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INTRODUGAO

Os estreptococos fecais conStituemhjum grupo de bactérias, cujo habi

tat normal € o trato intestinall humano €-deloutros snimeis dé sangue quente; estas
bactérias normalmente nao ocorrem em éguas e solos de areas nao po
luidas, sendo que as poucas ifcidéncias estao relacionadas direta
mente a animais de vida selvagem ou.a drenagem dos solos por enxur
radas. Embora estas bactérias possam persistir por longos periodos
em éguas de irrigagéo comWalito) teor eletrolitico, geralmente nao se
multiplicam em éguas poluidas, sendo sua presenga, portanto, indicg’—“ﬁ

tiva de contamin@agao /fecal srecente.

?mbora o reconhecimeénto dos estreptococos fecais como indica@obes
de contaminagéo fecal'pémonte ao inicio do século, este grupo de bac
térias nao geve uma aplicagao mais generalizada para essa finalida
de basicanente por duas razoes. Em primeiro Jugar, as bactéerias do
grupo coliforme ja vinham sendo amplamente utilizadas como indicado
res, considerandosse ser mais fécil a sua enumeragao e tambem por
estarem presentes em maior quantidade nas fezes, esgotos e éguas po
luidas. Em segundo lugar, havia alguma confusao quanto a identidade
dos estreptococos fecais, particularmente no que se referia a sua
distribuigao ecologica, sendo que os estreptococos, que podem ser

encontrados nas: fezes -humenas=e -d&: outros snimais de sangue quente, eram referidos
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ora como enterococos, ora como estreptococos fecais e, mais recente

mente, como estreptococos  -do grupo D.

Atualmente, sao as seguintes as espécies que compoem o grupo dos es

treptococos fecais: Enterococcus: faecalis, Enterococcus faecium,
Enterococcus avium, Enterococcus gallinarum (sub-grupo dos entero

cocos) alem de Streptococcus bovis e Streptococcus equinuse

As espécies incluidas no grupo dos estreptococos fecals, apresentam di
ferentes graus de resisténcia as condigoes ambientais. Assim, as es
pécies componentes do sub-grupo dos enterococosg apresentam maior re
sisténcia e os critérios utilizados para sua garacterizagao incluem
sua capacidade de crescimento tanto a 10% comola. 45°¢C /e sobrevivég
cia a 60°C durante, no minimo, 30 minutos. Seu crescimento pode ocor
rer tambem em pH = 9,6 e na presencga de clorétomde,sodio na concen
tracao de 6,5%. Esses organismos sao tambéem capazes de reduzir azul
de metileno em leite. As caracteristicas bioquimicas de E.avium  sao
semelhantes as de E.facium, sendo a distingao entre os mesmos baseg
da na inabilidade de crescimento de E.avigm em leite com azul de meti
leno. Por outro lado, S.bovis e S.equinus sag mais sensiveis que qual
qQuer outro tipo de bacterias indicadoras, de poluigao fecal, resis
tindo somente cerca de 24 horasdna égua; estas bactérias nao crescem
a 10°C, nem na presenga de ¢loreto de sédio a 6,5%, nem em pH = 9,6
ou em leite com azul de metileno. Dentno do grupo dos . estreptococos
fecais encontram-se alguns/biotipos del limitada significacao sanité
ria, os quais nao sao restrites ao intestino do homem e de outros ani
mais de sangue quente, podendo'ecorrer associados a vegetagao e a

certos tipos de solos.

Os enterococos constituem _um sub-grupo dos estreptococos fecais, no
qual sao incluidas @as seguintes espeéecies: E.faecalis, - - E.faecium,
E.gallinarum e E.avium/ as quais sao diferenciadas dos outros estrep
tococos fecais peda sua'habilidade de crescer em pH = 9,6, em 6,5%

de cloreto de g6dio & as temperaturas de 10 e 45°C.

Os enterococds. temf{demonstrado ser um excelente indicador bacteriolo

gico para determinar o grau de contaminagao fecal em aguas recreacio

nais. Estudos realizados em praias de éguas marinhas e doces tem

evidenciado que as gastroenterites associadas a natacao estao rela
~ L4 o

cionadas diretamente ao grau de contaminagao dessas aguas e que oS

enterococos sao os indicadores bacteriolegicos mais eficientes para a

caracterizagao da qualidade das mesmas.
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1 OBJETIVO
Esta Norma prescreve a técnica de membrana filtrante, utilizada na de
terminagéo de estreptococos fecais (com diferenciagéo para enteroco

cos), com aplicagao na:

. avaliagao da qualidade de aguas de novas fontes de abastecimento.

. confirmacao da origem fecal da contaminagadjiiguando _sao obtidos
resul tados duvidosos no teste para coliformes, em éguas destina
das a consumo humano.
avaliagcdo da qualidade de aguas subterp@neds.

. avaliagio da qualidade de aguas minerais.

. avaliacido da qualidade de aAguas recfeacionais, inclusive aguas
marinhas.

. avaliagao da eficiencia de processos,.de tratamento de esgoto, na

remogao de microrganismos.

NORMAS E DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

Na aplicagao desta Norma € necegsariojconsultar:

fro

- 15.215 - Prova de adequabilidade biglégica da agua destilada pa.

ra fins microbiologiGes.

1L5.216 - Controle de gualidade de meios de cultura.

M1.001 - Lavagem, prgparo e esterilizagao de materiais em labora
torio de mierobiologia.
Guia de Coleta e Preservagéo de Amostras de Agua, da CETESB.

3 DEFINICOES

3.1 Estreptococog fecais

0 grupo de estreptococos fecais engloba todas as especies de estrepto
cocos que ocorrem enl grandes guantidades em fezes humanas e de outros
animais de sangue ‘auente, aprésentando, assim, importancia na avaliagao da qualidade
sanitaria degaguas elesgotos. Sao as seguintes espécies que o compdem:

f -
Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

% sub-grupo dos

Enterococcus avium

Estreptococos < enterococos

fecais Enterococcus gallinarum

'S

Streptococcus bovis

Streptococcus equinus
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Todas estas espécies pertencem ao grupo D de Lancefield. Além disso,
E.avium pode reagir com o antisoro do grupo Q de Lancefield.

Estas bactérias sao cocos Gram-positivos, geralmente ocorrendo a0s
pares ou em cadeias curtas, e apresentam reagéo negativa na prova de
catalase. As caracteristicas basicas, que confirmam sua presenga, in
cluem a capacidade destes organismos de hidrolizar - @appesculina e
de crescer, tanto a témperatura de ASOC, como na\presenga de” sais
biliares na concentragao de 40%.

3.2 Coco

Designagao dada as bacterias que apresentam fdrma esferica.

3.3 Coloragao de Gram

Coloragao diferencial, atraves da qual as/Bacterias sao classifica
das em Gram-positivas ou Gram-negativas, dependgndo da retengao ou
nao do' corante cristal-violeta.

3.4 Catalase

Enzima que cataliza a reagéo em que |atuam“duas moléculas de peréxido
de hidrogénio (H202), uma como doadora, e outra como repeptora de hi
drogénio. Sua presenga na bactériagmao ser adicionado o peréxido de
hidrogénio sobre uma suspensaofda cultura, é evidenciada pela libera

gao de dSxigenio (0,), havendo formagao de bolhas de gas.

Catalase

2 H202 > 2 H20 + O2 T

3.5 Agar M-Enterococos

Meio seletivo para isoglamento de“estreptococos fecais, no qual a
fermentagao da glicose € sevidenciada pela coloragao . rosa a ver

melho-escura. das colonias Mdevida ao indicador cloreto de 2, 3, 5
trifeniltetrazolio. “Afazida sédica, presente no meio, inibe o cres
cimento de bactefias Gram-negativas, devido a inibigéo do sistema

citocromo bactériano e redugao da atividade da catalase.

3.6 Agar BilepEsculina

Meio seletivo e difemencial, no qual as bactérias Gram-negativas sao
inibidas pela azida sodica e as Gram-positivas, excetuando-se fo}:]
estreptococos fecais, sao inibidas pelos sais biliares. Nesse meio,
os estreptococos fecais, atraves de suas enzimas e na presenga de
égua, hidrolizam a esculina, havendo a formagao de esculetina (6, 7

di-hidroxicumarina), a qual reage com o ion ferrico, havendo a for
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magao de um complexo castanho-enegrecido, difusivel no meio.

