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INTRODUGAOQ

Escherichia coli tem sido utilizadafcome Indicador de contaminagao
fecal desde o final do século passado, /quando ESCHERICH (1885) obser

vou que essa bacteria nao s6 eeorria €m alta densidade em fezes hu

mana, mas tambem estava fregiientemente associada com o bacilo da fe
bre tifoide.

A presenga de E.coli em égua, alem de ser importante para indicar
contaminacdo fecal, gpodelrepreséntar risco a saude humana, uma  vez
cue algumas linhagens sa0 associadas, em maior ou menor grau, com
diarreia humana, principalmente diarréia infantil. Atualmente, qua
tro categorias dépEscherichia coli sao reconhecidas como agentes
etiologicos daf@iarréia humana: E.coli enteropatogénica classica

(EPEC), entefoinvdsora (EIEC), enterotoxigenica (ETEC) e enterohe
morragica (EHEC) .£Cada Aima dessas categorias apresenta  caracteristi
ca distintas em relagao a patogenicidade, sindrome clinica eﬁ epide
miologiaf '€ estao @ssociadas a grupos especificos de antigenos somé
ticos € flagelares.

Varidshestuudos realizados em diferentes partes do mundo tem demons
trado quevas E.coli enteropatogénicas sao a principal causa de diar
réia, especialmente entre criangas de comunidades pobres, onde as
condigdes higiénicas basicas, a diposigao de esgoto e o abastecimen
to de Agua sao precarios.

A ocorrencia de E.coli enteropatogenica no meio ambiente tem sido ra
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ramente estudada; entretanto, a importancia da égua contaminada, na
veiculagao desses patégenos, tem sido registrada por varios setores.
No periodo de 1955 a 1869, foram reportados na Franga, Hungria, Israel,
Roménia, Suecia e Estados Unidos epidemias e surtos de gastroenteri
tes, veiculados pela égua, associados com as E.coli enteropatogénicas
classicas (EPEC) e enteroinvasoras (EIEC). Em 1975, ocorreu o primei
ro surto descrito de gastroenterite provocado por E.coli enterotoxi
génica (ETEC), veiculado pela agua de abastecimento de Crater Lake
National Park, em Oregon, USa. No Caribe e na Alemanha tambem foram
notificados surtos de gastroenterites associados a veiculagéo de ETEC
pela agua.

Estudos sobre a freqii8ncia de E.coli enteropat®génica/em aguas super
ficiais (doce e salgada) recreacionais e potaveis'mnao sao facilmente
encontrados na literatura, e os dados nao saolestritamente comparé
veis, uma vez que nao existe ate o momentohumé@ metodologia padrao pa
ra a detecgao especifica de E.coli patogénicas em amostras ambien
tais. Os biosorotipos presentes emgdamostras de égua sao bastante va
riaveis e a maioria das ETEC isolladas sac produtoras somente de toxi
na termolabil (LT). O isolamento 'de E.coli patogenicas nem sempre es

ta associado ao grau de poluigao daspaguas.

A importancia da agua na epidemiologia das gastroenterites por  ETEC
tem sido muito estudada na Tailandia, onde se tem observado uma ma
ior freqiiéncia desses patogenos em amostras de égua na residencia de
individuos infectados ddlgue ‘nma,residencia de individuos sadios. Em
Sao Paulo, freqiiéncias relativamente significantes de E.coli enteropa
togénicas tem sido observadas,em amostras de agua doce, salgada e
dguas de consumo human@liigopclorada, podendo representar risco & sau
de publica.

1 OBJETIVO

Esta Norma prescreve o método para isolamento e identificagao . de
E.coli entepnfpatogenica classica (EPEC), enteroinvasora (EIEC) e en
terotoxiggnica (ETEC)mwem éguas destinadas ao consumo humano, éguas
doces (suderficidis ou subterraneas), salobras e salinas e em aguas

residuarias deomesticas ou industriais.

2 NORMAS E DOCUMENTO COMPLEMENTARES

Na aplicagao desta Norma é necessario consultar:

- M1.001 -~ Lavagem, preparo e esterilizagéo de materiais em labo
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ratorio de microbiologia o

- L5.215 - Prova de adequabilidade biologica da agua destilada
para fins microbiologicos

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

- L5.230 - E.coli - Determinagao pela tecnica de membrana filtran

te
- L5.501 - Preparo de culturas celulares para ensaios virolégicos

- Guia de Coleta e Preservagéo de Amostras de Agua, da CETESB.

3 DEFINICOES

Para os efeitos desta Norma sao adotadas( as definigoes de 3.1 a 3.10.

3.1 Escherichia coli (E.coli)

Principal componente do subgrupo dos coliformesifecais ou coliformes
termotolerantes, capaz de se desenvolver €ifermentar a lactose com
produgdo de acido e gas a temperatura.de 44,5 = 0,2°C, em 24 horas.
Para efeito desta Norma foram consideradas também as colonias inca
pazes de fermentar a lactose, daracteristiea bioquimica especifica

das E.coli enteroinvasoras.

3.2 E.coli enteropatogénicas‘elassicag(EPEC)

Primeira categoria de E.coli enteBopdtogenica associada a diarreia
humana, durante a decadafde 40" &,ainda hoje um dos principais agen
tes etiologicos da dianpeia infantil em paises subdesenvolvidos. O me
canismo de virulencia das EPEC nao esta completamente esclarecido, mas
sabe-se que envolve @ adesao,deSses colibacilos ao epitélio intesti
nal e talvez a produgéo de citotoxinas. Dentro dessa categoria ééo
considerados os seguintes)sorogrupos de E.ggli: 026, 055, 086, Olliab,
0114, Ol125ac, 0126, 01275,0128ab, 0142 e 0158.

3.3 E.coli enteroinvasora (EIEC)

As EIEC corre§pondem a biosorotipos bem definidos, caracterizados pe
los seus antigends O, fauséncia de antigeno flagelar (o Unico . biosoro
tipo movel é o 0124:H36) e incapacidade de descarboxilar a ' lisina.
Esses c@libacilos apresentam a capacidade de invadir e multiplicar-se
dentrofdas celulas do epitélio intestinal, preferencialmente na re
gido dodeodon, provocando ulceragao no local da infecgao e  produzin
do diarreia @om muco e sangue, semelhante ao mecanismo de patogenici
dade das Shigella. As EIEC estio associadas tanto com diarreia em cri
angas como em adultos e englobam 10 diferentes sorogrupos: 028ac,
029, Ol112ac, 0124, 0136, 0143, 0144, 0152, 0164 e 0167.

3.4 E.coli enterotoxigeénica (ETEC)
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As ETEC constituem um grupo de bacterias de diferentes sorotipos que
apresentam a capacidade de colonizar o intestino delgado proximal,
onde produzem enterotoxinas termolabil (LT) e termoestavel (ST). A to
Xina LT é de alto peso molecular, imunogénica e, igualmente a toxina da
¢blera, . leva a ativagdo da adenilciclose dos enterocitos, provo
cando um aumento intracelular do AMP ciclico que desencandeara o pro
cesso desidratante. Atualmente sao conhecidos dois tipos de enteroto
xinas LT: as LT-I, que compreendem a LT humana (LTh){e LT suina (LTp),
biologicamente e estruturalmente - semelhantes, e as LT-I1, que possuem
atividade biologica semelhante a LT-I, mas estruturabmente sao dife
rentes da LTh e LTp. A toxina é de baixo peso molecular, nao imunog§
nica e sua atividade esta relacionada a ativagao da / guanidil-cicla
se, ocasionando um aumento do GMP ciclico nas célilds do epitelio in
testinal. No momento jé foram descritos doisptipos de ::enterotoxina
ST: STa ou STI e STb ou STII'

3.5 E.coli enterohemorragica (EHEC)

As EHEC constituem uma classe de E.coli enteropatogénica recentemen
te associada a colite hemorrégica, pertencente ao sorotipo 0157:H7.
Essas bacterias apresentam capacidade de produzir citotoxinas seme
lhantes}é toxina de Shiga, denominadas SET-I e SLT-II.

3.6 Agar m-TEC

Meio seletivo e diferencial para determinagao de E.coli, no qual a

acidificagao decorrente de fermentagao da lactose é evidenciada pe
la coloragao amarela das colSnias, devido a viragem do indicador de
pH (vermelho de fenol). Colonias lactose-negativas apresentam-se com

cor purpura.

3.7 Agar MacConkey

Meio seletivo e diferencial utilizado no isolamento de enterobacté
rias. Colonias fermentadoras da lactose acidificam o meio e sao evi
denciadas pela colofacao Agermelho-tijolo, decorrente da viragem - do
indicador de_pH, (vermélho neutro). Colonias lactose-negativas 'aprg
sentam-se transparentes.

3.8 Agax EPM

Meio de Rugail e Aranjo modificado; no qual sao testadas simul tanea

mente 5 diferentes reagaes bioquimicas,‘utilizadas na triagem de en
terobactéerias, a saber:

a) fermentagao da glicose - determinada pelo aparecimento de

coloragao amarela no meio, decorrente da acidificagao do meio
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e conseqiiente viragem do indicador de pH; 7

b) producdo de gas - evidenciada pela formagao de bolhas no
meio;

¢) producdo de sulfeto de hidrogénio - algumas enterobactérias
sao capazes de reduzir o tiossulfato a sulfeto de hidrogenio;
este, por sua vez, combina-se com o ion presente no citrato
férrico amoniacal, dando origem ao sulfete f&Prico que causa
ra enegrecimento do meio;

d) L-triptofano desaminase (LTD) - evidenciada pela coloragao
esverdeada no apice do meio EPM, dgforrente da)formagao de aci
do indol piruvico; e

e) urease - a presenga de urease é ‘@wvidenciada pela coloragao
azul na base do meio EPM, decorrenteide a&calinizagéo do meio
pela formagao de amonia e comsegiiente viragem do indicador de
pH (azul de bromotimol).

