha de borracha estéril para posterior identificagao bioquimica.

6.6.5 Diferenciagao entre Vibrio e outros organismos oxidase-positiva
(ver Tabela 2).

TABELA 1 - Diferenciagao entre V. cholerae biotipo cholerae e

V. cholerae biotipo eltor

, V. cholerae V. cholerae ~
T L i - e—— —- — 0
este de Laboratorio Biotipo eltor Biotipo cholerae bservagoes
Hemolise de eritrocitos de (+) ) Ha biotipo eltor (-)
carneiro - Agar sangue 5%
Hemaglutinagao {1 gota de ~Culturas velhas do biotipo
suspensao espessa de bac cholerae poderac ser positi
terias + 1 gota de suspen (+) {-) vas.
sao a 2,5% de eritrocitoes -Ha biotipo eltor que nao e
de galinha) _ henaglutinante.
Teste de Voges-Proskauer Pode ser variavel principal
(em meio de Clark Lubs 18- (+) (-) mente para o biotipo eltor.
-24 horas).
Sensibilidade ao sulfato ) (+) Melhor meio para o teste:
de polimixina B (discos . ¢ Mueller Hinton
. resistente sensivel
com 50 unidades);
Sensibilidade ao fago (-) (+)
Classico IV resistente sensivel '
Eltor 5 (+) (-)
sensivel resistente

6.6.5.1 Teste do fio ("string test"): com uma alga de inoculagao, de *
vidamente flambada e esfriada, transferir um pequeno inoculo do cresci
mento do égar nutriente inclinado para uma lamina contendo uma gotade
solugao aquosa a 5% de desoxicolato de sodio e misturar.
- reagao positiva: a suspensao perde a turbidez e forma-se um
fio mucoso quando se levanta lentamente a alga;

- reacdo negativa: auséncia da formagao de fio apos 2 minutos

Nota: O resultado do teste do fio nao interfere no prosseguimento da

pesquisa, servindo apenas para auxiliar o diagnostico.

6.6.5.2 Teste para verificar a atividade das descarboxilases ("Decar

boxylase Base Moeller")

Com uma alga de inoculagao, devidamente flambada e esfriada, retirar
uma pequena quantidade do crescimento do égar conservagao de 18 a 24
horas e inocular em um tubo com meio para teste da descarboxilagao da
lisina, um tubo para descarboxilagao da ornitina, outro tubo com o}

meio para o teste da hidrolise de arginina e um quarto tubo contendo
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TABELA 2 - Diferenciagdo entre vibrides e outros generos

oxidase positiva (1)

. Propriedade do ggnero
Caracteristica
Vibrio Aeromonas Pseudomonas Plesiomonas
Oxidase + + + +
Glicose (Oxidagao) + + + +
Glicose (Fermentacao) gas - v(2) - -
acido + + - +
Lisina descarboxilase + v{2) v(2) +
Ornitina descarboxilase + - v(2) +
Arginina hidrolase - + v(2) +
Manitol + + v(2) -
Inositol - - v(2) +
Sensib}lidade @ agente vi
briostatico 0/129 + - - +
Teste do fio ("string test") + v{2) - -
(1) - Estas caracteristicas se aplicam a maioria das espécies do genero, mas existem excegoes.

(2) - Variavel.

a base sem nenhum aminoécido, funcionando como controle do téste.Ach§
centar a cada um dos tubos algumas gotas de vaselina liqﬁida esteril,
a fim de formar uma fina camada na superficie. Incubar a 35-37°C e ob
servar diariamente durante quatro dias. )
Efetuar a leitura considerando:

- descarboxilagao da lisina: coloragao roxa (alcalinizagao do meio)

prova positiva;
- descarboxilacgao da ornitina: coloragao roxa (alcalinizagao do meio)

prova positiva;
- hidrolise da arginina: coloragao amarela (acidificagao do meio) pro

va negativa;
- controle: coloragdo amarela (acida) - fermentagao da glicose. O tubo
controle devera permanecer sempre acido em todo o periodo de obser

vagao.

