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ESTREPTOCOCOS FECAIS - DETERMINACAO DO NUMERO L5.205
CETESB MAIS PROVAVEL PELA TECNICA DE TUBOS MULTIPLOS DEZ/1984
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Devido & possibilidade de contaminagao das aguas por excretas de origem humana
ou animal, as meSmas apresent@m o risco de conterem organismos patogenicos, tor
nando-se, assim, umiVeiculofna transmissao de doengas. Nesse sentido, em rela
¢ao a aguas déStinadas aéonsumo humano, & de fundamental importdncia a avalia
cao de suaj/qualidade, para determinar seu grau de seguranga do ponto de vista
microbiol®gico./Para essa avaliagao, sao usualmente empregados microrganismos

que atuam como_indicadores de contaminagao fecal, cuja presenga na agua indica

o risco da presencalde organismos patogenicos.
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Os estreptococos fecais constituem um grupo de bacterias reconhecidas como in
dicadores de contaminagao fecal desde o inicio deste século, porem sua utili
zagao so se faz efetiva apos 1950, com o desenvolvimento de meios de cultura
contendo azida sodica. O habitat normal deste grupo de bactérias € o trato
intestinal humano e de outros animais e estas bacteérias normalmente nao ocor-
rem em aguas e solos de areas nao poluidas, sendo que a§ poucaspmmincidencias
_estao relacionadas diretamente a animais de vida selvagem'Ou afdrenagem dos
solos por enxurradas. Embora estas bacterias possam persistir por longos pe
riodos em aguas de irrigagcao com alto teor eletrolitico, geralmente nao se
multiplicam em aguas poluidas, sendo, portanto, sua presenga)indicativa de

contaminagao fecal recente.

Este grupo de bacterias engloba varias espécies que apresentam diferentes
. -~ . hnd . -~ . - [ . - ]

graus de resistencia as variagoes ambientais e origens fecais especificas. As
sim, as especies incluidas no sub-grupo dos enterococos apresentam maior re
sistencia e sao caracterizadas por sua capacidade )de crescer em temperaturas

(o] - " -~

de 10 a 45°C, pH de ate 9,6 e em meigs com altas, concentragoes de cloreto de
Lond I3 - . . 0 .

sodio; alem disto, conseguem sobreviver a temperaturas de 60 C durante 30 mi

nutos. Por outro lado, as especies Streptococcus bovis e Streptococcus equinis

sao mais sensiveis que qualquer outro grupdide bactérias indicadoras de polui
cao fecal, resistindo somente fcerca de 24 horas na agua. Em relagao a origem
fecal das bacterias deste grupo, algumas|eéspecies tem sido relatadas como sen

do exclusivas de fezes humanas,) como & o caso de Streptococcus faecalis; em

fezes de animais sao predominantes @8l especies Streptococcus bovis e

Streptococcus .equinus e, em relacao a aves domesticas, suas fezes sao caracte

rizadas pela presencga,de Streptoecoccus avium. Dentro do grupo dos estreptoco-

cos fecais, encontramse tambem'dois biotipos de limitada significagao sani

taria: S.faecalis #ariedade liquefaciens e uma variedade do S.faecalis com

capacidade de hidrolizdar o amido. Estes biotipos nao sao restritos ao intesti

- no do homem e outros,/animais’ de sangue quente, podendo ocorrer associados a

vegetagao e ageertos tipos' de solos.

Embora a existencialldéStes biotipos limite a utilizacao dos estreptococos

fecais comolindicador ideal de contaminagao fecal, este grupo & de grande va
lor em estudos para investigacao da origem da poluigao fecal, seja atraves da
diferenciagao das especies (atraves de sua caracterizagao bioquimica), seja

atraves da utilizagao da relagao entre a densidade de coliformes fecais.e a

de estreptococos fecais (gg). Em relagao a caracterizagao das espécies, por
EF '
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exemplo, a predominancia de S.bovis e S.equinus & indicativa de contaminagao ﬁg
cal animal (nao humana); nesse sentido, estudos efetuados tem demonstrado eleva
dos nimeros destas espécies associados a péluigao envolvendo industrias de pro
cessamento de carnes, de fabricagao de ' produtos derivadospdo leite e drenagem
de aguas de pastagens em fazendas. Dado o limitado tempo dejsobrevivencia des
tas espécies na agua, sua presenca indica contaminagcao fecal mdito recente. Em
relagao a utilizacao conjunta de coliformes fecais (CE)menestreptococos fecais
(EF), estudos realizados demonstram que quando a rglagao entre a densidade des
tes dois grupos de indicadores (%%b € superior a/%,0, ha indigacoes de que a
contaminagao fecal seja de origem humana (ésgotos domesticos), ao passo que va
lores inferiores a 0,7 sugerem poluigao fecal de origem nao humana; dados entre
esses valores usualmente indicam potuigao mista (humana @fao humana). Para a
aplicagao da relagao CF/EF, alguns cuidados espegidis devem ser tomados, visan
do a obtencao de dados significativos. Nesse sentido, € aconselhavel a medida
do pH da amostra de agua, visto que as/densidades, de‘estreptococos fecais podem
ser alteradas significativamente em valores de pH acima de 9,0 e abaixo de 4,0;
alem disto, as amostras devem ser-colhidas o maig proximo possivel da fonte de
poluigcao. Pontos de amostragem, em_relacao 408 quais o tempo de transito da fon
te poluidora excede 24 horas, pdderao formnecer resultados duvidosos. Nao e acon
selhavel a aplicagao desta relagao quando '@ densidade de estreptococos fecais &
inferior a 100/100 ml e, para aguas marinhas e estuarinas, sua utilizacao pode
ser de pouco valor para a diferenciagad’entre fontes humanas e nao humanas de

poluigao fecal.

Estudos comparativos ffelativos a resistencia de varios indicadores, patogenos e
virus a diferentes procesgos de tratamento de esgoto tem demonstrado que a remo
cao de estreptbcocos fedais e ¢onsideravelmente menor que a de coliformes fe
cais, sendo, deste modo, mais| estritamente relacionada a sobreviy@ncia de virus;
nesse sentido,festé) grupo de bactérias constitui um indicador cuja pesquisa &

de interessefpara avaliagao desses processos de tratamento.
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.1. OBJETIVO

1.1. Esta Norma prescreve a Tecnica dos Tubos Multiplos, utilizada na determi

nagao do numero mais provavel de estreptococos fecais para:

. Avaliacao da qualidade de aguas de novas fontes de ab@stecimento.

. Confirmagao da origem fecal da contaminagao, quando sao obtidos resultados

duvidosos no teste para coliformes em aguas destinadas,a constmo humano.
. Avaliagao da qualidade de aguas subterraneas.

. Avaliacao:da qualidade de aguas minerais.

. Avaliagao da qualidade de aguas recreacionais.

. Caracterizagao da origem fecal (humana ou‘animal), quando_aplicada em con

junto com a determinagao de coliformes fecaisy
OBS: Este metodo nao & recomendado para analisepde’aguas marinhas.