4 APARELHAGEM

4,1 Equipamentos

4.1,1 Balanga

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

4.1.2 Banho-maria

Equipado com termostato e agitador de baixadvelocidade, para promover
a circulagao da égua e manter a temperatura uniforme (45 z O,SOC) em
todos os pontosg. A quantidade de égua no_banho-mania deve ser sufi
ciente para atingir a altura do nivel do meiol@entido no tubo, sendo
recomendada a troca semanal;@es§aé@ua,'para evitar a proliferagao de

fungos e/ou outros microrganismos.

4,.1.3 Destilador de égua ou aparelho para desionizagao

Deve produzir égua nao toxica, Mivre delsubstancias que impeg¢am ou
interfiram na multiplicagéo bacteriana, cuja condutividade deve ser
inferior a 2 pS/cm a 25°C e o pHestar na faixa de 5,5 a 7,5.

Nota: A densidade de bactepidi@spheterotroficas na égua recém—destilg

da deve ser inferior a 1 000 unidades formadoras de colonias
por mL (UFC/mL) e @ 10 000 UFEC/mL na agua destilada armazena
da, devendo esse controle ser efetuado com fceqﬁéncia minima
mensal.

4.1.4 Equipamentos. para esterilizacgao

4,1.4.1 Autoclave

E normalmente operadapa uma pressao de 103 393 Pa (1,05 kgf/cm2 ou
15 lb/polz), produzindo, @&m seu interior, uma temperatura de 121,600
ao nivel do mar. Em seu funcionamento, deve<se observar a substitui
950 por vapor de todo © ar existente na camara e sua 6perag§o complg
ta deve durar, no méximo, uma hora, sendo recomendavel que a tempe
ratura dé estebilizagao seja atingida em até 30 minutos.

1. As balangas devem ser colocadas em local adequado, protegidas de vibragoes, umidade e nudangas
bruscas de temperatura; devem ser mantidas limpas e manuseadas por pessoal que conhega*seu funcio
namento. Suavaferigﬁo deve ser feita periodicamente.

. . I'4 o ~
2. .Devem ser feitos registros continuos ou periodicos da temperatura e os termometros usados devem ser
X 0
graduados com intervalos de escala de 0,1°C.
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4.1.4.2 Estufa para esterilizagao

Deve manter a temperatura de (170 % 10°C) durante o periodo de este

rilizagao (minimo de duas horas).

4.1.4.3 Lampadas germicidas (ultra-violeta)

Sao usadas na descontaminacgao dos porta-filtros, entre as sucessi
vas series de filtragoes e para esterilizagao das placaside Petri
de plastico nao autoclavavel, usadas na tecnica de membrana filtran

3
te.

4:;1.5 Equipamentos para filtracgao

4.1.5.1 Bomba de vacuo ou outro dispositivodconveniente para produ

zir uma pressao diferencial no porta-filtro de, no minimo, 0,5 atm.

4.1.5.2 Frasco Kitasato de paredes espeSsasyppara filtragao, com ca
pacidade adequada (usualmente 4 L), ou supohte @special para os por
ta~filtros.

4.1.5.3 Frasco Kitasato.para protegao daffonte déwacue, com capacidade adequada
(usualmente 1L), conectado ao frasco de fiiltracao (ou ao suporte es
pecial) e a fonte de vacuo atraves de tubo de polietileno ou de latex

de espessura adequada.

4.1.5.4 Porta-filtro de vidrd|, plastieéo autoclavavel ou ago inoxi
davel (ver Figura 1).

4.1.6 Incubadora bacteriolégica termestatizada

Deve manter a temperatura na faixa de (35 t O,SOC) e a umidade relati

va entre 75 e 85% e ser colocada ém um local onde a temperatura per

maneca na faixa de 16 a 27°C.4

4,.1.7 Medidor de pH
Deve fornecer exatidao minima,de 0,1 unidade de pH e sua calibragao

deve ser feita pelomenos duas vezes ao dia com, no minimo, duas so
lugoes~tampao padroes (pH.=(4,0; pH = 6,86 ou pH = 9,18). -

3. A exposigao a microondas ¢ um processo alternativo para esterilizagao dessas placas (Ver Norma
Tecoica CETESB M1.001 ®,Lavagem, preparo e esterilizagao de materiais em laboratorios de microbio
logia).

4, A verificagao da temperatura da incubadora deve ser feita periodicamente (minimo de 2 vezes ao
dia) atraves de termometros (com o bulbo submerso em agua, glicerina ou oleo mineral) colocados

4 4 ~ ~ L4
em pontos representativos da mesma, sendo aconselhavel tambem a colocagao de um termometro de ma
. £ . s pe S s ‘. o . -
xima e minima em sua parte central. A estratificagao da.temperatura na incubadora pode ser evitada
’ -~ 3 3 . 3 . - -~
atraves da colocagao, em seu interior, de um dispositivo para circulagao do ar.
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4,1.8 Microscopio. estereoscopico binocular

Para ampliagao de 10 a 15 diametros.

Nota: Para iluminagao, usar lampada de luz fluorescente branca
(fria).

4.1.9 Refrigerador:

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

4.2 Vidraria

4,2.1 Baloes

De borossilicato ou de vidro neutro, com capacidade adequada para
conter a égua de diluigao tamponada a ser usada no enxaglie dos por

ta-filtros, durante a filtragao das amostpas.

4.2.2 Frasco para coleta de amostra

De vidro neutro ou plastico autoclavavel.atoxieo, com capacidade mi

nima de 125 mL, boca larga e tampa a prova/de vazamento.

4,2.3 Provetas

Graduadas (100 mL) ou porta-filtros graduadds com marcagao externa.

4.2.4 Tubos de ensaio

De borossilicato ou vidro neutro de 12 x 120 mm.

4.2.5 Frasco para agua :de/diluidgao

De borossilicato ou vidro neutro, K com tampa de rosca que permita
boa vedagdo e seja livre de substancias toxicas soluveis, com capa
cidade para conter 90 Y 2 mL de égua de diluigao tamponada, deixan
do um espacgo suficiente para permitir uma boa homogeneizagao quan -

do se efetuar a agitacao

4,.2.6 Pipetas

Devem ser de borossilicato, tipo Mohr, para 10 mL, 5 mL e 1 mL, com
graduagao de /10 e/ empogde calibragao inferior a 2,5%, com bocal

para tampao depalgbdao.

4,2.7 Placas de Petri

De borossilicato ou vidro neutro, com 15 mm de altura e 100 mm de

diametro.

4,3 Outros materiais
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4.3.1 Algas de inoculagao

Fio de niguel-cromo, platina-iridio ou platina, com 0,5 mm de 'diame
tro e 7 a 8 cm de comprimento, com um aro de 3 mm de diametro numa das

extremidades, sendo & outra fixada a um cabo metalico (édX)deIQﬂleLs

4.3.2 Bandejas de plastico ou aco inoxidavel

Devem ser forradas com material absorvente embebidomem égua, para for
necer a umidade requerida durante a incubagao das placés de Petri

contendo as membranas apos a filtragao das amostras.

4,3.3 Bicos de Bunsen ou similar

Devem ter funcionamento adequado de modo & produzir|combustao comple

ta.

4.3.4 Caixas ou cestas de aco inoxidavel

Para acondicionamento de materiais a serem estérilizados.

4,.3.5 Estantes

De ago inoxidavel ou galvanizado pdjastificado, de tamanho adequado pa

ra acomodacgao dos tubos de ensai0.

4,3.6 Estojo para pipetas

Usar estojos de aluminio ou ago imexidavel de tamanho adequado para
acondicionamento das pipetasfia sérem esterilizadas. Opcionalmente, as
mesmas podem ser embrulhadas individualmente em papel Kraft para es

terilizagao.

4.3.7 Membranas- filtrantes

Com 47 mm de diametro e 0,45 um de porosidade, brancas, quadriculadas,

estereis.

4.3.8 Pingas

De ago inoxidével, com, as extremidades arredondadas.

4.3.9 Placas de Petri
De plastico n3o texico, spem vedadas, de 48 mm de diametro x 8,5 mm de

altura.

