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1 Objetivo

Esta Norma fixa as condigdes exigiveis para lavar, preparar
e esterilizar os varios tipos de vidrarias e materiais usados
para ensaios microbiologicos.

2 Condigdes gerais

Para o preparo de materiais a serem utilizados em ensaios
microbiologicos, visando completa assepsia e esterilizagao,
€ necessdria a ulilizagdo dos seguintes acessoros e
reagentes.

2.1 Acessbrios

2.1.1 Algodao hidréfobo.

2.1.2 Autoclave.

2.1.3 Balanga semi-analitica, com legibilidade de 0,1 g.

2.1.4 Baldes volumetricos de 1000 mL, de borossilicato ou
vidro neutro.

2.1.5 Bandejas de ago inoxidavel.

2.1.6 Bastdes de vidro.

2.1.7 Destilador para agua.

2.1.8 Escovetes de tamanhos diversos.

2.1.9 Esponjas de ago, de espuma e de fibra sintalica.

2.1.10 Espétulas de ago inoxidavel.

2.1.11 Estufa para esterilizagao e secagem, equipada com
termbmetro e termostato.

2.1.12 Folha de papel aluminio ou papel Kraft.
2.1.13 Lavador automatico de pipetas.

2.1.14 Luvas de amiantc ou raspa de couro.
2.1.16 Luvas de borracha.

2.1.18 Proveta graduada de 1000 mL, de borossilicato ou
vidro neutro,

2.1.17 Tesoura.
2.1.18 Pingas de ago inoxidavel.

2.1.19 Incicadores de esterilizagao (fita, tinta ou ampola
com suspenséo de esporas de Bacillus stearothermophilus).

2.1.20 Bico de Bunsen.

2.1.21 Tripé.

2.1.22 Tela de amianto de 22 ¢m de diametro.
2.1.23 Béqueres de borossilicato ou vidrg neutro.
2.1.24 Estilete de ponta fina.

2.1.26 Cestas de arame de ago inoxidavel para acondicionar
tubos de ensaios para esterilizacao.

2.1.26 Barbante, cordoné ou fita adesiva tipo crepe.
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2.1.27 Gaze.

2.1.28 Cestas de ago inoxidavel com fundo perfurado para
secagem de material.

2.1.20 Porta-placas de Petri em ago inoxidavel ou aluminio,
com tampa.

2.1.30 Porta-pipetas, em ago inoxidavel ou aluminio, com
tampa.

2.2 Reagentes

2.2.1 Dicromato de potassio.
2.2.2 Acido sulfurico.

2.2.3 Agua destilada.

2.24 Detergente neutro, liquido ou em pod, atdxico e
biodegradavel.

2.2.5 Meio de cuiltura adequado a cepa padréao utilizada no
teste de caracteristicas inibidoras do detergente.

2.3 Preparo das solugdes

2.3.1 Mistura sulfocrdmica

dicromato de potassio ................ 604q
acido sulfarico ... 800 mL
agua destilada ..ot 200 mL

Dissolver 0 dicromato de potdssio em agua destilada
quente e deixar esfriar. Colocar o recipiente em agua fria
ou banho de gelo. Adicionar lentamente o &cido sulfarico,
com agitagao constante.

3 Condigdes especificas
3.1 Descontamina¢ao do material

Antes da lavagem, todo o material contaminado deve ser
esterilizado em autoclave, a 121°C, por 30 min.

3.2 Preparo de provetas, balbes, frascos de
Erlenmeyer, béqueres e funis

3.2.1 Lavagem

3.2.1.1 Lavar com agua e detergente, utilizando esponja e
escovete.

3.2.1.2 Caso 0s materiais apresentem incrustagdes ou
residuos gordurosos, proceder 4 imersao destes em solugao
sulfocroémica.

3.2.1,3 Enxaguar dez vezes com agua corrente, enchendo
e esvaziando totalmente a vidraria.

3.2.1.4 Utilizar, no ulitimo enxagie, dgua destilada.

3.2.1.8Deixardrenara Aguadas vidranas em cestasde ago
inoxidavel com fundo perfurado.

3.2.1.6 Secar em estufa a 100°C.

3.2.2 Preparo e esterilizago

3.2.2.1 Colocar tampéo de algodao hidréfobo e gaze no
bocal dos baldes e frascos de Erlenmeyer. Cobrir com
folha de aluminio cu papel Kraft e fixar com barbante,
cordong ou fita adesiva tipo crepe.