2. DEFINIGOES
2.1. Estreptococos fecais

Este grupo engloba as espécies)de estreptococos que - ocorrem - - em. grandes
quantidades €x fezes humanas e de“outros animais, apresentando, assim, impor -
tancia na avaliacao da qualidade sanitaria de aguas e esgotos. Neste grupo sao
incluidos os grupos goreldgicos'D e Q, sendo as seguintes espécies e sub-gru -
pos que o compoem:

Estreptococos fecais

S. faecalis
Grupo dos

S.faecalis subsp liquefaciens Grupo D

. Enterococos

.faecalis subsp zymogenes

s
S.faecium -

L bl |

PP e I )

S.. eguinus

S. avium
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Estas bactérias sao cocos Grampositivos, geralmente ocorrendo aos pares ou
em cadeias curtas, apresentando reagao negativa na prova de catalase. As ca
racteristicas basicas empregadas para a confirmacao de sua presenga incluem
sua capacidade de crescimento na presenca de sais biliares e a temperatura
de 45°C.

2.2, N.M,P.

Numero mais provavel € a estimativa da densidade defbactérias em uma amostra,
calculada a partir da combinacao de resultados pdsitivos e megativos,obtidos
mediante a aplicagao da Técnica dos Tubos Multiples.

2.3. C.D.A.

Caldo dextrose azida: meio de enriquecimento para estreptococos fecais, apre
sentando em sua composicao azida sodicalllie atua como inibidor do crescimen
to de bacterias Gram-negativas.

2.4, P.S.E.

"Pfizer Selectiwe Enterococcus/Agar': meie seletivo em que o crescimento de
estreptococos fecais e evideneiado pela hidrolise da esculina presente no
meio.

2.5, Coco

Designacao dada as Bacterias que apresentam forma esférica.

2.6. Coloragao de Gram

Coloragao diférémcial, at¥aves da qual as bactérias sao classificadas em
Gram-positivas ou Gram—negativas, dependendo da retengao ou.nao de corante
cristal-violeta/

2.7. p.a.

Para analise
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2.8, E.D.T.A.

Kcido etilenodiaminotetracetico.

2.9. q.s.p.

Quantidade suficiente para.

2,10. Catalase:

Enzima que cataliza a reagao em que atuam duas‘méléculas de perdxido de hidro
genio (H,0,), uma como doadora e outra como receptorajde hidrogenio. Sua pre
senga na bactéria, ao ser adicionado o pergxido.de hidrogenio sobre uma sus

pensao da cultura, e evidenciada pela liberagao de oxigenio (02), havendo for

magao de bolhas de‘gis.
2 mypo, <22, g o, o
3. APARELHAGEM'
3.1. Materiais e equipamentos
3.1.1. Equipamentos de esterilizacgao

3.1.1.1. Estufa para esterilizacao e secagem

A estufa deve acondicionar pipetas, placas de Petri, frascos para colheita e
toda a vidraria e/faparelhagem que pode ser esterilizada por calor seco e ter
capacidade suficiente fara pexmitir a circulagao do ar quente ao redor do ma
terial a ser esterilizado. Deve ser equipada com um termometro e um termosta
to e operar normalmentehaluma temperatura de 170°c - 180°c. 0 tempo de eétepi

lizagao para a maior parte da vidraria € de 2 horas, a 170°%¢ - 180°c.
3.1.1.2. Autoeclave

Deve ter tamanho suficiente para permitir a circulagao do vapor ao redor do

material a ser esterilizado por esse metodo e ser equipada com valvuld de se
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guran¢a, com um manometro e com um termometro, cujo bulbo ficari na direcao
da linha de escape do vapor condensado (dreno). A autoclave é normalmente
operada a uma pressao de vapor de 15 libras por polegada quadrada, produzig
do, em seu interior, uma temperatura de 121,6°C ao nivel do mar. Deve-se ob
servar, em seu funcionamento, a substituig¢ao por vapor de todo o ar existen
te na camara. A operagao total de uma autoclave deve dyrarifiopmaximo uma ho
ra, sendo recomendado o acompanhamento dos ciclos de operagﬁo e os regig
tros de tempo-temperatura. E recomendavel que a autoclave atinja a tempera
tura de esterilizacao de 121°C em 30 minutos e manfenhallessa temperatura du

rante o periodo de esterilizacao.
3.1.2. Incubadora bacteriologica

Deve ser equipada com termostato e projetadade tal forma que a temperatura
em todas as partes utilizadas seja 35 + 0,5°C, com capacidade suficiente pa
ra permitir a circulagao do ar ao redoflldé todas'as culturas, quando o mate
rial de trabalho estiver sendo incubado. Para weérificar a temperatura de
uma incubadora grande, devem ser colocados um ou mais termometros, com o
bulbo submerso em agua, glicerina ou'@leo minéral, em lugares representati-
vos da camara e feitos registrosgpericdicos da temperatura. A incubadora de
vera manter 75 a 85% de umidade relativale ser colocada em um local onde a

temperatura permanega na faixa de 16 a 27°¢.

3.1.3. Balanga

Com sensibilidade depmo m{nimo,_o,lrg ao pesar.150 g.
3.1.4. Destiladon{de ag@ia ou aparelho para deionizagao

Deve produzir agua mao toxilca, livre de substancias que impecam ou interfi

ram na multiplicacao bacteriana.
3.1.5. Pdtenciofietro

Deve ter escala bem’legivel e medir com exatidao e precisao de 0,1 unidades

de pH. A calibragao do pétenciometro deve ser feita pelo menos duas vezes

'S

ao dia, com tampoes de pH = 4,0,pH = 6,86 e pH = 9,18,
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3.1.6. Banho maria

Equipado com termostato para temperatura de aproximadamente 45—50°C, com capaci
dade suficiente para comportar recipientes contendo meio de cultura, cuja tempe

ratura deve ser estabilizada antes da distribuigao em placas de Petri.

3.1.7. Frascos para colheita de amostras

De vidro neutro ou plastico autoclavavel nao toxico, com tapacidade minima de
125 ml, boca larga e tampa a prova de vazamento.

3.1.8. Frascos para agua de diluigao

De borossilicato (pyrex) ou vidro neutro, com tampas de rosca que permitam boa
vedagao e sejam livres de substancias toxicas soluveis, com capacidade para con
ter 90 + 2 ml de agua de diluigao, deixando_um espago suficiente para permitir

uma boa homogeneizagao quando se efetuar a agitagao.

3.1.9. Tubos de ensaio

Tubos de ensaio de borossilicato ( pyfex) ouj/vidro meutro, com capacidade adequa
da para conter o volume necessario de meiolde cultura e o inoculo da amostra.

Usualmente sao empregados tubos de emsaio de 18 mm x 180 mme16 mm x 150 mm.

3.1.10. Placas de Petri

Devem ser de borossilicato (pyrex) ou vidro neutro de boa qualidade, com fundo
perfeitamente plano, sem ranhuras e bolhas de ar, com 15 mm de altura x 100 mm

de diametro.