3.9 Meio Mili

Meio de triagem utilizado, junfamente,com © meio EPM, na identifica

cao de enterobactérias, no qual saoftestados simultaneamente 3 carac
teristicas distintas:

a) motilidade - observada pelogérescimento no meio, decorrente
da presenga de filagelosy As culturas imoveis apresentam cres
cimento restrito ao local \da picada;

b) produgao de indel - algumas enterobacterias possuem a enzima
triptofanase,), que degrada o aminoacido heterociclico tripto
fano e formam @, indol. A presenga deste composto e verificéda
atraves da adigae, do reagente KOVAC, que se torna vermelho na
presenga de indoi; e'

¢c) presenga de lisina - descarboxilase - ¢ evidenciada pelo apa
recimento/de coloragao violeta no meio, decorrente da alcali
nizagéo do mesmo pela aminas cadaverinas resultantes da des
carboxilagéo da lisina e conseqgliente viragem do indidador de
pH‘(pﬁrpura de bromocresol).

3.10 /Litratofde Simmons

Meio empnegado na diferenciagao de enterobacterias, onde se obser
va a utilizdgao do citrato como Unica fonte de carbono. As bactérias
que utilizam o citrato formam, por metabolismo oxidativo, o carbonato
de sédio, alcalinizando o meio e mudando sua cor inicial de verde pa

ra azul, devido a viragem do indicador de pH.
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4 APARELHAGEM T

4.1 Equipamentos

4.1.1 Balanga

Com sensibilidade de, no minimo,(Ll g ao serem pesadas 150 gl.

4,1.2 Banho-maria

Equipado com termostato e agitador de baixa velocidade para jpromover
a circulagao de égua e manter a temperatura uniforme em/todos os pon
tos. A temperatura do banho-maria para determinagao de E.coli deve
ser de 44,5 b O,2°C e, para provas sorologica$§, 48 52 O,2°C. 0 nivel
de égua no banho-maria deve ser suficiente para manter imersas as pla
cas de m-TEC e os tubos de sorologia ate o niwvel superior da suspen
s3o de bactérias mais soro. Recomenda-se a troca.Semanal da agua do
banho-maria, para evitar a proliferagéo demfungos e outros microrga
nismosa.

4,1.3 Capela de seguranga biolégica (camara.de fluxo laminar verti

cal) 7
Equipamento que possibilita a retengao/de particulas do ar atraves
da passagem do mesmo por filtros HEPA, cuja eficiencia e de 99,99%
para particulas iguais ou maiores a 0,3 um. O ar esteril = produzido

e dirigido em forma de fluxogdireto, sobre a area de trabalho, propor
cionando grande seguranga nos manuseios que devem ser realizados em
condigoes de maxima esterilidade, como tambem protegao dos operado
res.

4.1.4 Congeladores

Com regulagem para manter a femperatura na faixa de -20°C; e destina

do ao armazenamento dos eXtratos de toxina.

4.1.5 Destilador! de agua ou aparelho para desionizagao

Devem produzir Agua n@o toxica, livre de substancias que impegam ou
interfiram na multiplicac@o bacteriana, cuja condutividade deve ser
inferior a 2 uS/cm 2259 e o pH estar na faixa de 5,5 a 7,5.

As balangas devem{ser colocadas em local adequado, protegidas de vibragoes, umidade e mudangas
bruscas de temperatura; devem ser mantidas limpas e manuseadas por pessoal que conhega seu funcio
mento.

2- . . I o -~
Devem ser feitos registros continuos ou perodicos da temperatura e os termometros usados devem

. 0 .

ser graduados com intervalo de escala de 0,17C, As estantes a serem colocadas no banho-maria devenm
’ 3

ser de ago inoxidavel ou ago galvanizado.
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Nota: A densidade de bactérias heterotroficas na égua, ;recém—desti

lada deve ser inferior a 1 000 unidades formadoras de colonias
por mL (UFC/mL) e a 10 000 UFC/mL na agua destilada armaze
nada, devendo esse controle ser efetuado com freqiiéncia mi
nima mensal.

4.1.6 Equipamentos para esterilizagao

4.1.6.1 Autoclave

£ normalmente operada a uma pressao de 103 393 Pa (1,05 kgf/cm’ ou

15 lb/polz),produzindo, em seu interior, umea témperatura de f121,6QC
20 nivel do mar. Em seu funcionamento, déve-se observar a substitui
ci0 por vapor de todo ar existente na c@mara e a gperagao total des
se equipamento deve durar no maximo uma horaj, sendo recomendavel que

a temperatura de esterilizagao sejajatingida em ate 30 minutos.

4.1.6.2 Bormba de vacuo e pressao ou outrofdispositivo conveniente pa
ra produzir uma pressao de 1 kgf/cm®.

4.1.6.3 Estufa de esterilizacdo

Deve manter a temperatura de [(170 t£10°%)) durante o periodo de este

rilizagao (minimo de 2 horas)\

4.1.6.4 Lampadas germicidas (ultkavioleta)

Sao usadas na descontamifhacao dos porta-filtros entre as suicessivas
séries de filtragdes e [para esterilizacao das placas de plastico
nao autoclavavel.

4.1.6.5 Porta filtro

De ago inoxidavel, com ddametro de 142 mm.

4.1.6.6 Vasilhdiiegude, pressao

Com capacidadelfde 5 litros.

4.1.7 Equipémentgs para filtragao

4.1.7.1 Bombamde vacuyo .ou outro dispositivo conveniente para produ

zir uma ppessao diifferencial no porta-filtro de no minimo 0,5 ‘atm.

4.1.7.2 Frasco Kitasato de paredes espessas, para filtragao, com
capacidade jadequada . (usualmente 1 a 4L), ou suporte ‘especial para
os porta=filtros.

4.1.7.3 Frasco Kitasato para protegao, com capacidade adequada
(usuazlmente 1L), conectado ao frasco de filtragao (ou ao suporte es
pecial) e a fonte de vacuo através de um tubo resistente de espessu

ra adequada (polietileno, latex ou silicone).
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4.1.7.4 Porta-filtro de vidro, plastico autoclavavel ou ago° inoxi
davel.

4.1.8 Incubadora bacteriolégica termostatizada

Deve manter a temperatura na faixa de 35 pa O,SOC e a umidade entre

75 a 85%% e ser colocada em um local onde a temperatura permanega na

faixa de 16 a 27°c.°

4.1.9 Incubadora bacterioldgica - CO, (35°C)
Deve ter as mesmas caracteristicas especificadas no item 4.1.8, acres

cida de uma demanda constante de atmosfera de 002.

4,110 Medidor de pH

Deve fornecer. exatidao minima de 0,1 unidadeldde pH e/sua calibragao

deve ser feita pelo menos duas vezes ao dia com,no minimo, duas solu
goes-tampao padroes (pH = 4,0 pH = 6,8640pHy=,9,18).

4.1.11 Microscépio binocular de focalizagéo invertida:

4.1.12 Microscopio estereoscopico bimecular

Para ampliacao de 10 a 15 diametrds.

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

4,1.13 Pipetadores automatic@s para volumes de 25 pL e 250 uL

4.1.14 Refrigerador

Certificado para manter a temperatura na faixa de 2 a 8°C, com capa
cidade para contar os meios de leulstura e as solugoes a serem mantidas
sob refrigeragao. Sua limpeza e desinfecgao devem ser feitas periodi
camente.

4,2 Vidraria

4.,2.1 Baloes

De borossilicatd ou vidro meutro, com capacidade adequada para con

ter a égua de diluiéao a Ser usada no enxagiie dos porta-filtros, . du

rante a filtr@dae das amostras.

4,2,2 Flaconete

Do mesmo Tipo dtilizado para acondicionar solugéo de penicilina com
capacidade de 20,0 mL e com tampa de borracha.

3. A verlflcagao da temperatura da incubadora deve ser feita per‘xodlcamente (minimo de 2 vezes ao dia)
atraves de termometros {com bulbo submerso enm agua, glicerina ou oleo m1nera1) colocados em pontos
representativos da mesma, sendo aconselhavel tambem a colocagao de um termometro de maxima K ninima
em sua parte central. A estratificagao da temperatura na incubadora pode ser evitada atraves da. co
locagao em seu interior de um dispositivo para circulagao do ar.
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4,2.3 Frascos -

Com capacidade de 1000 mL, com tampa de rosca, para armazenamento do
meio de cultura.

4.2.4 Frasco para coleta de amostra

De vidro neutro ou plastico autoclavavel atdéxico, com capacidade mi

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

4.2.5 Frascos com face plana de 44 cm?® para cultivo /de celulas (sg

mente) .

4,2.6 Pipetas
Devem ser de borossilicato, tipo Mohr, para 0,1 mL; 0,5 mL, 1;0 mL,

5§ mL e 10 mL, com graduagao de 1/10 e erre de calibragao inferior a
2,5%, com bocal para tampao de algodao.

