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INTRODUCAO

A lavagem, preparo e esterilizacao de vidraria e outros materiais
constituem um conjunto de atividades desenvolvidas como suporte aos
varios processos de analises microbioldgicas e é de fundamental . im
portancia que se tomem cuidados especiais em sua execugao e se de
senvolva um programa de controle de qualidade para avaliar a adequa
gao dos metodos e procedimentos empregados, visando garantir a con
fiabilidade dos dados analiticos gerados no laboratorio.

Messe sentido, materiais de laboratorio - englobando vidraria, mate
riais plésticos e determinados equipamentos - que nao estejam quimi
camente limpos, podem determinar perdas consideréveis,incluindopeg
da de tempo e invalidando dados analiticos em laboratdrios de micro
biologia. Um fato que deve ser considerado e quecontaminantesquim;
cos que podem afetar adversamente os resultados de analises micro
biologicas usualmente sao de dificil detecgao atraves de uma simples
inspegao visual e, em decorrencia disto,é fundamental ‘que uma 'ateg
gao especial seja dada a todo. processo de lavagem de materiais.Isso
requer treinamento adequado dos técnicos responsaveis pela execugao
dessas tarefas e é imperativo que o supervisor destas atividades com
preenda a necessidade de materiais nao apenas limpos mas quimicamen
te limpos para uso no laboratorio. Nesse sentido, supervisores com
petentes, cientes dessa necgssidade, podem conseguir a qualidade de
limpeza que € requerida em laboratdrios de microbiologia, mesmo tra
balhando com pessoal de diferentes niveis de escolaridade. Ainda em

relagdo a lavagem de materiais, é fundamental também a selegao ade
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quada do detergente a ser utilizado, considerando que alguns deles
podem ter influéncia no crescimento de microrganismos e, caso nao
sejam totalmente removidos da vidraria, poderao comprometer a quali
dade das analises.

Quanto a esterilizagao, é requerida a selegao adequada do processo
a ser empregado em fungao do tipo de material a ser esterilizado, bem

como a avaliagao da eficiéncia desses processos.

1l OBJETIVO

Esta Norma prescreve os procedimentos para lavagem, preparo € este
rilizagao de vidraria e outros materiais utilizados em laboratorios
de analises microbiologicas de amostras ambientais (agua, esgoto,se

dimento, etc).

2 NORMAS COMPLEMENTARES

Na aplicagao desta Norma é necessario consultar:

a) L5.009 - Seguranga e higiene do trabalho em laboratorio de mi
crobioclogia; ’

b) L5.010 - Avaliagdo de laboratorios de analises bacteriologicas
de agua;

c) L5.011 - Ensaio para verificar a toxicidade de detergentes pa
ra lavagem de material de laboratorio;

d) L5.201 - Contagem de bactérias heterotroficas;

e) L5.215 - Prova de adequabilidade biolégica da égua destilada
para fins microbioldgicos;

f) L5.216 - Controle de qualidade de meios de cultura.

3 DEFINICOES

Para os efeitos desta norma sao adotadas as definicoes 3.1 a 3.9.

3.1 Descontaminagao prévia do material

Atividade obrigatéria a ser realizada antes da lavagem de toda a vi
draria e outros materiais que foram utilizados na realizagao de ana
lises microbiolégicas. A execugao dessa atividade ¢ imperativa para
garantir a seguranga dos técnicos responséveis pela lavagem e evi
tar a contaminagao dos corpos receptores nos quais sao lancados os
despejos da lavagem desses materiais. E efetuada usualmente através
de autoclavagao desse material a 121°C durante 30 minutosPara itens
nao resistentes a autoclavagao, utilizar um processo de desinfecgao

adequado.
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3.2 Lavagem

Operagao de limpeza, realizada manual ou mecanicamente, para a remo
gao completa de quaisquer residuos que permanegam aderidos ao mate

rial apos o seu uso.

3.3 Preparo do material

Conjunto de atividades executadas apés a lavagem do amterial e antes
de sua esterilizacao e que sao especificas para cada material em
fungao de sua utilizagao posterior. Inclui o acondicionamento  ade

quado do material para sua esterilizagao.

3.4 Esterilizagao

Processo através do qual sao destruidos todos os organismos vivos
presentes em um determinado meio ou material (virus, protozoérios e

formas vegetativas ou esporuladas de bactérias e fungos).

3.5 Esterilizagao por calor seco

Processo baseado na exposigéo do material ao ar quente, provocando
a morte dos microrganismos devido a desnaturagao de suas proteinas.
Para esse processo sao empregadas estufas de esterilizagao, com ex

posigao do material a temperaturas de 170 a 180°C durante duas horas.

3.6 Esterilizacao por calor umido

Processo baseado na combinagao de temperatura elevada com alto grau
de umidade, provocando a morte dos microrganismos por desnaturagao
de suas proteinas. O processo mais empregado e a autoclavagao, com
exposicao do material a temperatura de 121°C durante 15 minutos.

3.7 Esterilizagao por radiacoes ultra-violeta

Processo baseado na exposigao do material a radiagao ultra-violeta,
determinando a morte dos microrganismos provavelmente devido a des

truigao fotoquimica de seus acidos nucleicos.

3.8 Esterilizagao por microondas

Processo baseado na exposigéo do material a microondas com frequég
cia de 2450 MHz (forno de microondas), que causam a morte dos micro

organismos.

3.9 Detergentes

Substancias organicas sintéticas, que teém agao limpadora como os sa
boes, devido a combinagao de uma série de propriedades, entre as
guais se incluem: decréscimo da tensao superficial, agéo umectante,
emulsificante, dispersante e formagao de espuma. O ingrediente bési
co dos detergentes & uma substancias organica com propriedade tenso-
ativa de superficie em solugoes aquosas, que e chamado de agente
surfactante.
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O detergente a ser utilizado na lavagem de materiais e vidraria de
vera ser previamente testado para verificar sua adequagéo a0 uso em
laboratorios de microbiologia (ver Norma CETESB/L5.011).

4 APARELHAGEM

4.1 Materiais e equipamentos para o processo dedescontaminagéopré

via do material

4.1.1 Autoclave

Deve ter tamanho suficiente para permitir a circulagao do vapor ao

redor do material a ser esterilizado por esse metodo e ser equipada
com valvula de 'seguranga, com um manometro e com um termometro, cu
jo bulbo ficara na direcao da linha de escape do vapor condensado
(dreno). A autoclave € normalmente operada a uma pressao de vapor
de 15 libras por polegada quadrada, produzindo, em seu interior,uma
temperatura de 121,600 ao nivel do mar. Deve-se observar, em seu fun
cionamento, a substituigao por vapor de todo o ar existente na cémg
ra. A operacao total de uma autoclave deve durar na maximo uma hora,
sendo recomendado o acompanhamento dos ciclos de operagao e 0s re
gistros de tempo-temperatura. E recomendavel que a autoclave atinja
a temperatura de esterilizacao de 121°C em 30 minutos e mantenha es
sa temperatura durante o periodo de esterilizagao. E  aconselhavel
que o laboratorio disponha de uma autoclave a ser utilizada especl
ficamente para esterilizacgao de materiais contaminados e outra, pa
ra esterilizagao de materiais recem-preparados e meios de cultura e
solugoes.

4.1.2 Caixas de ago inoxidavel

Devem ser ¥azadas, com tampa e alga, e ter dimensoes adequadas para
o acondicionamento de materiais que serao esterilizados em autocla
ve. Usar caixas nao vazadas para esterilizacgao de vidraria que se
ra autoclavada =m solubéo de detergente (placas de Petri de vidro,
pipetas).

4.1.3 Alcoometro

Empregado para preparo de alcool a 70% a ser utilizado na desconta

minagao de itens plasticos nao resistentes a autoclavagao.