6.6.5.3 Teste para verificar a fermentagao de carboidratos

Para o teste de fermentagao, os tubos contendo o meio de Hugh & Leifson
(OF) com glicose, manitol e inositol (1%) sao previamente aquecidos em
banho-maria durante, aproximadamente, 10 minutos para remover o oxig§

nio existente em seu interior e esfriados rapidamente antes do uso.
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Inocular a cultura em teste pelo procedimento de picada em profundidade.
Logo apos a inoculagao, acrescentar algumas gotas de vaselina liqliida
esteril, a fim de formar uma camada de, aproximadamente, 5 mm sobre a
superficie do meio. Incubar a 35-37°C e observar diariamente durante
14 dias. Efetuar a leitura,considerando:

a) coloragao amarela: fermentagao do agﬁcar;

b) coloragao verde: ausencia de fermentagao.

6.6.5.4 Teste de oxidagao da glicose, segundo Hugh & Leifson (OF)
Para o teste de oxidagao, inocula-se o meio de Hugh & Leifson com gli
cose pelo procedimento de picada (profundidade de 2 a 3 mm). Incubar

a 35-37° e observar diariamente durante 4 dias. Efetuar a leitura, con

siderando:
- coloragido amarela: oxidagao do agucar;

- coloracao verde: auséncia de oxidagao.

6.6.5.5 Sensibilidade ao sulfato de polimixina

Para esta prova, pode-se usar discos impregnados com 50 pug de polimi
Xina B ou incorporagao de 15 ug/mL do antibiotico ao meio de Mueller-
~-Hinton. A partir da cultura em teste (em caldo nutriente com 2 a 4
horas de incubagao), inocular placas de meio Mueller Hinton, com auxi
lio de um "swab" esteril. Deve-se fazer sempre placas controle com cul
turas conhecidas de V. cholerae biotipo cholerae (cléssico)ey:dkﬂemm
biotipo eltor. Colocar os discos de polimixina 50 pg, fazendo uma leve
presséo sobre o meio de cultura, e deixar durante aproximadamente uma
hora a 4°. Logo apos, incubar a 35-37°C durante 18 horas.O V. cholerae
biotipo cholerae (classico) e sensivel a essa concentragao de polimi
xina, apresentando um halo de inibigao ao redor do disco. O biotipo
eltor é resistente ao antibiotico nessa concentragao e nao apresenta
nenhuma zona de inibigao ao redor do disco.

6.6.5.6 Prova de Voges-Proskauer

Inocular um tubo com meio de MR-VP (Clark Lubs) com a cultura em: tes
te e incubar a 35-37° durante 24 horas. Transferir 1 mL da cultura pa
ra um tubo de ensaio. Adicionar 0,6 mL da solugao alcoolica de alfa
naftol a 5% e 0,2 mL de uma solugao de hidroxido de potéssio a: 40% ,
agitando bem apos a adigao de cada solugao. Reagao positiva ocorre ime
diatamente ou dentro de 5 minutos e e indicada pelo aparecimento de
uma coloragao vermelha. O desenvolvimento de uma coloragao alaranjada
em alguns testes devera ser descartada.

6.6.5.7 Teste de sensibilidade ao agente vibriostatico 0/129

Para o teste de sensibilidade ao agente 0/129 (2,4-diamino-6,7-fosfato de
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diisopropil pteridina), preparar caldo das culturas em teste (BHI®-14 a
16 horas, 35-379C) e inocular as placas de agar nutriente conUﬂmo(V129
na concentragéo de 150ug/mL. Paralelamente, realizar placas-controle
sem o agente vibriostatico. As culturas que apresentarem crescimento na
placa-controle e ausencia de crescimento na placa contendo CVl&?s&acqg
sideradas sensiveis ao agente vibriostatico.

6.6.6 Teste para verificar a fermentagéo da manose, sacarose e arabi

nose, segundo classificagéo de Heiberg
Para o teste de fermentagao, os tubos contendo o meio de Hugh & Leifson

(OF) com manose, sacarose e arabinose a 1% sao previamente aquecidos

em banho-maria durante dez minutos - para remogao do oxigénio existen
te em seu interior - e esfriados rapidamente antes do uso. Inocular a
cultura em teste pelo procedimento de picada em profundidade. hx§>apés
a inoculagao, acrescentar algumas gotas de vaselina liqﬁida esteril, a
fim de formar uma camada de, aproximadamente, 5 mm sobre a superficie
do meio. Incubar a 35-37°C e observar durante 14 dias. Efetuar a leitu
ra,considerando:
a) coloracao amarela: fermentagao do agucar;

b) coloragdo verde: auseéncia de fermentagao.