3.1.11. Pipetas

Pipetas tipo Mohr de 5 ml e 10%@l, com graduagao de 1/10 e erro de calibragao
inferior a 2,57 e/com bocal para tampao de algodao. Sao guardadas em caixas de
ago inoxidavel, fpodendd também ser embrulhadas individualmente em papel. Sao es

terilizadas por calor seco A& 170—180°C, durante duas- horas.

3.1.12. Materiais para preparagao de meios de cultura

Recipientes, de 4idro ou a¢o inox. O material de aquecimento e os bastoes devem
estar limpos e isentos de qualquer substancia toxica (nunca devem ser de co
bre).

3.1.13. Bico de Bunsen ou similar
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3.1.15. Tela de amianto de 22 cm x 22 cm
3.1.16. Algas de inoculagao

De platina, platina-iridio, ou niquel-cromo, com 7 a 8 cm de comprimento e
0,5 mm de diametro, apresentando na extremidade uma partelénwurvada, forman
do um aro com diametro minimo de 3 mm; sao colocadas em ecabos/de metal ( ca

bo de Kolle ).
3.1.17. Estantes

De arame galvanizado, perfuradas, para tubos de ensaigpde/18 mm x 180 mm e
de 16 mm x 150 mm.

3.2. Reagentes

Para o preparo dos meios de culturaj da-se preferencia a utilizacao de
meios desidratados de procedencia idonea, visando maior uniformidade dos
mesmos. Pode-se, no entanto, prepara=los em ldboratorio, sendo que os rea
gentes a serem utilizados devemgS€¥npde grau bacterioldgico e procedencia

idonea, apresentar odor, corfe consistemcia inalte radas, ser livres de ele
mentos bactericidas ou bacteriostaticos inespecfficos e outros carboidratos
fermentiveis que nao os em teste, e formecer os nutrientes necessarios para

os organismos pesquisados.

Sao os seguintes os reagentes mecessarios:

. Agar

. Azida sodica (NaN3) p.a.

. Bile bacteriélogicd

. Citrato ferrico amoniacal p.a.

. Citrato dé sodio p.a.

. Cloreto/de magnesi® (MgC12,6H20) p.a.
. Cloreto de,sddio (NaCl) p.a.

. Dextrose

. E.D.T.A. (acido "etilenodiaminotetracetico) p.a.
. Esculina

. Extrato de carne

. Extrato de levedura
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. Fosfato monopotassico (KH2P04)p.a.
. Hidroxido de sodio (NaOH) p.a.

. Peptona

. Tiossulfato de sodio (Na23203)p.a.

. Triptona

3.2.1. Meios de cultura desidratados:

. "Azide Dextrose Broth" (Caldo Dextrose Azida)
3.3. Meios de Cultura
3.3.1. Caldo Dextrose Azida de concentracao simples

Formula:
Extrato de carne...ceeeeesssccsascccenmeds. 4,5 ¢
Triptona ou Polipeptona.....eeewmecscsssan.15,0 g
DEeXLTOSE.ccsseeesssnsossscocfoncscssdodie..sy 7,5 ¢
Cloreto de sodio (NaCl)p.a.sseecesoncecnse. 7,5 g
Azida sodica (NaNB)p.a...............' ...... 0,2 g
Agua destilada......... eanas . o SN teee...1000 ml

pH final apos esterilizagao: 732 + 0,2

Preparo:

Pesar 34,7 g do meido desidratado '""Azide Dextrose Broth" e acrescentar 1000 ml
de agua destilada fria. Aquecer, agitando frequentemente, ate a completa dis
solugao do meio, tomando cuidade para que nao seja atingida a temperatura de
ebuligao. Em tubos de ensaio demlé mm x 150 mm, distribuir volumes adequados
para que o volume/final, apos esterilizacao, seja de 10 ml. Tamponar os tubos

e esterilizar pofr auto€lavacao a ~121QC durante 15 minutos

3.3.2. Caldo Dextrose Azida de concentragao dupla

Formula:
Extrato dencarne.. cceceeeescesscscsacscesss 9,0 g
Triptona ou Polipeptona..cieveessseecesssss30,0 g

Dex.trose......---...-................-....'.15,0 g -
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Cloreto de s0dio (NaCl)pP.@.eceeessevecesssescesees 15,0 g
Azida sodica (NaN3)p.a........................... 0,4 ¢
Kgua destilada..ececeecseocsescsecnoscnnsasnesaal000 ml

pH final apos esterilizagao: 7,2

Preparo:

Pesar 69 ,4g do meio desidratado "Azide Dextrose Broth" e ‘aereScentar 1000 ml
de agua deétilada fria. Aquecer, agitando frequentemente, ate a completa
dissolugao do meio, tomando cuidado para que nagflseja atimgida’ a temperatu-
ra de ebuligao. Em tubos de ensaio de 18 mm x 480 mm, distribuir volumes a

dequados para que o volume final apos esterilizagae, seja/de 10 ml. Tampo-

nar os tubos e esterilizar em autoclave a 1219C duranteyl5 minutos,

3.3.3. P.S.E. ("Pfizer Selective Enterococcus Agar")

Formula:
Triptona.ceceeceess tecsscocabecsssoasfaneseass 17,0 g
Peptona. cecacesseccsenssencsessnsansssesscasas 3,0 g-
Extrato de levedura.f.. ..o ebeceecescsasass 5,0 g
Bile bacteriologicas coveeeneotoessenneeneees 10,0 g
Cloreto de s0dio (NaCl)p.8..eoscecescesseeas 5,0 g
Citrato de sodio" (Na3C6H507)Pfé' vivesessys 1,0 g
Esculina................“-...-....-........... 1,0 g
Citrato ferrico amonidaeal.....ceevesesesscees 0,5 g -

Azida Ssdica (NaNB) 9 6 8. & 08 A 80 00 0 0t s E e e O e N o0 0’25 g
Agar'..'......'..l..‘.l........lO...O'Cl...‘. IS,Og
Agua destilada.....dbeeeeveesrecsssnceasaseass 1000 ml

pH finalllapds estefilizagao: 7,1 + 0,2

Preparo:

Pesar osl reagentes e acrescentar 1000 ml de agua destilada fria, deixando
em repouso .durante, aproximadamente, 15 minutos. Aquecer, agitando frequen-
temente, ate a completa dissolucao do meio, tomando cuidado para que nao se
ja atingida a temperatura de ebuligao. Esterilizar em autoclave a 121°C, du
rante 15 minutos. ApGs esterilizacao, estabilizar a temperatura do meio de

cultura em banho-maria a 45—50°C, nao ultrapassando 4 h entre a preparagao
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e a distribuigao do meio. Distribuir volumes de, aproximadamente, 12 ml em

placas de Petri de 15 mm x 100 mm.
3.4. Agua de diluigao
3.4.1. Solugao Estoque A

Formula:
Fosfato monopotassico (KHZPOA)p.a............... 34,00
Agua destiladacee.eeeevenceennn cececesfaracescess1000 ml

Preparo:

