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INTRODUQZO

Desde o inicio da bacteriologia sanift@ria - marcada pela observagao
de Escherich, em 1885, de que o Bacillus coli (Escherichia coli) po

deria ser usado como indicadomjde contaMinagao: fecal da agua - as bac
terias do grupo coliforme tem sidemextensivamente utilizadas na ava
liagdo da qualidade dasfaguas, sendo até hoje o parametro  microbio
16gico basico incluido/nas legislagoes relativas a aguas para consu
mo humano.

Em relagéo aos metodos convencionais recomendados para a quantifica
cao dos coliformes nesse tipo de agua, incluem-se a técnica de tubos
maltiplos e a degpmembrana)pfiltrante. No entanto, a ampla utilizagao
dos mesmos tem demonstrado a ocorrencia de fatores interferentes em

ambos os metddos.

0 reconheciflentofdas pOssiveis limitagoes desses métodos  convencio
nais tem determinadofa constante pesquisa de novas metodologias e,
nesse sentido, foram publicados,jé em 1968, os resultados de‘um estu
do efefunado mo Canada, relativo a implantagao de um teste qualitativo
simplificado para a detecgao de coliformes (teste de presenga—auség
cia). Osiresultados dessa pesquisa e de varios outros estudos compa
rativos desta )metodologia com as técnicas de membrana filtrante e de
tubos multiplos tem demonstrado a boa sensibilidade do teste P-A, ten
do o mesmo sido incluido, em 1989, na legislagao americana como meto
do alternativo para deteccao de coliformes em agua de consumo huma

no.
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Em nosso:pais, essa inclusao ocorreu na legislagao federal publica
da em 1990, relativa ao monitoramento da qualidade de égua de abas
tecimento publico.

Aliados a boa sensibilidade, a facilidade de execugao e o menor cus
to sao fatores de importancia.a serem considerados na aplicagéo des
te teste, principalmente em pequenas comunidades, em que sao escas
SOS 0S recursos economicos.

Alem destas vantagens, relativas especificamente a detecgéo de coli
formes, o teste de Presenga—Auséncia possibilita queyha partir da
inoculagéo inicial da amostra em um Unico Mmeio de cultura, seja pes
quisada a presenga de outras bactérias dé interesse sanitério, atra

ves da aplicagao de testes confirmativos paPa as mésmas.

1. OBJETIVO

Esta Norma prescreve o metodo para a detecgao de coliformes (totaise
fecais) em amostras de égua, atraves do teste de Presenga—Auséncia
(P-A), assim como a determinacaglqualigativa dos seguintes indicado

res de interesse sanitario: esgreptogocos| fecais, Stephylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa, Clostridium perfringens e Aeromonas sp.

2 DOCUMENTO COMPLEMENTAR

Na aplicagao desta Normaj € necessario consultar:

- Guia de Orientagao para Coleta e Preservagao de Amostras de Agua
CETESB, Sao Paulp, 1988.

3 DEFINIGOES

.Para os efeitos désta . Normahsao adotadas as definigoes de 3.1 a 3.14.

3.1 Coliformesf{ totais

Grupo de bactérias génstituido por bacilos Gram-negativos, aerobios
ou anaerobioé facultatiyes, nao formadores de esporos, oxidase-nega
tivos, capazes de cres€er na presenga de sais biliares ou outros com
postos atiVosde superficie (surfactantes), com propriedades simila
res de inibicao.degerescimento, e que fermentam a lactose com produ
cao dedaideido, acido e gas a 35°C em 24-48 horas. O grupo inclui os

seguintes géneros: Escherichia, Citrobacter, Enterobacter e Klebsiella.

3.2 Coliformes fecais ou coliformes termotolerantes

Sao os coliformes capazes de se desenvolver e fermentar a lactose com
produgao de acido e gas a temperatura de 44,5 %X 0,2°C em 24 horas. O
principal componente deste grupo € Escherichia coli, sendo que alguns
coliformes do género Klebsiella apresentam tambem essa capacidade.
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3.3 Aeromonas sp

Género de bacterias constituido por bacilos Gram-negativos, aerobios
ou anaerobios facultativos, oxidase e catalase positivas. A capacida
de de fermentagéo da lactose com produgéo de gés, apresentada por al
gumas culturas de A. hydrophila, impoe a necessidade de realizagao de
testes de diferenciagao entre este género e os coliformes, para elimi
nar resultados falsos-positivos devidos a Aeromonasphna detecgéo des
tes ultimos.

3.4 Pseudomonas aeruginosa

Bacilos Gram-negativos, aerobios facultativds. Produzem pigmentos
fluorescentes e piocinina; entretanto, podem-se encontrar culturas
apiocianogénicas. Crescem a 37° e a 42°¢! Apresentam metabolismo oxi
dativo da glicose e resultado positivo no testeypara oxidase. Sua pes
quisa é de importéncia principalmentegem,aguas re€reacionais, em  de
correncia da associagao entre sua presénca € a ocorrencia de infec

coes auditivas nos usuarios dessas aguas,

3.5 ©Staphylococcus aureus

Cocos Gram-positivos, anaerobids facudtativos. Sao catalase e coagula
se positivas. Embora nao sejam|eéncontrados em grande numero na flora
normal da égua, sua pesquisa é reeomendéda em éguas recreacionais(pqi
cinas e outras) e tanques dé hidroterapia, devido ao seu carater de
patégeno oportunista, sendo implicado em processos supurativos, que
variam desde espinhas, furunculos, abcessos, ate septicemias fatais.
Sua elevada resistéencia aos,processos de tratamento dessas éguas re

forga a importancia de ‘sua pesquisa nas mesmas. .

3.6 Clostridium perfringens

Bacilos Gram-positiVesymenaerobios, imoveis, esporogenicos, apresen
tando esporos ovais (centrais ou subterminais). Causam a chamada "fer
mentacdo turbulenta’Pdo leite: o caseinogénio e coagulado e os coagu
los si3o rompidos, &m decdrréncia da grande quantidade de gas produzi
do na fermentagao da lactose. Sua pesquisa na égua e de impofténcia
como indicé@derhde contaminagao fecal, com aplicagoes especificas de

vido a sda capacidade de formar esporos.

3.7 Estréptococos fecais

Cocos Gram-pesSitivos, ocorrendo geralmente aos pares ou emcadelas cur
tas. Apresentam resultados negativos na prova de catalase. Crescem na
presenga de sais biliares e a temperatura de 45°C, Ocorrem nas fezes
humanas e de outros animais, sendo utilizados como indicadores de con
taminagao fecal.



3.8 Esporos

Estruturas especializadas que se formam em certas bacterias Gram-po

sitivas sob condigdes de nutrigao inadequadas. Os esporos nao apre
sentam atividade metabolica e sao muito mais resistentes aos efeli
tos do calor, dessecagao, congelamento, drogas deleterias e radia

gSes, que as proprias células que os formam.

3.9 Bacilo

Designagao dada as bactérias que apresentam forma cilindrica.

3.10 Coloragao.de. Gram

Coloragao diferencial, através da qual as bactérias sag) classificadas
‘em Gram-positivas ou Gram-negativas, dependéndo da retengao ou nao do
corante cristal-violeta.

3.11 Coco

Designagao dada as bacterias que apresentam) forma esferica.

3.12 Catalase

Enzima que cataliza a reagao em qué atuam duas moléculas de peréxido

de hidrogénio (H,0, ), uma como doadora e outra como receptora de hi
drogénio. Sua presenga na bactéria,jao serdadicionado o peroxido  de
hidrogénio sobre uma suspensaogdageultura, e evidenciada pela libe
ragao de oxigénio (0,), havehdo formagao de bolhas de gas.