Nota: V. cholerae, segundo © padrao de fermentagao da manose, sacaro
se e arabinose, pode ser classificado em oito diferentes grupos
de Heiberg. Na Tabela 3, sao apresentados os grupos bioquimicos
de Heiberg, sendo os grupos I e II os mais comumente associados
as epidemias de colera. .

TABELA 3 - V. cholerae - Grupos bioquimicos de Heiberg

Grupo Manose Sacarose Arabinose
I + + -
IT - + -
I1T + + +
Iv - + +
v + - -
VI - - -
VIT + - +
VIII - - +

13 Brain Heart Infusion.
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6.6.7 Diferenciagao bioquimica das espécies do género Vibrio

Em determinaaas circunstancias especificas, se faz necessaria uma iden

tificagao bioquimica mais completa para a diferenciagao do V. cholerae

das demais espécies do género Vibrio, sendo, nesse caso, utilizadas as
provas bioquimicas recomendadas por Colweel, R.R. (1984) e Baumann et al.
(1984).

Nota: O esquema de procedimento completo e apresentado na Figura 7.

6.7 Determinagao de V. cholerae em amostras de agua pela técnica de

tubos multiplos

A quantificagao de V. cholerae em uma dada amostra pode ser efetuada
pela determinagao do nimero mais provavel, atraves da técnica dos tu
bos multiplos. Esta tecnica consiste na inoculagao de volumes decres
centes da amostra em meio de cultivo adequado para o crescimento dos
microrganismos investigados, sendo cada volume inoculado em cada serie
de tubos. Através de sucessivas diluigdes da amostra, sao obtidos ino
culos, cuja semeadura oferece resultados negativos em pelo menos um tu
bo da serie em que os mesmos foram inoculados e a combinagao de resul
tados positivos e negativos permite uma estimativa da densidade origi
nal das bactérias investigadas (NMP), através da aplicacao de calculos
de probabilidade.

Para a determinagao do numero mais ‘provavel de V. cholerae em ambstras
de égua os volumes inoculados sao normalmente superiores aos dos uti
lizados para os indicadores de contaminagao fecal, ja que o V. cholerae
se encontra em menores densidades nessas amostras (ver 6.5). Os volu
mes mais comumente utilizados para éguas superficiais sao 1 000, 100 e
10 mL, em serie de 3 tubos, devido ao alto custo dos meios necessarios

para analise de Vibrio cholerae. Os volumes de 1 000 e 100 mL sao con

centrados em membrana filtrante e inoculados em meio de enriquecimen
to (APA).

6.7.1 Procedimento do metodo

a) Preparar o material necessario para realizagao de cada amos

tra e dispor na bancada em ordem:

- 3 erlenmeyers de 300 mL, contendo 100 mL de agua peptonada
alcalina para volumes de 1 000 mL da amostra.

- 3 erlenmeyers de 250 mL, contendo 50 mL de égua peptonada
alcalina para volumes de 100 mL da amostra.

- 3 tubos de 18 x 180 mm, contendo 10 mL de égua peptonada
alcalina concentragao dupla para volumes de 10 mL da amos
tra.
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Agua ou Esgoto

Tecnica de Moore

Meio de transporte Cary
e Blair ou agua peptonal
da alcalina concentrada

Membrana filtrante
0,45 um

Inoculagﬁo direta

dupla

Agua peptonada alcalina
concentracgao dupla

6-8 h 352C
Agar TCBS Agua peptonada alcalina
concentragao simples
- e
18-24 h 35¢C 6-8 h 3590
Agar TCBS
18-24 h 35eC
1 ’
‘Kligler ou IAL
18-24 h 3590 .
Oxidase*
2 . Sorologia
Agar nutriente , .
Soro polivalente anti-
18-24 h 352C -V. cholerae 01

l

. .
Serie bioquimica

Sorologia para determinaggo
dos sorotipos
Inaba e Ogawa

* O teste de oxidase nao deve ser realizado diretamente do meio de IAL.