4,2.7 Placas de Petri

Devem ser de borossilicato ("pyrex") ‘ou vidro neutro de boa qualida
de, com fundo perfeitamente plano, sem panhuras e bolhas de ar com
100 mm de diametro e 15 mm de adtura.

4.2.8 Placas de Petri de plastico

De plastico ndo toxico, bem vedadas, del 48 mm de diametro e 8,5 mm de
altura.

4.2.9 Provetas graduadas (100°“mL) ou porta-filtros graduados com
marcagao externa.

4.2.10 Tubos de ensaio'de borosg€ilicato ou vidro neutro, de 18 mm x
180 mm, 16 mm x 150 mmye 12°x°120 mm. .

4.3 Outros materiais

4.3.1 Algas de inocullagao

Fio de niquel4cromo, platina-iridio ou platina, com 0,5 mm de diame
tro e 7 a 8 £m de/fcomprimento, com uma alga de 3 mm de diametro na

extremidadel, ifixado a Aim cabo metalico (cabo de Kolle).

4.3.2 Bandejas depplastico ou de aco inoxidavel

4.3.3 /Bico de Bunsen ou similar

Deve f£er funcionamento adequado de modo a produzir combustao comple
ta.

4.3.4 Caixas ou cestas de ago inoxidavel

Para esterilizagao de materiais.

4,3.5 Caixa de Huddlenson

Para teste de aglutinagéo répida: caixa de madeira pintada de preto
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internamente, salvo uma face, que e pintada de branco, provida de uma
lampada e uma placa de vidro quadriculada.

4.3.6 Comundongos recem-nascidos (3 a 4 dias de vida).

4.3.7 Estantes
De tamanho adequado para colocagao de tubos de ensaio empregados na

analise. Para uso no banho-maria, as estantes devemgser de ago inoxi

davel ou ago galvanizado plastificado.

4,3.8 Estojo para pipetas

Usar, para acondiconamento e esterilizagéo dag pipetas, ‘estojos de
aluminio ou ago inoxidavel de tamanho adequado. Opciomalmente, as pi
petas podem ser embrulhadas individualmentetem papel Kraft para este

rilizagao.

4,3.9 Membranas de acetato de celulose {de 03j22pe,0,45 um de porosida

de e 142 mm de diametro, brancas e estéreis.

4.3.10 Membranas filtrantes com 47 mm_de diametro e 0,45 pm de porosi
dade, brancas, quadriculadas e estéreis.

4.3.11 Microplacas nao autoclavaveis

De pléstico rigido nao téxico, comhtampa de 12,8 cm x 8,6 cm x1,5:cmy

com 96 orificios de fundo em Ug

4,3.12 Micropipetas

De plastico rigido, adaptaveis a micropipetadores de 25 pL e 50 pL.
4.3.13 Palitos estéreishou bastaogde vidro para teste sorologico.

4,3.14 Pingas

De ago inoxidével, com as extremidades arredondadas.

4.3.15 Placas de Petri de plastico nao toxico, bem vedadas, de 48 mm

de diametro x 8,% mm de altura.

4.3.16 Pre-fi¥tro de fibpa de vidro tipo AP-20 com 142 mm de diémg
tro esteril.

4,3.17 Recdpientes para preparagéo de meios de cultura

Devem ser de vidroffou aco inoxidavel, limpos € isentos de qualquer

substancia toxica (nunca devem ser de cobre).

4.3.18 Seringa descartavel de 0,1 mL

4.3.19 Tela de amianto

4.3.20 Tripe
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5 EXECUGAO DO ENSAIO .

5.1 Reagentes

Nota: Os reagentes devem ser de grau bacteriologico e de procedencia

idonea, apresentar odor, cor e consisténcias inalteradas, ser
livres de elementos bacteriostaticos inespecificos, bem como
carboidratos inespecificos.

5.1.1 Acido etilenodiaminotetracetico (EDTA) p.ah

5.1.2 Acido hidrocloridrico p.a.
5.1.3 Acido sulfurico p.a.

5.1.4 Agar.

5.1.5 Agar citrato de Simmons.
5.1.6 Agar MacConkey.

5.1.7 Agar m-TEC.

5.1.8 Agar nutriente.

5.1.9 Alcool isoamil p.a.

5.1.10 Azul de bromotimol.

5.1.11 Base agar sangue.

5.1.12 Bicarbonato de godio p.a.

5.1.13 Caldo de soja el triptoma/

5.1.14 Casaminoacidosh .
5.,1.15 Citrato de ferro amoniacal p.a.

5.1.16 Cloreto de bariogp.a.

5.1.17 Clorefo de magnésio p.a.

5.1.18 Clofeto de manganes p.a.

5.1.19 Cloreto de,pdtassio p.a.

5.1.20 /Cloreto de sodio p.a.

5.1.2) . Clofeto ferrico hexahidratado p.a.-

5.1.22 Cloridrato de N, N, N', N' tetrametil-p-fenilenodiamina p.a.
5.1.23 Extrato de carne.

5.1.24 Extrato de levedura.

5.1.25 Fenol p.a.
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5.1.26 Formaldeido p.a. o
5.1.27 Fosfato de potassio monobasico p.a.
5.1.28 Fosfato de sodio dibasico p.a.

5.1.29 Gentamicina.

5.1.30 Glicose p.a.

5.1.31 Ham F-10 com glutamina e sem bicarbonato.
5.1.32 Hidroxido de sodio.

5.1.33 L-lisina.

5.1.34 L-triptofano.

5.1.35 p-dimetil-aminobenzaldeido.

5.1.36 Peptona.

5.1.37 Purpura de bromocresol.

5.1.38 Soro E.coli enteropatogénigali@lassica somatico polivalente A,
B e C.

5.1.39 Soro E.coli enteropatogénica classica somatico monovalente:
026, 055, 086, 0O1llab, 0114, 0119,"0%25aef 0126, 0127, 0128ab, 0142
e 0148.

5.1.40 Soro E.coli enteroinvasora sematico polivalente A e B.

5.1.41 Soro E.coli enteroinwasora somatico monovalente: 028ac, 029,
0112ac, 0124, 0136, 0143,),0144,.0162, 0164 e 0167.

5.1.42 Soro E.coli enterotoxigénica somatico polivalente I, II e
IIT.

5.1.43 Soro E.cold enterotoxigénica somatico monavalente 06, 08
020, 025, 060, 062, 083, 078, 0128ac, 0139 e 0148.

, 1015,

5.1.44 Sulfatode magnésio heptahidratado p.a.
5.1.45 Tiossllifato delsodio pentahidratado p.a.
5.1.46 Trdpsina.

5.1.47 Triptona.

5.1.48 Ureéia p.al

5.1.49 Vermelho de fenol p.a.

5.2 Meios de Cultura
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Nota: Devem ser usados, preferencialmente, meios desidratados de qua

lidade comprovada; pode-se, no entanto, preparé—los em labora

torio a partir de seus componentes especificos.

5.2.1 Agar m-TEC

Formula:
Proteosé peptona N2 3. ... eeeececeseosdlonescas diiomm 5,0 g
Extrato de levedura...ceceececcccccssoscosaintnosfessss 3,0 g
L AC O S .t e st enssoeecsconcssssscscscsasscsssascsssssianessas 10,0 g
Cloreto de SOdi0 Pelleeesereecenceedloneaalue. dohe.. 7,5 g
Fosfato de potassio dibasico P.adeeecereccsboceses 3,3 g
Fosfato de potéssio monobasico Pe@iecsceccspsesssans 1,0 g
Lauril sulfato de SOdio Pe@ieeeeeecovaliechoceecans 0,2 g
DeS0X1COLato e SOGLO. s« .« s o et e eceotesnnnnnnn 0,1 g
Pﬁrpura de bromoCresS0l.cveeoecalescdsceecsocsscsencs 0,08 g
Vermelho de bromofenol....cceeeobfeiecacacsccccccecs 0,08 g
AEar.  eie i eeneeeeeneee sl eoeecaleneeocansacanns 15,0 g
Agua destilada....oceoheeee.docli.. 1 000 mL
pH final apds esterilizacdo’ 7,3 = 0.1 a 25°¢

Preparo:

Pesar 45,26 g do meio desddratado m-TEC e acrescentar 1 000 mL de

agua destilada fria. Aquecer, agitando freglientemente, ate a completa
dissolugao do meio, tomando cuidado para que nao seja atingida a tem
peratura de ebulicgao. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 mi
nutos. Estabilizar o meio a“uma temperatura de 45 a 50°C, em banho-ma
ria e, com todos os cuildados de assepsia, distribuir volumes de 3,5
mL em placas degPetri de 48 mm x 8,5 mm. O meio preparado podera ser
estocado ao abbigo da luz“e a temperatura de 2 a 10°C, durante, no mé

Xximo, 2 semanas.