4,2 Materiais e-.equipamentos para lavagem de materijais

4.2.1 Lavador mecanico de vidraria

Construido geralmente de ago inoxidavel, equipado com varios aces
sorios que permitem acomodar diversos tipos de vidraria. Realiza ci

clos de lavagem, drenagem e enxaglie automaticamente.

4.2.2 Lavador automatico de pipetas

Construido em plastico rigido ou em ago inoxidavel e resistente a
acao das solugoes utilizadas na lavagem. O conjunto se compoe de dois
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depdsitos: uma cesta e um sif@o lavador. O deposito do sifao tem
duas conexoes, sendo uma ligada diretamente a entrada de égua cor

rente e a outra, ao esgoto.

4,2.3 Destilador de égua ou aparelho para desionizagao

Deve produzir agua nao téxica, livre de substancias que impecam ou
interfiram na multiplicagao bacteriana, que sera utilizada para o

enxagie final da vidraria.

4.2.4 Detergente

Deve ser livre de fosfatos e sua adequagao ao USO em laboratorios
de microbiologia deve ser testada previamente (ver Norma Técnica
CETESB 1L5.011).

4,2.5 Gaspilhoes

De tamanhos diversos.

4.2.6 Esponjas de espuma

4.3 Materiais para o preparo de vidraria

4.3.1 Algodao hidrofobo

4.3.2 Algodao hidrdofilo

4.,3.3 Gaze hospitalar

4.3.4 Papel Kraft

4.3.5 Papel aluminio

" 4.3.6 Elastico

4.3.7 Estojos de aco inoxidavel

De dimensoes adequadas para o acondicionamento de pipetas a serem
-

submetidas a esterilizagao por calor seco.

4.3.8 Caixas de ago inoxidavel

Devem ser vazadas, com alga, e ter dimensoes adequadas para acondi

cionamento de vidraria a ser esterilizada por calor seco.

4,4 Materiais e equipamentos para 0s processos de esterilizagéo

4.4.1 Autoclave

Deve ter as caracteristicas descritas no item 4.1.1.

4.4,2 Estufa para esterilizagao e secagem

A estufa deve acondicionar pipetas, placas de Petri, frascos para
colheita e toda vidraria e aparelhagem ¢que pode ser esterilizada: pPOT
calor seco e ter capacidade suficiente para permitir a circulagéo

do ar quente ao redor do material a ser esterilizado. Deve ser equi
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pada com um termometro e um termostato e operar normalmente a uma
temperatura de 170°C a 180°C. ©O tempo de esterilizagao para a maior

parte da vidraria é de 2 horas, a temperatura de 170°C a 180°C.

4.4.3 PForno de microondas

Deve ter dimensoes adequadas para uso em laboratério, e emitir mi
croondas com freqiiencia de 2450 MHz. Deve atender ao padrao interna
cional que limita a densidade de poténcia a 1 mW/cm® a uma  distan

cia de 5 cm do forno.

4.4.4 Lampadas germicidas (ultra-violeta)

Sao lampadas que emitem radiagdes ultra-violeta, com agdo  germici
da. Sao usadas para descontaminacao de porta-filtros, entre as su
cessivas séries de filtragao, e para esterilizagao de placas de Pe
tri de plastico nao autoclavavel usadas na técnica de membrana fil
trante. Para a total eficiéncia do processo, devem ser observados os
seguintes pontos:

a) as superficies a serem esterilizadas nao devem conter re
siduos de nenhuma espécie, pois a poeira acumulada  dimi
nui o poder germicida da lampada;

b) a distéancia entre a lampada e a superficie a ser esteri
lizada deve ser a minima possivel;

c) deve-se efetuar a limpeza das lémpadas mensalmente, utili
zando-se um pedago de pano embebido em etanol;

d) a eficiéncia da lampada germicida deve ser avaliada pe

riodicamente (ver Anexo B.4.1.).

4.4,5 Bioindicador

Ampolas contendo esporos de Bacillus stearothermophilus em suspen

sao, a serem utilizadas no controle da eficiéncia do processo de es

terilizacao em autoclave (ver Anexo B.2).

4.4.6 Fitas-controle dos processoé de esterilizagao

Fitas especiais que apresentam faixas com material sensivel ao ca
lor, que mudam de cor em fungao da exposigao a temperaturas eleva
das. Devem ser usadas como um controle de que o material foi subme
tido a esterilizacao (calor seco ou calor uUmido), mas a mudanca de
cor destas faixas nao garante a eficiéncia do processo de esterili

zagao.

4.5 Material de seguranga

4.5.1 Aventais de plastico

Devem ser de pléstico resistente e de comprimento adequado para a

protecao do técnico durante os processos de lavagem.



CETESB/M1.001 7

4,5.2 Aventais de tecido

Para uso obrigatério por todos os técnicos na execugéo de quaisquer
atividades laboratoriais. Antes do encaminhamento para lavagem, o0S
aventais devem ser esterilizados em autoclave a 121°C durante 30 mi

nutos.

4,5.,3 Luvas de amianto

4.5.4 Luvas de borracha

4,5.5 Protetor facial

De utilizacao obrigatéria (juntamente com mascara com filtro adequa

do e luvas) no preparo de solugao de acidos a serem empregados na

lavagem de materiais.

4.5.6 Calgados de seguranca

Calgados fechados ou botas plésticas de cano alto, para uso como

protegéo no processo de lavagem de materiais.

5 EXECUGAO DO ENSAIO

5.1 Reagentes

Para o preparo das solucoes utilizadas na lavagem de vidraria e ou
tros materiais e de solugoes a serem adicionadas a materiais em seu
preparo antes da esterilizagao, sao os seguintes os reagentes neces
sarios:

a) acido cloridrico fumegante (HCl1l a 37%) p.a.;

b) acido etilenodiaminotetracético (sal dissodico), p.a.;

¢) alcool etilico comercial;

d) bicarbonato de soddio (NaHCO,) p.a.;

e) detergente liquido (Extran MA-01 alcalino, Teepol ou simi

lar);

f) formol comercial (formaldeido a 37%);

g) hidrdoxido de sodio (NaOH) p.a.;

h) pﬁrpura de bromocresol, p.a.;

i) sulfito de sodio (Na,805) p.a.;

j) tiossulfato de soddio (Na,5,05) p.a.

5.2 Solugoes

5.2.1 Solugoes empregadas na lavagem de vidraria

5.2.1.1 Solucao de detergente nao toxico a 0,1%

Formula:
Detergente 1i0uido...ceeeeviieereeneeeacnnonnnns 1 mL

BEUA GuS.Dvereeeeneeensenacacnonsasscasssasansssas 1 000 mL
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Preparo:
Medir o volume desejado de agua e adicionar 1 mL de detergente para

cada litro de agua utilizado.

5.2.1.2 Solugéo de acido cloridrico a 1% (ver Anexo A-2)

Formula:
Acido cloridrico fumegante (HCl a 37%) Pe@eececsns 10 mL
Agua destilada g.S.Deeeeereeeecccsrssenessenssaass 1 000 mL
Preparo:
Medir o volume desejado de agua destilada em recipiente adequado e
adicionar vagarosamente 10 mL de acido cloridrico fumegante para ca
da 990 mL de agua utilizados.
Nota: Adicionar o acido a égua € numnca a égua ao acido. Usar prote
tor facial, mascara com filtro adequado e luvas para o prepa

ro dessa solugao.

5.2.2 Solugdes empregadas na descontaminacgao previa de itens plas

ticos nao autoclavaveis

5.2.2.1 Solugao alcoolica de formol a 0,4%
Formula: ' .
Formol (formaldeido @ 37%) . .eeeeeeeeeereeeecennens 4 mL
Alcool etilico a 70% Q.S.DPeveeeereeeeocnneeasssass 1 000 mL
Preparo:

Medir o volume desejado de alcool etilico a 70% em recipiente  ade
quado e adicionar 4 mL de formol para cada 996 mL de alcool utiliza
dos.