3.13 Coagulase

Enzima que, reagindo com‘um cofaterfexistente na plasma de certas es
pecies (coelho, cavalo, homém),. transforma o fibrinogénio em  fibri
na. A pesquisa da coagulase é)o criterio mais amplamente utilizado pa
ra a diferenciagéo entretas espécies do género Staphylococcus, sendo

a positividade neste - teste fundamental para a caracterizagao de
Staphylococcus aureus.

3.14 Oxidase.

Enzima oxidatdwvalda cadeia respiratoria de bacterias, requerida para

a oxidagao do citocromo-c. No teste de pesquisa da oxidade, o citg
cromo-c, em,sua/forma oxidada, cataliza a oxidagéo do tetra-metil-p-

-fenilenodiamina, formando uma substancia de coloragao azul.

4 APARELHAGEM

4.1 Equipamentos
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4.1.1 Balanga

Com sensibilidade de, no minimo, 0,1 g ao serem pesadas 150 gl.

4.1.2 Banhos-maria. (41,5°C.e.44,5°C)

Equipados com termostato e agitador de baixa velocidade, para promo
ver a circulagéo da égua e manter as temperaturdspuniformes (41,5O
e 44,5 ¥ O,2°C) em todos os pontos. O nivel de égua no banho-maria
deve ser mantido acima do nivel do meio de cultura nos tubos de ensaio, imer
S0Ss para incubagéo, sendo recomendada a troéa Semanal \dessa égua pa

ra evitar a proliferagéo de fungos e outrgs microrganismos.2

4,1.3 Destilador~denégua»ouhaparelho nparamdesionizagéo

Devem produzir égua nao toxica, livre de substancias que impegam ou

interfiram na multiplicagao bacteriana, cuja condutividade deve
ser inferior a 2 pmhos/cm® a 25°C e o pH, estar na faixa de . 5,5 a
7,5.

Nota: A densidade de bactériag hetepotBoficas na agua recém-destila

da deve ser inferior a (1 000 ‘unidades formadoras de colonias
por mL (UFC/mL) e a 10 00Q UFC/mb na agua destilada armaze
nada, devendo esse centrole“ser efetuado com freqﬁéncia
minima mensal.

4.1.4 Equipamentos.para.esterilizagéo

4,1,4.1 Autoclave

E normalmente operada a uma pressao de 103 393 Pa (1,05 kgf/cm2 ou
. 15 1b/pol?) produzindo, em)seu interior, uma temperatura de 121,6°C
ao'nivel do mard Em seu funcionamento, deve-se observar a substitul
950 por vapor/de todo ar existente na camara e a operagéo total des
se equipamento deve durdr no maximo uma hora, sendo recomendavel que

a temperatura“de estepilizagao seja atingida em ate 30 minutos.

i As ballancas devem sepmeotocadas em local adequado, protegidas de vibragoes, umidade e mudangas
brustas,de témperatura; devem ser mantidas limpas e manuseadas por pessoal que conhega seu funcio

namento.

: . sf ol ~
2 Devem ser feitos registros continuos ou periodicos da temperatura e os termometros usados devem
. 0. = .
ser graduados com intervalos de escala de 0,1 C. As estantes a serem colocadas no banho-maria

’ 13
devem ser de ago inoxidavel ou ago galvanizado.
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4,1.4.2 Estufa. de.esterilizagao :

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

rilizagcao (minimo de 2 horas).

4.1.5 Incubadora bacteriolégica.termostatizada

Deve manter a temperatura na faixa de 35 t O,SOC e a umidade relativa

entre 75 e 85% e ser colocada em um local onde a temperatura perma

nega na faixa de 16 a 27°¢ ; 3

4,1.6 Medidor de.pH

Deve fornecer exatidao minima de 0,1 unidadelde pH e sua calibragao
deve ser feita pelo menos duas vezes ao dia comy no minimo, duas so
lugoes-tampao padroes (pH =4,0, pH = 6,86 ou pH =19,48).

4.1.7 Refrigerador

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

4,2 Vidraria

4.2.1 Baloes

De borossilicato ou vidro neutro, compecapacidade adequada para o pre
paro de meios de cultura.

4,2.2 Frascos parag teste [presuntivo

De vidro neutro, borossilicatojou pléstico autoclavével, com tampas
que permitam boa vedagio elsejam livres de substancias toxicas  solu
veis; devem ter volume'suficiente para conter 50 mL do meio de cultu
ra‘e 100 mL da amostera ‘@pser analisada, deixando um espago suficien

te para permitir afHomogeneizagao quando se fizer a agitagao.

4,2.3 Frasco.para. coleta. dépramostra

De vidro neutro ou plastide autoclavavel atoxico, com capacidade ., mi

nima de 125 mbL,"boca larga e tampa a prova de vazamento.

[

4.2.4 Laminas. de.wvidro

4.2.5 Pipetas

cpr . < s £ . . .
3 A verificagac da temperatura deve ser feita periodicamente (minimo de 2 vezes ao dia) atraves de
a ’ . o il .
termometros (com o bulbo submerso em agua, glicerina ou oleo mineral) colocados em pontos represen
. . 4 . - ~ o £ . =
tativos da incubadora, sendo aconselhavel tambem a colocagao de um termometro de maxima e minima

- ; . .
na parte central da mesma. A estratificagao da temperatura na incubadora pode ser evitada atraves
da colocagao, em seu interior, de um dispositivo para circulagao do ar.
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Devem ser de borossilicato, tipo Mohr, para 5 mL e 10 mL,;com gradug
950 de 1/10 e erro de calibragao inferior a 2,5%, com bocal para tam
pao de algodao.

4.2.6 Placas.de Petri. de.vidro

Devem ser de borossilicato (pyrex) ou vidro neutro de boa qualidade
com 100 mm de diametro e 15 mm de altura.

4,2.7 Provetas graduadas de 100 mL.

4.2,.8 Tubos.de Durham

De borossilicato ou vidro neutro, com diametro nao/inferior a 40% do

diametro do tubo de ensaio em cujo interior serao utilizados.

4,2.9 Tubos.de. ensaio

De borossilicato ou vidro neutro, com)capacidade adequada para

conter o meio de cultura e o inoculd da amostra.

Nota: Usualmente sao empregados tubos de ensaio de 18 mm x 180 mm,
16 mm x 150 mm e de 12 mm x 120 mm.

4,3 Outros-materiais

4.3.1 Algas.de.inoculag@o

Fio de niquel-cromo, platina-iridie ou platina, com 0,5 mm de diame
tro e 7 a 8 cm de conprimentoy,.,com uma alga de 3 mm de diametro na

extremidade, fixado a um)cabo metalico (cabo de Kolle).3 )

. 4,3.2 Bico:de Bunsen ou Similar

Deve ter funci®hamento adequado de modo a produzir combustao comple
ta.

4.3.3 Caixasddufcestad de. ago.inoxidavel

Para esterilizacao dé materiais.

4.3.4 /Estantes

De tamanho adequado para colocagao dos tubos de ensaio empregados na
analise.

4 Opcionalmente ao uso de algas de inoculagao, poden ser empregadas hastes de madeira de aprogimadg
mente 20 cm de comprimento e 0,2 cm de diametro. Apos o uso, as mesmas sao autoclavadas a 121 C du
rante 15 minutos e descartadas. Antes do uso, essas hastes sao esterilizadas por calor seco

(170-180°C) durante 3 horas.



4.3.5 Estojo.-para.pipetas

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

4.3.6 Pregos de ferro de 1 polegada.

4,3.7 Tela de amianto.

4.3.8 Termometros.

4.3.9 Tripe.

5 REAGENTES
5.1 Meio de cultura.

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

cialmente, meios desidratadosde qualidade comprovada. Pode-se,
no entanto, preparé—los em l@boratérion a partir de seus com
ponentes especificos, devendo ser utilizadas, para essa finali

dadé, sqbstancias com alto grau de pdreza (p.a).