Dissolver o fosfato monopotassico em 500 mimde agua destilada, ajustar o
pH para 7,2 + 0,1 com solugao de hidrdxido de sodio IN e completar o volu
me para um litro de agua destilada. Distribuir/volumes que sejam adequados
a necessidade de uso do laboratorio,g@mifrascos eom tampa de rosca. Esteri

lizar em autoclave a 121°C, duranté 15 minutosh Armazenar em geladeira.
3.4.2. Solugao Estoque B

Formula:
Cloreto de magnesio (MgClz)p.a................ . 81,1 ¢
Agua destilada...........‘...............‘......1000 ml

Preparo:
Dissolver o cloretofide,magnesig)em um litro de agua destilada. Distribuir
volumes que sejamfladequados a necessidade de uso no laboratorio, em fras

cos com tampa de¢ rosca¥ Rotular e armazenar em geladeira.
3.4.3. Kgua de dilwicao

Formuda:
Solugao Estoque A...... cetecscsecasensensceess 1,25 ml
Solugao Estoque B..... Ceeesaccetetttcennanns .. 5,00 ml
Agua destilada....ccvovvrscineserscesasscassss 1000 ml

pH final ap0s esterilizagao: 7,2 + 0,1.
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Preparo:

Adicionar 1,25 ml da solugao estoque A e 5 ml da solugao estoque B a 1 litro
de agua destilada. Distribuir, em frascos de diluigao, quantidades édequadas
que assegurem, apos autoclavagao a 121°C durante 15 minutos, volumes de 90
+ 2 ml.

OBS: Antes da utilizacao da solugao estoque A,deve-se verificar se nao ha
quaisquer evidencias de contaminacao microbianaAturbidez, presenca de mats
rial em suspensao). Em caso afirmativo, essa s0lucao deve ser descartada.
3.4.4. Solugao normal de hidroxido de sodio (NaOH-1NY.

Formula:

Hidroxido de sodio (NaOH)p.at......fmeeeedeoc... 40,0 g
Agua destilada q.S.Peeeeechscececdocccabeneseaes 1000 ml

Preparo:

Pesar 40 g de hidroxido de §6dio, cologar em um balao volumétrico e comple

tar o volume para 1000 ml com agua destilada.
3.4.5. Solugao de E.D.T.A.(a 15%
Formula:

EDTA (aéido etilenodiaminotetracético)......... 150,0 g

Agua destilada......-'.....0............'0000001000 ml
Preparo:

Pesar 150 g, dé EDTA e dissolver em 1000 ml de agua destilada. Ajustar o pH
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para 6,5. Armazenar em frasco bem vedado. Ao serem preparados os frascos pa
ra colheita de amostras de aguas suspeitas de conterem metais pesados, adi
cionar aos mesmos, antes de sua esterilizagao,volumes de 0,3 ml dessa solu

¢ao para cada 100 ml da amostra a ser colhida.

OBS: Além da solugao de EDTA, no volume especificado acimaypdevem ser adi
cionados aos frascos de colheita dessas amostras, volumes, de/0,1 ml de uma
solugao de tiossulfato de sodio a 107 para cada 100 ml da amostra a ser co
lhida.

3.4.6. Solugao de Tiossulfato de sodio a 1,87

Formula:
Tiossulfato de sodio (Na28203)p.a.............. 18, 0 g
Agua destilada@e.eeeeeveosocessaceseosialoeseeass 1000 ml

Preparo: 4

Pesar 18 g de tiossulfato de sodio e dissolver em 1000 ml de agua destilada.
Armazenar em frasco bem vedado. Ao sérem preparados os frascos para colhei-
ta de amostras de aguas tratadasiyladicionar aos mesmos, antes de sua esteri
lizagzo, volumes de 0,1 ml dessa solugEo para cada 100 ml da amostra a ser

colhida.
4. EXECUGCAO DO ENSAIO
4.1. Principio do métode

4.1.1. A determinacao /do N.M.P. de estreptococos fecais em uma dada amostra
& efetuada a partir de aplifcacao da Técnica de Tubos Multiplos. Esta técni
ca e baseada no principiofde que as bacterias presentes em uma amostra . Ppo
dem ser separadas . uma ‘das outras por agitagéo, resultando em uma suspensao
de célulds bacterianasgindividuais, uniformemente distribuidas na amostra

original e comsiste na inoculagao de volumes decrescentes da amostra em
meio de cultura adequado ao crescimento dos microrganismos pesquisados, sen
do cada volume inoculado em uma série de tubos. Atraves de diluicaes suces-

sivas da amostra, sao obtidos inoculos cuja semeadura fornece resultados ne

'S
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gativos em pelo menos um tubo da uUltima sé@rie em que os mesmos foram inocula
dos e a combinagao de resultados positivos e negativos permite a obtengao de
uma estimativa da densidade original das bacteriaspesquisadas (NMP), atraves
da aplicacao de calculos de probabilidade. Para analises de agua, tem sido
utilizado preferencialmente o fator 10 de diluicao, sendo inoculados multi
plos e sub-multiplos de 1 ml da amostra, usando-se series de 5 tubos para ca
da volume a ser inoculado. Para a determinagao do NMP de, estreptococos fe
cais em uma amostra, & requerida a confirmagao dos resultadds positivos obti

dos no meio de cultura usado para inoculagao da amestra.

4.1.2. O exame se processaatraves de 2 etapasi ensaios presuntivo e confir

mativo.
4.1.2.1. Ensaio presuntivo:

Consiste na semeadura de volumes determipados da, amostra em série de  tubos
contendo Caldo Dextrose Azida, que §ao incubados @ 35 :'O,SOC, durante 24-48
horas. A turvagao e/ou formagao de precipitado no meio € resultado presunti

vo positivo para estreptococos fecals neste emsaio.
4.1.2.2. Ensaio confirmativoé

Consiste na transferéncia dehcada cultura com resultado presuntivo positivo
(turvagao e/ou formagao de precipité@do em Caldo Dextrose Azida) para placas
de Petri contendo Agar P.S. E., sendo a incubagao efetuada a 35 +0 5 C, du
rante 48 horas. A presenca de eolonias com colorag,ao castanho-énegrec1da com

halo marrom ( decorrente da Iudrohse da esculina ) constitui resultado pou

tivo neste ensaxo, ‘confirmando & presenga de estreptococos fecais.

4.2. Reagoes
4.2.1. EmfCaldo Dextrose Azida

O C.D.A. @ um meio de cultura que contem os fatores nutrientes requeridos
para a maiorialdas bactérias. A incorporagao de azida sddica nesse meio
inibe o crescimento de bactérias Gramnegativas, devido a inibigao do sis
tema citocromo bacteriano e redugao da atividade da catalase. Os* cocos
Gram-positivos nao sao afletados por esse inibidor e crescem satisfatoria

mente. Os estreptococos fecais se desenvolvem nesse meio, fermentando a
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dextrose e sua presenga & detectada pela turvagao e/ou formacao de precipita

do no meio.
 4.2.2. Em Agar P.S.E.