5.2.2.2 Solugao de alcool etilico a 70%

Formula:

Al1cool etilico.. e iieneiieeneeeeeeaaanasncsaasnass 700 mL
A UB e ¢ttt ettt tteetseenesesseesaseasaessneeasnaass £ 300 mL
Preparo: '
Medir 700 mL de alcool etilico comercial em recipiente adequado e
adicionar uma quantidade de égua (aproximadamente 200 a 300 mi) su
ficiente para obter uma solugao com teor de 70% de alcool. Essa ve

rificacao é feita através do uso do alcoometro.

5.2.3 SolugSes para tratamento de tampas plésticas (ver Anexo A-1)

5.2.3.1 Solucado de hidroxido de sodio 3N

Formula:

Hidroxido de SOAio Pe@uveeeveceoesocesssossassanns 120 g
Agua destilada g.S.D.veeeeeceessascsosseensssnssss 1 000 mL
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Preparo:
Pesar 120 g de hidroxido de sédiot colocar em um balao volumétrico
e completar o volume para 1 000 mL com agua destilada. Agitar até

a completa dissolugao do reagente.

5.2.3.2 Solugao de acido cloridrico 1N

Formula:
Acido cloridrico fumegante (HCl a 37%) p.2........ 83,5 mL
Agua destilada G.S.Deeeeeenneeeeeneennnnenns ceees. 1 000 mL
Preparo:
Medir 916,5 mL de égua destilada em recipiente adequado e acrescen
tar vagarosamente 83,5 mL de acido cloridrico fumegante. Para esse

preparo, ver nota do item 5.2.1.2.

5.2.4 Solugoes para tratamento de rolhas de borracha novas (ver Ane
x0 A-3)

5.2.4.1 Solugzo de hidroxido de sodio a 0,4%

Formula:

HidroXido de SOGiO.eeeeeeeeeeeeeseeseseeseessnnnss 4 g
Agua destilada Q.S uDeeeeeeeeneeeeenanennas teeeees. 1 00O mL
Preparo:
Pesar 4 g de hidroxido de sodio, colocar em um balido volumétrico e
completar o volume para 1000 mL com agua destilada. Homogeneizar até

a completa dissolugac dc reagerte.

5.2.4.2 Sclucac de acido cioridrico a 0,4%

Formula:
Acide cloridrico fumegente (HCL @ 37%)ceeveeennen. 4 mL
Agra destilada QuS.Peceeereercsseecranseneananaaas 1 0CC mL
Prepero:
Medir o volume de§ejado de égua em recipierite adequacdo e adiciqnar
vagarcsamente 4 pl, de acido cloridrico fumegante ps&ara cacda 996 mL de

agua utilizsdos. Para esse preparo, ver ncta do item 5.2.1.2.

5.2.4.3 Solucao de bicarboniato de so6dio a 4%

Formula:
Bicarbonato de sodio (NaHCOg) e v vvnunnnneeeeannnnns 4C g
Agua destilada geSePeveereeereeneennnensnsnenenss . 1 000 mL.
Preparo:
Pesar 4C g de bicarbonato de sodio, cclocar em um baldao volumétrico
com aproximadamente 500 mL de égua destilada’ agitar ate a completa

dissolugao e completar o volume para 1 0OCO mL com égua destilada.
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5.2.5 Solugoes empregadas no procedimento de recuperagéo de membra

nas filtrantes (ver Anexo A-5)

5.2.5.1 Solugao de sulfito de sodio a 10%

Formula:
Sulfito de S0di0..eeeereeenns e e e 100 g
Agua destilada g.S.p.....v.n e eaeaaa e 1 000 mL

Preparo:
Pesar 100 g de sulfito de sodio, colocar em um balao volumétrico com
aproximadamente 500 mL de agua destilada agitar até a completa dis

solugao e completar o volume para 1 000 mL com égua destilada.

5.2.5.2 Solugao de acido cloridrico a 3%

Formula:
Acido cloridrico fumegante (HC1l @ 37%)¢eceecaccess 30 mL
Agua destilada Q.S.Pececess. e e veee.. 1 000 mL
Preparo:
Medir o volume desejado de égua destilada em recipiente adequado e
adicionar vagarosamente 30 mL de acido cloridrico fumegante para ca
da 970 mL de égua utilizados. Para esse preparo, ver nota do item
5.2.1.2.

5.2.6 Solugoes.a serem adicionadas aos frascos de colheita de amos

tras (ver Anexo B-=6)

5.2.6.1 Frascos para colheita de éguas tratadas

Solugao de tiossulfato de sodio a 1,8%

Formula:
Tiossulfato de so6dio.(Na,8,05) P.@ceeeecerannan... 18,0 g
Agua destilada Q.S.pP.ceeeesn.. t e eeectesenaseaascass 1 000 mL
Preparo:
Pesar 18 g de tiossulfato de sbdio, colocar em um baldo volumétrico
e completar o volume para 1 000 mL com égua destilada. Homogeneizar
bem até a completa dissolugao dolreagente. Armazenar em frasco bem

vedado.

5.2.6.2 Frascos para colheita de éguas brutas

a) Solucao de EDTA a 15%

Formula:

EDTA - acido etilenodiaminotetracético
(sal dissOdiCO) PeBeeecscassssensasaaas 150 g
Agua destilada Q.S.Peecececesccaesassssl 000 mL
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Preparo:

Pesar 150 g de EDTA, colocar em um balao volumétrico
contendo aproximadamente 500 mf de égua destilada, agi
tar atéva completa dissolugao e completar o volume para
1 000 mL com agua destilada.

b) Solugao de tiossulfato de sodio de sodio a 10%

Formula:
Tiossulfato de sodio (Na,8,05) p.ac.... 100 g
Agua destilada Q.SeDieesoscoccacosccass 1 000 mL
Preparo:
Pesar 100 g de tiossulfato de sodio, colocar em um ba
lao volumétrico contendo aproximadamente 500 mL de agua
destilada, homogeneizar bem até a completa dissolugao
do reagente e completar o volume para 1 000 mL com égua
destilada.

5.3 Execugao do ensaio

Os procedimentos de lavagem, preparo e esterilizagao serao descri
tos neste capitulo especificamente em relagao acada tipo de vidraria
ou material de uso comum em laboratorios de microbiologia.

5.3.1 Frascos paravcoletaQﬁé amoStras;devidroplésticoautoclavével

5.3.1.1 Descontaminagao prévia

a) Antes da autoclavagéo, afrouxar as tampas dos frascos-
para permitir a entrada .do vapor e evitar a deformacgao
dos frascosplébticosduranteC)proceswadeesterilizagao.

b) Descontaminar em autoclave a 121°C durante 30 minutos.

5.3.1.2 Lavagem e secagem

a) Apos a descontaminagao, esvaziar o conteGdo dos frascos.

b) Com auxilio de uma esponja, limpar a parte externa dos
frascos para retirar as marcacoes efetuadas para identi
ficagao da amostra contida no frasco. ' .

c) Escovar cuidadosamente o interior dos frascos, com au
xilio de um gaspilhao previamente embebido em solugao
de detergente a 0,1%.

d) Enxagliar 10 vezes em égua corrente, enchendo e esvazian
do totalmente os frascos, tomando cuidado de ' verificar
se realmente os frascos estao completamente cheios e va
zios em cada enxaglie.

e) Efetuar um enxagiie final com agua destilada ou desioni

zada, escoando bem a égua.
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f) Acondicionar os frascos em posigao vertical e com o bo

cal voltado para baixo em caixas vazadas de ago inoxida

vel, para secagem em estufa a 80-100°C durante 1 hora.