4,3.10 Recipientées para preparagéo de meios de cultura

Devem ser depvidro . ou ago inoxidavel, limpos e isentos de qua lguer

substancia toxida. (nunca devem ser de cobre).

5. Opcionalmente ao uso de algas de inoculagao, podem ser empregadas hastes de madeira de - aproxima
damente 20 cm de comprimento por 0,2 cm de diametro. Antes do uso, essas hastes sao esterilizadas
por calor seco (170 a 180°C) durante tres horas e, apos o uso, devem ser autoclavadas a 121°¢ du
rante 15 minutos e descartadas.
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4,3.11 Tela de amianto

4,3.12 Tripe

4.3.13 Termometros

S MEIOS DE CULTURA E SOLUGCOES

Nota: Para o preparo dos meios de cultura devem sertusados, preferen

cialmente, meios desidratados de qualidade comprowvada. Pode-se,
no entanto, preparé—los em laboratorio a partir de\seus compo
nentes especificos, devendo ser utiliz@dss, para essa finali

_dade, substancias com alto grau de pureza (p.a.).

5.1 Agar M-Enterococos

5.1.1 Formula:

Triptose..iveieseanecanns cecscssccscc .M. ..... 20,0 g
Extrato de 1eveduUra. .cceeoeeeeoeeomlom eeeasoohe aooeoos : 5,0 g
GlicOSE.iveeeeeeenocovsoncssadooscanosfoaiesaeeess 2,0 g
Fosfato de potassio dibasico (K,HPO,) P.a..... 4,0 g
Azida sodica (NaNg) pPeaceeeet@eeeeeesbieennn, 0,4 g
Cloreto de 2, 3, 5 trifeniltetrazolio......... 0,1 g
Agar....... ..... Y 8. T 10,0 g
Agua destilada...eeeedoeeeeeeeettdeeeeennannans 1 000 mL
pH final apds esterilizacao: 7,2 £ 0,2 a 25°%

5.1.2 Preparo

Pesar 42,0 g do meio desidratado ﬁgar M-Enterococos e acrescentar

1 000 mL de égua destila@da,fria. . Deixar em repouso durante, aproxima

damente, quinze minutos. Aquecer em banho-maria. Apés a - dissolugao,
colocar o meio em banho-maria a‘44—46°C, para estabilizagao da tempe
ratura e, a seguip, disfribuir assepticamente volumes de aproximada
mente 4 a 6 mL em placas de/Petri de 48 mm x 8,5 mm, previamente  es
terilizadas. |

5.1.3 Armazenamento

O meio preparade podera ser estocado ao abrigo da luz e a temperatu

ra de 2 a 8°C durante, no méximo, 30 dias.

5.2 Caldo infusao de cérebro e coragao

5.2.1 Formula:

Infusao de cérebro de Vitela.ieeeeeeeeeeononnns 1200,0 g
INFUSA0 d€ COrAGCAO .. eeeeesossssssasssasossossas 1 250,0 g
ProtecsSe PEePltONA.cesceioessrsascanssscnasssssncans 10,0 g
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GliCOSEetieeeseeecsssosssosoansasnsscsossssnsncsnss 2,0 g
Cloreto de 506dio (NACl) P.@uveeecerrnnncennennnns 5,0 g
Fosfato de sodio dibasico (Nay,HPO ) De@eeenennnns 2,5 g
Agua destilada..eeeeeeeeeeeeeeennceacnacennennnns 1 000 mL

pH final apds esterilizagao: 7,4 % 0,2 a 25°C

5.2.2 Preparo

Pesar 37,0 g do meio desidratado caldo infusao de cénébro e coragao
e acrescentar 1 000 ml de égua destilada fria. Aquecer, agitando fre
glientemente, ate a completa dissolugao do méio, toemande cuidado para
que nao seja atingida a temperatura de ebdlicao. Emltubos de ensaio
de 12 mm x 120 mm, distribuir volumes adequados para que o volume
final, apés esterilizagéo, seja de 5 mL. Tamponar/e esterilizar em

autoclave a 121°C durante 15 minutos.

5.2.3 Armazenamento

0 meio preparado podera ser estocade, a temperatura ambiente, em lo

cal limpo e livre de poeira, durante, saopmaxXximo, uma semana.

5.3 Agar infusao de cérebro e goragao

5.3.1 Fprmula

Infusao de cérebro Me vitela. .oveeeeeeereennnnnas 200,0 g
INfUSA0 dE COPAGAOf e e e eeeevtleceeennsscanennnsoss 250,0 g
Proteose peplona. e cecseetsecessatcscaccnoscaces 10,0 ¢
GlicoSE.iieeeeeedomecenadlle e eeeeeenonsssssennnnnns 2,0 g
Cloreto de s0dio (NBC1) DPe@leereeeenreencenscnnnas. 5,0 g
Fosfato de sodio dibasico (N§2HPO4)p.a........... 2,5 g
Al e i it eeaeesssassnalisecesssssasssscscssessessoes 15,0 g
Agua destdlada. . v.eeeeeeeeeereeneoceeeneneneanons 1 000 mL

pH finall aposfesterilizacdo: 7,4 £ 0,2 a 25°¢C

5.3.2 Preparo

Pesar 52,0 g do meio desidratado égar infusao de cerebro e coragao e
acrescentar 1 QOOgmLIde égua destilada fria, deixando em repouso
durante, ‘aproximadamente, 15 minutos. Aquecer em banho-maria, agitan
do freqlientemente, atée a completa dissolugéo do meio, tomando cuida
do para que nao seja atingida a temperatura de ebuligéo. Apés a dis
solugao, tamponar e esterilizar em autoclave a 121°C durante .15 mi
nutos. A seguir, estabilizar a temperatura do meio a 44-46°C em ba
nho maria e distribuir, assepticamente, volumes de 12 a 15 mL do
meio em placas de Petri de 15 x 150 mm.
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5.3.3 Armazenamento

O meio preparado podera ser estocado a temperatura ambiente, em 1lo
¢al limpo e livre de poeira, durante, no maximo, uma semana.

5.4 Agar Bile Esculina

5.4.1 Formula:

Extrato de:carne. «ccuoeuveeenssncnnns teeeeanna 3,0 g
Peptona....cveeeeeen ceses s etencacaasases ceeas .. 5,0 g
Bile de boi desidratada....... s e s es s e e nesese 40,0 g
Esculina..eieeieeeeecooeosnns Y T 1,0 g
Citrato ferrico.....eeeee... Y & e 0,5 g
Agar.. ........ c e s ee s eenas csecccsasee G D, . . 15,0 g
Agua destilada..eee e eeeeeneneseeennneens N 1 000 mL

pH final apés esterilizagao: 6,6 —{Oy2Wan25.C

5.4.2 Preparo

Pesar 64,5 g do meio desidratado Agar Bile Esculina e acrescentar
1 000 mL de égua destilada fria, deixando emjrepouso durante, aproxi
madamente, 15 minutos. Aquecer, agitando freqiientemente, ate a com

pleta dissolugao do meio tomando cuidado para que nao seja atingida

. = o .
a temperatura de ebuligao. Autoclavar a 221°C durante 15 minutos.
Evitar aquecimento excessivo, pois isto, pode causar escurecimento
do meio. Apés'a autoclavacgao, [éstabilizar a temperatura do meio a

44-46°C em banho-maria e, com todos os guidados de assepsia, distpi
buir volumes de, aproximadamente, MSgml. em placas de Petri de 15 mm
de altura por 100 mm de diametro. .

5.4.3 Armazenamento

0 meio preparado podera ser estocado ao abrigo da luz e a temperatu

o} .o
ra de 4 a 10°C, durante, no maximo, uma semana.