Os estreptococos fecais, atraves de suas enzimas e na presenca,de agua, hi
drolizam a esculina contida no meio, havendo formacao delesculetina ( 6,7
dihidroxicumarina) que reage com o ion ferrico presente no meio, formando um

complexo castanho enegrecido, difusivel no meio.

. ) enzimas de estreptococos fecais y .
esculina 70 <P » glicose,+ esculetina
2

. + .
esculetina + Fe3 ——— complexo castanho énegrecido.
4.3. Amostragem e amostra
4.3.1. Amostragem

Deve ser realizada conforme descrito mopCuid de Orientagao para Colheita e
Preservagao de Amostras (CETESB).

4.,3.2. Amostra

4.3.2.1, Identificagao: a amostra deve ser bem identificada e todas as infor
magoes sobre a mesma devem ser, completas (n? da amostra, data, local, pH,
temperatura, cloro residiialpe, outras informagoes necessarias para que os re

sultados possam seér interpretados corretamente).

4.3.2.2. Agente meutralizador de cloro residual: Para a colheita de amos
tras de aguas tratadas, déve-se adicionar ao frasco de colheita, antes * de
sua esterilizagao, 0,1 ml de uma solugao a 1,8% de tiossulfato de sodio para
cada 100/ml da /amost¥ay para neutralizar a acao do cloro residual. Essa quan
tidade deltiossulfato de sodio & suficiente para neutralizar concentragoes
de 5 mg/l de“eloro residual, sendo adequada para as amostragens de rotina.Em
situagoes especiais, como por exemplo em emergencias, em que o residual de

cloro pode ser maior, uma maior quantidade de tiossulfato e requerida, Nes
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tes casos, podem ser utilizados volumes de 0,1 ml de uma solugao a 107 de
tiossulfato de sddio para cada 100 ml da amostra, sendo esta quantidade
suficiente para neutralizar concentragaes de ate 15 mg/l de cloro resi
dual. |

4.3.2.3. Agentes quelantes: Para a colheita de amostraSWdemaguas _poluidas,
suspeitas de conterem concentragoes superiores a 0,01 mg/l del metais pesa
dos, tais como cobre, zinco, etc., deve-se adicionar ao frasco de colhei~-
ta, antes de sua esterilizagao, 0,3 ml de uma soldgao @pl57 de EDTA, para
cada 100 ml da amostra, além do tiossulfato de £6dio (volumes de 0,1 ml
de uma solugao a 107 para cada 100 ml da amosfra). A soluc@o de EDTA pode
ser adicionada ao frasco de colheita separadamente ‘oipja/combinada com a
solugao de tiossulfato de sodio antes da adigao. O EDTA'atua como agente
quelante, reduzindo a agao toxica de metais}, apresentando uma acao mais

ampla que o tiossulfato de sodio, o qual, na Coficentragao empregada, pre

vine apenas a agao bactericida do cobxéRl

4.3.2.4. Transporte e conservagao: Apos a colheita, a amostra devera ser
enviada ao laboratorio o mais rapide Jpossivels O tempo maximo ideal en
tre a amostragem e inicio .do examepe de 8 horas, sendo que o tempo limite
nao deve exceder 24 horas. A$ amostras)devem ser transportadas sob refri

~ 0 . - . .
geragao (4 a 10 C) e conservadas assim ate o inicio do exame.
4.4, Procedimento

4.4.1. Preparar os tubos de C.DWA, exigidos para a prova e dispo-los em
estante em fileiras, de 5 tubos."Para as inoculagoes das porgoes de 10 ml

da amostra, usar/o C.DsA. em concentragao dupla.

4.4.2, Proceder a marcacaol dos tubos, anotando o nimero designado pelo
laboratoriogfldlficha delfegistro de exames, o volume selecionado da amos
tra a serfinoculada e a data. Esta marcagao podera ser feita somente o
19 tubo /& direita na 1° fileira. Nos primeiros tubos das fileiras seguin-
tes, pode-se simplificar a marcaggo, colocando apenas o volume da amostra

a ser inoculado. Identificar, tambem, os frascos de agua de diluigao.

-
4.4,3. Homogeneizar a amostra no minimo 25 vezes, inclinando o frasco,for

mando um angulo de, aproximadamente, 45° entre o brago e antebrago.
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4.4.4. Com uma pipeta esterilizada de 10 ml e obedecendo aos cuidados de as
sepsia, transferir 10 ml da amostra para um frasco contendo 90 + 2 ml de
agua de diluigao tamponada, antecipadamente identificado. Prepara-se,assim,
a2 diluicao decimal (10_1), sendo que 1 ml da mesma corresponde a 0,1 ml

da amostra.

4.4,5, Com a mesma pipeta, semear 10 ml da amostra em cada um dos tubos de
C.D.A. de concentragzo dupla, quando este volume for requerido para o tes

te.

4.4,6. Desprezar a pipeta de 10 ml e, com uma‘pipeta de 5 ml, inocular 1 ml
da amostra em cada um dos 5 tubos correspondentes a'@ssa/quantidade de ind

culo.

4.4.7. Homogeneizar o frasco contendo a primeiré diluicao (10—1) éomo em
4.4.3. e, com uma nova pipeta esterildzada, transferir 10 ml para um fras
co contendo 90 + 2 ml de agua de diluicao gfampénada, conseguindo-se, assim,
a segunda diluicao decimal (10—2), sendo que 1/ ml da mesma corresponde a
0,01 ml da amostra.

4.4.8. Proceder dessa maneira na sequencia de diluicbesdesejadas (10_3 ,

1074, 107%.......1078...).
4.4.9. Ordenar os frascos contendo as diluigoes, mantendo sequencia decres

cente das mesmas (da maior para a menor diluicao efetuada).

4.4.10. Agitar vigbrosamente, 25 vezes, o frasco com a ultima diluicao efe
tuada e, com umalpipetdyestéril de 5 ml, semear 1 ml da diluicao em cada
um dos tubos dé C.D.A.(concémtragao simples), correspondentes a essa dilui

cao.

4,4.11. Pfoceder dessasmaneira, semeando de tras para frente, sempre com a

mesma pipeta, /a maior para a menor diluicgao.

4.4.12. Apds a inoculacao de todos os volumes da amostra e/ou das diluigoes

requeridas para o exame, colocar a estante contendo os tubos inoculados em

'S

incubadora a 35 + O,SOC, durante 24 + 2 horas.
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4.4.13. Apos esse periodo de incubagao, retirar os tubos da incubadora para
efetuar a primeira leitura dos resultados. Para isso agitar delicadamente ca
da tubo, e examina-lo quanto a turvagao e/ou formacao de precipitado no meio,
que constituem resultado presuntivo positivo. Retirar os tubos com resultado
positivo e anotar os resultados. Retornar a incubadora os tubos com resulta

do negativo, por um periodo adicional de 24 + 1 hora.

4.4.14. A segunda leitura (48 + 3 h) sera feita nas mesmas lcondigoes, sendo
que os tubos de C.D.A. com resultado positivo ser@o separados)e os negativos

serao agora desprezados.