FIGURA 7 - Esquema de procedimento
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b)

c)

d)

Proceder a marcagao dos erlenmeyers, anotando o numero da
amostra, o volume selecionado da amostra a ser inoculado,
a data e as posigoes que cada um dos erlenmeyers ocupar na
série de 3, com as letras A, B e C (ver Figura 8).

Para a serie de 1 000 mL: homogeneizar a amostra, medir um

volume de 3 litros e verter cuidadosamente no vasilhame de

pressao ja conectado a bomba de vacuo e ao porta-filtro de

142 mm, contendo membrana filtrante de 0,45 pm de porosida

de. Conectar a bomba e proceder a filtragao. A seguir, des

conectar a bomba e retirar cuidadosamente a parte superior
do porta-filtro e, com ajuda de uma pinga e uma tesoura, cu
jas extremidades tenham sido flambadas, dobrar a membrana
ao meio e cortar em 3 partes iguais. Colocar cada uma das

partes (concentragao correspondente ao volume de 1 000 mL)

nos erlenmeyers contendo 100 mL de APA, cortando cada peda

¢o em tiras pequenas. Homogeneizar bem para o desprendimen
to do material da superficie da membrana.

Para série de 100 mL: homogeneizar a amostra, medir um vo

lume de 100 mL e proceder a filtragao no porta-filtro de

47 mm e membrana de 0,45 pm de porosidade, como segue:

- retirar a parte superior do porta-filtro e, com uma pin
g¢a flambada e esfriada, colocar na base do suporte hofil
tro uma membrana esteril de 0,45 um de porosidade.

- recolocar a parte superior do porta-filtro, tendo cuida
do para nao danificar a membrana. Ajustar e rosquear.

- verter cuidadosamente no porta-filtro 100 mL da amostra,
evitando que a égua respingue;

- ligar a bomba de vacuo e proceder a filtracgao;

- apés a filtragao da amostra, enxaguar o porta-filtro tres
vezes, com porgdes de 20-30 mL de agua de diluigao esté
ril;

- desligar a bomba de vacuo ao finalizar a operagao. Evitar
secagem excessiva da membrana filtrante;

- retirar a parte superior do porta-filtro e, com auxilio de
uma pinga flambada e esfriada, retirar a membrana e colo
ca-la no erlenmeyer contendo 50 mL de APA, cortando anti
ras pequenas;

- recolocar a parte superior do porta-filtro e lavar com
20 a 30 mL de agua de diluicdo estéril e proceder a fil

tragcao de mais dois volumes de 100 mL, para completar a
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1 000 mL

100 mbL L

10 mL 4

3 litros da amostra _
concentragao em M.F. 142 mm 0,45 um

1L 1 L 1L
|
v Y
A B C
(} C 100 mL égua peptonada
‘I Amostra

100 mL 100 mL 100 mL

<::::::::><::::::::> M.F. 47 mm 0,45 pm

L_ ;)(, 4)(\ “j}‘*"50 mL agua peptonada

Amostra

10 mL 10 mL 10 mL
l

T
] - 10 mL égua peptonada
~T—™ concentragao dupla
A B| c
\l) \_/ \_/

Incubar 35-37°C
18 horas

Agar TCBS
35-37°C 18

h

IAL ou Kligler

Oxidase Sorologia
35-37°C 24 h '

FIGURA 8 - Esquema de Procedimento
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série de 3.

e) Para série de 10 mL: homogeneizar a amostra e transferir
10 mL para cada um dos 3 tubos contendo 10 mL de égua pep
tonada alcalina concentragao dupla.

f) Apos a inoculagao de todos os volumes da amostra (1 000,
100 e 10 mL), incubar os erlenmeyers e tubos a 35-37°C por
18 horas.

g) A seguir, proceder de acordo com 6.6.3.2 a 6.6.7.

7 RESULTADOS
O resultado final é emitido com base nas provas bioquimicas e sonﬂégi

cas.

Se o exame se limitar a pesquisa de V. cholerae O1 utilizando apenas
o soro polivalente 01, relatar o resultado como: ausencia ou presenga
de V. cholerae 01 na amostra examinada.

Se for realizada biotipagem com soros especificos, relatar o biotipo
(classico ou eltor) e o sorotipo (0Ogawa, Inaba ou Hikojima) identifi
cado.