5.3.1.3 Preparo

Adicionar aos frascos as seguintes solugoes:
‘a) frascos para colheita de aguas tratadas
- adicionar ao frasco 0,1 mL de uma solugéo a 1,8% de
tiossulfato de sodio para cada 100 mL da amostra a
ser colhida. .
b) frascos para colheita de aguas brutas
- adicionar ao frasco 0,3 mL de uma solugao a 15% de
EDTA e 0,1 mlL de uma soldgéo a 10% de tiossulfato de
sodio para cada 100 mL de amostra a ser colhida (ver
Anexo B-6).
- tampar e colocar sobre a tampa de cada frasco um peda
¢go de papel aluminio ou papel Kraft, de tal modo que
a tampa e o gargalo dos frascos fiquem bem protegidos.
Obs.:Efetuar marcagoes distintas para identificacgao

dos frascos para aguas tratadas e para aguas brutas.

5.3.1.4 Esterilizacao

Y

a} Frascos de plastico autoclavavel ou de vidro com tampa
de rosca

- esterilizar em autoclave a 121°C, durante 30 minutos,
com a tampa apenas levemente rosqueada, parapermitir o
equilibrio da pressao e evitar a deformagao dos fras
cos plasticos;

- imediatamente apés a esterilizagao, rosquear completa
mente a tampa do frasco e passar um elastico para fi
xar a protegao de papel aluminio ou papel Kraft colo
cada sobre a tampa.

b) Frascos de vidro com tampa esmerilhada

- antes da esterilizagao, colocar um calgo de material
nao toxico (papel Kraft ou similar) sob a tampa, para
permitir a entrada de ar quente e facilitar a abertu
ra posterior do frasco.

- esterilizar por calor seco em estufa de esterilizagao
a temperatura de 170 a 180°C, durante 2 horas.

5.3.1.5 Armazenamento

Os frascos podem ser armazenados no maximo durante 2 semanas apés

sua esterilizagao, em local limpo e livre de poeira.
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5.3.2 Frascos de agua de diluigao

5.3.2.1 Descontaminacao previa

a) apés a utilizacao, manter as tampas dos frascos apenas
levemente rosqueadas para permitir a entrada de vapor
durante o processo de descontaminagao;

b) acondicionar os frascos em posigao vertical em caixas
vazadas de ago inoxidavel;

¢) descontaminar em autoclave a 121°C durante 30 minutos.

5.3.2.2 Lavagem e secagem

a) apos a descontaminagao, esvaziar o conteudo dos frascos;

b) com auxilio de uma esponja, limpar a parte externa dos
frascos, para retirar as marcagGes efetuadas para iden
tificagao da diluigao contida no frasco;

¢) escovar cuidadosamente o interior de cada frasco, com
auxilio de um gaspilhao previamente embebido em solugao
de detergente a 0,1%;

d) enxagiiar 10 vezes em égua corrente, enchendo e esvazian
do totalmente os frascos, tomando cuidado de verificar
se os frascos estao totalmente cheios e vazios em cada
enxagle;

e) efetuar um enxaglie final com agua destilada ou desioni
zada, escoando bem a égua;

f) acondicionar os frascos em posicao vertical e com o bo
cal voltado para baixo em caixas vazadas de ago inoxi
dével, para secagem em estufa a 80-100°C durante 1 hora,

ou a temperatura ambiente.

5.3.2.3 Esterilizagao

a) ap0s a secagem, esses frascos sao utilizados para  dis
tribuigdo de agua de diluigao a ser utilizada em anali
ses microbioldgicas, e sua esterilizagao final é feita
em autoclave a 121°C durante 15 minutos, por ocasiao da

esterilizagao da agua de diluigao neles contida;

5.3.3 Tubos de ensaio

5.3.3.1 Descontaminacao prévia

a) Tubos de ensaio contendo meio liquido
- acondicionar os tubos de ensaio verticalmente e com
o bocal voltado para cima, em caixas vazadas de ago
inoxidavel;
- descontaminar em autoclave a 121°C durante 30 minutos.
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b) Tubos de ensaio contendo meio solido
—~ acondicionar os tubos de ensaio verticalmente e com
0 bocal voltado para baixo em caixas vazadas de ago
inoxidavel;
~ descontaminar em autoclave a 1210C, durante 30 minu
tos.
5.3.3.2 Lavagem e secagem

aj

b)

c)

d)

)

g)

apés a descontaminagao, esvaziar o conteudo dos tubos
(obs: se foram utilizados tubos de fermentagao no inte
rior dos tubos de ensaio, efetuar a separagao dos mes
mos);

imergir os tubos de ensaio em recipiente de ago inoxidé
vel contendo solugéo de detergente a 0,1%;

ferver durante 15 minutos, para eliminar os residuos de
meios de cultura aderidos a parede dos tubos;

caso persistam os residuos apés a fervura, escovar indi
vidualmente e cuidadosamente a parte interna de caca
tubo com auxilio de um gaspilhéo;

enxagliar 10 vezes com égua corrente, enchendo e esva
ziando totalmente os tubos;

efetuar um enxaglie final com agua destilada ou desioni
zada, escorrendo bem a égua;

acondicionar os tubos em posigao invertida em caixas va
zadas de ago inoxidével para secagem em estufa 80-100°C

durante l‘hora ou a temperatura ambiente.

5.3.4 Tubos de fermenfagéo (tubos de Durhan)

descontaminar em autoclave a 121°C, durante 30 minutos,

juntamente com os tubos de ensaio no interior das quais

5.3.4.1 Descontaminacao prévia
a)
estao contidos (item 5.3.3.1).
5.3 4.2 Lavagem e secagem

a)

b)

d)

apos a descontaminagao, colocar os tubos de fermentagao em
recipiente de ago inoxidavel contendo solugao de deter
gente a 0,1%;

ferver durante 15 minutos, para eliminar os residuos de
meios de cultura;

enxagiar 10 vezes em égua corrente; .
efetuar um enxagiie final com égua destilada ou desioni

zada e escorrer bem a agua;
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e) secar em estufa a temperatura de 80 a 100°C durante 1

hora.

5.3.4.3 Preparo

Colocar os tubos de fermentacao em posigao invertida, dentro dos tubos
de ensaio que serao utilizados para analises microbiolodgicas especi
ficas em que o resultado positivo no teste e evidenciado pela produ

gao de gases (que serao retidos no tubo de fermentagao).

5.3.4.4 Esterilizacgao

£ feita em autoclave a 121°C durante 15 minutos, por ocasiao da es
terilizagao do meio de cultura distribuido em tubos de ensaio con
tendo os tubos de fermentagao.

5.3.5 Pipetas

5.3.5.1 Descontaminagao

a) acondicionar as pipetas horizontalmente em caixas de
ago inoxidavel, contendo solugao de detergente a 0,1%.

b) descontaminar em autoclave a 121°C, durante 30 minutos.

5.3.5.2 Lavagem e secagem

a) apos a descontaminagao, retirar o tampao de algodao hi
drofobo colocado no bocal de cada pipeta (tomando cuida
do para nao quebrar o bocal). Essa operagao pode ser

. feita com auxilio de vacuo ou estilete de ponta fina.

b) acondicionar as pipetas horizontalmente em recipiente
de ago inoxidével contendo solugao de detergente a 0,1%
e ferver durante 15 minutos.

c) enxagliar 10 vezes em égua corrente, enchendo e esvazian
do totalmente as pipetas ou durante 2 horas no lavador
de pipetas.

d) efetuar um enxagiie final com égua destilada, escorrendo
bem a agua. .

e) secar em estufa a temperatura de 80 a 100°C durante 1

hora.

5.3.5.3 Preparo

a) Apés a secagem, tamponar o bocal das pipetas com algo
dao hidrofobo.

b) Acondicionar as pipetas, com as pontas voltadas parabai
xo0, em estojos de aluminio ou ago inoxidavel, no fundo
dos quais foi colocada uma almofada de algodéo,paraprg
teger as pontas contra quebras.
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¢) Identificar, na parte externa do estojo, o volume das
pipetas acondicionadas e a data de esterilizagao.
Nota: As pipetas também podem ser embrulhadas indivi

dualmente em papel Kraft.

5.3.5.4 Esterilizacao

Esterilizar por calor seco em estufa de esterilizagao a temperatura
de 170 a 180°C, durante 2 horas.