4.4.15. Para a realizacao do ensaio confirmativo, todos ¢s tubos com resulta
do positivo em C.D.A. nas leituras de 24 #p2.h e 48 + 3'h serao submetidos

a confirmagao imediatamente apos as respectivas leituras.

4.4.16. O ensaio confirmativo é efetuadolutilizando-se o Agar P.S.E., sendo

a seguinte a sequencia do procedimento parad exécucao desse ensaio:

4,4.16.1. Identificar placas de Agar B.S.E.,{correspondendo, cada uma, a um

tubo de C.D.A. com resultado pesitivo no ensaio presuntivo.

4.4.16.2., Flanbar e resfriar uma alga de inoculagao (fio de platina ou ni
quel cromo, com a parte final encurvada, formando um aro de diametro minimo
de 3 mm).

4.4.16.3. Agitar e imelinar o tubo de Caldo Dextrose Azida e, a seguir, mer
gulhar a extremiddde da alca de inoculagao, devidamente flambada e resfriada,
no meio de cultura contido no tubo (a uma profundidade de aproximadamente 1

cm), para colhér um imoculofda cultura.

4.4.16.4. Dépositar o inoculo em um ponto nas bordas da placa de Agar P.S.E.
gira-la efiniciar seu espalhamento na superficie do primeiro quadrante, to
mando cuidado fpara que a parte encurvada da alga toque apenas a superficie

do meio, evitando ferir o agar.
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4,4,16,.5. Girar novamente a placa e continuar o espalhamento no 29 quadrante.

4.4.16.6. Proceder dessa maneira até completar a semeadura)em toda superficie

do agar.

4.4,16.7. Fechar e incubar a placa em posicao imvertida durante 48 ¥3n a
35 ¥ 0,50c.

4.4.16.8. Apos o periodo determinado de incubagao, efetuar a leitura, conside
rando colonias tipicas de estreptococogpfecdis as que apresentarem coloragao
_ castanho-enegrecida, com halofmarrom} B )

4.4.16.9. Verificar as placas correspondentes a cada tubo e anotar os resulta

dos obtidos.
4,4,16.10. Com os dados obtides, calcular o N.M.P. de estreptococos fecais.

5. RESULTADOS

5.1. A densidade de gstreptoOcocos fecais € expressa como N.M.P. de estrepto -
cocos fecais por 100 ml. '
5.2, 0 N,M.P. detestreptococos fecais gobtido atraveside tabelas em que sao

dados oé limites de confianga de 95% para cada valor de N.M.P. determinado.

5.3. Tabela 1: Fornece o N.M.P. para todos os resultados possiveis, quando

sao inoculadas 5 porgoes de 10 ml da amostra.
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TABELA 1

INDICE DE N.M.P. E LIMITES DE CONFIANCA DE 95% PARA VARIAS COMBINAGOES DE
RESULTADOS POSITIVOS E NEGATIVOS QUANDO SAO UTILIZADAS 5 PORCOES DE 10 ml

N? de Tubos que apresentam Tndice de Limites de confiafigapde 957
reagao positiva, a partir N.M.P., por
de 5 tubos de 10 ml 100 ml inferior superior
0 <2,2 0 6,0
1 2,2 0,1 12,6
2 5,1 0,5 19,2
3 9,2 1,6 29,4
4 16,0 3,3 52,9
5 >16,0 8,0 Infinito

5.4. Tabela 2: Fornece o N.M.P. pata varids combinacoes de resultados po
sitivos e negativos quando sao inoeuladas 5 porcoes de 10 ml, 5 porgoes
de 1 ml e 5 porgoes de 0,1 ml da amostra. Embora os volumes indicados nes
ta tabela se refiram mais espeCificamente a amostras de agua pouco polui-
das, ela pode ser também utilizada quamdo volumes maiores ou menores da
amostra sao inocuilades.

Para sua utilizacao, proluram=se os cddigos formados por 3 algarismos cor
respondentes ao nimero de ‘tubos com resultado ppsitivo em 3 séries conse
cutivas inoculadas. Para a obtencao do N.M.P. de estreptococos fecais, o
codigo € formado a ‘partitpdos resultados obtidos no ensaio confirmativo ,
considerando-se como numero de tubos positivos para a composicao do codi-
go, o numero de/tubos/do Caldo Dextrose Azida inicialmente inoculados, cu

ja positividade dos /resultados foi confirmada em Agar P.S.E.
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TABELA 2

e

INDICE DE N:M.P. £ LIMITES DE CONFIANCA DE 95% PARA VARIAS COMBINACOES DE RESULTA
DOS POSITIVOS E NEGATIVOS, QUANDO SAO UTILIZADAS 5 PCRCUES DE 10ml, 5 FORCOES DE
1 ml E 5 PORGOES DE 0,1 ml T

K N® de tubos que apresentzm reagao | Limites de Confienga 95 %
positiva quando sac utilizades: . | Indice de N.M.P.
5 tubos de | 5 tubos de |5 tubos de por 100 ml Infezior Superior
10 ml 1ml 0,1 ml ‘

0 0 0 <2 - -
0 0 1 2. - 10
Q. 1 0 2 1 10
0 2 0 4 1 13
1 0 0 2 1 11
1 0 1 4 .1 - 15
1 1 0 4 1 15
1. 1. 1 6 2 18
1 2 0 6 2 18
2 0 0 4 1 17
2 0 1 7 2 20
2 1 0 7 2 21
2 1 1 9 3 24
2 2 0 9 3 25
2 3 0 12 5 29
3 0 0 .8 3 24
3 0 1 11 4 28
.3 1 Y 11 4 29
3. 1 1 14 6 35
3 2 0 14 6 35

3 2 1 17 -7 40
-4 0 0 13 5 38
4 0 -1 17 7 &5
4 1 0 17 7 46
4 1 1 21 9. ‘55
& 1 -2 26 - - 12 .63
4 2 0 22 9 " 56
4 2. i 26 12 65
4 . 3 0 27 12 67
4 . 3 1 33 15 77
4 4 0 34 16 €0
-5 0 0 23 9 €6
5 -0 1 30 10 110
.S .0 2 40 20 140
5 1 0 30 10 120
S 1 1 50 20 150
5 1 .2 60 30 180
S 2 0 0 20 170
5 2 1 70 30 210
5 2 2 90 40 250
5 3 0 &0 30 250
5 3 1 110 40 300
5 3 2 140 60 - 360
5 3 3 170 ‘80 410
S 4 0 130 50 390
- T 4 1 170 70 480
5 4 2 220 100 580
5 4 3 280 120 690
5 4 4 350 160 620
S S 0 240 100 940
5 -5 1 300 100 1300
5 5 2 soe 200 _ 2000
5 5 3 900 300 - 2900
5 S 4 1600 600 . 5300
5 5 5 21600 . .- -
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5.4.1.. Utilizagao da tabela 2.