5.5 Caldo infusaofde cérebrofe coracao com 6,5% de cloreto de sodio

5.5.1 Formula:

Infusao/de ceérebro de vitela..... et eeaae 200,0 g
INFUSA0 de COTACAO .. e v eeresnessensanonnnnsss 250,0 g
Proteose peptona: .c.cccceeecerescncccassasnns .o 10,0.g
GlicCOSE i iees e dlecoeenenersansossrsaossonasoscasacesns 2,0 g
Cloreto de S0dio (NACL) De@leeeeseseenecconnnns 65,0 g
Fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,) p.a....... 2,5 g
Agua destilada..ve.eeeeeeeeeenseenceesronanennns 1 000 mL

pH final apés esterilizagao: 7,4 pa 0,2 a 25
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5.5.2 Preparo

Pesar 37,0 g do meio desidratado caldo infusao de céerebro e coragao
e acrescentar 60 g de cloreto de sodio. Adicionar 1 000 mL de agua
destilada fria. Aquecer, agitando freqiientemente, até a completa
dissolugao do meio, tomando cuidado para que nao seja atingida a
temperatura de ebuligao. Em tubos de ensaio de 12 x 120 mm, distri
buir volumes adequados para que o volume final, apés estéprilizagao,
seja de 5 mL. Tamponar e esterilizar em.autoclave a 121°¢ durante

15 minutos.

5.5.3 Armazenamento

0 meio preparado podera ser estocado adfemperatura ambiente, em 1o

cal limpo e livre de poeira, durante, no méximo, uma semana.

5.6 Agua de diluigao

5.6.1 Formula:

SOlUGCA0 €StOQUE Avevveeesea@lifeoeooiahoeess 1,25 mL
Solugao estoque B..eeewodoceeeofoaio. ... 5,00 mL
Agua destilada....ceeeeefabese i, 1 000 mL

5.6.2 Preparo

a) preparar a solucdo estogue A com a seguinte composigéo:

Fosfato monopotassico (KHyPO,) p.a.... 34,0 g
Agua destilada QuUS.Peceedoceccccncanss 1 000 mL

Preparo: Dissolver o fosfato monopotéssico em 500 mL de

* 0,5 com solugao

égua destilada. Ajuétar o pH para 7,2
de hidrofi@omde sodio 1N e completar o volume para 1 litro
com égua destilada. Distribuir volumes adequados a necessi
dade de uso 'do laboratério, em frascos com tampa de rosca.
Esterilizar em /autoclave a 121°C, durante 15 minutos. A£‘
mazenar. em geladeira6. '

b) ptfeparar a solugao estoque B com a seguinte composicgao:

Clorgtolidéimagnésio (MgCl,.6H,0)...... 81,1 g
Rgué destilada Q.S.Peeeecccccnncananns 1 000 mL
Prepargs Dissolver o cloreto de magnesio em 500 mL de

agua destilada e completar o volume para 1000 mL com agua

destilada. Distribuir volumes adequados a necessidade de uso

~ ~ . . -~ ’ . . ~ «
6. Antes da utilizagao da solugao estoque A, deve-se verificar se nao ha quaisquer evidencias de con
taminagao microbiana (turbidez, presenga de material em suspensao). Em caso afirmativo, essa solu
gao deve ser descartada.
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do laboratorio em frascos com tampa de rosca. Esterilizar
o)
em autoclave a 121 C durante 15 minutos. Armazenar em ge

ladeira.

¢) adicionar 1,25 mL da solugao estoque A e 5 mL da solugao
estoque B a um litro de agua destilada;

d) distribuir quantidades que assegurem, apés autoeclavacao, Vo
lumes de 90 ¥ 2 mL em frascos com tampa de rosca7; e

e) tamponar e esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 mi

nutos.

5.7 Solucao de peroxido de hidrogenio a 3%

5.7.1 Formula:

Peroxido de hidrogenio (Hy0,) Dea e ... oo 3 mL

5.,7.2 Preparo:
Colocar 3 mL de peroxido de hidrogend® em um balao volumétrico e com

pletar o volume para 100 mL com égua destilada. Misturar bem atra

ves de agitagao.

5.8 Solugao de hidroxido de sodio IN

5.8.1 Formula:

Hidroxido de s0dio (NAOH) DPe@.ctoccccccccanaanaans 40,0 g
Agua recem-destiladafg.S.Dedue e cofe ceeeeenatanessanns 1 000 mL

5.8.2 Preparo:

Pesar 40,0 g de hidroxido de sodio, colocar em um baldo volumetrico
e completar o volume para 1°000gmL com égua recem-destilada. Homoge
neizar bem até a completa dissolugao do hidroxido de sodio.  Armaze

nar em frasco com tampa/de rosca.

5.9 Solugoes para a coloragao de Gram

5.9.1 Solugao/de eristal wioleta

Preparo:

Dissolver 2 g dgy/cristal violeta em 20 mL de alcool etilico a 95% e
filtrar em papel grosso ou algodao. Dissolver 0,8 g de oxaiato de amé
nia em 80 mL de égua destilada. Misturar estas solugoes em partes
iguais, 24 horas antes do uso, filtrando atraves de papel de filtro.

7. A agua de d11u1gao a ser utilizada no enxagiie de porta~F11tros apos a filtragao de cada amostra,
pode ser d1str1bu1da em baloes, em volumes adequados s necessidades de uso .do laboratorio, deven..
do ser observado o tempo requerido para a esterilizagao por autoclavagao do volume utilizade (30
minutos para volumes de 500 a 1000 nl).
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5.9.2 Solugao de lugol

breparo:

Dissolver 2 g de iodeto de potéssio (KI) em 5 mL de égua destilada.
Adicionar 1 g de cristais de iodo a solugao de iodeto de potéssio e
agita-lo até que se dissolva. Adicionar agua destilada até completar

o volume de 300 mL.

5.9.3 Solugao de safranina

Preparo:
Dissolver 2,5 g de safranina em 100 mL de adcool etilico a 95% (p.a.)
preparando-se, assim, a solugéo estoque dg safranina. No momento do

uso, diluir 10 mL dessa solugao estoque em 100, mL de agua destilada.

5.9.4 Solugao de alcool-acetona

Preparo:
Misturar alcool etilico a 95% (p.a.) e acetona em partes iguais.

6 EXECUCAO DO ENSAIOQ

6.1 Principio do metodo

A técnica de membrana filtrante baséba=§e na filtragao de volumes ade
quados de égua, mediante ppéssac negativa (vacuo), atraves de membrana:
filtrante, comporosidade ‘de 0,45 um. As bacterias a serem detectadas, spresentando
dimensoes maiores, ficarao retidas na superficie da membrana, a qual
sera entao transferida Para umagpifaca de Petri, contendo o meio de
cultura seletivo e diferencial. Por capilaridade, o meio se difundira
_para a.maﬂnané,fentrando emcontato com as bacterias e, apés um perig
do determinado de incuba@@opysSe desenvolverao colonias com caracterig
ticas tipicas, que poderao ser observadas com auxilio de um microscé
pio estereoscépico. A partir da contagem destas colonias, calcula-se

a densidade de‘bactérias fpresentes na amostra.

6.2 Amostragéem

Deve ser efetuada segundo as especificagoes apresentadas no Guia de

Coleta e Preservacao de amostras de Agua da CETESB.

6.3 Desenvolvimento do ensaio

6.3.1 Identificar a amostra a ser analisada e definir os volumes a

serem filtrados em fungao de sua procedencia, segundo especificado a
seguir:

a) para éguas destinadas a consumo humano, e mxmmaxmda,a-anélise

de um volume minimo de 100 mL da amostra, o qual /é filtrado di
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retamente, no caso de éguas tratadas. Para éguas brutas (pg
¢os, fontes, nascentes) ou éguas com tratamento inadequado,,po
de ser requerida a subdivisao desse volume em quantidades me
nores: 2 de 50 mL; 4 de 25 mL; 70, 25 e 5 mL, etc.;

b) para aguas superficiais marinhas ou doces, pode ser requeri
da a filtragao de volumes menores (diluigoes_decimais da amos
tra).

6.3.2 Antes de iniciar o exame, desinfetar a bancada de trabalho,
usando um desinfetante que nao deixe residuos.
6.3.3 Dispor sobre a mesma o seguinte material:

a) porta-filtro(s) previamente esteriliza@e(s), /adaptado(s) ao
frasco de filtragao (ou a um supobrte espeedal), o qual e
conectado a um frasco Kitasato de“seglranga e este, a fon
te de vacuo;

b) placas de Petri, contendo o meio égar M-Enterococos, iden
tificadas com os numeros dds amogtras' gue deverao conter;

¢) pinga com as extremidades/mergulhadas em alcool etilico;

d) bicos de Bunsen, para manter o ambiente asséptico e efetuar
a flambagem das pingas utilizadas;

e) provetas graduadas egfereish . com a abertura recoberta com
papel aluminio, identificadas \com os numeros das amostras,
no caso de nao se dispor de porta-filtros graduados com mar
cagao externa; '

f) agua de diluig2o tamponada esteril, contida em baloes volu
métricos identificados com o numero dos porta-filtros, para
cujo enxaglie seradlutildzados; e

g) membranas filtrantes estéreis, com 47 mm de diametro, poro
sidade def0,45/um, brancas, quadriculadas.