Quando for empregada a técnica de tubos multiplos, a densidade de V. cholerae

01 deve ser expressa como NMP de Vibrio cholerae 01 por 100 mL, o qual

e obtido atraves de tabela especifica, em que sao dados os limites de
confianga de 95% para cada valor do NMP determinado. '
A Tabela 4 apresenta o NMP para varias combinagoes de resultados posi
tivos e negativos, quando sao inoculadas 3 porgoes de 10 mL, 3 porgoes
de 1 mL e 3 porgoes de 0,1 mL da amostra. Entretanto, esta Tabela tam
bem pode ser utilizada quando volumes maiores ou menores da amostra
sao inoculados. Neste caso, procura-se o cédigo formado pelo numero de
erlenmeyers e tubos com resultado positivo para V. cholerae obtido nas
trés series consecutivas inoculadas, verificando-se o valor de NMP cor

respondente a ele. O NMP/100 mL sera dado atraves da seguinte formula:

10

maior volume inoculado

NMP correspondente ao cédigo X

Considerando-se o seguinte exemplo:

Volumes decimais Serie NMP Calculo
. ' Codigo correspondente do NMP/100 mbL
inoculados A B C Ay
ao_codigo NMP

1 000 mL + + + 3

100 mL + + 2 93 93 x 10 0,93

1 000 ’
10 mL - - - 0 .
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TABELA 4 - Indice de NMP e limites de confianga de 95% para

varias combinagoes de resultados positivos e nega

tivos quando sao utilizadas 3 porcoes de 10mL, 3

porgoes de 1 mL e 3 porgoes de 0,1 mL.

mL

95% de limite de

N° de tubos com reagao positiva de: ingice
3 de 10 mL 3 de 1 mL 3 de 0,1 mL NMP/JEO
0 0 0 <3
0 0 1 3
0 1 0 3
1 0 0 4
1 0 1 7
1 1 o) 7
1 1 1 11
1 2 0 11
2 0 0 9
2 0 1 14
2 1 0 15
2 1 1 20
2 2 0 21
2 2 1 28
3 0 0 23
3 0 1 39
3 0 2 64
3 1 0 43
3 1 1 75
3 1 2 120
3 2 0 93
3 2 1 150
3 1 2 210
3 3 0 240
3 3 1 460
3 3 2 1 100
3 3 3 z2 400

confianca

Minimo | Maximo
<0,5 9
<0,5 13
<0,5 20
21

1 23
3 36
3 36
1 36
3 37
3 44
7 89
4 V47
10 150
120

130

15 380
210

14 230
30 380
15 380
30 440
35 470
36 1 300
71 2 400
150 4 800
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ANEXO A - PRESCRIGOES GERAIS

Cuidados de seguranga na coleta de amostras

a)

b)

c)

d)

e)

)

g)

Para o transporte dos sacos‘plésticos contendo as mechas, usar
caixas com tampa de material apropriado, passivel de ser auto
clavado ou submetidoc a adequado processo de desinfecgao no la
boratorio;

Apds a colocacao das mechas nos sacos plasticos, coloca-los,
individualmente, dentro de outro saco pléstico autoclavével;
Apés o uso, o macacao de mangas compridas deve ser autoclavado
antes de ser encaminhado para a lavagem.

Nota: Aventais utilizados na coleta deverao ser guardados em
armarios separados.

Durante a colocagéo das mechas nos sacos plésticos, se ocorre
rem respingos de esgoto na roupa de protegao do coletor, usar
um desinfetante adequado (hipoclorito de sodio a 2%);

Apés a coleta, retirar a roupa de protegéo e coloca-la em saco
plastico para posterior desinfecgao no laboratorio;

Apés a retirada das luvas, desinfetar as maos com um desinfetan
te adequado;

Antes da remogao das luvas contaminadas pelo manuseid da mecha,

o coletor nao deve tocar em outras partes do corpo.

Materiais de seguranca necessarios para a coleta de amostras

a) Capuz com visor pléstico, de tecido adequado, descartévél,
para protegao da face contra respingos de esgoto, no momento
da retirada da mecha e na colocagao no saco pléstico que con

tem o meio de transporte;

b) Macacao de mangas compridas, de tecido de algodao ou similar,

sobre o qual e colocado um avental de tecido adequado, descar
tével, com comprimento abaixo do joelho, para protegéo da QE
ce anterior do corpo;

¢) Luvas descartaveis de cano longo, com elastico;

d) Sapatilhas descartaveis, se necessario.