5.4.1.1. Quando sao inoculadas apenas 3 séries de 5 tubos, sendo utilizados
os volumes indicados na Tabela (10 ml, 1 ml e 0,1 ml):

Neste caso, o N.M.P. e obtido diretamente a partir da Tabela. Para
isto, procura-se o codigo formado pelo n? de tubos counl'¥ésultades positivos
obtidos nas tres séries consecutivas inoculadas, verificando-se o N.M.P.
correspondente. Considerem-se 0s seguintes exemplos, nos quais sao apresen

tados os resultados positivos obtidos.em. cada serie del5 tubes, inoculados:

P

Exemplos N? de tubos com resultados posi C6di§o
tivos em cada série de 5 tubos | (combinagao de resul| NMP/100 ml
inoculados com tadosppositivos e
10 ml 1 ml 0,1 ml |Be83tivos)
1 5 2 0 520 50
2 4 2 0 420 22
3 5 5 1 551 300
4 5 5 5 555 21600

5.4.1.2. Quando sao inoculadas apenas 3\series de 5 tubos, sendo utilizados
outros volumes decimais. que|os indicados na.tabela:

Neste.caso, pro@ura—seé»o codigo formado pelo numero de tubos com
:egultados:positivomobtidos.nas.gres.séries consecutivas inoculadas, verifi
cando-se o valor de N.M.P. correspondente a ele; o N.M.P./100 ml sera dado

atraves da. seguinte! formulas.. . . :

NMP correspondente ao codigo X —r 10 5
. maior volume inoculado

Considerem-se os/seguintes exemplos:
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Volunies N?Q de tubos com_ resultados p031 Codigo NMP cor| Calculo
decimais| tivos em cada série de 5 tubos | g respon |do NMP |NMP/100
inocula inoculados com: L dente , ml
dos 100 |10 1(100) 1| -2 -3l -4 ag codi]
ml |ml| ml |10 |10 |10 |10 &
. ml |ml |ml |ml ' ‘
~ L\ BN N
100-10-1] 5 4 0 \ \s\ 540 130 130 & 104 13
: < NN AN \\ | 100
2NN s [ o] o \\‘%soo 239 |23 %10 | 230
| 3&\\\‘ N S \ -
17 x 10
10 a 10-‘.\\\A 4 110 \ 410 17 — 1700
'2 AV‘\\ \x\\::T\\\Q: < 0,1
10 & id \‘\\ 3o | 0300 sip|® * 22| 8000
BRI 0,01

5.4.1.3. Quando mais de 3 volumes decimais sao Anoculados:

Neste caso, para a composigao.do codigo, sEoAuFilizados apenas o0s
resultados correspendentes a tre§ series Jeonsecutivas - inoculadas,sen
do que.o.primeiro.algarismo. escolhido.pata compor o.codigo sera correspon-
dente. 2 série de.menor.volume. da.amostra. (maior dilui¢ao) em que.todos os
tubos. apresentarem. resultados.positivos,lidéesde. que tenham sido inoculadas
diluigoes.subsequentes. paraftotalizarhos.3.algarismos para. o codigo. Encon-
trando-se o codigo na tabela e o N.M.P. a ele correspondente, o valor final
do N.M.P._seriuobtido-através,da;aplicagso“daiseguiﬁte formula:

10
’maior.volume_inocu%ado,.selecioqg
do para compor o codigo

Valor de NMP correspon&ente ao codigo. X

Exemp los
Volumes |NQ de tubos com resultado posi Codigo|NMP cor| Calculo NMP /100
decimais|{tivo ém cadd seriegde 5° tubos sele |respon [do NMP ml
inocula |inoculados/com: ‘ cioqg dente
dos 10 |1 1 |42 | -3 | =5 | -5 |do  |ao codi
mif20%) 10910 |10 [10 |10 g0
ml fml jml [ml Jml |ml
10 a 1075 [(5%37] 1 \\\\ N 531 | 110 [110x 10 [1,1x10°
- < k \\ k\ 1
10 a 15“&\ 5 S 2 1 0 \\ 521 70 70 x 10 7,Ox103
NN N\ 0,1
1612 16°RN\N s {5 |5 2|0 |52 [ s0 [50x10 [5,0x10%
k AN ‘ 0,001
- - N
10°a 10 \Q N 5 [5 o |o]s00 | 23 [23x10 [2,3:0°
ANNNANAN - ' 0,001]

/
OBS: Numeros grifados correspondem ao n? de tubos selecionados ﬁéfavcompor o '
, e

codigo.
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Casos especiais

a) Se menos que tres das diluigoes inoculadas apresentam resultados positi

vos, para a composigao do codigo sao selecionados os tres maiores volumes
da amostra que incluem as series com resultados positivos (ver exemplo 1
da tabela a seguir).

b) Se diluigoes maiores que as escolhidas para compor o codigo apresentarem

tubos com resultados positivos, o numero correspondente a esses tubos &

adicionado ao n? de tubos positivos da diluig¢ao mais alta escolhida para

compor o codigo (ver exemplo 2 da tabela a/seguir).

T

¢) Embora nao deva haver nenhum resultado megativo nos wolumes superiores a
queles selecionados para a formagao do codigo, se iSto ocorrer, o codigo
devera ser formado considerando-se o maior wolume da amostra com resulta
do positivo nos cinco tubos, seguidomdo n? dejtubos positivos correspon
dentes aos dois volumes decimaisfseguintesh(ver exemplo 3 da tabela a se
guir).

d) Se todos os tubos correspondentes a todas as diluigoes inoculadas apresen
tarem resultados positivodé, selecionar para a composigao do codigo as
tres maiores diluigoes (ver exemplo |4 da tabela a seguir).

e) Se todos os tubos correspondentes’ a todas as diluigoes inoculadas apresen
tarem resultados negativos, selecionar para a formacao do cddigo as tres
menores diluigoes, (ver exemplo 5 da tabela a seguir)

Exem ‘Volt.xme§ NQ de tubos cc_:_m'resu,ltados po§1t_:|_._ Codigo| NMP cor Caleulo NMP /100
plos | decimais | vos em cadaSerie de 5 tubos ino sele |Tespon
inocula cul ados comni: N ciona dente do NMP ml
O L a - e
dos 10 |1aof =1 |42 | -3| -4 | -5 a0 — |20 2
10pao |10 |10 |10 &
ml ml ml ml ml |ml |ml ,
0 p-
1 {10 - 183 RN Jemfa 0 [0 RNRNY 410 17 (17 x3 | 170
\ 1 . \ \\ ' '
— N b 10 Z
2 |10- 10 \\\ s |s |4 |1 1 | o |s542 220 [220 x 57 |[2,2x10
i ]
3 [10-10*[ 4 | s[4 [0 ]o |0 s40 | 130 (130 x 1~ |1,3x10
4 |16%- 15° Q\\\s s [5 |5 |s [s55 ly1600 p1600% 10 - [>1,6x107
=3 \\\\ ' + TS PO
5 107~ 10 N \\g_ o |0 0 0 |000 K 2 <2 XTT < 200
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ANEXO A

Prescrigoes Gerais

A.l. Consideragoes gerais sobre a aplicacao de estreptococos) fecais

Embora a determinagao de estreptococos fecais possa fornecer dados suplementares
valiosos, nao e recomendada sua utilizagao como ini¢o parametro bacteriologico
na avaliacao da qualidade da agua. Em combinagao com a determinagao de coliformes
fecais, os resultados relativos a densidade de estreptococosifecais podem forne
cer informagoes mais especificas sobre a fonte {de poliiigaos,Sua pesquisa € de par
ticular interesse na avaliagao da qualidade de aguas para consumo humano, aguas
de reservatorios e outros tipos de agua em que a contaminagao viral & indesejavel.
Sao aplicaveis também para a determinagaofda quakidade)de aguas com teores eleva
dos de materia organica, especialmente quando a§ mesmas recebem efluentes de esgo

tos clorados.