5.2.2 Agar MacCénkey

Férmula:
PeptoOnNa. ccoesesoseeessecacesossssssssscscsscsssonse 17 g
Proteose DEPEONA. e ettt eesvsascssasnsescccssasnsesns 3 g
L AC L OSC e s tneceeceassessossssssssssessssssscsscssas 10 g
Sais DBliares..cceeecsesscssscsscccscccansssossaccs 1,5 g
Cloreto de SOQiO..eeeeeeeeeccsoscsosscnnssansnsss 5 g
Vermelho NeUtIrO...ceeeecescasosecssssssscsosaossesecs 0,03 g
Cristal violeta..eeeeececesococssssacossssecossscs 0,001 g
AEar e e teieeeeassatessacseacaesscssasasonasosss 13;5 g
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Agua destiladaonooooocoo.ooooooa-..co..cooooooco..‘ : 1000 mL

pH final apos esterilizagao: 7,1 t 0,2 a 25%

Preparo:

Pesar 50 g do meio desidratado Agar MacConkey e acrescentar 1000 mL
de Agua destilada fria. Aquecer, agitando freqiientemente, até a com
pleta dissolugao do meio, tomando cuidado para que nao.seja atingida
a temperatura de ebuligao. Esterilizar em autoclave)a 121°¢ durante
15 minutos. Estabilizar o meio de cultura a uma temperatura de 55 a
60°C, em banho-maria. Distribuir volumes de apmpoximadamente 20 mL em
placas de Petri de 15 mm x 100 mm, previamente esterilizadas. O meio
preparado poderé ser estocado sob refrigeragéo (2 a 8°C), durante o)

periodo maximo de 2 semanas.

5.2.3 Agar citrato de Simmons

Formula:

Sulfato de MAgNeSio..eeeeressasoosssianecssasaansns 0,2 g
Fosfato dihidrogénio de amOnio. ..M. .cehe ceeeseness 1g
Fosfato dipotassicO...eeeheceecdrectaecncsrcccoansns 1g
Citrato de SOAiO.eeseeeeeamecsoeesofncecacassanens 2 g
Cloreto de SOG10..eeueesoseoaliumsleceeeeeecannnans 5 g
Azul de bromotimol. .4de e e e e ecscesscosssoscsasinssose 0,08 ¢
Y < A I 15

Agua destilada.....eheerececaftecaceicncncaceacaanns 1 000 mL

pH final apos esferililzacio 6,8 T 0,2% a 25%

Preparo:

Pesar 24,2 g do meio desidratado Agar Citrato de SIMMONS e acrescen
tar 1 000 mL de agua destillada fria. Aquecer, agitando freqlientemente
até a completa dissolugéo do meio, tomando cuidado para que nao seja
atingida a temperatura de ebuligao. Distribuir volumes de 6 a 7 mL em
tubos de ensaio de 12 mm & 120 mm, esterilizar em autoclave a 121°C
durante 15 minutos..DeixXar o meio solidificar inclinado de maneira a
formar uma /Jase| e superficie. 0 meio preparado devera ser estocado

sob refrigeragéo (2—800), durante o periodo maximo de 2 semanas.

5.2.4 Agarebnservacao

Formula:

Agar NUtPiente..veeeeeereeeessnsncaeeencssnsasnans 23,0 g
Peptona......................‘....‘.....‘......... 5,0g

Cloreto de sodio PeBeceoocsasssscsssssssosassssssssos 5,0 g
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Fosfato de 50dio dibASIiCO Pe@uveceecsecsarsosase ° 2,0 g
Agua destilada...veeeeecserorececosssonenoananas 1 000 mL
pH final apds esterilizagdo: 7,4 £ 0,2 a 25°¢

Preparo:

Pesar os componentes e acrescentar 1000 mL de égua destilada fria,

deixando em repouso durante, aproximadamente 15.minutos. Aquecer, agi
tando freqiientemente, até a completa fusao do b agar. Distri
buir volumes de 6 a 7 mL em tubos de ensaio de 12(mm x 120 mm, esteri
lizar em autoclave a 121°C, durante 15 minutes, e deixar o meio soli
dificar inclinado de maneira a formar uma base e superficie. 0 meio pre
parado poderé ser estocado sob refrigeragéo (2 a 8°C), durante um pe
riodo maximo de 30 dias.

5.2.5 Base agar sangue

Formula:
INTUSB0 € COraGCa0. . eessesssecsotsesssnsssoconsas 500 g
TriptoSE.ciicscscescccccdoceceallineceaohecocccconcnas 10 g
Cloreto de SOAiO...eevheseecdeeattocensasscasnnns 5 g
Y AP 15 g
Agua destilada....oceeecalimessdloeeeeeceoncaacoens 1 000 mL

pH final apds estediliZagao: 6,8 £ 0,2 a 25°¢

Preparo:

Pesar 40 g do meio desidratado "Blood Agar Base" e acrescentar 1 000
mL de agua destilada fria.pAgueCer, agitando freqientemente, ate a
completa dissolugao dolmeio, tomando cuidado para que nao seja a%ig
gida a temperatura de ebuligao. Distribuir volumes de aproximadamen
te 17 mL em tubds 180mmpx.180 mm, tamponar e esterilizar em autocla
ve a 121°C, durante 15 minutos. Deixar o meio solidificar inclinado,
de maneira a/formar uma pequena base e uma superficie de cerca de
10 cm. O medo, préparado devera ser estocado sob refrigeragao (2—8°C),
durante o periodo,maximo de 2 semanas.

5.2.6 @aldo de soja e triptona

Formula:
TriPBONA . ceeeosesseesassssssscsssnssscscssscnsns 1
Soitone! (peptona de S0Ja).eeeseececesossosannsos
Dextrose...............C......Il.‘...'.'.'......

C1loreto de SOGiO.cceseeossesenssoccsasasassanosse

no
(&2 I 6 1 BN 6 : BER O BENR N |
@ @ @ 0@ 0

Fosfato dipotéssico.............................

N
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Agua destilada‘....‘........‘....‘..'........... N ;1000:mL
pH final apbs esterilizagdo: 7,2 ¥ 0,1 a 25°C

Preparo:
Pesar 30 g do meio desidratado caldo de soja e triptona e acrescen
far 1 000 mL de égua destilada fria. Aquecer, agitando freqientemen

te, até a completa dissolugao do meio, tomando cuidado para que nao
seja atingida a temperatura de ebuligao. Distribuirjvolumes:de 5 mL
em tubos de ensaio de 15 mm x 150 mm, esterilizar em‘autoclave a
121°C, durante 15 minutos. O meio preparado devera ser @stocado a tem

peratura ambiente, durante o periodo maximo dé 2 semanas.

5.2.7 Meio EPM

5.2.7.1 Base

Formula:
TripPtONA.ccesessscesecscssosscoocssosndiedscosconaccs 10,0 g
EXtrato de CArNE..eeeesacssscemoccccsohecssscsocsss 3,0 g
Cloreto de SO310 Pe@ececeedoceee e codeeeneeons 5,0 g
Fosfato de s0dio dibasico P.a..deeeeonceccsscnsns 1,225 g
L-triptofanO..ceceecesececabmectoseadsecsscccnosos 1,0 g
Solugao alcoolica de azul de brotimol a 1,5%..... 2,0 g
Agar. iveeeeneneeee el i ettt 11,0 g
Agua destilada Q.S.Pscececscctborecnacsoconcsaones 1 000 . mL

pH final apos esterilizagao: 7,4 a 25°¢

Preparo:

Adicionar todos os reagentes a égua destilada fria e deixar em repou
so por aproximadamente 15 minutos. Aquecer a mistura, agitando fre
qlientemente, ate a,completa fusao do égar. Esterilizar o meio em au
toclave a 121°C, durante 15 minutos.

5.2.7.2 Solucaoflde indicadores e substratos

Formula:
Citrato de ferro 'amoniacal DP.Gesscesccescvsossses 2,0 g
Tidssulfatéllde sodio pentahidratado p.@..eecesss 2,0 g
GliCOSE L s e eveesoseaossssseossssosssssssocsonssssss 10,0 g
UP€ia Pe@lieceeoeeosessosesasssssssnensaasasessns 40,0 g
Agua destilada..cceceeceessenesosaasosassnsnsnns 85 mL
Preparo:

Pesar todos os reagentes, coloca-los em frasco esterilizado de 150 mL
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Extrato de levedura....ceeceeeees cesesaansenan : 6,0 g
Agua destilada......... [ Ceeeeeeeaes . 250 mL
Solugao B:

CasaminoacidoS.......... s e eeessrassasansse s . 20,0 g
Cloreto de SOAio PeB.veeeceeeeccccccacennnnnnns 2,5 g
Fosfato de potassio dibasico p.a..........d. % 8,7 g
Agua destilada...coeeeeceecoreannennaaanaesas ioh 750 mL

pH final apos esterilizagao: 8,5 a 25°¢C

Preparo:

Esterilizar as solugaes por autoclavagao a 121°C por 15 minutos, mis
tura-las apés resfriamento e acrescentar 1 mLida solugao de sais de
Evans.

5.2.9  Solugao de sais de Evans

Formula:
Sulfato de magnésio heptahidratado. p.adu....... 5,0 g
Cloreto de manganes P.A..de-...foe. | ........ 0,5 g
Cloreto férrico hexahidratado P.a..deecceeeesan . 0,5 g
Acido sulfurico 0,0001IN.... 3. . »......... .. 100 mL
Preparo: i

Dissolver os reagentes em 4cido sulfurico 0,0001N e esterilizar a so
lucao por filtragao em membrana (Millipore) com porosidade de 0,22
um. Distribuir, em camara asséptica, volumes de 10 mL em frascos com
tampa rosqueada estereis eharmazenar a —20°C.