Solugao de hipoclorito de sodio para desinfecgao de aventais,

luvas, mascaras, etc.

a) Solugéo—estoque de hipoclorito de sodio a 10%

Formula:
Hipoclorito de S0diO...eeseecceoscanccneans 10,0 mL
Agua destilada..ceeiereeersasenasnosnnsoess 100,0 mL
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Preparo:

Adicionar 10 mL de hipoclorito de sodio em uma proveta e com
pletar o volume com égua destilada. Armazenar em frasco escu
ro bem vedado por breve periodo de tempo.

b) Solugao para desinfecgao

Adicionar 1 mL da solugao-estoque de hipoclorito de sodio a
10% em 100 mL de agua destilada (a concentragao final de clo
ro livre estara em torno de 4,0 mg/L).

2 Preparo de pilulas de vascar para o meio de IAL

A—
A-2.1 As pilulas de vascar s3o utilizadas como anel vedatorio entre

as duas fases do meio de IAL. Para facilitar o preparo, é utilizado um
sistema que consta de uma placa de acrilico de 250 mm de largura e 300
mm de comprimento perfurada com orificios de 7 mm de difmetro, colocada
e ajustada em um suporte de madeira (ou acrilico) com trés bordas ele
vadas servindo como base (ver Figura 9).

lalal T LY T
COrOO Mmoo
RS LK ¥ X R N
bl SR R AR Y

:*:5 mm

Lamina de acrilico
. perfurada

Suporte-base

Adis

Vista frontal

FIGURA 9

A-2.2 Técnica

Acoplar a lamina de acrilico perfurada no suporte-base e verter a mistu
ra de vascar fundido ate o preenchimento de todos os orificios. Retirar o
excesso com espétula e colocar o sistema lamina-suporte em geladeira ou
“"freezer" por 30 minutos para que ocorra solidificagao total da mistura.
Retirar as pilulas, agora formadas, com bastao de vidro ou barra de me
tal ou madeira que possua menor diametro que as mesmas. Coloca-las em tu
bos de ensaio de 12 x 120 mm antes de adicionar a fase inferior de 1i

sina-motilidade ou conservar em geladeira ate o momento de serem usadas.

A-3 Controle de esterilidade das solugoes e meios de cultura

Apos terem sido preparados e antes de serem usados, quaisquer solugoes
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ou meios de cultura devem ser testados quanto a presenga de fungos ou

de bacterias contaminantes.

A-4 Cuidados especiais com a vidraria

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

A-5 Lavagem e esterilizagao do equipamento de filtragao
(Vasilhame de pressao e porta-filtro) Ver Norma CETESB M1.001.

A-6 Desinfecgao do equipamento de filtragao (vasilhame de pressaoc, por-

ta-filtro e mangueiras)

Apés a concentragao da amostra, fazer passar pelo sistema de filtragao
5 L de uma solugao de hipoclorito de sodio a 2% de cloro livre por 1i
tro e deixar esta solugao em contato durante uma hora. Esgotar entao a
solugao de hipoclorito de sodio e fazer passar 5 L de uma solugao de
tiossulfato de sodio a 0,5% para neutralizar o cloro residual. A veri
ficagao desta neutralizagdo é feita colocando-se 0,5 mL de solugao de
ortotoluidina (1 mg/L) em um volume de 9,5mL da agua que sai do sistema. A au
sencia de coloragao na agua indica que o cloro residual foi neutrali
zado. Esgotar entao a solugao de tiossulfato de sodio e fazer passar
cerca de 5 litros de égua destilada. Esgotar a égua do sistema e vedar

a entrada e a saida das mangueiras com folha de aluminio.

/ANEXO B



52

CETESB/L5.507

/ANEXO B



CETESB/L5.507 53

ANEXO B - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

B-1 AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION. Microbiological examination
of water. In: Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater., 172 ed., Washington, APHA, AWWA, WPCF, 1989,
Part 9000,

B-2 BARUA, D.; & BURROWS, W. - Cholera - William B. Saunders Company.
Philadelphia, 1974.