5.1.1 Caldo.P-A.(concentragao. tripla)

5.1.1.1 Formula

Caldo lactosado Ameiopdesidratado) ...ceecesscss 39,0 g
Caldo lauril triptose (meio desidratado) ....... 52,5 g
Parpura de bromocreS0l...ccoeceesscesssoossossons 0,0255 g
Agua destilAlBmmees . cohecccccocassecsssacsesaass. 1 000 mL

pH final: 4,8 ¥ 0,2 a 25°

5.1.1.2 Preparo

Pesar e dissolver o8 meios desidratados caldo lactosado e caldo lauril
triptose seqliéncialmente’ em égua destilada, sem aquecimento e sob agi
tagao. Dissglver |a pﬁrpura de bromocresol em 10 mL de uma solugao
0,1N de hidroxido de sodio e adicionar ao meio acima. Disgtribuir, em
frascos de diluiicao com capacidade de 250 mL, contendo em seu inte
rior tubos de ensaio de 12 x 120 mm em posigao invertida, volumes
adequados para a obtengao de 50 mL apos autoclavagao. Autoclavar a
121°C durante 15 minutos.

5.1.2 Caldo.lactosado.com.verde.brilhante.e.bile.a.2%
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5.1.2.1 Formula

Peptona ' EREEEREEEEEN N I I BN I I I I I I I I I I I I I R I I I I lo,o g
Lactose ® ® © ® % 0 & 8 0 0 % 0 0 08 S O LN SP O OO OB B O SN e e ” 9 % & & 0 0 0 10’0 g
Bile de boi desidratada ...ccecececoscsssssscccscse 20,0 g

Verde brilhante ....ccececeosssesessssscssssssesss 00,0133 g
Agua destilada S & & @ & & O & 8 O & 0 O O B S 0 S G G S TS OO NS A NN N 0 00 1 OOO mL
pH final apds esterilizagao: 7,2 + 0,2 a 25°C

5.1.2.2 Preparo

Pesar 40,0 g de meio desidratado caldo lactosado com verde brilhante
e bile a 2% e acrescentar 1 000 mL de égua destiladal fria. Aquecer,
agitando freqlientemente, ate a completa dissolugao do meio, tomando
cuidado para que nao seja atingida a temperaturalde ebuligao. Em tg
bos de ensaio de 16 mm x 150 mm, contendo“em Séuyinterior tubo de
Durham invertido, distribuir volumes adequados para que © volume fi
nal, apés esterilizagao, seja de 10 mL. Tamponar e esterilizar em
autoclave a 12l°C, durante 15 minutos,

5.1.3 Meio.E.C.

5.1.3.1 Formula

Triptose ou trypficase e .ccoveecerssesesssnsssassas 20,0 g
LactOSe ceevesofoscesonsscciobocsncncsssasocsssccsccsa 5,0 g
Mistura de sais'biliares /ou sais bilares n%3...... 1,5 g
Fosfato dipotassice (KZHPO4) Pe@ covscsonnocssnsnns 4,0 g
Fosfato monopotassico (KH2P04) De@ cosscsscsconsns 1,5 g
Cloreto de s0dio UNACL) Pe@eeececsecccccsssssasaans 5,0 g

ﬁ.gua destilada’.....-..-......o.................-. l OOO mL

pH findl ap6s esterilizagdo: 6,9 ¥ 0,2 a 25°C

5.1.3.2 Preparo

Pesar 37,0 g do medoe ELC desidratado e acrescentar 1 000 mL de agua
destiladaffria. Aquecer, agitando freqlientemente, até a completa dis
solugéo do meiogltomando cuidado para que nao séja atingida a tempe
ratura depebuiligcao. Em tubos de ensaio de 12 mm x 120 mm, contendo
em seu interi®r tubo de Durham invertido, distribuir volumes adequa
dos para que o volume final, apés esterilizagéo, seja de 5 mL. : Tam

ponar e esterilizar em autoclave a 12l°C, durante 15 minutos.

5.1.4 "M*Endo.Agar.LESU




5.1.4.1 Formule

Extrato de 1levedura ....cceeeescesscsscscscssossses 1,2 ¢
Casitona ou tripticase ...eceeccecesccescscsocnssnse 3,7 g
Tiopeptona ou tiotona ..ceeecceosssccsscsssssssnnss 3,7 g
PrAPLOSE v veseeooenssenseoososnssessecnasessssasnns 7,5 g
LactoSe@ it eeeseessceccessssaseassoassssnssasescacsscsss 9,4 g
Fosfato dipotassico (KoHPO,) Pe@eeveecenstine seetili 3,3 g
Fosfato monopotassico (KH2PO4) Pe@eccecococcah ofoeas 1,0 g
Cloreto de SOdio (NACl) PeBueeeeeceeeccecosonsoionens 3,7 g
Desoxicolato de SOAIi0 ceeeeeeeeeoocosfoeeecatloeeos. 0,1 g
Lauril sulfato de SOdiO seeeeeeeesehoeesceeasiobecss 0,05 g
Sulfito de sodio (Na,SO05) Ped covece@ipeeeeeeslaeenes 1,6 g
Fucsina basica ..ceececevevesossccsssrsocsscnhoiececcsss 0,8 g
Agar .viiiiiiiiiiiiiiiiee e i EEEe e e seeeeees 16,0 g

Agua destilada (contendo 20 mL ‘de aleool etilico

p'a....'....C.O'.‘..l..‘.l."‘.l'..‘...';.......‘.' 1 000 mL

pH final: 7,2 ¥ 0,1 a 25°C

5.1.4.2 Preparo

Pesar 51,0 g do meio desidratado "M=Endo Agar LES" e acrescentar
11000 mL de agua destilada, comtendo 20°mL de alcool etilico p.a., a
95%, deixando em repouso dup@nte aproximadamente 15 minutos. Aquecer
em banho-maria, agitanto fregientemente, ate a completa fus504m3égar,
tomando cuidado para que nao seja atingida a temperatura de ebulicao.
Esfriar o meio a 45—50°C e) com-todos os cuidados de assepsia, di§
tribuir volumes de 12 a 15 mh em placas de Petri de 15 x 100 mm, 0
meio pode ser estocado ao abrigo da luz e a temperatura de 2 a 10°C,
durante, no maximo,,?2 semanasWlApos esse periodo, devera ser  descar
tado.

5.1.5 Caldo.lactose.pﬁrpura

5.1.5.1 Formula

Triptona ou tripticase .cieeerceccccrsresitaccessncse 5,0 g
PEPLona/Proteose N2 B.uieeeseeecscescssssnsnasesaass 10,00g
Extrato de carne .....ceeccecsececccccccccscccsanncs 1,0 g
Cloreto ABPSOGIO veeeeeeeresssssosscsnaossscsansons 5,0 g
LaCtOSEe teveietceeesssoosccsssssccsosrsccsssvcscsassos 10,0 g
POrpura de DromoCreSOl «.essecessssocccsssoccassons 0,02g

Agua destilada © 8.0 0 5 8 5 0 0 0 00 5 505N E SIS PN N 1000 mL

pH final: 7,0 ¥ 0,2 a 250C |
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5.1.5.2 Preparo

Pesar os ingredientes e acrescentar 1 000 mL de égua destilada. Aque
cer, ate a completa dissolugao dos componentes. Distribuir volumes
de 10 mL em tubos de ensaio de 16 mm x 150 mm, contendo em seu inte
rior tubo de Durham invertidoé. Tamponar e autoclavar a 121° duran
te 15 minutos. O meio pode ser estocado duranteggho méximo, duas se
manas.,

5.1.6 Agar nutriente.gelatina

5.1.6.1 Formula

Agar nutriente (meio desidratad@)p..ceeeepascess 23,0 g
Gelating ceeeeersecsccssoscsncssossccnclnecoscsceeass 30,0 g
Extrato de 1evedura .ceeeeecdomess coccscossesscsnes 3,0 g
Agua destilada v.eeeecsscoeclecessecnnseceaaens 1 000 mL

pH final: 6,8 ¥ 0,2 a 25°C.