5.2.10 Meio Ham F10_

Formula:
Ham F10 com glutamina e sem bicarbonato........ 9,81 g
Bicarbordato dé sodio a 10% — TCa.... e cenn 12 mL
Agua destilada...ds..oeeeeenannn et eeeneaeaas 1 0Q0 mL

pH fimal apés esterilizagéo: 7,0 t 0,2 aA25°C

Preparo:

Dissolver umpp@cote do meio Ham F10 (9,81 g) em égua bidestilada e
adicionar a solligao de bicarbonato de sodio. Agitar constantemente com
auxilio de uma barra magnética e esterilizar por filtragao, utilizan
do-se a tecnica de sandwich (membrana Millipore AP20, 0,45 um e 0,22
pm, sendo que as duas ﬁltimas,separadas por tela). Distribuir o meio
em volumes de 500 mL e, apos teste de esterilidade (48 h a 35°C), es
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e acrescentar 85 mL de agua destilada esterilizada. Aquecer em ba
nho-maria a 65°C, agitando freqiientemente, atée a completa dissolugao
do meio. Pasteurizar, mergulhando o fras o até o gargalo em banho-ma
ria a 65°C, durante 1 hora.

5.2.7.3 Meio final

Formula:
BOSC e ssseescesansscsssssssssoscssssssssssssnbescis 1 000 mL
Solugao de indicadores e substrato.........es.. 175 mL
Preparo:
Adicionar (com assepsia) a 1000 mL da base a, estabilizada a 65°¢C,

175 mL da solucdo de indicadores e substra@tos. O meio é distribuido
assepticamente em volumes de 4 mL, em tubos de 12 'mm a 120 mm, previa
mente esterilizados, que sao inclindd@@spate a solidificagao, de manei
ra a se obter uma base de, pelo menos,, 3,5 cm. O meio preparado, po
ders ser estocado sob refrigeracgao (2 al8°C), durante o periodo maxi
mo de 2 semanas.

5.2.7.4 Meio Mili (motilidade—indol~lisina)

Formula:
Extrato de levedura@iifi. . «cocecoeaseas ceesseeses 3,0 g
Peptona....cceeeppse ceseecial cscessasasacesssneec e 10,0 g
TriptoNa..ceeeedoeeccssssclaoccscsscoscocccccoasas 10,0 g
L-148iNa. eeeene oM ceeeedteceeenns e 10,0 g
GliCOSE.ceeeecolesasasosesessseesnsssscasscsssovess ! 1,0. g
AEar ettt iieeeeesieccecerecaosennsasnanasssosnas 2,0 g
PArpura de.bromoCreSO0l...cveeeecesecsosaasase oo 0,02 g
Agua destilada. ..l .. iiernenenenecanasaanaons 1.000 mL

pH final apos esterilizacgao: 6,5 a 25°¢

Preparo:

Adicionar todosios prédutos a agua destilada fria e deixar em  repou

so por aproximadamente 15 minutos. Aquecer a mistura, agitando fre
qlientemente, ate _a_completa dissolugao. Distribuir volumes de 5 mL
em tubos def12 mm x 120 mm, esterilizar durante 15 minutos a 121°C

e deixar solidificar em posigao vertical. O meio preparado poderé ser
estocado sob refrigeragéo (25;800) durante o periodo maximo de 2 sema

nas.

5.2.8 Meio de Evans

Formula:

Solugao A:
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tocar o meio sob refrigeragéo (2 a 8°C).

5.3 Solugoes

5.3.1 Solugao salina 0,85%

Formula:

Cloreto de SOdiO P.eBecevcecacsecns Ry — 8,5 g
Agua destilada........ A 1 000 mL

Preparo:

Pesar 8,5 g de cloreto de sbédio e dissolverlem OO0 mL de agua desti
lada. Distribuir volumes de aproximadamepte 100 mL em frascos de bo
rossilicato ou vidro neutro e esterilizarnpem autoclave a 121°C, duran
te 15 minutos.

5.3.2 Solugao salina formolada a O /6%

Formula:
L
Formaldeido 37% Pe@eeeee e o ook e 1,6 mL
Cloreto de SOdio P.8..ofneeeedoaii. . e e 0,85 g
Agua destilada......c.hacee.t .. N ... 100 mL
Preparo:

Adicionar 1,6 mL de formolg@mium frasco contendo 100 ml de solugéo sa

lina a 0,85% e estocar d temperatuira ambiente.

5.3.3 Solugao salina fenicada a 0,5%

Formula: .
Fenol pPe@eceecascioheoess ceaoas cessesescaas ce e 0,5 mL
Cloreto demsodio Pe@. cocevessnn et eaneeeeaas 0,85 g
Agua destilada....eveeerreans seecsesassass e 100 mL

Preparo:

Adicionar 045 mL de fenol em um frasco contendo 100 ml de solugao sa

lina a 0,85% e @stocar a temperatura ambiente.

5.3.4 Sélucao de gentamicina 10 mg/mL

Formula:

Gentamicina....eceeceecccencnns et ccececaracace 40,0 mg
Tampao £6SFato (PBS).ieeceeseenansscasannnns 3,0 mL

Preparo:
Adicionar assepticamente o conteudo (1 mL) de uma ampola de garamici
na (gentamicina 40 mg) em 3 mL de uma solugéo de tampao fosfato esté
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ril. Estocar em flaconetes estéreis a 5°C.

5.3.5 PSB - Solugcao tampao fosfato (DULBECCO & VOGT, 1954)

Formula:

Cloreto de SOdiO Pe@.ccecsncsanss Ceeeereas e

Cloreto de POtASSIO Pe@uceeercenosseennsensumm.

Fosfato de s0dio dibASiCO Pe@escrssococnnos oith -

Fosfato de potassio monobasico p.a..... ceosee O

Agua destilada.......... e -

pH final apés esterilizagao: 7,4 a 252¢

Preparo:

Dissolver os reagentes em égua bidestilada e esterilizar em

8,0 g
0,2 g
1,15 g
0,2 g
1 000 mL
autocla

ve a 121°C durante 15 minutos. Distribuir _volumes de 100 mL em fra§

cos de agua de diluigdo e estocar sob refrigeragao (5°C).

5.3.6 Solugdo tripsina - EDTA:

a)

b)

c)

Solugao salina

Formula:

Solugao tampao fogfato (PSB)..........

Vermelho de fEHOL,. 8 1% . ..o eecsceoonscss

Preparo:

Adicionar a solugao de vermelho de fenol a 1% ao

fato € .autoclavar-a 121°C por 15 minutos.

Solugao de tripsina a 2%

Formula:

Tripsina 1:250..... ceeeaesessaaeseesan

SolugBo salinN@...eeeeereeces e ereaea

Preparoy
Dissolver a,tripsina 1:250 em 500 mL da solugao
(Atem a), mantendo em banho de gelo com agitagao

durantes@lhotras, e filtrar em papel de filtro.

Solucao de EDTA a 2%

Formula:

10 000 mL
15 mL

tampao fos

20,0 g
500 mL

salina

constante

Acido etilenodiaminotetraceético (EDTA) p.a. 2,0 g

SOluGa0 S5alinA...ceeeeerscesascsesssasssess 100 mL
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d)

Preparo:
Dissolver o EDTA em 100 mL de solugao salina com vermelho
de fenol (item a).

Solugao final

Para o preparo do meio final, Jjuntar as solugoes a, b e c ¢
acertar o pH para 7,5-7,6. Esterilizar o 'mé€iogppor filtra
géo, distribuir em volumes de 500 mL e} apés prova de este

rilidade, estocar a solugao a -20°¢c.

5.3.7 Agua de diluigao

5.3.7.1 Formula:
Solugao-estoque A....vvven. . ¥ s ... 1,25 mL
SOLUGAO-EStOqUE Buvvvenren s ofiiimmmmmns e o v et onces 5,00 mL
Agua destilada...ceeeeeencecithecsfaeecnocceses 1 000 mL
pH final apos esterilizagao: 7,2 T 0,5 a 25%

5.3.7.2 Preparo:

a) Preparar a solugao-estogue A com a seguinte composigao:

Fosfato monopotéssico (KH2PO4) Pe@eceoncan 34,0 g
Agua destilada @S P. eoeeeececeasasancans 1 000 'mL
Preparo:

Dissolver o, fosfato monopotassico em 500 mL de agua desti
lada, ajustarho pH para 7,2 p 0,5 com solugao de hidréxi
do de sodie 1IN e eompletar o volume para 1 litro com égua
destilada. Distribuir volumes adequados a necessidade de
uso domlaboratério em frascos com tampa de rosca. Esteri
lizar em autoclave a 121°C, durante 1% minutos. Armaze

nar em geladeira4.

b)4Preparar afsolugio-estoque B com a seguinte composigao:

Cloreto de magneésio (Mg012.6H20).... ...... ‘81,1 g
Agua destilada Q.S.Pececeeesccccncocnassss 1 000 mL
Preparo:

Dissolver o cloreto de magnésio em 500 mL de agua desti

ldda e completar o :volume para 1 000 mL com égua destila

4. Antes da utilizagao da solugao-estoque A, deve-se verificar se nao ha quaisquer evidencias de conta
minagao microbiana (turbidez, presenga de material em suspensao). Em caso afirmativo, essa solugao
deve ser descartada.
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da. Distribuir volumes adequados a necessidade de uso do
laboratorio em frascos com tampa de rosca. Esterilizar em
geladeira. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minu
tos e armazenar em geladeira.