3.2.2.2 Cobrir 0§ bocais e as hastes 0os funis e 08 bocais
das provetas e dos béqueres com folha de aluminio ou

papel Kraft e fixar com barbante, cordoné ou fita adesiva
tipo crepe.

3.2.2.3 Identificar o material com data de esterilizagao e
prova de esterilizagao.

a.2.24 Esterilizar em autoclave a 121°C, por 30 min, ou em
estuta a 170°C - 180°C por 2 h.

Nota: Frascos destinados ac preparo de meios de cultura, que
540 submetidos 4 autoclavagdo, dispensam esterilizagao
prévia.

3.3 Preparo de placas de Petri autoclavaveis

3.3.1 Lavagem

3.3.1.1 Retirar 0 agar com auxilio de espatula.

3.3.1.2 l.avar com 4gua corrente, detergente g asponja,
retirando todos os residuos do interior da tampa e fundo

das placas, assim como todas as marcas externas.

3.3.1.3 Enxaguar aproximadamente dez vezes em agua
corrente.

3.3.1.4 Utilizar no Gltimo enxagle agua destilada.

3.3.1.5 Colocar em bandejas as placas emborcadas (tampas
e fundos) e secar em estufa 4 temperatura compativel
com o lipo de material usado nestas e por empo Necessério
4 operagao.

3.3.2 Esterilizago

3321 Juntar tampa e fundo adequadamente e acondicionar
para esterilizagdc em porta-placas ou embruthar
individualmente, ou em grupos de dez, em papel Kraft.

3.3.2.2 identificar 0 material e datar. Colocar indicador de
esterilizagdo.

3.3.2.3 Esterilizar em estuta a 160°C, por 2 h, ou a 180°C,
por 1 h, ouem autoclave por 30 min, secando em seguida
em estufaa 100°C, pois a esterilizagao pelo calor seconao
& compativel com todos 0s tipos de materiais.

3.4 Preparo de pipelas

3.4.1 Lavagem

3.4.1.1 Retirar 0 algodao do bocal de cada pipeta com
estilete de ponta fina ou pinga.

3.4.1.2 Imergir as pipetas em solugéo detergente por 24 h.
3.4.1.3 Enxaguar em agua corrente.

3.4.14 Imergir em solugao sutfocrOmica até total eliminagio
dos residuos.
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3.4.1.5 Transferir para lavador automatico de pipetas e
favar por lempo necessario a remogio dos residuos.

3.4.1.8 Enxaguar com agua destilada.

3.4.1.7 Secar em estula a 100°C.

3.4.2 Esterilizagho

3.4.2.1 Colocar algodao hidréfobo no bocal das pipetas.

3.4.2.2 Acondicionar em pona-pipetas ou embrulhar
individuaimente em papel Kraft.

3.4.2.3 Identificar o material com nome, volume, data de
esteriliza¢io e prova de esterilizagao.

3.4.2.4 Esterilizar em autoclave a 121°C, por 30 min, ouem
estufa a 160°C, por 2 h, ou 180°C, por 1 h.

3.5 Preparo de tubos de Durham
3.5.1 Lavagem
3.5.1.1 Lavar os tubos com agua e detergente.

3.5.1.2Colocar, senecessario, 0s tubos em recipiente com
solugao sulfocromica até total eliminagao dos residuos.

3.5.1.3 Enxaguar dez vezes em agua corrents, enchendo
€ esvaziando tolalmente os tubos.

3.5.1.4 Utilizar, no ultimo enxagle, agua destilada.

3.5.1.5 Secar em estufa a 100°C. Os tubos de Durham
dispensam prévia esterilizagéo.

3.5 Preparo de tubos de ensaio

3.6.1 Tubos de ensaio com tampas rosqueadas

3.6.1.1 Lavagem

3.6.1.1.1 Esvaziar 0 contetdo do tubo e Javar com agua e
detergente, utllizando escovetas e esponjas para retirar
as marcas externas e residuos internos.

3.8.1.1.2 Enxaguar em 4gua corrente.

3.6.1.1.3 Colocar, se necessario, o5 tubos em recipiente
contendo soluglo sulfocrOmica até total eliminacéo dos
residuos.