5.1.6.2 Preparo

Pesar o meio desidratado égar nutriente e dissolver sob aquecimento
em 500 mL de égua destilada; adicionar, /a seguir, o extrato de leve
dura. Dissolver a gelatina separadamente, nos 500 mL de égua destila
da restantes, e depois uniP as duas solugoes, formando 1 litro. Auto
clavar a 121°C durante 15 minutos|e distribuir volumes de 12 a 15 mL
em placas de Petri de 15 x 100 mm,

5.1.7 Caldo.azida.etilyvioleta

5.1.7.1 Formula

TriptoSe e e e e dlliet ccccctorsocnecscsssscocsscccossss 20,0 g
DeXEroSe ..ceocescrscescssssosccscsossssnscccnoanas 5,0 g
Fosfato dipotassico (K HPO ) Pe@lecenvnnccenneennes 2,7 g
_ Fosfato monopotassico (KHoPO,4) Pelicevennecennnns 2,7 g
Acido clOridrico (HCl) PeBececceccssscasansonsans - 5,0 g
Azida) sodica (NaNs) DeBocecersscossnscasnassssssnsas 0,4 g
Etil/ VAOTEETE «oeeeeeococsosecosassssssasssssassses 0,00083 g

Agua destilada .....l.........................l.l 1000 mL

pH final apés esterilizagéo: 7,0 t 0,2 a 2500

5.1.7.2 Preparo

Pesar 35,8 g do meio desidratado caldo azida etil violeta e acres
centar 1 000 mL de égua destilada. Aquecer, agitando freqiientemente,
ate a completa dissolugéo do meio, tomando cuidado péra que nao seja
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atingida a temperatura de ebuligao. Em tubos de ensaio de 16 mm X
150 mm, distribuirvolumes adequados para que o volume finai, apés
esterilizacao, seja de 10 mL. Tamponar os tubos e esterilizar em au
toclave a 121°C durante 15 minutos.

5.,1.8 Agar enterococos

5.1.8.1 Formula

TriptOSE.iseeesesescescasssssssoscsanas N &, 20,0 g
Extrato de levedura....cceeeeeecececcsossssscsscans 5,0 g
DeXtroSe. i etceessocsscscsscncsnscsafbaasssnlie.. s 2,0 g
Fosfato dipotassico (KHRO,) poace.deionee i bh.. 4,0 g
Azida sodica (NaNg) Pe@eeeeerocsnescllmeceesotn.. 0,4 g
Agar . e ceesessnecsssosnssansscscsanssasscnssadlineesses 10,0 g
Cloreto de 2, 3, 5 trifenil tetf@ZOLiO. . ceeeess.. 0,1 g
Agua destilada...eiececeececeeeralecesfacasseasssss 1 000 mL

pH final: 7,2 ¥ 0,2 a 25%

5.1.8.2 Preparo

Pesar 41,5 g domeio desidratado Agar—M—Enterococos e acrescentar
1 000 mL de égua destilada fria, deixando em repouso durante aproxi
madamente 15 minutos. Aquecer, agitandopfreqlientemente, ate a com
- pleta dissolugao do meio, tomé&ndo cuidado para que nao seja atingi
da a temperatura de ebulicad. Estabilizar a 45-50°C e distribuir vo
lumes de 12 a 15 mL em placas de Petri de 15 mm x 100 mm,

5.1.9 Agar manitol

5.1.9.1 Formula

Extrato de ,carne boOVINA. . c c e cseeeevscsccscssssscsss 1,0 g
Mistura de peptonas..c.eeeccieeeceecsecasvecacssansses 10,0 g
Cloreto /e s0dio (NACl) Pi@ececessvsssecescseseseas 78,0 g
DemanitolPeele s ceesdoeeeeeeesssascsossssassssssssssaseces 10,0 g
AgAr e e oo e e ed s et it i it eittecetaetaeecaaeesaas. 15,0 g

Vermelho de fenol.eeeeeeeescscescscsscsscsssecassecss 0,025 g
Aglia destillada.......cveevevenennncaacrocasassassass 1 000mL
pH €inal: 7,4 ¥ 0,2 a 25°%

5.1.9.2 Preparo

Pesar 111 g do meio desidratado "Mannitol Salt Agar" e acrescentar
1 000 mL de égua destilada, deixando em repouso durante, aproximada

mente, 15 minutos. Aquecer, agitando freqﬁentemente,Aaté a completa
A
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dissolugao, tomando cuidado para que nao seja atingida a ‘temperatura
de ebuligao. Autoclavar a 121°C durante 15 minutos. Estabilizar a
temperatura do meio a 45-50°C em banho-maria e distribuir volumes
de 15 a 20 mL em placas de Petri de 15 mm x 100 mm.

5.1.10 Caldo de. soja.e.triptona

5.1.10.1 Formula

Peptona de caseina....ieeeciecneccereccnndso... 17,0 g
Peptona de SOja.sceescccscssossss sqaldlilline ecesshe oo 3,0 g
D-gliCOSEicessssncessscscosssssaafecssssccahecsons - 2,5 g
Cloreto de 50dio (NaCl) pP.G.eedecececsoaalohocsaes 5,0 g
Fosfato dipotassico (KZHPO4) DeBeathoseeescsecnss 2,5 g

Agua destilada ..ceeceseecsanscccscssscnnncssscons 1 000 mL
pH do meio apés esterilizagéo: 7,3 t 052 a 25°¢

5.1.10.2 Preparo

Pesar 30 g do meio desidratado @galdo de,soja e triptona e acrescen
tar 1 000 mL de agua destiladas Aqueger, |agitando freqlientemente, ate
a completa dissolugdo, tomandoleuidado para que nao seja atingida a
temperatura de ebuligao. Distribuim, volumes de 10 mL em tubos de en
saio de 16 x 150 mm. Tampofiar e esterilizar em autoclave a 121 °¢c du
rante 15 minutos.

5.1.11 Meio.de.Drake

5.1.11.1 Formula. .
Sulfato de magnésio (MgSO,.7H,0) P.@.cveracncnss 0,5 g
Sulfato de PoEaSsio (K, S0,) Pe@ecereeeenaennenns 10,0 g
Fosfato dipotassico (K,HPO,) Pe@iceecrereennenons 1,0 g
L-agparaging Pa@.ececececersscsssoscscccsccscosscoscns 2,0 g
GligeriNg P.Ghcesssscessssssssssssassscsscccnsans 10,0 g
Agua deStilada.....ccvveeecesrecsssnascassssesss 1000 mL

pH final: 7,6 ¥ 0,2 a 25°C

5.1.1142, Preparo

Pesar os ingredientes e acrescentar 1 000 mL de égua destilada. Aque
cer, agitando freqlientemente, ate a completa dissolugao. Distribuir
volumes de 10 mL em tubos de ensaio de 16 x 150 mm. Tamponar OsS tubos
e esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

5.1.12 Agar leite.desnatado




5.1.12.1 Formula

Leite em pér desnatadO.ciecececescscesescssacssnse 100,0 g
Agar...l.'...C....‘.'.l....C.....I'l'..‘....‘..!' 15’Og
Agua destilada. ® 6 & & 0 6 5 6 & 0 6 5 O S SO OO B OSSO OGS S O e e l OOO mL

pH final: 6,4 £ 0,2 a4 25°%

5.1.12.2 Preparo

Pesar o égar e 0 leite em pé e dissolver esses ingredientes, separada
mente, em égua destilada, sob aguecimento. Autoclavar as duas solu
coes a 121°C durante 15 minutos. Apos estabilizégadlida temperatura das
mesmas a 45—50°C, em banho-maria, juntar essas duas solugoes e dis
tribuir volumes de 12 a 15 mL em placas de Petri de 15/X 150 mm.