¢) Adicionar 1,25 mL da solugao-estoque A e 5 mL da solu
cao-estoque B a um litro de agua destidada.

d) Distribuir volumes adequados em baloes volumétricos, tam
ponar e esterilizar em autoclave a 121°c ‘dlrante 30 minu
tos.

5.3.8 Solugao de hidroxido de sodio 1N:
Formula:
Hidroxido de so6dio (NaOH) p.a. .. ammsses T AN . 40,0 g
Agua recem-destilada......coeeee o orfaennsneenes 1 000 mL
Preparo:

Pesar 40,0 g de hidrdxido de sodiode dissolven em 1 000 mL de agua re

cem-destilada. Armazenar em fras¢os com’ tampa de rosca.

5.3.9 Reagente de KOVAC
Formula:
Alcool amil ou isoamil pP.a. . h.ceeeeeereeensanan 150 mL
P-dimetilaminobenzaldeido p.2kt.ceveerrineennnn 10 g
Acido hidrocloridricomp.a...4 . v eeeeeeneanasens 50 mL
Preparo:
Dissolver o aldeido no alcool, e adicionar lentamente o acido. Acon
dicionar em frasco ‘amb@rgpeonta-gotas e estocar na geladeira. Reagen
tes com coloragad marrom escuro nao devem ser utilizados.

5.3.10 Reagentge para pesquisa da oxidase

Formula:

Cloridrato de N, N, N',N', tetrametil-p-fenilenodiamina..... 0,1 g
Agul destiladams «ccvcveeeeneneannonnananaons ceassenan 10 mL

Preparo:

Dissolver o reagente em égua destilada e guardar a solugéo em frasco

ambar, em geladeira (2-8°C), durante tempo inferior a 2 dias.

5.3.11

Solugao para escala 3 de McFARLAND

Formula:
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Cloreto de DATIO DeBuveeeereeaccsensoascnnaass _ ° 1,0 mL

Acido SULFUriCO Pe@eeeecceecssceesonasonoenens 9,0 mL

Preparo:

Adicionar 1 mL de uma solugao de cloreto de bario a 1% em um tubo de
15 x 150 mm com tampa rosqueada e completar para 10 mL com solugao de
acido sulfurico a 1%. Rosquear a tampa e guardar a temperatura ambi
ente. Esta solucao equivale a turvagao de uma suspensao .de 3 X 10°

bacterias/mL.

5.4 Amostragem

Deve ser efetuada segundo as especificagaes apresentadas no Guia de
Coleta e Preservagéo de Amostras de Agua, da CETESB.

5.5 Determinagéo de Escherichia coli pela teenida de membrana fil

trante

5.5.1 Antes de iniciar o exame, desinfetar a bancada de trabalho,

usando um desinfetante que nao deixe residuos.

5.5.2 Isolamento de Escherichia coli

Deve ser realizado conforme descrito nalNorma 1.5.230, E.coli - Deter

minagao pela teénica de membrana filtrante, utilizando o meio m-TEC.

5.5.3 Identificagao de E.cobi

5.5.3.1 Selecionar, para cada amestra analisada, um total de 10 col§
nias isoladas, no égar m-TEC, anteés das mesmas terem sido submetidas
ao teste de urease, gendo )y’ colohias lactose-positivas (amarelas) e 3

colonias lactose-negativas (azuis). .

5.5.3.2 Com auxilio de ‘uma agulha de inoculagao flambada e esfria
da, semear as célonigdspem placas de égar MacConkey e incubar a 35°C,
durante 24 horas, de modo a obter colonias isoladas, certificando=se

a pureza da gultura.

Nota: Para esse isoldmento, dividir a placa de MacConkey em guadran

tesgnutilizando cada quadrante para isolamento de 1 colonia.

5.5.3.3 Anotar _em formulario especifico o resultado relativo a fer

mentagao dal actose no égar MacConkey, para cada colonia testada.

5.5.3.4 Comyuma agulha de inoculagao flambada e esfriada, colher um
in6culo de cadad cultura isolada no ‘agar MacConkey e transferi-lo para
o meio EPM semeando toda a supérficie do meio e a base com uma picada
central atée o fundo do tubo, e sem voltar a colonia, semear o meio

de citrato de Simmons, atraves de uma estria unica na superficie do



24 CETESB/L5.232

agar. ]

5.5.3.5 Colher um novo inoculo da mesma colonia na placa de MacConkey e

inocular o meio de MiLi com picada central ate a base do tubo.

5.5.3.6 Incubar os meios EPM. MiLi e Citrato de Simmons a 37°C, durante
20-24 horas e proceder a leitura, considerando-se as diferentes rea
coes de cada meio (ver itens 3.8 a 3.10).

5.5.3.7 Pesguisa da oxidase

A partir do crescimento no meio EPM, efetuar pesquisa da oxidase em
placas de Petri estéreis, contendo papel de fdltro Whatman n? 2 embe
bidos em solugao a 1% de cloridrato N, N, N4, N', - tetrametil-p-~fenile
nodiamina. Com auxilio de uma alga de platinagyflambada e esfriada,
transferir um pequeno inoculo da cultura de 24 hodas{para a  superfi
cie do papel de filtro contendo o reagentélp@na ,oxidase. As culturas
oxidase-positivas sao evidenciadas pelo desenwolvimento de coloragao
pﬁrpura intensa em aproximadamente 30 segundos no local onde o papel
foi tocado, enguanto as culturas oXidase-negativas nao apresentam
nenhuma reagao no periodo de dois/minutgs de observacao. Provas-con
trole negativo com E.coli e contnole positivo com P.aeruginosa devem
ser realizadas em paralelo.

5.5.3.8 Identificar as cultdras oxidase-negativas, utilizando-se a
Tabela, mediante os resultados obtides nos meios EPM, MiLi e Citra
to de Simmons.

5.5.3.9 Cada cultura identificadafcomo E.coli é transferida para um
tubo contendo agar conservagao, com auxilio de uma agulha de inocula
¢30 devidamente flambada e €sfriada. A inoculagdo & feita atraves de
picada em profundidade“e"estpias no épice e os tubos s20 incubados a
35°C durante 24 hgdras.

5.5.3.10 A partir da§ culturas de E.coli estocadas em agar ccnserva
gao, proceder a detecgéo des E.coli enteropatogénica classica , ente
roinvasora e .emterotoXigénica. '

5.6 Detecgdao de E.coli enteropatogénica classica

Nota: A ‘debecého de E.coli enteropatogénica classica é realizada
atraves @a determinagéo de antigenos somaticos (0), utilizan

do soros hiperimunes polivalentes e monovalentes.

5.6.1 Semear na superficie de égar conservagao inclinado, as cultu

ras de E.coli isoladas, utilizando uma agulha de inoculagao flanbada

e esfriada, em estrias bem préximas, de forma a se obter um crescimen
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to confluente e homogenio. Incubar durante 24 horas a 35°¢.

5.6.2 Ressuspender o crescimento em 0,3 mL de solugéo fisiolégica.
Com auxilio de uma pipeta de 0,1 mL transferir 3 gotas pequenas da
suspenséo bacteriana espessa para uma placa de aglutinagéo e adicio
nar a cada uma, respectivamente, uma gota dos soros polivalentes clé§
sicos A, B, C. Homogeneizar os soros com a suspensa@ogbacteriana, usan
do palitos estéereis e fazendo movimentos circularesidurante 2°a 3 mi

nutos.

5.6.3 Considerar positivas as culturas que apresentaram soroaglutina

cao intensa (3 a 4 cruzes) dentro de 2 minugos de homogeneizagao.

5.6.4 Usando o mesmo procedimento descrito emp€.5.2 £ 6.5.3, proce

der ao teste com os soros monovalentes correspondentés a cada pool.

5.6.5 As amostras positivas no teste em 1aminalldevem ser submetidas
3 soroglutinagdo em tubo para determinagaohdd titulo da reagao, con

forme descrito abaixo.

5.6.5.1 Semear as culturas de E.Coli pgsitivas no teste de aglutina
c30 em laminas, na superficie de [base Agar Sengue, utilizando uma agu
lha de inoculagao flambada e esfriada, em@strias bem préximas, de
forma a se obter um crescimentosconfluente e homogéneo. Incubar du

rante 24 horas a 3500.

5.6.5.2 Ressuspender o crescimento em 3 mL de solugao fisiolégica,
e transferir essa suspensao . para tubos estéreis de 18 mm x 180 mm e

submeter a vapor fluente 6100°¢) por 1 horas.

5.6.5.3 Diluir a suspensao bacteriana em solugao salina formulada a
0,6%, atée ser obtida Umamturvagao correspondente ao tubo 3 da escala
de McFARLAND.

5.6.5.4 Diluir/os soros monoespecificos na razao 1:2, de forma a se
obter um volumé tetdal de 0,5 mL. Para isso, proceder da seguinte for

ma:

a) identificar tubos de 12 mm x 120 mm com as diluigoes:
1:20j 1+40; 1:80; 1:160; 1:320; 1:640; 1:1280; 1:2560;
1:5120; 1:10240; 1:20480;

b) pipetar 0,5 mL de solugao salina fenicada em todos os tu
bos, exceto no de diluigao 1:20;

c) neste, pipetar 0,05 mL do soromonoespecifico e 0,95 mL de

,
5. As culturas que se apresentaram rugosas, apos aquecimento, devem ser desprezadas.
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solugao salina fenicada; s

d) transferlr, com auxilio de uma pipeta de 1 mL, 0,5 mL da
dilulgao 1:20 para o tubo 1:40;

e) homogeneizar bem com a prépvra pipeta e transferir 0,5 mL
da diluigao 1:40 para o tubo 1:80;

f) proceder desta forma sucessivamente até diluigao 1:20480;

g) desprezar 0,5 mL desta Ultima diluigao.