6.3.4 Preparagao do pdrta-filtro:

a) retirdar ‘a)parte superior do porta-filtro e, coﬁ as -extre
midades de umagpinga flambada e resfriada, colocar uma mem
brana fidtrante esteril, com a face quadriculada voltada pa
ra cima,pcentralizando-a sobre a parte inferior do porta-
-filtro; e

b) acoplar a parte superior do porta-filtro a parte inferior,
tomando cuidado para nao danificar a membrana. )

6.3.5 Preparacao da amostra para a filtragao
6.3.5.1

Para volumes iguais ou superiores a 20 mL:
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a) homogeneizar a amostra, por agitagéo manual , inclinando
o frasco (formando um angulo de aproximadamente 45° entre
o brago e o antebrago) e agitando vigorosamente; repetir
a operacgao no minimo 25 vezes; e

b) distribuir os volumes requeridos da amostra em - provetas

estéreis e efetuar a filtragao como egm 6.3.6 a 6.3.11.

6.3.5.2 Para volumes inferiores a 20 mL:

a) adicionar ao porta-filtro 20 a 30 mL de‘agua de diluigao
tamponada estéril (nao e necessé@rio meédir ©® volume, pois
este servira apenas de suportg para gque as possiveis bac
terias existentes na amostra sepdistribuam uniformemente
na superficie da membrana, ao ser ‘efetuada a.filh%@éo);e

b) homogeneizar a amostra (cOmopemy6.3.5.1-a) e, com auxi
lio de uma pipeta esteril, \petifar o volume dese jado e

efetuar a filtragao como em6.3.6 a 6.3.11.

6.3.5.3 Para volumes decimais (diluigdes da)amostra):

a) preparar as diluigoes| decimais da amostra da seguinte for

ma:

. efetuar a marc@@adpde cada frasco de agua de diluigao
estéril, anoténdo o nUmero da amostra e a diluigdo que
devera conter;

. homogeneizar ajamostra (como em 6.3.5.1-4) e, com uma
pipeta estéril de 10 mL e obedecendo aos cuidados de
assepsia, transférir 10 mL da amostra para um frasco pre
viamentemidentificado, contendo 90 Y 2 mL de égua de di
luig8@lo esteril. Estara preparada assim a primeira di
luicao décimal (1O~1), sendo que 1 mL da mesma  corres
ponde 2o volume de 0,1 mL da amostra;

. repetir a operagéo segundo o item anterior, com o. frag

cohcontendo a diluigao feita anteriormente (10_1) e des

ta, cemguma nova pipeta esteril de 10 mL, transferir
10 mL para um novo frasco, previamente identificado,
contendo 90 L 2 mL de Agua de diluicdo estéril. Prepa

ra-5€ assim a segunda diluigao decimal (10—2), sendo

que 1 mlL da mesma corresponde ao volume de 0,01 mL da
amostra;
. proceder dessa maneira na sequéncia das diluicoes dese

3 -4 -8

jadas (1077, 107 7,....107",....)1 e
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b) apés o preparo das diluigoes, preparar o porta-filtro co
mo descrito em 6.3.4 e, apés homogeneizagao da diluigao se
lecionada para a filtragao (conforme 6.3.5.1-a), retirar
o volume desejado com uma pipeta esteril e realizar a

filtragao como em 6.3.6 a 6.3.11.

6.3.6 Verter cuidadosamente o volume da amostra a germpexaminada no
porta-filtro, evitando aque a égua respingue sobre as‘bordas superig

res do mesmo.
6.3.7 Ligar a bomba de vacuo e efetuar a filtfacao.

6.3.8 Apés a filtragao, enxagiiar o porta-filtro duas Wezes com por

goes de 20-30 mL de égua de diluigao tamponada estéril, para evitar

a retengao de alguma bacteria  nas paredes internas“do mesmo.

6.3.9 Desligar a fonte de vacuo, ao finalizar a operagao. Evitar a

secagem excessiva da membrana filtrante.

6.3.10 Separar a parte superior do pérta-filtre, e, com uma pinga.cu
Jjas extremidades foram flambadas e gésfriadas, retirar, com cuida
do, a membrana. Acoplar novamente a parte superior do porta-filtro a

inferior.

6.3.11 Obedecendo aos cuidadog de assepsia, colocar cuidadosamente
a membrana, com a superficie quadriculada voltada para cima, na su
perficie do meio de cultura contido na placa de Petri, devidamente

identificada com o numero da amoStra @ o volume filtrado.

Nota: Ao transferir a membrana para a superficie do meio de cultu
ra; observar que,toda a drea da membrana deve ficar complng
mente aderida ao meio. Para isso, segurando a membrana pelas
bordas (fora Mda area de filtragao) com as extremidades da pin ’
ca, previamegnte flambadas e resfriadas, coloca~-la sobre o]
meio de culturale efetuar um movimento giratério da mesma,
para permistir umaboda adesao. Se persistir a formacgao de bo
lhas enfre a membrana e o meio de cultura, sempre com a extre
midadel da pin¢a, levantar a borda da membrana mais préxima a
bolha para eliminé—la, pois as bolhas impedem o contato das
bactérias com o meio de cultura, dificul tando, ou mesmo impg

dindo seu crescimento.
6.3.12 Tampar a placa de Petri.

6.3.13 Lavar novamente o porta-filtro com égua de diluigao esteril,
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segundo item 6.3.8 e efetuar a filtragao da proxima amostra.8

6.3.14 Apés as filtragoes, manter as placas a temperatura ambiente
durante 30 minutos. A seguir, coloca-las em posigao invertida em ba
dejas em cujo fundo foram colocadas folhas de papel-toalha (ou outro

material absorvente) embebidas em égua.
6.3.15 Efetuar a incubagao das placas a 35 s O,SOC durante, 48 horas.

6.3.16 ApoOs o periodo de incubacdo e com auxiliohdé um microscopio
estereoscopico, com iluminagao fluorescente, _efetuar @ contagem das
colonias tipicas de estreptococos fecais (com coloracao variando do

rosa ao vermelho escuro), considerando as/seguintes observagSes:

6.3.16.1 Os limites aceitaveis para a contagempse/situam entre 20 e

60 colonias tipicas.

6.3.16.2 No caso de terem sido filtrades vdrios volumes, selecionar,
para leitura, apenas aquele(s) que tiver(em) fornecido(s) contagem(s)

dentro dos limites aceitaveis.

6.3.16.3 Nos casos em que todog os velumes filtrados fornecerem con
tagens superiores a 60, mas for possivel efetuar a contagem no menor
desses volumes, -observar o expostoinogitem 7.2.3 para a expressao dos

resul tados.

6.3.16.4 Se a contagem em todos os|volumes filtrados for inferior a
20 colodnias tipicas, nao considerap/ o limite minimo e efetuar a lei
tura em todas as placas Correspondentes aos volumes filtrados da amos

tra. Considerar a nota do“idtem 7.1.1, para o calculo dos resultados.

6.3.16.5 Quando todosmoes,volumes filtrados apresentarem contagens

iguais a zero, expressar os resultados segundo item 7.2.5.

6.3.16.6 Quando a egtimativa visual do total de colonias for - supe
rior a 200, ou‘“Quandc houver crescimento €m toda a area de filtracao
da membrana, sem colonids bem definidas (crescimento confluente),. a
contagem nao e efetuada, sendo os resultados relatados conforme item
7.2.2.