5.1.13 Meio.de.leite.desnatado

5.1.13.1 Formula

Leite desnatado...oooo.ooo-ooooot-oou'o.o-.onoo 100,0 g
Agua deStilada..........--.-o--o...-..-........ l OOO“H’IL

pH final: 6,4 ¥ 0,2 a 25°C

5.1.13.2 Preparo

Pesar o leite desnatado e adicioma=lo, vagarosamente, a agua destila
da sob agitagéo e sem aquecimento, para sua completa dissolugao. Dis
tribuir volumes de 20 mL em| tubos de ensaio de 18 x 180 mm, contendo
um prego em seu interior (verinota ab@ixo). Autoclavar a 121% duran
te 15 minutos. Remover rapidamente”da autoclave, apés a esteriliza
géo e, dentro de no maximo 10, minutos, colocar os tubos %m refrigerg
dor. O meio, mantido ssob refrigeragao, pode ser utilizado dentro de
um prazo maximo de 2, semanas. Antes do uso, o meio deve ser fervi
do, para serem obtidas as condigoes de: anaerobiose requeridas para
o crescimento de/Clostridiumpperfringens.

Nota: Sao utilizades pregos de 1 polegada, cujo preparo requer sua

imersadlpPévia emliixilol durante 24 horas. Apos esse periodo,
os mefsmos Sao _lavados varias vezes em agua destilada e  subme
tidds. a secagem em estufa durante uma noite. E utilizado um

prego em cada tubo de ensaio.

5.2 Solugoes

5.2.1 Solugéohsaturada-de.sulfato.de.amanio (NH4)2SO4

5.2.1.1 Formula
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SulfatO de amanio (NH4)2SO4 p.a...'ooaoao.oo-oa'o;-o 70 g
Agua recem—-3esSti1ad8.eeeeeeecccacsssassosssascscnns 100 mL

5.2.1.2 Preparo’

Pesar 70,0 g de sulfato de amonio e acrescentar 100 mL de agua recém-
~-destilada. Apés a dissolugéo, armazenar em frasco de vidro bem «veda
do.

5.2.2 Reagentes.para.o.teste.de.oxidase

5.2.2.1 Formula

Cloridrato de N, N, N,' N,' - tegtrametil=p-fenile
nodiamina...O...l..l.....llQ.....O..'.I......'...l. 1,0 g
Agua destilada. ® 5 8 8 9 8 4 % & 9 S 5 S S O 5 6 P S S8 S 80088 ¢S e 0 . oo loo mL

5.2.2.2 Preparo

Pesar 1,0 g do cloridrato N, N, N,' N,% - tetrametil-p-fenilenodiami-
na, acrescentar 100 mL de égua recém-destilada, homogeneizando bem
até a completa dissolugao do red@ente.pGuandar a solugdo em frasco am

bar, em geladeira (2 a 8°C), darante/mo méximo 2 dias.

Nota: A adicdo de acido ascdérbigo a essd solugao (na concentragao de

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

5.2.3 Solucao.de peroxido.de.hidregenio a.3%

5.2.3.1 Formula

Peroxido de hi@rogenio ....eeeeeeeeesososssoseonaos 3 mL

Agua destilada QoS.Pececsssoscsscassccsssssossosscns 100 mL

5.2.3.2 Preparo

Colocar 3 mL d¢ perdoxido de hidrogénio em um baldo volumétrico e .com
pletar o volume para 100gmL com agua destilada. Misturar atraves de
agitacao. Armazenar a 4°C em frasco bem vedado.

5.2.4 sélucees para-a.coloracgao.de. Gram

5.2.4.Y¥ Soldgao.de.cristal-violeta

5.2.4.1.1 ‘Selucao.A

Formula:

Cristal—violeta'.....l.......00...........'..‘... 2g
A1cCOoOl €tilico @ 95% e ueecceosceesoeacosscassasanse 20 mL
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Preparo:

Dissolver 2 g de cristal-violeta em 20 mL de alcool etilico a 95% e
filtrar em papel grosso ou algodao.

5.2.4.1.2 Solugao.B

Formula:

OX21lato dE AMONIA. s e eosesssosonaoncenos sione o ooalalilin 0,8 g
Agua destilada...eeeeeeeeeseoscsasconscoacitheshoess 80 mL

Preparo:

Dissolver 0,8 g de oxalato de amonia em 80 mLfde aguajdestilada.

5.2.4.1.3 Preparo.da.solugao.de.cristal-vidleta

Misturar as solugoes A e B, 24 horas antes do uso,jfiltrando atraves
de papel de filtro.

5.2.4.2 Solugao.de.lugol

5.2.4.2.1 Formula

Cristais de iodo. e ® 6 & & 5 5 & ¢ 5 & 8 & 008 8 0 0 s ® & ¢ & & 0 6 & ¢ 8 00 1’0 g
Todeto de potassio (KI) DeBceeeehsccanscsoncansons 2,0 g
Agua desti 1ada. Y EEEEERE TR T S B IR I I I I * & & 0 0 & & & 300 mL

5.2.4.2.2 Preparo

Dissolver 2 g de iodeto de potassio em 5 mL de agua destilada. Adicio
nar 1 g de cristéis de iodo ‘@solucag de iodeto de potéssio e agité—
lo até que o iodo se dissOlva. A@i€ionar agua destilada, até  comple
tar o volume de 300 mL.

5.2.4.3 Solugao.de-safranina

5.2.4.3.1 Formuld

Safranina...........‘........."......./;v.......... 2’5 g
Alcool €tilicofa 95% v.veeerretensercasseasncoaass 100 mL

5.2.4.3.2 Preparo

Dissolver 2,5 g deéPsafranina em 100 mL de alcool etilico a 95%, pre
parando-se, ‘@assim, a solugéo estoque de safranina. No momento do wuso
adicionar 10 mL dessa solugao estoque de safranina a 100 mL de égua
destilada.

5.2.4.4 Solugao.de.alcool-acetona. (1:1)

Preparo:
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Misturar alcool etilico a 95% e acetona em partes iguais. °

6 EXECUGAO.DO.ENSAIO

6.1 Sumario. do.metodo

O metodo baseia-se na inoculagao de volumes de 100 mL da amostra em
frascos adequados, contendo 50 mL de meio presuntiwop(Caldo P-A), em
concentragio tripla. A incubagdo é feita a 35°C, ‘8endd realizadas lei
turas apés cada 24 horas, durante um periodo maximolde 5 dias. Neste
meio de cultura, é considerado resultado présuntivo positivo para
as culturas que determinam a acidificagao/do mesmo (evidenciada pela
mudanga de sua coloragao de pﬁrpura paral amarelo), /com ou sem produ
gao de gés. Essas culturas sao submetidas a teste fconfirmativos para:
coliformes totais, coliformes fecais; estreptococos fecais, Aeromonas
sp, Clostridium perfringens, Pseudomonas acruginosa e Staphylococcus

aureus.

6.2. Amostragem

Deve ser efetuada segundo as elspecificagoes apresentadas no Guia de
Coleta e Preservagao de Amostras, de Agud, CETESB, 1988.