3.6.1.1.4 Enxaguar e lavar com &agua e detergente.

3.6.1.1.5 Enxaguar dez vezes em agua corrente, enchendo
e esvaziando totalmente 0s tubos.

3.8.1.1.8 Utilizar, no Gitimo enxagle, agua destilada.
3.6.1.1.7 Deixar escorrer bemn toda a agua, colocar 0s tubos
em cesta de ago inoxildvel perfurada em posigéo
emborcada, secar em estufa a 100°C.

Nota: As tampas devem ser fervidas em 4gua e detergente,
enxaguadas e secas em estuta a 100°C.

3.6.1.2 Esteritizacdo

Nota: Este procedimenio sd € necessario quando os wubos sa0

utilizados para conter meiosde cultura jé estéreis ou que nao
pracisam ser esteriizados, bem como para solugdes efou
em ensaios complementares especificos.

3.6.1.2.1 Vedar 0s tubos secos com as tampas, acondicionar
em cestas de arame e esterilizar em autoclave a 121°C,
por 30 min, ou em estuta & 160°C, por 2 h, ou a 180°C, por
1h

3.6.2 Tubos de ensaio comuns
3.6.2.1 Lavagem

3.6.2.1.1 Proceder a lavagem segundo as técnicas
recomendadas nos itens 3.6.1.1.1 a 3.6.1.1.7 (exceto
Nota).

3.6.2.2 Esterilizagao

Nota: Este procedimento ndo é necessario quando os tubos 540
utilizados para conter feios de cultura ja estéreis ou que nao
precisam ser esterilizados, bem como para solugbes ejou
em ensalos complementares egpecificos.

3.6.2.2.1 Colocar tampas de algodéo hidrofobo e gaze no
boca! de cada tubo.

3.6.2.2.2 Acondicionar em cestas de arame e cobrir com
papel Kratt.

3.6.2.2.3 Proceder 4 esterilizagdo em autoclave a 121°C,
por 30 min, ou em estufa a 160°C, por 2 h, ou 180°C, por
1h.

3.7 Preparo e esterilizagto de pingas

3.7.1 Embrulhar individualmente as pingas em papel Kraft
ou papel aluminio.

3.7.2ldentificar com nome, data de esterilizagio e prova de
esterilizagao.

3.7.3 Esterilizar em autoclaves a 121°C, por 30 min, ou em
estufa a 160°C, por 2 h, ou 180°C, por 1 h.

4 Teste de caracteristicas inibidoras do
detergente usado na limpeza do material

4.1 Lavar seis placas de Psetri d@ acordo com o0 sistema
usual e designar como Grupc A.

4.2 Lavar seis placas de Petri de acordo com o sistema
usual, enxaguar doze vezes com porgdes de agua destilada
e designar como Grupo B.

4.3 Imergir seis placas de Petri na solugao detergente em
uso (na concentragao usual), secar sem enxaguar e designar
como Grupo C.

4.4 Esterilizar os Grupos A, B e C nas condigdes usuais.

4.5 Para testar 0 material ja esterilizado, separar seis
placas de Petri e designar como Grupo D.

4.6 Preparar uma suspensdo de uma cepa padrao contendo
de 50 UFC/mL a 150 UFC/mL. Pipetar 1 mL desta suspensio
para cada uma das placas, verter o meio da cuitura
adequado & cepapadréo eincubar, também atemperatura
adequada.
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avaliados em cada laboratdrie, e a escolha deve recair
sobre o microorganismo mais sensivel.

4.7 Interpretagac dos resultados

4.7.1 Calcular a média das contagens obtidas em cada
grupo.

4,7.2 Se a diferenga entre as médias obtidas entre os
Grupos A, B, C e D for inferior a 15%, o detergente ndo é
tOxico nem tem caracteristicas inibidoras, portanto o material
pré-esterilizado esta aceilavel.

4.7.3 Se a diferenga das médias entre os Grupos Ae B ou
D e B for de 15% ou mais, indica presenga de residuos
inibidores.

4.7.4 Discordancias nas médiasde menosde 15%entre A
e B e mais de 15% entre A e C indicam que o detergente
tem propriedades da inibicdo que sdo eliminadas durante
as lavagens de rotina.

Nota: Caso o resultado oo teste indique presenga de residuos
Inibidores, o detergente deve ser substituido,
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