5.3.6 Placas de Petri de wvidro

5.3.6.1 Descontaminagao

a) Acondicionar separadamente tampas e fundos das placas
de Petri em caixas de ago inoxidavel ja contendo  solu
gao de detergente a 0,1%.

b) Descontaminar em autoclave a 121°C, durante 30 minutos.

c) Durante o processo de separagao entre tampa e fundo das
placas de Petri, recomenda-se ao operador o uso de mé§

cara adequada e luvas.

5.3.6.2 Lavagem e secagem

a) Apés a descontaminagéo, lavar cuidadosamente cada tampa
e fundo com auxilio de uma esponja embebida em solugao
de detergente a 0,1%.

b) Enxagiiar 10 vezes em égua corrente, esfregando sempre,
com a mao, as superficies interna e externa de cada par
te da placa. Tomar todas as precaugSes para que este
enxaglie seja perfeito, de tal modo que todos os resi
duos da superficie'sejam eiiminados.

c) Efetuar em enxagiie final com égua destilada ou desioni
zada e escorrer bem toda a égua.

d) Secar, separadamente, fundos e tampas em estufa, a tem

peratura de 80 a 100°C durante 1 hora, ou a temperatura ambiente.

5.3.6.3 Preparo

a) Juntar tampa e fundo de cada placa, e agrupar no maximo
10 placas.
b) Embrulhar em papel Kraft ou colocar em estojos adequa

dos. Datar.

5.3.6.4 Esterilizacgao

Esterilizar por calor seco em estufa a temperatura de 170 a 180°C

durante 2 horas.
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5.3.7 Placas de Petri de plastico nic autoclavavel usadas na téc

nica de membrana filtrante

5.3.7.1

Descontaminagao

a)

b)

)

com uma pinga, retirar a membrana e o meio de cultura
contido na placa;

acondicionar adequadamente esse matsrial em saco plésti
co;

embrulhar em papel Kraft;

descontaminar em autoclave a 1210C, durante 30 minutos;
apés a retirada da membrana € do meio de cultura, imer
gir separadamente tampas e fundos das placas de Petri
em recipientes contedo solugao alcoolica de formol a
0,4% e deixar durante 2 horas;

apos esse periodo, transferir tampas e fu~dos das pla
cas de Petri, para recipientes separados contendo solu
¢ao de alcool etilico a 70%, e deixar em imersao duran

te 2 horas.

Nota: Para placas de Petri em que nao se observou nenhum crescimen

to de microrganismos, a etapa referente a imersao em solugao

alcoolica de formol pode ser suprimida.

5.3.7.2

Lavagem e secagem

5.3.7.3

a)

b)

c)

d)

retirar tampas e fundos da solugao de alcool etilico a
70% e coloca-los em solugao de detergente a 3%, deixan
do em imersao durante 12 a 24 horas (tempo requerido pa
ra facilitar a remogao de residuos dos meios de cultura
das placas);

apos o periodo requerido na solugao de detergente,lavar
cuidadosamente cada pzari.e da placa, com auxilio de uma
esponja;

enxagliar 10 vezes em agua corrente, sempre esfregando
com a mao as superficies interna e externa das placas;
efetuar um enxagiie final con égua destilada ou desioni
zada e escorrer bem a égua.

Desinfeccao

aj

b)

imergir as tampas e fundos das placas de Petri, separa
damente, em solugéo de alcool etilico a 70%, durante 1
hora;

apés esse periodo, retirar as tampas e fundos das pla
cas de Petri e coloca-los sobre folhas de papel de fil
tro em local asséptico, para secagem a temperatura ambiente.
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5.3.7.4 Esterilizacao

A esterilizagao pode ser realizada de duas maneiras que sao descri

tas a seguir:

a) esterilizacao por exposigao a radiagao ultra-violeta

apos a secagem, expor as paredes internas do fundo e
da tampa das placas de Petri a agao direta de radia
goes.ultra-violeta, durante 2 horas (ver aneio B-4);
logo apés a esterilizagéo, fechar rapidamente, juntan
do tampa e fundo sem tocar com a mao na superficie in
terna das placas;

acondicionar em caixas adequadas com tampa ou embru
lhar com folhas de aluminio esterilizado. Datar;
armazenar em local limpo e livre de poeira, durante no

maximo 2 semanas apoOs a esterilizagao.

b) esterilizagao por microondas

5.3.8 Outras

apés a secagem, Jjuntar tampa e fundo e acondicionar as

plaras de Petri em caixas (com tampa) de1naterialp1é§

tico resistente a temperatura do forno de microondas.

Colocar essas caixas fechadas no forno de microondas,
evitando a sobrecarga dos mesmos;

a esterilizagao sera realizada submetendo-se as pla

cas de Petri de plastico a dois niveis de potencia do

forno de microondas:

. poténcia fraca: 2 minutos

. poténcia forte: 1 minuto

repetir essa operagao 3 vezes consecutivas, deixando um
intervalo adequado entre essas exposigoes (cerca de 20
minutos);

armazenar em local limpo e livre de poeira)durante no

maximo 2 semanas apoOs a esterilizagao.

vidrarias de uso comum em laboratorios de microbiolo

gia (provetas, béqueres, frascos Kitassato e Erlenmeyer, etc.)

5.3.8.1 Descontaminacio prévia

Descontaminar

em autoclave a 121OC durante 30 minutos.

5.3.8.2 Lavagem e secagem

a) apés a descontaminagéo, esvaziar o conteudo da vidraria;

b) com auxilio de uma esponja, limpar a parte externa da

vidraria, para retirar as marcagaes efetuadas, relati

vas a seu uso anterior;
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¢) escovar cuidadosamente a parte interna da vidraria, com
auxi io de um gaspilhao previamente embebido em solugao
de detergente a 0,1%;

d) apés a lavagem, enxagliar 10 vezes em agua corrente, en
chendo e esvaziando completamente a vidraria, tomando
cuidado de verificar se a mesma estécompletamentecheia
e vazia em cada enxaglie;

e) efetuar um enxagiie final com égua destilada ou desioni
zada, escoando bem a égua;

f) secar em posicao invertida, em estufa a temperatura de

80 a 100°C durante 1 hora ou a temperatura ambiente.

5.3.8.3 Preparo

a) recobrir a abertura da vidraria com papel aluminio;
b) se requerido, acondicionar adequadamente em caixas vaza

das de ago inoxidavel.

5.3.8.4 Esterilizacgao

Esterilizar por calor seco, em estufa de esterilizaqéoéxtemperatura
de 170 a 180°C durante 2 horas.

5.3.9 Tampas metalicas ou de plastico autoclavavel e rolhas de bor

racha

5.3.9.1 Descontaminacao

A descontaminacgao é realizada juntamente com os tubos de ensaio ou
frascos nas quais essas tampas ou rolhas foram utilizadas (itens
5.3.1, 5.3.2 ¢ 5.3.3), sendo efetuada a sua separagao apés a esteri

lizagao.

5.3.9.2 Lavagem € secagem

a) ferver as tampas ou rolhas em solugao de detergente a
0,1%, durante 30 minutos;

b) enxagliar 10 vezes em égua corrente;

c) enxagliar 1 vez em égua destilada ou desionizada;

d) escorrer bem a agua;

e) colocar sobre papel de filtro e deixar secar a tempera
tura ambiente ou secar em estufa a temperatura de 80 a
100°C durante 1 hora.

5.3.9.3 Preparo

a) colocar as tampas plésticas ou metalicas no bocal de
tubos de ensaio ou frascos para cujo tamponamento se

rao utilizadas;
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b) acondicionar as rolhas em recipiente adequado (estojo

de ago inoxidével, béquer com o0 bocal revestido com pa

pel aluminio ou papel Kraft, etc).

5.3.9.4 Esterilizacao

Esterilizar em autoclave a 121°C durante 30 minutos.