6.2.1 Amostra

6.2.1.1 Identificagao: /[a amostra'deve ser bem identificada e todas
as informagaes sobre a mesma devem ser completas (n? da amostra, :dg
ta, local, pH, temperatura, eloro residual e outras informagSes neces

sarias para que os resultados possam ser interpretados corretamente).

6.2.1.2 Agente n@ltralizador de cloro residual: para a coleta de

amostras de éguas tratadas, deve-se adicionar ao frasco de coleta,
antes de sua esterilizagao, 0,1 mL de uma solugéo a 1,8% de tiossul
fato de sodi@ para cada /100 mL da amostra, para neutralizar a acao
do cloro residudl. Essa& quantidade de tiossulfato de sodio e 3 sufi
ciente para neutralizar concentragoes de ate 5 mg/L de cloro resi

dual, sendo adequada para as amostragens de rotina. Em situagoes es
peciaisg,, comd por exemplo em emergéncias, em que o residual de cloro
pode ser maior, uma maior quantidade de tiossulfato e requerida. Nes
tes casos, podefy ser utilizados volumes de O,1 mL de uma solugao a
10% de tiossulfato de sodio para cada 100 mL da amostra, sendo essa
quantidade suficiente para neutralizar concentragoes de ate 15 mg/L
de cloro residual.

6.2.1.3 Agentes quelantes: para a coleta de amostras de aguas polui
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das, suspeitas de conterem concentragSes superiores a 0,1 mg/L de me
tais pesados, tais como cobre, zinco, etc., deve-se adicionar ao fra§
co de coleta, antes de sua esterilizagéo, 0,3 mL de uma solugéo a
15% de EDTA, para cada 100 mL da amostra, além do tiossulfato de 80
dio (volumes de 0,1 mL de uma solugao a 10% para cada 100 mL da amos
tra). A solugao de EDTA pode ser adicionada ao frasco de coleta sepa
radamente ou jé combinada com a solugao de tiossulfate,de sodio antes
da adigao. O EDTA atua como agente quelante, reduzindo a acao toxica
de metais, apresentando uma agao mais ampla que o tiossulfato de sé
dio, 0 qual, na concentragéo empregada, previnegapenas a agéo bacte
cida do cobre.

6.2.1.4 Transporte e conservagao: apés a coleta, a amostra deve ser
enviada ao laboratorio o mais rapido possivel. Otempd maximo  ideal
entre a amostragem e inicio de exame e dep8.horas, sendo que o tempo
limite nao deve exceder 24 horas. As amoStras devem ser transportadas
sob refrigeragao (4 a 10°C) e conservadas assim até o inicio do exame.

6.3. Procedimento

6.3.1 Exame.presuntivo

6.3.1.1 Antes de iniciar o exame, desinfetfar a bancada de trabalho,
usando um desinfetante que naogdéixe residuos.

~

6.3.1.2 Dispor sobre a bancada de trabalho o material necessario a
execugao da analise, a saber:

6.3.1.2.1 Frascos contende 50“mlpdo Caldo P-A, identificados com o

.

numero da amostra e a data.

6.3.1.2.2 Provetas ggraduadas estéereis, com a abertura recoberta com

papel aluminio, identificadas €om o numero da amostra.
6.3.1.2.3 Bicos de Bunsen, para manter o ambiente asséptico.

6.3.1.3 Homogenelzar a amgstra, no minimo 25 vezes, inclinando o]
frasco, formando um angulo de aproximadamente 45°C entre o brago € o
antebrago.

6.3.1.4 Ddsar 100'mL da mesma em uma proveta estéril e proceder a inocu
lagao, vertendo cuidadosamente esse volume da amostra no frasco con
tendo o Caldo P-Amtomando cuidado para que nao ocorra entrada de ar

no tubo contido no interior do frasco.

6.3.1.5 Apos a inoculagao das amostras, efetuar sua dincubagao a
35°C, durante 24 horas.
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6.3.1.6 Apos esse periodo de incubagdo, efetuar a 12 leitura, consi
derando como resultado positivo a acidificagao do meio (evidenciada
pela mudanga de sua coloragao de pﬁrpura para amarelo), com ou sem
produgao de gés. Se os resultados forem negativos, retornar os fras
cos a incubadora, efetuando novas leituras a cada 24 horas, ate com
pletar um periodo de 5 dias.

6.3.1.7 Submeter as culturas com resultado presuntive positivo aos
testes confirmativos, para a determinagéo de: colifermes totais, co
. liformes fecais, Aeromonas sp., Staphylococgcuspaureus; Pseudomonas

aeruginosa, estreptococos fecais e Clostridium perfringens (ver Figu

ra - Esquema do procedimento do teste P-A).

6.3.2 Exames confirmativos

Nota: Para a realizagao dos exames confirmatiVos, todas as culturas

com resultado positivo no caldo P-A, apés 24 horas a 5 dias
de incubacido, s3o transferidas imediatamente apos as respec

tivas leituras, para os séguintgs,meios de cultura:

— Caldo lactosado com verde brilhante e bile a 2%;
- Meio EC; '

- M.Endo Agar LES;

- Caldo etil violeta;

- Agar manitol;

- Meio de Drake;

- Meio de leite' desnatadoj

Esses exames confirmativeos sao descritos nos itens 6.3.2.1 a 6.3.2.7,
devendo ser obsepwvados os seguintes cuidados gerais em sua execugao:

a) antesgda transfefencia de inoculos das culturas positivas
em.ca@ldo B-A para os meios confirmativos, verificar se- o
créscimento ba@teriano se apresenta uniformemente distribui
do aohmeio d¢é cultura ou se se encontra sedimentado. no
fundo do frasco; neste ultimo caso, e requerida uma‘ leve
agitagéo do frasco, para a redisperséo das bactérias;

b) imediatamente apés a abertura do frasco contendo as cultu
pas positivas em caldo P-A, flambar a boca do mesmo, antes
de “colher os inéculos; repetir essa operagéo antes de seu
fechamento;

6.3.2.1 Exames confirmativos para coliformes e Aeromonas.

6.3.2.1.1 Com auxilio de uma alga de inoculagao devidamente flamba
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da e resfriada, retirar um inoculo da cultura positiva em caldo P-A,

6.3.2.1.2 Transferir esse inoculo para um tubo contendo caldo lacto
sado com verde brilhante e bile a 2% e outro para um tubo com meio
ECS; e, atraves de estrias, transferir um terceiro inoculo para a su

perficie de M-Endo Agar LES, contido em placa.

6.3.2.1.3 Apos a inoculagdo, incubar esses meios agpseguintes tempe
raturas:

a) caldo lactosado com verde brilhante e bile/fa 2%: 24~
48h, a 35 % 0,5°;

b) meio EC: 24h a 44,5 + 0,2°C;

c) M-Endo Agar LES: 24h a 35 £ 0,89C (placalem posigdo in

vertifla.

6.3.2.1.4 Apds os periodos determinados ,de incubagae, efetuar as lei
turas, considerando resultado positivo para coliformes totais a produ
950 de gés a partir da fermentagéo da lactose/no meio cdaldo lactosado
com verde brilhante e bile a 2%t coliformes fecais estao presentes se
houver produgao de gas no meio EC.,

6.3.2.1.5 Apos as 24h de incubagao do meio M-Endo Agar LES, efetuar
a leitura®, considerando tipicas as eolonias fermentadoras da lacto
se, que apresentam coloragao vermelho-escura, com brilho verde-metéli
co superficial7

6.3.2.1.6 ApoOs anotagao na | ficha de laboratorio dos tipos de colé
nicas observados no M-Endé Agap, LES,dSelecionar colonias representa
tivas, dando preferéncia ashfermentadoras da lactose e, com uma alga
de inoculagao devidamente flambada e resfriada, transferif um inoculo
de cada colonia seleclilonada para Caldo lactose pﬁrpura e outro para
~uma placa contendo égar'nutriente gelatina.