8. O0s porta-filtros devem estar estereis no inicio de cada serie de filtragoes e, se houver um intes
valo de 30 minutos entre uma filtragao e outra, os mesmos devem ser esterilizados novamente, para
ev1tar uma contam1nag§o acidental. A répxda esterilizagao dos porta-flltros pode ser efetuada atra
ves da exposigao a radiagoes ultravioleta durante 2 minutos ou imersao en agua fervente.durante, no
m1n1mo, 30 minutos. Para o controle da esterilidade de cada porta-filtro usado, efetuar a f1ltragao
de um volume de 100 nL dé agua de diluigao tamponada esteril antes da Flltragao das. amostras e apos
10 flltragoes no mesmo porta f11tro. '
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6.3.17 Testes de verificacao

Se for requerida a confirmagao das colonias tipicas em Agar M-Entero

cocos, proceder conforme descrito em 6.3.17.1 a 6.3.17.3.

6.3.17.1 Identificar placas contendo égar infusao de cerebro e cora

cao correspondentes a cada colonia a ser confirmada,

6.3.17.2 Com auxilio de uma alga de inoculagao devidamentélifambada
e esfriada, transferir um indculo de cada colonia para a placa corres

pondente, conforme descrito abaixo:

a) depositar o inoculo em um ponto nds bordashdo meio égar
infusao de cérebro e coracao contido na placa; girar a
placa e inic¢iar o espalhamento de inbdeulo/na superficie
do primeiro quadrante, tomando cuidado para que a parte
encurvada da alga togque apenasg, a superficie do meio de
cultura, evitando feri-lo; _

b) girar novamente a placa e_continuar o espalhamento no 22

e

¢) proceder .dessa maneira, ate completar a semeadura em to

\

quadrante;

da a superficie deohagar;

.d) ffechar e incubar a placa em posigéo invertida, a 35 t o,5°c,

durante um peribdo de 24 a 48 horas.
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Nota: Se, apés o periodo de incubagao, nao houver cres

cimento, significa que a colonia nao pertence ao
grupo dos estreptococos fecais, estando finaliza
do o exame. Anotar, entao, o resultado como nega

tivo para a colonia.examinada.

6.3.17.3 Havendo crescimento significativo apos ogperiodo de incubagao

determinado,

seguir os exames, executando-se o teste de catalase, a

coloragao de Gram e o enriquecimento da cultura no mefio caldo infusao

de cerebro e coragao (para dar continuidade ag@onfirmagao) conforme

descrito a seguir:

a)

b)

c)

d)

identificar um tubo de ensaiolgontendo/6 meio caldo infu
sao de cérebro e coragao e duas laminds de vidro limpas;
com o auxilio de uma algaldeminoculacao flambada e res
friada, colher um inodculo ‘de uma colonia bem isolada no
agar infusio de ceérebro e coracao e transferi-lo para o
tubo com caldo infusa@'de cérebro e coragao corresponden
te; outros dois indeulos da mesma colonia sao transferi
dos para cada uma das laminas;

incubar o tubo contendo o cé@ldo infusao de cérebro e co
ragao com o devido inoculo a 35 = O,SOC durante 24 ho
ras;

em uma das laminas, realizar o teste da catalase, confog

me descritp a“seguir:

d.1) sobre ojinoculo colocado na lamina, pingar algumas
gotas de Wma solugao recem-preparada de peroxido de
Hidrégénio, a) 5%;

d.2){com auxilio de uma alga de inoculagao flambada e es
fri/ada ou uma haste de madeira estéril, suspender o
inoculofnessa solugéo,'através de movimentos circu
Yares; . :

d.8) se houver aparecimento de bolhas, a colonia examing
danzo pertence ao grupo dos estreptococos fecails,
nao havendo necessidade de dar continuidade aos tes
tes confirmativos. Anotar o resultado como negati
vo para a colonia examinada; e

d.4) se o teste da catalase for negativo (nao formagao
de bolhas), esse resultado indica provével presencga
de estreptococos fecais, Dar continuidade aos tes

tes confirmativos, gpnformeAdescriujnosiiense)e f).
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e) efetuar a coloragao de Gram, utilizando o inoculo da

colonia~(jé transferido para a outra lamina), confor

me descrito a seguir:

colocar uma gota de agua destilada sobre o inoculo
na lamina;

com a ponta de umé alga de inocula@aopflambada e
resfriada, - suspender o inoculo na gota, espalhando-o
de modo a formar uma pelicula bem finaj

fixar o esfregago, passando a Yamina 3 Vezes sobre
uma chama;

cobrir o esfregago durante 4jyminuto com solugao de
cristal violeta;

remover o excesso da solugao de cristal violeta da
lamina, lavando-a levemente sob agua corrente;
cobrir o esfregago com solugdo de lugol durante 1
minuto;

descorar o esfregago usandopuma solugéo de algool+
—-acetona;

cobrir o esfregago,hduranteé 15 minutos, com solu
gao de safranines

lavar a lamifia com agua corrente e enxuga-la delica
damente com| papel filtro, atraves de leve compres
sao do mesmo sobre a lﬁnﬂna; e

e.10) examinar as lamifas ao microscépio, usando objeti

va de imersao e anotar o resultado obtido.

Nota: W0s,estreptococos fecais apresentam-se, nessa

coloragao, como cocos Gram-positivos (copg
dos em roxo), com 0,5 a 1,0 pm de diametro,
ocorrendo principalmente aos pares ou em ca
deias curtas. '

f) a partir do crescimento obtido em caldo infusao de cé

rebrélle coragao apos 24 horas de incubagao a 35°%

(dtem 6.3.17.3.-c), efetuar os seguintes testes con

firmativos: .crescimento em agar bile esculina, cres

cimento a 45°C e crescimento na presenga de 6,5% de

cloreto de sédio, conforme descrito a seguir: -

f.1) crescimento em agar bile esculina:

- identificar placas contendo égar bile esculina em
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£.2)

-—

correspondéncia a cada.tubo de caldo infusdo de cé
rebro. e coragao;

agitar bem cada tubo de caldo infusao de cérebro e
coragcao e, com uma alga de inoculagao devidamente
flambada e resfriada, retirar um inoculo da cultu
ra, transferindo-o para a plaga de égar bile escu
lina e efetuando seu espalhamento na superficie do
meio conforme descrito em 6.3.17.220a a 6.8.17.2.c;
fechar e incubar a placa em posigao invertida a
35 ¥ 0,5°C durante: 48 hdras;

ap6s esse periodo, efefuar a leitura, considerando
como resultado positivo alocorréncia de colonias
com coloragao castanho-enegreecida com halo marrom;

anotar os resultados,.

. o
crescimento a 457°C:

identificar no¥os tubos centendo caldo infusao de
cérebro e cofagao €m correspondencia a cada cultu
ra nesse meio.a ser submetida ao teste; l

agitar cada cultura £, com uma alga de inoculagao
devidamente flambada e resfriada, transferir um
inoculd de cada'eultura para o tubo correspondente
de calde infusao de cérebro e coragao;

incuybar “0§, tuboes inoculados a 45 t O,SOC durante
48 horas;‘

apos esse periodo, efetuar a leitura, considerando
restibtado positivo para estreptococos fecais o)
crescimento nesse meio, evidenciado pela turvagao
de mesmo;

anotar os resultados.

cregcimento na presenca de cloreto de sodio na con

centracao de 6,5%:

identificar tubos contendo caldo infusio de cérebro
e coragéo com 6,5% detcloreto de sédio, em corres
pondéncia a-.cada. cultura em caldo infusdo de ceére
bro e coragao a ser submetida ao teste;

agitar cada cultura e, com uma alga de iﬁoculagéo
devidamente flambada e resfriada, transferir um
inoculo das mesmas para o tubo correspondente de
caldo infus3o de cérebro e coragao com 6,5% de clo
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reto de sodio;

pl O,5°C durante

- incubar os tubos inoculados a 35
48 horas;

- apos esse periodo, efetuar a leitura, verificando
se houve ou nao crescimento da cultura testada.
Nesse teste, usado para diferenciagao dos entero
cocos de outros estreptococos fecais, sao os se

guintes os resultados a serem considerados:

+ Enterocpcos

Crescimento com 6,5% de NaCl

+ ou -|Estreptiococos fecais

- anotar os resultados.