5.3.10 Hastes de madeira empregadas na repicagem de culturas

5.3.10.1

Descontaminagao

a) apos sua utilizagdo na realizagao de analises, acondi
cionar as hastes de madeira em recipiente adequado(cai
xas de ago inoxidavel, etc.) ou embrulhar em papel
Kraft;

b) esterilizar em autoclave a 121°C durante 30 minutos;

¢) descartar.

Nota: Essas hastes mao podem ser reutilizadas.

5.3.10.2

Preparo de hastes de madeira novas

Nota: Nao

a) acondicionar as hastes de madeira (sem uso anterior)em
frascos de vidro de boca larga, e colocar uma protegao
de papel aluminio recobrindo o bocal do frasco e as ex
tremidades das hastes de madeira;

b) esterilizar por calor seco em estufa de esterilizagao
a temperatura de 170 a 180°C, durante 3 horas.

utilizar esterilizagao em autoclave para esta etapa, pois

as resinas liberadas na autoclavagao poderao interferir
nas analises.

c) armazenar em local limpo e livre de poeira,durante no

maximo 2 semanas.

5.3.11 Funis de filtracao de ago inoxidavel, vidro ou plastico au

toclavével, usados na técnica de membrana filtrante

5.3.11.1

Descontaminagao

Descontaminar em autoclave a 1210C durante 30 minutos.

5.3.11.2

Lavagem e secagem

a) desconectar a parte superior do porta-filtro da parte
inferior;

b) com auxilio de uma esponja embebida em solugao de de
tergente a 0,1%, lavar as superficies interna e exter
na do equipamento;

¢) enxagliar em agua corrente para eliminar todo / residuo
de detergente;
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5.3.11.3

d) efetuar um enxaglie final com égua destilada ou desioni
zada e escorrer bem a égua;

e) deixar secar a temperatura ambiente.

Preparo

5.3.11.4

a) acoplar a parte superior do porta-filtro a parte infe
rior;

b) embrulhar em papel Kraft.

Esterilizacao

Esterilizar em autoclave a 121OC, durante 30 minutos.

Nota: Os porta-filtros podem ser esterilizados também por exposigéo

a radiagao ultra-violeta (ver anexo B-4).

5.3.12 Porta-filtros de ago inoxidavel de 142 mm e 293 mm

5.3.12.1

Descontaminagao

Descontaminar em autoclave a 1210C, durante 30 minutos.

5.3.12.2

Lavagem e secagem

5.3.12.3

a) desconectar a parte superior do porta-filtro da parte
inferior;

b) com auxilio de uma esponja embebida em solugao de de
tergente a 0,1%, lavar as superficies interna e exter
na dos porta-filtros;

c) enxagiliar em égua corrente para eliminar todo o resi
duo de detergente;

d) enxagiiar uma vez com égua destilada;

e) secar com jato de ar.

Preparo

5.3.12.4

a) acoplar a parte superior do porta-filtro a parte infe
rior;

b) rosquear levemente as borboletas de aperto e manter a
valvula de purga aberta; ‘ ‘

c) guarnecer, com folha de papel aluminio, a valvula de

purga e a entrada e a saida da agua.

Esterilizacao

a) esterilizar em autoclave a 12100, durante 15 minutos;
b) imediatamente apos a esterilizacao, fechar as valvulas

de purga.

5.3.13 Vasilhames de pressao de aco inoxidavel
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5.3.13.1

Descontaminacgao

Descontaminar em autoclave a 121°C, durante 30 minutos.

5.3.13.2 Lavagem
a) lavar com auxilio de uma esponja embebida emsolugéodg
tergente a 0,1%;
b) enxagliar em agua corrente para eliminar todo o residuo
de detergente;
c¢) efetuar um enxaglie final com égua destilada;
d) colocar o equipamento em posigao invertida e deixar a
temperatura ambiente, para secagem.
5.3.13.3 Preparo
a) mantendo a tampa apenas acoplada ao bocal do vasilha
me (para permitir a penetragao do vapor durante a este
rilizagéo), guarnecer o bocal com papel aluminio;
b) guarnecer todas as aberturas do vasilhame com papel alu
minio.
'5.3.13.4 Esterilizacao

a) esterilizar em autoclave a 12100 durante 15 minutos;
b) imediatamente apés a esterilizagéo, fechar completamen

te a tampa.

5.3.14 Seringas automaticas tipo Cornwall, usadas para distribui

cao de meios de cultura

a) apés 0 uso, encher e esvaziar a seringa de 15 a 20 ve
zes com égua destilada, para eliminar residuos aderi
dos a sua parede e ao tubo de latex;

b) desmontar a seringa cuidadosamente, tomando o cuidado
para nao perder nenhum componente;

c) colocar todos os componentes em um recipiente contendo

agua destilada e ferver durante 15 minutos.

a) apés a fervura, montar cuidadosamente a seringa, obede
cendo aos cuidados de assepsia;
b) deixar secar a temperatura ambiente ou em estufa em

temperatura adequada.

5.3.14,1 Lavagem
5.3.14.2 Preparo
5.3.14.3

Esterilizagao

Se for requerida a esterilizagao, embrulhar em papel Kraft e esteri

lizar em autoclave a 121°C durante 30 minutos.
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ANEXO A - PROCEDIMENTOS COMPLEMENTARES

A-1 Pré—tratamentoparaeliminagéo de fenol e substancias toxicas

em tampas plésticas e vedacoes de borracha novas

Vedagoes de borracha e tampas plésticas novas podem conter residuos
toxicos provenientes dos componentes utilizados em sua fabricagao e
que se nao forem removidos antes de sua utilizacgao em laboratorios
de microbiologia, poderao alterar a composigao de solugoes e meios
de cultura. Em decorréncia disto, € requerido umpré—tratamento das

mesmas, antes de sua utilizagao no laboratorio.

A-1.1 Processo simplificado

a) imergir astampascniasvedaQGes<k3borrachaeﬂnéguadestilada
contida em recipiente adequado (béquer, etc.);

b) autoclavar a 12100, durante 30 minutos;

c) repetir essa operagao 6 vezes consecutivas (ou mais, se
necessério), efetuando a troca de égua destilada a cada
autoclavagao; ‘

Nota: Para comprovagao da eliminagao dos residuos toxicos, realizar
prova de adequabilidade biolégica (ver Norma CETESB L5,215) e deter
minagao de fenol da agua destilada proveniente da ultima autoclava
gao. ‘

Nota: As tampas e vedagOes sO estarao em condigdes de uso quando a
prova de adequabilidade apresentar resultados da razao B/A compre
endidos num intervalo de 0,8 a 3,0, e a analise de fenol apresentar

resultado negativo.

A-1.,2 Processo alternativo

a) imergir as tampas e vedagoes de borracha em solugao de hi -
droxido de sodio 3N contida em recipiente adequado e dei
xar em contato durante 24 horas;

b) remover a solucao de hidroxido de sodio apos esse periodo;

¢) neutralizar com solugéo de acido cloridrico 1N§

d) apos a neutralizagao, remover as tampas e colocar em bé
quer contendo égua destilada;

e) proceder como descrito em A-1.1 (processo simplificado).

A-2 _ Pré-tratamento de vidraria nova, para eliminagao de gordu

ra e outros residuos

a) Imergir a vidraria em solugao de acido cloridrico a 1%,

contida em recipiente adequado;
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b) deixar em repouso durante 12 horas;
¢) retirar a vidraria da solugao de acido cloridrico e en
xaglar cuidadosamente em égua corrente;
d) imergir a vidraria em solugao de detergente em concen
tragao adequada e proceder a sua lavagem normal, confor
me descrito em 5.3.1 a 5.3.8.
Nota: Este tratamento é recomendado também em casos em que O proce
dimento usual de lavagem nao é suficiente para a remogao completa

de residuos da vidraria ja em uso no laboratorio.