6.3.2.1.7 Incubaf o cdldo lactose purpura durante 24 horas e o agar

nutriente gelatima, durante 24-48 horas, ambos a 35 b O,SOC.

. q . ] . .

5 © meio EC deve ser mantidogembanho-maria a 44,5 C durante um minimo de 30 minutos antes de sua
utilizagao.

6 Essa leitura & efetuada com aux1l1o de um m1croscop10 estereoscop1co, com 11um1nagao fluorescen
te colocada em diregac apmis prox1ma poss1vel da perpendicular em relagao a superF1c1e da placa

com o meio M-Endo ﬂgar LES.

7 Se ocorrerem colonias txplcas em M-Endo Agar LES, paralelamente 2 obtengao de resultados negatlvos
no caldo lactosado com verde brilhante e bile a 2%, M requer1da a transferencia de um novo inoculo da
cultura positiva no caldo P-A para outra placa de M-Endo Agar LES.
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6.3.2.1.8 Efetuar a leitura do caldo lactose pﬁrpura, considerando
o crescimento com acidificagao do meio (decorrente da ferméntagéo da
lactose), evidenciada pela coloragao amarela, com ou sem producgao de
gés. Anotar os resultados.

6.3.2.1.9 A partir do crescimento obtido apos 24 horas no égar nu
triente gelatina, efetuar o teste para pesquisa dé&oxidase, proce
dendo do seguinte modo:

a) com uma alga de inoculagao de platina, devidamente flam
bada e resfriada, transferir um pegueno inéoulo de uma
colonia bem isolada em agar nutfiente geélatina para
a superficie de uma folha de papel de filtro, |previamente colo
cada no fundo de uma placa de Petri e embebida com al
gumas gotas de uma solugao aguosa a 1%/de  cloridrato
de N-N-N'-N'-tetra metil-p-fenilénodiamina;

b) efetuar a leitura, considerando/ como resultado positi
vo o desenvolvimento desuma coloragao azul intensa em
aproximadamente 30 sggundog, mo local em que foi depo

sitada a cultura.

Nota: Se nao ocorrer nenhuma reacao ate dois minutos apos

a colocagao dameul tura, considerar resultado nega
tivo para geste teste.

6.3.2.1.10 Apos a retiradalde um inoculo da cultura em agar nutrien
te gelatina para a realizlecaoldo teste de oxidase, retornar a placa,
em posigdo invertida, a incubadora a 35°C, por um periodo adicional
de 24 horas.

6.3.2.1.11 Apés essé periode, petirar a placa da incubadora e reco

brir o crescimento/em sua superficie com uma solugao saturada de
sulfato de amdniok A fdrmacao de uma zona mais transparente que o}
meio de culturadao, redor do crescimento bacteriano constitui resul

tado positivo no teste, defgelatinase.

Nota: Sao oé seguintes os resultados nestes testes para coliformes

e Aeromonas

a) coliformes totais
1. FermenAtacao da lactose com produgao de acido e gas
nos meios caldo lactosado com verde brilhante e bile a
2% e caldo lactose purpura;
2. Crescimento de colonias fermentadoras da lactose em
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M-Endo Agar LES; o
3. Resultado negativo no teste de oxidase.

b) coliformes fecais
1. Fermentacao da lactose com produgao de acido e gas no
meio EC a 44,5°C e no caldo lactose pﬁrpura;
2. Crescimento de colonias fermentadoras.da lactose em
M-Endo Agar LES;
3. Resultado negativo no teste de oxidase,
c) Aeromonas sp \
1. Resultados; positivos nos testes de oxidase e gelatinase;
2. Crescimento, usualmente sem{produgao de gés, no caldo lac
tosado com verde brilhante e bilejha 2% e no caldo lacto
se purpura;
3. As coldnias no M-Endo Agap LES,podel ser lactose-positi

vas ou lactose-negativas.
6.3.2.2 Exames confirmativos pafa estreptococos fecais.

6.3.2.2.1 Com auxilio de uma j@lga dé inoculagao devidamente flamba
da e resfriada, colher dois a trés inoculos da cultura positiva em

caldo P-A, transferindo-os para Umjtuboontendo caldo azida etil-violeta.

6.3.2.2.2 Colher outro ioculo & transferi-lo, atravées de estrias,
para a superficie do égar enterococos, contido em placa de Petri pré
viamente identificada. .

6.3.2.2.3 Incubar os‘dois meios inoculatios durante 24-48 horas 4

temperatura de 35 ht O,5°C.

6.3.2.2.4 Apos dliperiodo determinado de incubagao, proceder a  lei
tura, considerando resultado positivo para estreptococos fecais em
caldo azida etil-violdba a ocorréncia de um denso crescimento  bacteriano.

Nota: Com algumas culturas, pode ocorrer a sedimentagéo da suspen

sao bacterianaj havendo a formagao de um precipitado azul.

6.3.2.2.5 Apés e} periodo determinado de incubagao do égar enteroco
cos, proceder 2 leitura, considerando como tipicas de estreptococos
fecais asleolonias pequenas com coloragao vermelho-escura ou casta
nho-avermelhada,

6.3.2.2.6 Selecionar 2 a 3 colonias tipicas de estreptococos fe
cais no agar enterococos e proceder a confirmagao através do  teste

para pesquisa da catalase, transferindo, com uma alga de inocula
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cao, uma pequena quantidade de cultura para uma lamina de vidro e adi
cionando sobre a mesma algumas gotas de peréxido de hidrogénio a 3%.
A ausencia de bolhas constitui resultado negativo para catalase e a
formagao de bolhas, teste de catalase positivo.

6.3.2.2.7 Considerar teste confirmativo para estreptococos fecais quan
do ocorrer crescimento no caldo azida etil-violeta e as colonias tipicas
no égar enterococos apresentarem resultado negativo no teste para
pesquisa da catalase.

6.3.2.3 Exame confirmativo para determinagao degStaphylogoccus aureus.

6.3.2.3.1 Com auxilio de uma alga de inoculagao devidamente flamba
da e resfriada, colher um inoculo da culturd pesitiva em caldo P-A.

6.3.2.3,2 Transferir esse inoculo, atraves de estriaS, para uma pla
ca contendo égar manitol, previamente identificada.

6.3.2.3.3 Incubar a placa em posigao invertida, durante 24-48 horas

a temperatura de 35 ¥ O,5°C.

6.3.2.3.4 ApoOs o periodo determinddo de Anéubacao, efetuar a leitu
ra, considerando como tipicas‘de Staphylococgus aureus as colonias
que apresentarem de 2 a 3 mm de diametro e ¢oloragao amarela brilhan

te; geralmente a cor do meio ao_redor<dessas colonias muda de rosa pa

ra amarela.

Nota: Outras bacterias podem crescer nesse meio, formando colonias

atipicas, brancas ou rosas. Ocasionalmente, certos organismos

bacilares podem ocorrer, formando colonias amarelas mucdides.