6.3.17.4 ApoOs a realizagao de todos osatestes)confirmativos, conside

rar, para cada colonia examinada:

a) resultados negativos no teste de catalase, coloragao de
Gram com cocos Gram-positivos,rescimento de colonias

g castanhqebnegrecidas, em égar bile esculina e crescimen
to a 459C em calde infusaohde cérebro e coragdo indicam
que a colonia examinada pertence ao grupo dos —estrepto
cocos fecais;

b) coldnias com todas estas caracteristicas, e que  tambem
apresentaram cresciménto na presenga de 6,5% de cloreto
de sodio éfigealdo infusao de cérebro e coragao, Sao per
tencente® ao subgrupo dos enterococos. Para 6 esquema

de prog¢edimento de todo o processo,vide Figura 2.

7 RESULTADOS

%

71 calculo

7.1.1 Se nad foi requerida a realizagéo dos testes confirmativos, a
partir da contagem de colonias tipicas de estreptococos fecais em
égar M-enterococos,“@alcular a densidade destas bactérias em 100 mL

da amostra, atraves da aplicagao da. seguinte formula:

'S

N . £ . ’
N® de colonias tipicas em agar M-enterococos < 100

Ne de colonias de estreptococos fecais/100 mL =
Volume correspondente da amostra (mL)

Nota: Nos casos em que o0 n? de colonias tipicas foi obtido a partir
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AMOSTRA

FILTRAGAO EM MEMBRANA
©: 47mm POROSIDADE: 0,45 um

TEMPERATURA AMBIENTE

M- ENTEROCOCOS
30'

352 0,5°C-48h

‘ AGAR M-ENTEROCOCOS
COLONIAS ROSAS A VERVELHO-ESOURAS

AGAR#ByH |
3520 - 24 - 48h

CALDO BH | ”
: 2 LAmMiNAS
352¢C - 24h
CATALASE €OCos
_ SEL ) eRAM -
-+ i
]
1
. e e e e
[
{
4 - l -
. AGAR BILE CALDO B H | CALDO BHI
ESCULINA €/6,5% NaCl
' 352C - 48h 452C - 48h 352C - 48h
| { |
| ! i
L ) : |
ESTREPTOCOCOS FECAIS _
o

ENTEROCOCOS

.

FIGURA 2 - Esquema de procedimento para determinacao de

estreptococos fecais e enterococos pela tec

nica de membransa-filtrante
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‘da contagem em varios volumes filtredos,conforme item 6.3.16.4, calcu
lar a densidade em 100 mL atraves da seguinte formula:

~ .
soma das colonias de estreptococos fecais
soma dos volumes correspondentes as contagens (mL)

N2 de colomias de estreptococos fecais/100 al = x 100
7.1,2 Se foram realizados os testes confirmativos, ha,dois casos a

serem considerados:

~ .
soma das colonias de estreptococos, fecais

100
soma dos volumes correspondentesyas contagens (mL)x

N2 de colonias de estreptococos fecais/100 mL =

7.1.2.1 Quando todas as colonias tipicas, na‘placa selecionada para
leitura, foram submetidas a confirmagéo. Neste casoyp.calcular a den
sidade em 100 mL atraves da aplicacao dasgseguintes formulas:

& » . -
Ne de colonias confirmadas como
estreptococos fecais

0
volume correspondente da amostra (mi) x 10

N2 de colonias de estreptococos fecais/100 mL =

~ g ~ . -
N de colonias de enterococos/100 mL = N2 de colonias/confirmadas Gemo enterococos < 100
volume corrgspondenté da amostra (mL)

7.1.2.2 Quando apenas uma parcela das,colomias tipicas em égar M-en
terococos foram submetidas a confiilfmacao, ha dois casos a serem con

siderados:

a) quando a porcentagem de confirmagao for 100%; calcular a
densidade de estreptococos fecais (ou de enterococos) atra
ves da aplicagao da férmula apresentada em 7.1.1;

b) quando apenas partehdas colonias, submetidas aos testes
confirmat ivos, forem confirmadas como estreptococos fe
cais (ou/enterococos), aplicar inicialmente a fomula
apresentada 4 seguir para o calculo do n? total de cold

nias confirmadas;

M-enterococos \'confirmadas
n? de colonias submetidas 3 confirmagao

N2 total de colonias tipicas enm égar),xCiQ de col3nias)

NS total de coloniasfeonfirmadas =

A seguir, calcularpa densidade de estreptococos fecais (ou de entero

cocos), aplicando-se‘ds formulas apresentadas no item 7.1.2.1.

7.1.3 Nos casos em que todos os volumes filtrados fornecerem conta
gens iguais a zero, se esses volumes nao totalizaram 100 mL, consi
derar como sendo 1 a contagem no maior volume filtrado e usar a f6£
mula geral apresentada no item 7.1.1, para o célculo da densidade



CETESB/L5.211 27

de estreptococos fecais em 100 mL (ver item 7.2.4 para a expressao dos

resultados).

7.2 Expressao dos resultados

7.2.1 A densidade de estreptococos fecais (ou enterococos), determina

da - atraves da técnica de membrana filtrante, € expressa como:
N2 de colonias de estreptmcocos fecais (ou entérococos)/100 mL

7.2.2 Nos casos em que nao foi possivel efetuar ‘acontagem, devido

a crescimento confluente, expressar o resultados como:

Contagem prejudicada devido a crescimentoconfluente

Nota: Nestes casos, solicitar nova coleta da amostra e selecionar

volumes mais adequados para a filtwagao, visando obter conta

gens dentro dos limites ac€itaveis (20 a 60 colonias tipicas).

7.2.3 No caso especificado em 6.3.16(8, expressar o resultado obtido

precedido do sinal > (maior que)¢

de colonias de estreptococos fecais/100 mL: > valor obtido

2
i

7.2.4 No caso especificado,em 7.1.3, expressar o resultado obtido

precedido do sinal < (menor queps

de colonias de estreptococos fecais/100 mL: < valor obtidd

7.2.5 Nos casos/em que todos os volumes filtrados fornecerem cdntg

gens iguais a zero, mas ogymesmos totalizarem 100 mL, expressar.:0 re

sultado como:

Ne de colonias de estreptococos fecais/100 mL: < 1.

/ANEXO A

-
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ANEXO A - TESTES BIOQUIMICOS PARA IDENTIFICAGCAO DE
ESTREPTOCOCOS FECAIS

A-1 Para aplicagao nos casos em que for requerida a especiagao dos
estreptococos fecais, sao apresentados, na Tabela a seguir, as reagoes

bioquimicas que caracterizam cada especie desse grupo.

TABELA - Caracteristicas bioquimicas das especiles fomponentes

do grupo dos estreptococos fecais

N \
r Grupo dos esgtreptococos fecais
A _ \
Subgrupo dos enterocoeos
especies . .
P E. faecalis | E.faecium | “Esavium, fE.gallinarum |S. bovis |S. equinus
Testes ]
Catalase - - - - - -
Crescimento em 40% de bile + + + + + +
Hidrolise da esculina + + . + + + +
Crescimento a 45°C + + + + + +
Crescimento com 6,5% de NaCl + + + + - -
Crescimento a 10°C + + + + - -
Utilizagao do piruvato. b = - » - - -
Atividade da fosfatase + “ - + + - -
et . d
Hidrolise da arginina + + - - - -
Fermentagao da L-sorbogle - - + - - .
Fermentagao da lactose + + + + + +
Atividade n-acetil B glicosa d - - +. - -
minidase
Hidrolise do afido - - - - + -
Arabinose - + + - - -

Notas: + : . 90% dashcepas sao positivas
- ¢+ 90% das cepas sao negativas
~ . ’ 0
d : _ reagoes variaveis

N

N\

/ANEXO B
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ANEXO B - RECOMENDACOES DE ORDEM GERAL

B-1 Cuidados especiais com a vidraria

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

B-2 Controle de qualidade da égua destilada

A égua destilada, a ser empregada no preparo de (meioshdepcul tura e
solugoes, deve ser de alta qualidade, livre de subgtancias toxicas
ou nutritivas que possam influenciar na sobrevivencia e crescimento
de microrganismos. E recomendavel a avaliagdlo periodica de sua quali
dade, atraves da realizagao de testes espeificos. Ver Norma CETESB
1L5.215 - Prova de adequabilidade biolégica da égua destilada para

fins microbiologicos.

B-3 Armazenamento de meios de cultura desidratados

Os frascos de meios de cultura devem ser)mantidos hermeticamente fe
chados em suas embalagens, em local fresco e seco, protegidos da luz.
Em laboratorios nao equipados com ar cogndicionado, o armazenamento dos
meios desidratados deve ser efegfuado golocando-se os frascos de Dboca
para baixo; isto produz um efeito de selagem conveniente ao redor da

tampa de rosca, que retardara a decompoSicao do meio.