A.2. Streptococcus faecalis subsp liquefaciens

A existencia deste biotipo de'limitadoflignificado sanitario restringe a utili

zagao dos estreptococos fecais como indicador de contaminagao fecal e atengao es
pecial deve ser dada a imterpretacao, dos resultados, particularmente quando bai
xas densidades de estreptococos fecais sao obtidas em amostras de  agua, pois,
quando as contagens gao inferiores a 100 estreptococos fecais/100 ml, este bio
tipo € geralmente predomifiante. £m decorrencia deste fato e considerando que os
meios de cultura correntemente/em uso nao excluem seletivamente este biotip03 1i
mites de estrept@Coeos fecals para aguas recreacionais baseados em densidades in
feriores a 100/100 ml devem ser analisados com cautela, a menos que a determina
gEo de coliformes fecals tenha sido efetuada paralelamente, comprovando a ocor
rencia de contaminagcao fecal, ou tenha sido efetuada a caracterizagao bioquimica
_dos estreptococos fecads, sendo excluida a passibilidade de predominancia de

S. faecalis subsp liquefaciens.
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A.3. Esquema geral para identificagao de estreptococos fecais.

Conforme salientado anteriormente, a especiagao de estreptococos fecais pode for
necer subsidios complementares para determinagao da origem da contaminagao fe
cal, sendo apresentado a seguir, a titulo de informagao, o esquema geral para

essa identificagao.

.

PSE AGAR
COLONIAS CASTANHO-ENEGRECIDAS COM HALO MARROM

TESTE NEGATIVO PARA CATALASE

CRESCIMENTO EM CALDO INFUSAOJBENCEREBRO E CORAGAO
48 h 8 459C e 5 dias,a 100C

CRESCIMENTO A 10°C E A 459C CRESCIMENTO “APENAS A 450C

CRESCIMENTO EM NaCl a

1 a 6,5% - S.bovis e S.equinus
E EM CALDO BHI pH 9,6

REDUSKO DE AZUL DE METILENO ' - HIDROLISE DO AMITO
A 0,12 EM LEITE - A .
POSITIVA

' * POSITIVA ) NEGiTIVA : FERMENTACEQ DA LACTOSE
GRUPO. DOS ENTEROCOCOS GRUPOQ POSITIVA NEGATIVA

(TENTA_TIVA) (APENAS PRODUGAO DE XCIDO)
S. aviwm

REDUCAO DE K,Te0,,TTC E
FERMENTAGAO DE D-SORBITOL

E GLICEROL A
POSITIVA . REBATIVA

. S. bovis S. equinus
(FONTE: ANIMATIS DOMESTICOS)

S.faecalis e subsp

RIDROLISE DA FERMENTAGZO DE HIDROLISE -
GELATINA ‘er%\IINOSB DO AMIDO- '
FUSITIVA ' NEGATIVA FOS I'll'IVA POiITIVA N 1A‘I‘IVA
S.faecalis subsp . S.faecalis | IpS. f@ecivw  S.fsecalisatipicos  PEPTONIZAGAO DO 1EITE -
" liquefaciens ) e (FONTE: VEGETAGXO) TORNASSOLALO
Sifsecalis .subsg zymogenes
: POSITIVA NEGATIVA
BEMOLISE S. faecslis subsp lique faciens ENTEROCOCGS -
. (FONTE: ANIMAIS DE
(FONTE: INSETOS) SANGUE QUENTE)
POSITIVA NEGATIVA
S.faccaliy subsp S.faecalis ’ -

ry nopenes ’ .
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A.4, Selegao de diluigoes

Para amostras de aguas nao potaveis, um minimo de 3 series de 5 tubos devem
ser inoculades com volumes adequados da amostra ou de suas diluigoes. A se
lecao desses volumes decimais da amostra & feita pelo analista com base em
sua experiéncia sobre a provavel densidade de estreptocdecospfecais presen
tes, de acordo com o tipo de amostra a ser analisada e/ou)sobre dados ppé
vios sobre a amostra. £ fundamental que sejam selecionadas eom cuidado as
porgoes decimais a serem inoculadas, para que  resiiltados numéricos signi-
ficativos sejam obtidos; assim sendo, nos casos/em que nao se tem um conhe-
cimento prévio sobre a amostra & recomendavel 4@ inoculacgao/de um maior nime

ro de volumes decimais da mesma.

A.5. Cuidados especiais com a vidraria. Ver)Norma CETESE M 1001-Lavagem,pre

paro e esterilizacao de materiais em laboratorio de microbiologia.
A,6. Cuidados no preparo de meios de cultura

A azida sodica (NaNs), contida nos meios de cultura para detecgﬁo de estrep
tocotos fecais, € uma substanciagaltamente toxica e precaugoes devem ser
tomadas no sentido de se evitar contato)com a mesma, especialmente por ina
lagao do po fino desprendido durante a preparacao dos meios. Meios contendo
azida sodica ngo devem ser misturados com acido inorganico forte, porque PO

de ser produzido um @cido toxico (@cido hidrazolico - HN,).
A.7. Controle de qualidade da @gua destilada.

A agua destilada, a:sersempregada no preparo de meios de cultura e solugoes,
deve ser de altd qualidade, livre de substancias toxicas ou nutritivas que
possam influenciap<na sobrevivencia e crescimento de microrganismos. F reco
mendavel a av@liacao periddica de sua qualidade, atraves da réalizagzo de
testes espécificos. Ver norma CETESB L 5.215 - Prova de adequabilidade da a
gua destilads.

A.8. Controle déjqualidade de meios de cultura.

E recomendavel a realizagao de testes especificos para avaliagao e controle

de qualidade dos meios de cultura  a-‘serem empregados no teste para determi
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nagao do NMP de esteeptococos fecais. Ver Norma CETESB L 5.216 - Controle de

qualidade de meios de cultura.
A.9. Tecnica de Tubos Multiplos - Avaliacao dos resultados.

Os diferentes codigos correspondentes as combinagoes de

ados positivos
e negativos, empregados para calculo do NMP, tem difere
ocorréncia e a analise dos codigos obtidos no laboratorio

goes sobre a precisac dos tecnicos na execugao da e e adequacao da téc
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