6.3.2.3.5 Todas as colonias em égar manitol suspeitas de serem

Staphylococcus aureus  devem sep, submetidas a confirmagao atraves da

realizagao dos teste§’de catalase e coagulase e da eolor‘ag?ao de Gram, con
forme descrito a seguirs

a) teste para peSquisa da catalase: ,

- com uma, alga de inoculagao, devidamente flambada e
resfriada, transferir, para uma lamina de vidro, um
pequeno inoculo de cada colonia a ser confirmada;

— fadicionar sobre o mesmo algumas gotas de uma solugéo
de, peroxido de hidrogenio a 3%;

- se ocorrer uma reagao efervescente (formagao de bo
lhas), o resultado e positivo para este teste;

- dar prosseguimento aos testes de confirmagao (colorg

géo de Gram e pesquisa da coagulase) apenas para as
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”~ . 2 I
colonias catalase-positivas.

b) coloragao de Gram

b.1)

preparo do esfregago

limpar bem as laminas de vidro necessarias para li
vra-las de gqualquer trago de pelicula oleosa;

colocar uma gota de égua destilada sobre cada lamina;
com uma alga de inoculagao devidamente flambada e res
friada, colher um pequeno inoculo de dada uma das co
18nias que apresentaram resultado positivo no teste
de catalase, suspendendo-as4 individualmente, na gota
de égua destilada colocadd sobre a lamina correspon
dente;

com a ponta da alga de inoculagéo, espalhé—la sobre
a l3mina, de modo a féFmarpguma pelicula bem fina;
fixar o esfregago, passando/a lamina 3 vezes sobre
uma chama.

coloragao

cobrir o esfregago durante| um minuto com solugao de
cristal-violetaj

remover o excesso. dessafsolugao da lamina, lavando-a
levemente gom égua corrente;

cobrir o esfregagoicom solugao de lugol durante um mi
nuto;

descorar o eésfregago, usando uma solugéo élcool—acetg
na (1:1); *
cobrir o esfregago, durante 15 segundos, com solu
c36Ndensafrahina;

1avar a lamina em égua corrente e enxugé—la delicada
mentéy com papel de filtro, atravées de leve compressao

do /mesmo 4sobre a lamina.

examepmigroscopico

examinar as laminas ao microscopio, usando objetiva de

imersao. Staphylococcus aureus sao COCOS Gram-posi

tivos (corados em roxo).

c) teste para pesquisa da coagulase

Notas: 1. Este teste ¢ efétuado apenas para as colonias

em égar manitol que apresentaram resultado po
sitivo no teste de catalase e demonstraram ser

cocos Gram-positivos.
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2. Para a realizagéo deste teste, usar; como
controles, uma cultura ‘coagulasp~positiva
(Staphylococcus aureus) e outra coagulase-

-negativa (Escherichia coli).

- com uma alga de inoculagao devidamente flambada e
resfriada, colher um indculo de cada colonia em
Agar Manitol a ser confirmada;

- transferir cada inoculo para um tubo contendo caldo
de soja e triptona e incubar a 35°C durante 18-24 ho
ras;

- apés esse periodo de incubagéo, retirar 0,05 mL des
sa cultura e transferi-lo para,um tubo de ensaio es
téril de 12 x 120 mm, contendo 0,5pml de plasma de
coelho. Efetuar a homogéfieizagao, atraves de rotagao
do tubo;

- incubar a 35°C durante 4 horas;

- apos esse periodo, &fetuar a leitura, considerando co
mo resultado posifivo a coagulagéo do plasma.

Staphylococcus aurfeus sao goagulase positivos.

6.3.2.4 Exame confirmativo para deteépmina€ao de Pseudomonas aeruginosa.

6.3.2.4.1 Com auxilio de umalalga deé inoculagao devidamente flamba

da e resfriada, retirar um inoculo dalceultura positiva em Caldo P-A.

6.3.2.4.2 Transferir o inoculo para aam tubo, previamente identifica
do, contendo o meio de Drake.

6.3.2.4.3 Incubar durante 72\ horas em banho-maria a 41,5°C.

6.3.2.4.4 Efetuar leituraspagpcada 24 horas, com auxilio de 1luz ul

tra violeta (366 mm) para verificagao de fluorescéncia.

6.3.2.4.5 A partir dof apareeimento de fluorescencia, repicar a cul
tura para agar leite/desnatado.

6.3.2.4.6 Incdubar a plada em posigao invertida durante 24 horas a
35 ¥ 0,5%.

6.3.2.4.7 Apés (o] periodo determinado de incubagéo, efetuar a lei
tura, considerande resultado positivo para B.aeruginosa nesse meio

a produgao de um pigmento verde, que se difunde para o meio de cultu
ra, e a hidrdlise de caseina, evidenciada pela ocorréncia de um halo
ao redor das colonias.

6.3.2.5 Exame confirmativo para Clostridium perfringens.




CETESB/L5.231 ) 27

6.3.2.5.1 Com auxilio de uma pipeta, coletar um inoculo de 0,1 mL
da cultura positiva em Caldo P-A, tomando cuidado para que esse iné
culo seja coletado do fundo do frasco.

6.3.2.5.2 Transferir esse inoculo para um tubo contendo o meio lei
te desnatado (previamente fervido durante 5 minutos e resfriado ra

pidamente a 45°C), efetuando essa inoculagao em_profundidade.
6.3.2.5.3 Incubar durante 24-48 horas, a temperaturafde 35°C.

6.3.2.5.4 Efetuar a leitura a cada 24 horas, para wverificar a ocor
rencia de "fermentagao turbulenta do leitel. Nesse meio, gqxxfrhm@ns
coagula o leite e a grande quantidade de gés produzida determina

o aparecimento de orificios nos coégulos formados.

6.3.2.5.5 Se isto ocorrer, preparar um esfregage dessa cultura e
efetuar a coloragao de Gram, segundo| deséfisto,no item 6.3.2.3.5.b.
Se o exame microscopico evidenciar a presenga de pequenos bacilos
roligos, Gram-positivos (corados em roxo), com as pontas quadradas,
ocorrendo isolados ou em cadeiagfcurtas, essas células sao tipicas
de C.perfringens.

7 RESULTADOS

0 resultado, para cada in@icaderypesquisado, & expresso como:

Presenca(od ausencia)/100 mL

/ANEXO A
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ANEXO A - RECOMENDACOES DE ORDEM GERAL

A-1 Controle de qualidade analitica

Programas sistematicos de controle de qualidade analitica constituem

uma atividade de fundamental importancia em laboratorios de  anali

ses bacteriologicas da agua, dada a importancia dos dados gerados

e sua implicagao em termos de saude pﬁblica.

Considerando a diversidade de atividades desenvolvidas no laboraté

rio, o controle de gqualidade atua como suporte, visando eliminar ou

reduzir erros que possam ocorrer em qualquér atividade laboratorial,
seja devido a pessoal, equipamentos, matePiais ou neagentes, garan

tindo, dessa forma, a qualidade do trabalho desenvolvidbd, desde a

coleta da amostra até a emissao dos resultados.

0s seguintes itens devem ser consideradosiipara,o controle de quali

dade analitica em laboratdrios de analises/microbiologicas de aguas:

- controle de qualidade de equipamentos;

- lavagem, preparo e esterilizagéo de materiais;

- controle de qualidade de meigs de cultura, atraves de testes como
o de hidrolise da lactose, sensibilidade, especificidade e este
rilizacao;

- controle de qualidade da égua destilada;

- controle de qualidade de materiais;

- avaliagdo da precisao dos técnicos na execugao de analises; e

- avaliagao da qualidade do, detergente.

Todas as informagoes necessarias relativas, aos procedimentos citados

estao descritas nas seguintes Normas Técnicas:

- Norma Técnica CEEZESB L5.000 - Avaliagao de laboratorios de ana-
lises bacteriologicas de agua.

- Norma Tecnica CETESB L5.216 - Controle de qualidade de meios de
cultura. ,

- Norma Técnica CETESB /AL5.215 - Prova de adequabilidade biologica

da agua destiladallpara fins microbioldgicos. |

- Norma Técnica CETESB L5.011 - Ensaio para verificar a toxicidade
de degtergente para lavagem.

- Norma Teéénica CETESB M1.001 - Lavagem, preparo e esterilizagao de

materiais emJbaboratorio de microbiologia.

/ANEXO B
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