B-4 Cuidados no preparo dé meios‘de cultura

Quando forem usados meios| desidratados, os mesmos deverao estar inal
terados quanto a cor, odor e consistencia e, principalmente, nao se
apresentarem endurecidoss Os“re€ipientes utilizados para a prepara
gao dos meios deverao ser inertes, para que nao liberem .substancias,
tais como . cobre, zinco, aluminio, etc., que irao alterar os consti
tuintes do meio. A azida sodica (NaNs), contida nos meios de cultura

para detecgao defestreptococos fecais, é uma substancia altamente to

xica e mutagénica e precaugoes devem ser tomadas no sentido de se
evitar contato com/a mesma, especialmente por inalagao do pé fino
desprendido durante“a preparagéo dos meios, como tambem o éontato
com a pele4d Meios de cultura contendo azida sodica nao devem ser mis
turados com acido inorganico forte, porque pode ser produzido um
acido toxicelfacido hidrazolico —NHS). Apos a utilizagao da azida

sodica, recomenda@=se que-antes do descarte seja efetuada sua neutra

lizagao com uma solugao a 10% de citrato de amonio cérico.

B-5 Controle de qualidade de meios de cultura

E recomendavel a realizagao de testes especificos para avaliagao e
controle de qualidade de meios de cultura a serem empregados na de
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terminagao de Estreptococos Fecais pela Técnica de Membrana Filtran
te. Ver Norma CETESB L5.216 - Controle de qualidade de meios de cul

tura.

B-6 Qualidade das membranas filtrantes

Para aplnxmaéé”lnicrobiolégicas, as membranas filtrantes devem propor
cionar uma completa retengao das bacterias em sua superficie e veloci
dade de filtragéo satisfatoria. Devem, ainda, ser resistentes ao uso,
livres de glicerina e nao devem apresentar areas hidrofobicas. As di
ficuldades basicas encontradas com membranas filtPantes normalmente
se relacionam com distribuigao dos poros, presénca de @reas hidrofo
bicas, toxidez da tinta empregada da impressaoydo quadriculado em

sua superficie e com o proprio material empregado em sua confecgao.

B-6.1 Poros
Os poros da membrana filtrante devem ser unifopmes em diametro e apre

sentar-se uniformemente distribuidos. Poros eom diametros irregula
res determinam diferengas na velocidade“de filtkhagao em diferentes
areas da membrana. A membrana deve Ser liyre de areas nao porosas que
impegam a difusao de nutrientes para sua superficie,_pois‘qualquer cé‘
lula bacteriana retida em tais areas“nao sefdesenvolvéra por falta de-
nutrientes. '

B-6.2 Tipo de tinta empregada na impreéssao do quadriculado

Algumas tintas utilizadas para\essa finalidade tém agao bactericida
ou bacteriostatica. Tais efeitos)podefil ser reconhecidos atraves da
inibigao do crescimento das eolonias nas areas adjacentes as linhas
do quadriculado. Estas restricoes no crescimento das colonias podem
ainda ser derivadas da utiliZagao)de tintas hidrofobicas que impedem
a difusao do meio defcultura para areas em que a membrana foi empre
gada. A impressao dof quadficulado na superficie da membrana nao deve
ser muito forte, pois disto pode resultar a ruptura da membrana nes
sas linhas, propiciande o, crescimento confluente nos canais que ‘se
formam. Portanto, a impresséo do sistema quadriculado em sua super
ficie deve sef feitagéom tinta que nao estimule ou iniba o desenvol
vimento normallldag colonias. Aléem disto, devem permanecer inertes as
reagoes bacterianashe inalteraveis em suas caracteristicas fisico—qqi
micas que podem afetar a seletividade e sensibilidade do meio de cul
tura. Quanto ao tempo de armazenamento das membranas filtrantes,. re
comenda-se um periodo maximo de 12 meses, pois podem ocorrer altera
¢coes em suas caracteristicas fisico-quimicas com o decorrer do tempo,

determinando perda da flexibilidade, havendo ruptura da membrana nos
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pontos de pressao criados durante a manipulagao; alem disto, durante
a filtragao, fregiientemente ocorre curvatura das bordas da membrana,

impedindo o contato com o substrato.

B-7 Esterilizagao de membranas filtrantes

A esterilizagao de membranas filtrantes é essenchal em todas as apli
cagdes envolvendo filtragao de liguidos para a pémogao.de bactérias
e para .uso na quantificagao de bacterias pela tecmica /e membrana

filtrante.

Usualmente, as membranas filtrantes sao embdladas individualmente,

ou acondicionadas em envelopes fechados cgntendo 10| (dez) unidades,

sendo pré—esterilizadas pelo fabricante, estando, portanto, prontas
para uso. Quando isto nao ocorre, a esterilizagéo deve ser feita
através de autoclavagao a 121°C, duradtemi@s(dez) minutos; imegdiata
mente apos r-este - periodo, deve-sé, - efetuar a exaustao do vapor

da autoclave e as membranas devem ser prontamente removidas para mini
mizar sua exposigao ao calor. A eXposicao exXecessiva das membranas
filtrantes as temperaturas de esterilizacao pode determinar o fecha
mento dos poros, disto decorrendo a nao uniformidade na velocidade
de filtragao em toda area da membrana; édlem disto, as membranas po

dem se tornar mais frageis «&flquébradicas.

Comercialmente, a pré—esterilizagéo das membranas filtrantes pode ser
feita através de autoclavagao, radiagao gama ou exposicao a oxido de
etileno. Um estudo comparativogpgrélativo a avaliagéo de membranas
filtrantes pré—esterilizadas,udemonstrou haver um aumento significg
tivo na taxa de recuperagaobacteriana em membranas esterilizadas
por autoclavagao em relagaopa) membranas esterilizadas por exposigao
a oxido de etiledo, sugerindo a presenga de residuos toxicos nas mem
branas esteriliZzadas/por esse Gltimo metodo. Neste sentido, para la
boratorios que‘@stao utilizando membranas filtrantes pré—esterilizg
das por oxido.de etilbend, & aconselhavel que alguns pacotes de membra
na do loteem uso sejam autoclavadas no laboratério, para uma poste
rior comparacgad €om as membranas pré~esterilizadas por oxido de eti
leno, através/da aplicagéo de teste de recuperagao bacteriana, wutili
zando culturas“puras de bactérias. Este teste ira evidenciar se resi
duos toxicos ainda estao presentes nas membranas pré-esterilizadas
por oxido de etileno e, se isto ocorrer, € recomendavel que todo lote
seja submetido a uma autoclavagao a 121°C, durante 10 (dez) minutos,

antes de sua utilizagao em laboratorio.
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B-8 Controle da eficiéncia da autoclave

Utilizar ampolas com suspensao de esporo de Bacillus stearothermophilus

em meio de cultura, colocando-as no centro da caixa contendo os meios
de cultura a serem esterilizados. Estas ampolas, depois da autoclava
c30, sdo incubadas em banho-maria a 55°C, durante 24-48 horas. Se hou
ver mudancga da coloragao da suspensao contida nas ampolas,; de roxa
para amarela, significa que a esterilizaééo foi insuficiente, ™ pois

houve desenvolvimento de bacterias.

B-9 Cuidados especiais na esterilizagao rapidagde porta-£iltros

A esterilizagao dos porta-filtros através de imersao emjagua ferven
te e uma prética arriscada, que pode levar a sérias queimaduras, de
vido a respingos e derramamentos. Portanto, paraa répida esterili
Zagao dos mesmos, entre cada série de amostpas filtradas no mesmo por
ta-filtro, deve-se dar preferencia a exposiigao @ radiagso ultraviole
ta.

B~10 Cuidados especiais com as membganas filtramtes

As membranas filtrantes sao facilmente danifigcadas. Em sua manipula
gao, deve-se seguré—las sempre pelal sua parte periférica, usando pin
¢gas adequadas, com as extremidades arpeédondadas. Antes do uso, deve-se
imergir as extremidades dessasgpingasyem élcool para posterior flam

bagem.

/ANEXO C
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