B-3 BAUMANN, P. FURNISS, A.L. & LEE, J.V. Genus I. Vibrio. In: KRIEG,
N.R. & HOLT J.G. (eds). Bergey's Manual of Systematic Bacteriology
Vol. 1, Baltimore, Williams & Wilkins, 1984, p. 518-538.

B~4 BBL MANUAL OF PRODUCTS AND LABORATORY PROCEDURES, 5%ed., Canada,
Division of Becton, Dickinson and Company, 1973, p. 1-211.

B-5 BIER, O.: Bacteriologia e Imunologia, 22% ed., Sao Paulo, Melho
ramentos, 1982, p. 535-542.

B-6 BOLETIM EPIDEMIOLOGICO - Colera em 1970. Ministério da Salde -
~ , ]
Centro de Investigagoes Epidemiologicas. Vol. (ANO) III, N9 18
- semanas 35 e 36, 1971.

B-7 BOLETIM EPIDEMIOLOGICO - A cbdlera e outras vibrioses. Ministério
da Saude - Fundagdo SESP - Divisdo de Epidemiologia, Estatis
tica e Informagao. Vol. (ANO) VI, N¢ 15 - semanas 29 e 30, 1974,

}

B-8 BOLETIM EPIDEMIOLOGICO - La situacion del colera em las Americas.

Organizagéo Panamericana de Saﬁde, 13 (1), 1991, 24p.

B-9 CETESB - Prova de adequabilidade biologica da agua destilada para

fins microbiologicos. S3o Paulo, 1985 (Norma Tecnica  15.215).

B-10 . Lavagem, preparo e esterilizagao de materiais em labora

toério de microbiologia. Sao Paulo, 1986 (Norma Téecnica M1.001).

B-11 . Controle de qualidade de meios de cultura. Sao Paulo, 1987,
(Norma Teéecnica L5.216).




CETESB/L5.507

. Guia de Coleta e Preservacao de Amostras de Agua, Sao

Paulo, 1988, 150 p.

COLWEEL, R.R.; WEST. P.A.; MANEVAL, D.; REMMERS, E.F.; ELLIOT,
E.L.; CARLSON N.E. Ecology of pathogenic vibrios in Chesapeake
. Bay. In: Colweel, R.R. (ed.) Vibrios in the environment, New
York, John Wiley & Sons, 1984, p. 367-87.

DIFCO LABORATORIES. Difco manual: dehydrated culture media and
reagents for microbiology, 10 ed., Detroit, 1985, 1155 p.

FARMER III, J.J.; HICKMANN-BRENNER, F.W. & KELLY, M.T. Vibrio.
In: LENNETTE, E.H. et al (eds), Manual of Clinical Microbiology,
42 ed., Washington D.C., American Society for Microbiology,
1985, p. 282-301.

FEACHEM, R.G.; BRADLEY, D.J.; GARELICK, H. & MARA, D.D.: Sanitation
and Disease - Health Aspects of Excreta and Wastewater Management,
Chichester, John Wiley & Sons, 1983 p. 297-325.

FELSENFELD, 0. - A review of recent trends in cholerae research
and control. BWHO, 34: 161 - 195, 1966. '

GUIDELINES FOR CHOLERAE CONTROL - Genebra, WHO, (1974-1975) notas
p. 98, 123 e 222.

HOFER, E. - Metodos de isolamento e identificagéo de _\_I. cholerae.
Instituto Osvaldo Cruz - Rio de Janeiro, RJ, 1974.

MARTINS, M.T. Ecologia de Vibrio cholerae no ecossistema amémi

co. Tese de Livre Docéncia. Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de Sao Paulo, 1988, 222 p.

PESSOA, G.V.A. & SILVA ,'E.A.M. Milieu pour 1l'identification présomptive
rapide des enterobacterias, des aeromonas et des vibrions. Ann.
Microbial. Ins. Pasteur), 215-A: 341-347, 1974.

SMITH JR., H.L. Serotyping of non-cholera vibrios. J.Clin. Microbiol.,
10: 85-90, 1979.




CETESB/L5.507 55

World Health Organization - Cholera - The epidemic in Peru Part. I.
Weekly Epidemiological Record, n? 9, 01 March 1991.

World Health Organization - Cholera - The epidemic in Peru Part.II,
Weekly Epidemiological Record, n? 10, 08 March 1991.