5.6.5.5 Acrescentar, a cada tubo das diferentes diluigSes, 0,5 mL do
antigeno preparado acima (5.6.5.3).

Nota: Efetuar em paralelo um tubo contrgle contendo 0,5 mL de solu

c3o de antigeno (item 5.6.5.3) el0,5 mL de )Solugao salina fe
nicada a 0,5%.

5.6.5.6 Agitar os tubos, cobrir com paped aluminio e incubar em ba
nho-maria a 48°c por 24 horas.

5.6.5.7 Efetuar a leitura dos tubos verificando a intensidade da so
roaghﬂjnag§Q¢ (1 a 4 cruzes), séndo considepadas positivas as amostras

que apresentaram 3 a 4 cruzes e titalo 20 redor de 1:500.

Nota: Para’ melhor caracterizagao das E.coli enteropatogénicas clas
sicas e invasoras, deve-selrealizar a determinagéo do antigeno
flagelar das mesma§, uma Vez que somente alguns sorotipos espe
cificos estao asdociados a'gastroenterites humanas. Uma vez que
estes soros nao estao disponiveis no mercado, as cepas devem

ser enviadas 4 Centrosyde Referéencia, para sorotipagem.

5.7 Detecgao de E.colilenteroinvasora

Nota: A deteccadlide E.cold enteroinvasora € realizada tambem atra
ves da determinagao de antigenos somaticos (0), utilizando so

ros hiperimlines polivalentes e monovalentes.

5.7.1 Selecdonar as culturas E.coli caracterizadas bioguimicamente

como imoveis e nae produtoras de L-lisina descarboxilase.

5.7.2 Proceder 3 soroaglutinagao em lamina e a titulagao em tubo,

conforfle dedcfito nos itens 5.6.1 a 5.6.5.7, utilizando os soros po
livalentes/A e B para E.coli enteroinvasora e seus respectivos mono

valentes.

5.7.3 As culturas de E.coli moveis e nao produtoras de L-lisina des
carboxilase devem ser testadas diretamente frente ao sorotipo inva
sor 0124, utilizando-se, respectivamente, a soroaglutinagéo em léml
na e em tubo, conforme descrito nos itens 5.6.1 a 5.6.5.7.
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5.7.4 Os sorotipos identificados como invasores devem ser- ‘e nviados
a Centros de Referéencia para confirmagao do fator de viruléncia atra
ves do teste de Sereny (TRABULSI, 1965) ou ensaio com celulas HeLLa.-

5.8 Detecgao de E.coli enterotoxigeénica

Nota: A detecgdo de E.coli enterotoxigénica é realizada atraves da
verificagao da produgio de enterotoxinas termol@bigm(LT) e ter
estavel (ST).

5.8.1 Técnica de extragao das enterotoxinas LT e ST

5.8.1.1 Distribuir, com assepsia e auxilio de uma pipeta de 10 mL,
volumes de 2 mL do meio de Evans em tubos de ensaio de 15 mm x 120 '‘mm.

Incubar durante 18 horas a 35°C, sob agitaqéo mecanica.

5.8.1.2 Apés esse periodo de incubagao,transferir cada cultura para
um tubo de ensaio de 12 mm x 150 mm estépil e/centrifugar a 3 000 rpm

por 20 minutos, sob refrigeragao (5°C).

5.8.1.3 Coletar os sobrenadantes guidadosamente em flaconetes esté

reis e testar quanto a presenca de enterotoXina LT e ST.

Nota: Na impossibilidade de testar o extrato imediatamente, estes po

dem ser mantidos a 20°C,negativos por até 3 meses.

5.8.2 Teste em cultura de €€lulas ¥~1 de adrenal de camundongo para

detecgao de enterotoxina LT.

Nota: As celulas Y-1, originérias de tumor de adrenal de camundongo,

s30 cultivadas em Brascos com 44 cm’ de superficie contendo
25 mL do meio F-10, ‘S8uplementado com 15% (V/V) de soro fetal bo

vino e 10 pg/mk,.de gentamicina.

5.8.2.1 Manutencao e subcultivo da linhagem celular Y-1:

a) fazer assepsia,do bocal do fra%co de cultura e da rolha,
passanded umaj/gaze umedecida em alcool etilico a 70% e
flambars

b)dtransferir © meio de cultura para um frasco tipo erlemmeyer
de vidPdln€utro esteril;

c)dadicionar 5 mL de solucao de tripsina-EDTA ao frasco e
banfla-1o internamente como O mesmo;

d) repousar o frasco em posigéo horizontal, deixando que a
tripsina-EDTA atue sob a camada celular aderida a parede
do frasco durante aproximadamente 2 minutos;

e) remover a tripsina-EDTA que foi utilizada e adicionar no
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5.8.2.2

f)

g)

h)

i)

J)

1)

vamente 2,5 mL de tripsina-EDTA sobre a cultura para que
ocorra o descolamento celular;

apés 10-15 minutos, agitar cuidadosamente o frasco que
esta em processo de tripsinizagao para auxiliar o desco
lamento das células;

homogeneizar as celulas descoladas, pipetando sobre a cul
tura celular descolada 5 mL de meio F=10Tsuplementado com
15% v/v de soro fetal bovino e 10 pg/mL de gentamicina;
transferir 25 mL da suspensao celular para um novo frasco
contendo 25 mL do meio F-10 suplementado eom 15% v/v de
soro fetal bovino e 10 ug/mL{de gentamicina;

homogeneizar a suspensao totaly,com pipeta, cuidadosamen
te para evitar a formagéo de espuma; ‘

apés homogeneizagéo, efetuar novamente;avassepsia com
alcool 70% e/ou flambagem)da boca do frasco de cultura e
arrolhar o frasco com rolha nova; e |

incubar a 35°C parau€ haja adesao das celulas ao vidro
e as mesmas inicielm a mudtiplicagao ate formarem uma mono

camada, o que geralmente ocorre em 3-4 dias.

A relagao da divisaopparado repique da cultura celular e
a seguinte:

- a partir de um frasco de cultura (semente) com area de
aproximadamente 44 cm®, ao se efetuar o repique a sus
pensaoleelulas devera ser dividida para dois frascos no
vos, parajserem obtidas monocamadas confluentés em aﬁrg
ximadamente)4 dias.

Preparo das microplacas:

5.8.2.3

a)

b)

c)

d)

preparar a suspensao de células conforme descrito no item
5.8.241-a a05.8.2.1-¢;

re§suspender os 5 mL de suspensao celular em 40 a 50 mL
do meio F-10 suplementado com 15% de soro fetal bévino e
10 pg/mL de gentamicina;

inocular 0,25 mL dessa solugao em cada uma das 96 camé
ras de placas de microtitulagéo de fundo chato;

incubar as placas por 48 horas a 350C, em atmosfera com
5% de CO,.

Fases executivas do ensaio:

a)

inocular volumes em duplicata de 0,025 mL dos extratos de
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culturas (obtidos conforme item 5.8.1) nos orificios da
placa contendo monocamada completa de celulas Y-1;

b) incubar a 35°C por 24 horas em atmosfera com 5% de 002;

c) efetuar leituras em microscépio invertido, apés 6 a 24 ho
ras de incubagao;

d) as amostras positivas para enterotoxina LT alteram a for
ma  originalmente - alongada (fibroblastic@imdas,, celulas
para a forma arredondada;

e) controles positivo e negativoy , utilizando=se respectiva
mente sobrenadantes das amostras TR69/1 (LTY/sT") e TR302/4
(LT" /ST ), bem como controle do jieio € das células, devem

ser realizadas em cada placa.

Nota: Os orificios da parte mais extepn@ da placa nao de
vem ser utilizados pédral@noculacao, devido a ligei

ra alteragao do pH do ‘meiofque ocorre nos mesmos.

5.8.3 Teste de Dean para detecgéo de_enterotoxina ST

5.8.3.1 Adicionar 1 gota da solugéo de £vans a 2% em PSB a 1 mL do

extrato da cultura.

5.8.3.2 Injetar, por via géstrica, 0,1 mi{ dessa mistura em 3 camun

dongos recém-nascidos (3 a 4 dil@8), 1080 apds a amamentagao.

5.8.3.3 Colocar os camundongos em um bequer de 20 mL e deixar a tem

peratura ambiente por 4 honas.

5.8.3.4 Sacrificar os animais,lcolocando um algodéo embebido em eter

no erlenmeyer e tampar comiuma tampa de placa de Petri.

5.8.3.5 Abrir a regiao, abdominal com auxilio de uma pinga cirargica

e remover os intesginos.

5.8.3.6 Pesar og inteStinos e carcagas dos animais separadamente e

calcular a relagao pgso do intestino/peso da carcaga.

5.8.3.7 Considerar posifiva a amostra que apresentar relagéo media

peso do intdstino/peso da carcaga igual ou superior a 0,083.

5.8.3.8 @ontrodes positivo e negativo utilizando-se respectivamen
te sobrenadafites das amostras TR69/1 (LT'/ST') e TR302/4 (LT /ST ),de

vem ser realizados,paralelamente ao ensaio.