A-3 Tratamento de rolhas de borracha para eliminacao de elementos

toxicos

a) Imergir as rolhas novas em solugao de hidroxido de sodio a
0,4%;

b) ferver durante 30 minutos;

c) enxagliar em égua corrente, durante 15 minutos;

d) ferver em solugao de acido cloridrico a 0,4% durante 30 mi
nutos;

e) enxagiliar em égua corrente durante 1 hora;

f) ferver em solugao de bicarbonato de sodio a 4% durante 30
minutos;

g) enxagliar em agua corrente durante 1 hora;

h) enxagiar 1 vez em agua destilada ou desionizada.

A-4 Procedimento para verificacao de alcalinidade em vidraria nova

Toda a vidraria a ser utilizada em laboratorio de microbiologia de
ve ser de vidro neutro de boa qualidade. Vidros alcalinos nao podem
ser utilizados, pois a liberacgao de residuos alcalinos na égua ou
nos meios de cultura podem determinar alteragao na composigao de
meios dq cultura e nos valores de pH.

A comprovagao da nao liberagao de residuos alcalinos pela vidraria
e realiéada da seguinte maneira:

a) encher com agua destilada a vidraria a ser testada;

b) autoclavar a 121°C, durante 15 minutos;

c) apos o resfriamento, adicionar algumas gotas de solugao al
coblica de fenolftaleina a agua destilada contida na vidra
ria em teste;

d) apds a adigao da solugao de fenolftaleina, a agua  destila
da devera continuar incolor. Se houver mudanga de incolor
para rosa, isto indica que o vidro é alcalino e nao deve

ser utilizado.
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A-5 Procedimento para reutilizacao de membranas filtrantes

Em situagSes esporédicas, pode-se proceder a reutilizacao de membra
nas filtrantes apés seu uso em analises microbiolégicas, como medi
da alternativa de emergéncia, desde que nao se tenha verificado
crescimento de microrganismos em sua superficie e que sua reutili
zagao seja feita para analises com o mesmo meio de cultura emprega
do na analise anterior.

O processo de recuperagao pode ser efetuado de duas maneiras:

A-5.1 Procedimento simplificado

a) com uma pinga de extremidades arredondadas, retirar a mem
brana da superficie do meio de cultura contido na placa,
tomando o devido cuidado para nao danifica-la;

b) colocar as membranas em um béquer contendo égua destilada;

c) ferver durante 15 minutos;

d) trocar a agua destilada, e realizar mais duas fervuras de
15 minutos, sempre trocando a égua destilada entre uma
fervura e outra; ,

e) apés as 3 fervuras, remover as membranas danificadas e
descarta-las;

f) colocar as restantes sobre papel de filtro, para secagem,
em local limpo e livre de poeira;

g) apos a secagem, agrupar as membranas, separando uma da ou
tra com papel de filtro grosso;

h) embrulhar cada conjunto dé 10 membranas em papel Kraft;

i) esterilizar em autoclave a 121°C durante 10 minutos (ver
Anexo A-6).

A-5.2 Procedimento alternativo

a) com uma pinga de extremidades arredondadas, retirar a mem
brana da superficie do meio de cultura contido na placa ,
tomando cuidado para nao danifica-la;

b) colocar as membranas em um béquer contendo agua destiladaj;

¢) ferver durante 15 minutos;

d) trocar a égua e repetir o processo de fervura por mais
duas vezes;

e) remover as membranas danificadas;

f) imergir as membranas em solucao de sulfito de sodio a
10%. Deixar em repouso durante 30 minutos;

g) retirar as membranas da solugéo de sulfito de sodio a 10%;

h) colocar em béquer contendo solugao de acido cloridrico
a 3%;
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i) ferver a solugao durante 10 minutos;

J) apés a fervura, retirar as membranas da solucgao;

1) ferver as membranas em égua destilada por 2 vezes, duran
te 15 minutos, trocando a égua apés cada fervura;

m) apos a Ultima fervura, adicionar a agua destilada, no recipiente
que coﬁtém as membranas, uma pequena quantidade de bicar
bonato de sbédio (% 1 g) e do corante purpura de bromocre
sol (¥ 1 g);

n) ferver durante 5 minutos;

o) apos a fervura, a agua ficara levemente amarela (indica
gao de solugao com pH acido);

p) acrescentar aos poucos a solugao uma quantidade adequada
de bicarbonato de sodio, até que a agua atinja a tonalida
de azul clara (indicagao de solugao com pH neutro);

q) transferir as membranas para um béquer contendo égua des
tilada, para um ultimo enxagiie;

r) retira-las da égua destilada, e descartar as membranas da
nificadas;

s) dispor as restantes sobre folha de papel de filtro, para
secagem, em local limpo e livre de poeira;

t) na seqﬁéncia a secagem, proceder conforme descrito em
A-5.1.

A-6 Procedimentos para esterilizacao de membranas filtrantes

A esterilizacao de membranas filtrantes é essencial em todas as
aplicagaes envolvendo filtragao de liquidos para a remogao de bacté
rias e para uso na quantificagao de bactérias pela técnica de mem
brana filtrante.

Usualmente, as membranas filtrantes sao embaladas individualmente,
ou acondicionadas em envelopes fechados contendo 10 (dez) unidades,
sendo pré—esterilizadas pelo fabricante, eéﬁahdo, portantp, prontas
para uso. Quando isto nao ocorre, a esterilizagao deve ser feita
atraves de autoclavagéo a 121°C, durante 10 (dez) minutos; imediata
mente apés esse periodo de tempo, deve-se efetuar a exaustao do va
por da autoclave e as membranas devem ser prontamenteremovidas para
minimizar sua exposigao ao calor. A exposigéo excessiva das membra
nas filtrantes as temperaturas de esterilizagao pode determinar o
fechamento dos poros, disto decorrendo nao uniformidade na velocida
de de filtragéo em toda area da membrana; alem disso, as membranas
podem se tornar mais frégeis e quebradigas.

Comercialmente, a pré—esterilizagéo das membranas filtrantes pode
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ser feita através da autoclavacido, radiagdo gama ou exposigao a Oxi
do de etileno. Um estudo comparativo, relativo a avaliagéo de mem
branas filtrantes pré—esterilizadas, demonstrou haver um aumento sig
nificativo na taxa de recuperagao bacteriana em membranas esterili
zadas por autoclavacao, em relagao a membranas esterilizadas por ex
posigao a oxido de etileno, sugerindo a presenga de residuos  toxi
cos nas membranas esterilizadas por esse ultimo método. Neste senti
do, para laboratorios que estao utilizando membranas filtrantes pré
-esterilizadas por 6xido de etileno, é aconselhavel que alguns paco
tes de membrana do lote em uso sejam autoclavadas no laboratorio pa
ra uma posterior comparagéo com as membranas pré—esterilizadas por
o6xido de etileno, atraves da aplicagao de teste de recuperagao bac
teriana, utilizando culturas puras de bactérias. Este teste ira evi
denciar se residuos toxicos ainda estao presentes nas membranas pré
_esterilizadas por 0xido de etileno e, se isto ocorrer, & recomenda
vel que todo lote seja submetido a uma autoclavagao a 121°C durante

10 (dez) minutos, antes de sua utilizagao no laboratorio.
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ANEXO B - RECOMENDAGOES DE ORDEM GERAL

B-1 Controle da qualidade da égua destilada

A égua destilada, a ser empregada em laboratorios de microbiologia,
deve ser de alta qualidade, livre de substancias toxicas ou nutri
tivas que possam influenciar na sobreviveéncia e crescimento de mi
crorganismos. E recomendavel a avaliagao periodica de sua qualidade,
atraves da realizagao de testes especificos. (ver Norma CETESB
L5.212 - Prova de adequabilidade da égua destilada para fins micro

biologicos).