Nota: A caracterizagéo dos sorogrupos mais freglientes de E.colil en

terotoxigénica, se desejada, pode ser realizada empregando o0s

antisoros polivalentes e respectivos monovalentes: I (025, 062
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o78), II (o8, 015, 060), III (06, 020, 063) e IV - (0128ac,
0139, 0148), através da técnica de soroaglutinagao em lamina
e em tubo, de acordo com o descrito nos itens 5.6.1 a 5.6.5.7.

6 RESULTADOS

Relatar o resultado como: ausencia ou presenga de E.coli enteropa

togénica, especificando a categoria: E.coli en a classi

ca, E.coli enteroinvasora e E.coli enterotoxigé o) sorotipo

identificado.

/ANEXO A
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ANEXO A - ESQUEMA DE PROCEDIMENTO

AMOSTRA‘

MEMBRANA FILTRANTE

M- TEC
2H 35° + 20£2H 445°C

AGAR MACCONKEY
24 H 35°C

| 24H 35°C

MEIO EPM, MILI OU
1AL, CITRATO

TESTE "DE OXIDASE

E4L COLI

AGAR CONSERVAGAO

24H 35°C
|
TESTES ENTERO] TESTES SOROLOGICOS
- ToXIGENICOS ,

LT ST SOROTIPOS SOROTIPOS
(CELULAS Y-1 DE | [ recTe"pE CLASSICOS INVASORES
ADRENAL DE CA- ‘

MUNDONGO ) DEAN)
FOLT A8, POLI Ae B
MONGUALENTES
ue;ko EM TITULAGRO EM
TuBo Tuso - |
ETEC
TESTE DE SERENY
psc
£ TESTE, DE INVASAO
SOROLOGIA EM cléwLAs HELA
EIEC

/ANEXO 8
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ANEXO B - RECOMENDAGCOES 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 agua destilada

A égua destilada, a ser empregada no preparo de meios de cul tura e

solucoes, deve ser de alta qualidade, livre de substancids toxicas ou

nutritivas que possam influenciar a sobrevivencia e /ferescimento de
microrganismos. E recomendavel a avaliagao periédica de sua gualida
de, atraves da realizagéo de ensaios especificos. Ver Norma CETESB
L5.215.

B-3 Controle de qualidade de meios de cultura

£ recomendavel a realizacao de testes especifices para avaliagao e
controle dos meios de cultura a serem empregados no ensaio para de
terminaqéo de E.coli pela tecnica de meémbrana filtrante. Ver Norma

CETESB 1L5.216.

B-4 Qualidade das membranas filtrantes

Para aplicagaes microbiolégicas, as‘membranas filtrantes devem pro
porcionar uma completa retengéo das badterias em sua superficie e ve
locidade de filtragao satisfatoria. Devem, ainda, ser resistentes, 1i
vres de glicerina e naofdevem aphesentar areas hidrofdbicas. As difi
culdades basicas encontradas com membranas filtrantes normalmenté se
relacionam com distribuigdo dos poros, presenga de areas hidrofobi
cas, toxidez de tinta“empregada na impresséo do guadriculado em sua
superficie superior e com o préprio material empregado em sua confec
gao.

B-4.1 Poros

Os poros da membrana filtrante devem ser uniformes em diametro e apre
sentar-se upniformemente distribuidos. Poros com diametro irregular
determinam diferencas/{nas velocidades de filtragao em diferentes :areas
da membrafi@dhn A membrana deve ser livre de areas nao porosas qﬁe impe
Ggam a ddfusap de nutrientes para sua superficie superior, pois qual
quer delulafbacteriana retida em tais Areas nao se desenvolvera por

falta de nutrientes.

B-4.2 Tipo de tinta empregada na impresséo do quadriculado

Algumas tintas utilizadas para essa finalidade tem agao bactericida
ou bacteriostatica. Tais efeitos podem ser reconhecidos através da

inibigao do crescimento das coldnias nas areas adjacentes as linhas
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do quadriculado. Estas restrigoes ao crescimento das colonias podem
ainda ser derivadas da utilizagao de tintas hidrofobicas que impedem
a difusao do meio de cultura para areas em que a mesma foi empregada.
A impressao do quadriculado na superficie da membrana nao deve ser
muito forte, pois disto pode resultar a ruptura da membrana nessas
linhas, proporcionando o crescihento confluente nos canais que se for
mam. Portanto, as membranas filtrantes para uso microbiolégico devem
apresentar capacidade de retengao de bactérias certificdda pelo fabri
cante e velocidade de filtragao satisfatoria e uniforme .em toda sua
érea; devem ser resistentes ao uso, nao devemf apresentar areas hidro
fébicas e a impressdo do sistema quadriculado em sua superficie deve
ser feita com tinta que nao estimule ou inibahe desenwvolvimento nor
mal das coldnias. Além disso, devem permanecer in@rte€s as reagoes bac
terianas e inalteraveis em suas caractefiisticas fisico-quimicas que
podem afetar a seletividade e sensibilidade do meio de cultura. Quan
to ao tempo de armazenamento das membranastfiltrantes, recomenda-se um
periodo maximo de 12 meses, pois po@éfl ocorrep alteragoes em suas ca
racteristicas fisicas com o deconrer do/ftempo, determinando perda de
flexibilidade, havendo ruptura da membrana nos pontos de presséo cria
dos durante a manipulagéo;além diste, durante a filtragéo, freqliente
mente ocorre curvatura das bordas,da membrana, impedindo o contato
com o substrato.

B-5 Esterilizagao de membranas filtrantes

‘A esterilizacgao de membranas filtrantes é essencial em todas as apli
cagoes envolvendo filtracao de liquidos para a remogao de bactéerias
€ para uso na quantificagéo de bactérias pela técnica de membrana fil
trante.

Usualmente, as membranas filtrantes sao embaladas individualmente
ou acondicionadds em énvelopes fechados contendo 10 (dez) unidades.
sendo pré-esterilizadas pelo fabricante, estando, portanto, prontas
para uso. Quando 1isto na® ocorre, a esterilizagao deve ser feita-.atra
ves de autodlavagao a 121°C, durante 10 (dez) minutos; imediatamente
apés esse periodo dentempo, deve-se efetuar a exaustao do vapor da
autoclave @nasi membranas devem ser prontamente removidas para minimi
zar sua exposigéo ao calor. A exposigao excessiva das membranas fil
trantes as temperaturas de esterilizagéo pode determinar o fechamen
to dos poros disto decorrendo nao uniformidade na velocidade de fil
tragéo em toda a area da membrana; alem disto, as membranas podem

se tornar mais frageis e quebradigas.
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Comercialmente, a pré—esterilizagéo das membranas fil trantes pode ser
feita através da autoclavagao, radiagao gama ou exposicao e oxido de
etileno. Um estudo comparativo, relativo a avaliagao de membranas fil
trantes pré—esterilizadas demonstrou haver um aumento significativo
na taxa de recuperacdo bacteriana em membranas esterilizadas por au
toclavacao em relagdao as membranas esterilizadas por exposigao a oOxi
do de etileno, sugerindo a presenga de residuoé Toxicos, nas membra
nas esterilizadas por esse ultimo método. Nesse ‘Sentido, para 1 abo
ratopnios que estao utilizando membranas filtrantes pré—esterilizadas,
por oxido de etileno, € aconselhavel que affgunshpacotes de  membrana
do lote em uso sejam autoclavados no labératorio para uma posterior
comparagéo com as membranas pré—esterilizadas por oxido de etileno,
atraves da aplicagao de teste de recupera@éo bacteriana, utilizan
do culturas puras de bacterias. Estegteste ira evidéﬁciar se resi
duos toxicos ainda estao presentes nag membranas pré—esterilizadas
por oOxido de etileno, e, se isto ocorrer, é recomendavel que t odo
lote seja submetido a uma autoclawacao a 121°C durante 10 (dez) minu

tos, antes de sua utilizagao do laboratorio.

B-6 Controle da eficiencia da autoclave

Utilizar ampolas com suspensao de_esporos de Bacillus stearothermophilus

em meio de cultura, coloca@ndo=se no centro da caixa contendo os meios
de cultura a serem estepilizados.) Estas ampolas, depois da autocla
vagao, sao incubadas em banho-maria a 55°C, durante 24 a 48 horas. Se
houver mudanga de coloragao da sUspensao contida nas ampolas de roxa
para amarela, significa quea esterilizagao foi insuficiente, pois

houve desenvolvimento de bacterias.,

B-7 Cuidados especiaisy,na esterilizagéo répida de porta-filtros

A esterilizacgdo dos porta-filtros através de imersao em agua ferven
te é uma pratica drriscada que pode levar a sérias queimaduras, devi
do a respingos efderramamentos. Portanto, para a rapida esteriliza
gao dos porta-filktros, entre cada série de 30 amostras filtradas no
mesmo porta-filtro, deve-se dar preferéncia a sua esterilizagao por ex

posicad a radiagaeyultravioleta.

B-8 Cuildados especiais com as membranas filtrantes

As membranashfiltrantes sao facilmente danificadas. Em sua manipula
ca0, deve-se segura-las sempre pela sua parte periférica, usando pin
¢as adequadas, com as extremidades afredondadas. Antes do uso, deve-se
imergir as extremidades dessas pingas em alcool para posterior flambagem.

/ANEXO C
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