B-2 Controle da eficiéncia da autoclave

Utilizar ampolas com suspensao de esporos de Bacillus stearothermo

philus em meio de cultura, colocando-as no centro da caixa conten
do os meios de cultura a serem esterilizados. Estas ampolas, depois
da autoclavagéo, sao incubadas em banho-maria a 55°C, durante 24-48
horas. Se houver mudanga de coloragao da suspensao contida nas am
polas, de roxa para amarela, significa que a ésterilizagéo foi insu

ficiente, pois houve desenvolvimento de bacterias.

B-3 Controle de esterilidade de vidraria e materiais

E recomendavel a realizagao de testes especificos para avaliar e
comprovar a esterilidade de vidraria e materiais submetidos a este
rilizagao em estufa a 170—18000, ou em autoclave a 121°C. Para a
realizagao destes teste, ver Norma CETESB L5.010 - Avaliacao de 1la

boratorios de analises microbiologicas de agua.

B-4 Controle da eficiéncia de lampadas germicidas ultra-violeta

Essas lémpédas emitem radiagoes ultra-violeta com agao germicida. A

luz ultra;violeta inclui radiagaes entre 150 a 4.000 Angstrons (R),

mas radiagoes inferiores a 1.800 R s3o absorvidas pelo oxigénio at
mosférico, nao tendo, portanto, aplicagao para esterilizagao. 0

efeito mais potente para a morte de microrganismos ocerre a 2 600 R.
As lampadas germicidas comerciais emitem primariamente 2 537 R,que

tem 85% da capacidade germicida das radiagoes de 2 600 .

B-4.1 Avaliacao da eficiéncia na esterilizacao

Embora a vida média de uma lambéda J.V. possa ser de 5 000 horas,na
pratica esse tempo depende primariamente das caracteristicas indi
viduais das lampadas. e do numero de vezes em que a mesma e utiliza
da. Assim o simples controle do numero de horas de operagéo e sua
comparagao com o tempo-limite recomendado pelo fabricante e de va

lor questionavel como unico controle na avaliagao da eficiencia das
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lampadas germicidas no processo de esterilizagao. Para um controle
efetivo, as lémpadas devem ser testadas quinzenalmente, com um medi
dor de luz U.V. (luximetro) e substituidas se estiverem emitindo me
nos de 80% de sua capacidade inicial. E recomendada tambeém, para es
sa avaliagao, a realizagao de teste bacteriolégico especifico,sendo
a seguinte a sequéncia de procedimento para sua execugéo:

a) preparar "Plate Count Agar'" em quantidade adequada para o
numero de placas necessarias para o teste e distribuir vo
lumes de 10 a 15 mL do meio fundido em placas de Petri de
15 mm x 150 mm. Manter essas placas ligeiramente abertas
em ambiente asséptico, ate qQue o meio se solidifique e a
égua de condensagao evapore;

b) fechar as placas e manté-las em refrigerador até o momento
do uso: (Obs.: ver Norma CETESB L5.201, para informagSes
quanto a composigao e preparo de "Plate Count Agar");

c) preparar uma série de diluigoes de uma cultura de uma bac
teria do grupo coliforme, de modo a obter uma diluigao tal
que um indculo de 0,5 mL da mesma fornega contagem de 200
a 250 microrganismos. (Obs.: ver Norma CETESB L5.215 para
informagoes quanto ao preparo da suspensao bacteriana e di
luigoes da mesma); ‘

d) para a realizacao do teste, pipetar 0,5 mL da diluig3o se
lecionada (contagens de 200 a 250 microrganismos) na super
ficie do "Plate Count Agar'" contido em placas preparadas
segundo especificado no item B-1;

-e) a seguir, com todos os cuidados de assepsia, efetuar o es
palhamento do indculo sobre a superficie do "Plate Count
Agar", Para isso, proceder da seguinte maneira:

- colocar uma alga de Drigalski em um recipiente com él
cool etilico. Remove-la e passar por uma chama;

- apés todo alcool ter sido queimado, deixar esfriar duran
te 15 segundos e, antes de efetuar o espalhamento, tes
tar se a temperatura da alga e segura para uso, tocando
com a mesma o '"Plate Count Agar", nas bordas da placa de

Petri em qué o mesmo esta tontido;
- apos essa verificagao, efetuar o espalhamento, posicio

nando a alga de Drigalski perpendicularmente a superfi
cie do agar, no ponto em que o inoculo foi depositado.
Mantendo a placa parada, efetuar movimentos circulares
com a alga, até o completo espalhamento do inoculo sobre
toda a superficie do meio de cultura;

- apés_ter sido usada, colocar a alg¢a de Drigalski em.solu

cao desinfetante;
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- apbs o espalhamento, colocar cada placa inoculada sob a
Juz ultra-violeta, nos pontos em que se deseja verifi
car sua eficiéncia na esterilizacao, mantendo as placas: aber
tas durante dois minutos. Como controle, separar uma das
placas inoculadas, mantendo-a aberta sob a luz comum do
laboratério, durante o meso periodo de tempo.

- fechar as placas e incuba-las a 3500 durante 24 horas;

- apos esse periodo de incubagao, efetuér a contagem em
todas as placas.

A placa-controle deve conter 200-250 coldnias e, nas pla

cas irradiadas por luz ultra-violeta, é esperada uma
reducgao minima de 99% em relagao a contagem obtida na
placa-controle. Se essa reducao for inferior a 80%, a

lampada ultra-violeta em teste deve ser substituida.

B-5 Escolha do detergente

A selegao do detergente e a definigao da concentragao do mesmo a
ser utilizada na lavagem de vidraria constituem itens basicos em la
boratorios de microbiologia. Nesse sentido, é requerida a realiza
gao de um teste prévio para avaliar a adequagao do detergente sele
cionado e verificar se o procedimento de enxagiie e suficiente para
a remogao dos residuos do detergente (ver Norma CETESB L5.011). De
tergentes como Extran alcalino, Teepol e 0dd, usados na concentra
géo de 0,1%, sendo a lavagem seguida de um minimo de 10 enxaglies,
tem apresentado resultados satisfatorios.

B-6 Preparo de frascos para colheita de amostras

0 preparo desses frascos requer a adigao prévia de agentes adequa

dos, em fungéo do tipo de amostra a ser colhida.

B-6.1 Agente neutralizador de cloro residual

Para a colheita de amostras de éguas tratadas, deve-se adicionar ao
frasco de colheita, antes de sua esterilizagéo, 0,1 mL de uma ‘solg
gao a 1,8% de tiossulfato de sodio para cada 100 mL da amostra, pa
ra neutralizar a agao do cloro residual. Essa quantidade de tiossul
fato de sédio.é suficiente para neutralizar concentragoes de ate
5 mg/L‘de cloro residual, sendo adequada para as amostras de rotina.
Em situagoes especiais, como por exemplo em emergéncias, em que o
residual de cloro pode ser maior, uma maior quantidade de tiossulfa
to é requerida. Nestes casos, podem ser utilizados volumes de 0,1 mL
de uma solugao a 10% de tiossulfato de sodio para cada 100 mﬂ da
amostra, sendo esta quantidade suficiente para neutralizar concentra

¢bes de até 15 mg/L de cloro residual.
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B-6.2 Agentes quelantes

Para a colheita de amostra de éguas poluidas, suspeitas de conterem
concentragoes superiores a 0,01 mg/L de metais pesados, tais como
cobre, zinco, etc., deve-se adicionar ao frasco de colheita, antes
de sua esterilizagao, 0,3 mL de uma solugao a 15% de EDTA, para ca
da 100 mL da amostra, além do tiossulfato de sodio (volumes de
0,1 mL de uma solugéo a 10% para cada 100 mL da amostra). A solugao
de EDTA pode ser adicionada ao frasco da colheita separadamente ou
jé combinada com a solugao de tiossulfato de sodio antes da adigao.
0 EDTA atua como agente quelante, reduzindo a agao toxica de metais,
apresetnando uma acao mais ampla que o tiossulfato de sodio, o qual,
na concentragao empregada, previne apenas a agao bactericida do co

bre.

/ANEXO C
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