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INTRODUGCAOQ

Desde o inicio da bacteriologia sanitarda - marcada pela observagao

de Escherich, em 1885, de que 0 Bacillus &oli (Escherichia coli) po-

deria ser usado como um indicader de contaminagao fecal da égua - as
bactérias do grupo coliforme tem sido extensivamente utilizadas na
avaliagdo da qualidade Mas aguash sendo ate hoje o parametro  micro
bioldgico basico incluido nas legislagoes relativas a aguas para con

sumo humano.

Em relagao aos méetodoshconvencionais recomendados para a quantififca
gao dos coliformes nesse)tipo de égua, incluem-se a técnica de tubos
multiplos e a dé membrana filtrante. No entanto, a ampla utilizagao
dos mesmos tem demonstrado a ocorréncia de fatores interferentes em
ambos os metddos.

O reconhecimento das possiveis limitagoes desses metodos convencio
nais tem determinadola constante pesquisa de novas metodologias e,
nesse séntido, foram publicados, jé em 1968, os resultados de um es
tudo efetuadogmno Canadé, relativp a implantagéo de um teste qualita
tivo simplificado para a detecgéé de coliformes (teste de presenga-
~ausencia)Os resultados dessa pesquisa e de varios outros estudos
comparativos desta metodologia com as tecnicas de membrana filtran
te e de tubos multiplos tém demonstrado a boa sensibilidade do teste
P-A, tendo o mesmo sido incluido, em 1989, na legislagao america
na como um metodo alternativo para detecgao de coliformes em éguas
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de consumo humano. Em nosso pais, essa inclusao ocorreu na : legisla
¢ao federal publicada em 1990, relativa ao monitoramente da qualida
de de aguas de abastecimento publico.

Alem da boa sensibilidade, a facilidade de execugao e o menor custo
sao fatores de importancia a serem considerados na aplicagéo deste
teste, pricipalmente em pequenas comunidades em que sao escassos
0S recursos economicos.

1 OBJETIVO

Esta Norma prescreve o me todo para a detecgéo de coliformes (totais
e fecais) em amostras de égua, atraves do teste de Presenga—Auséncia
(P-A), com aplicagdo na avaliagdo da qualidadelbactefiologica de
éguas destinadas a consumo humano.

2 NORMAS E DOCUMENTO COMPLEMENTARES

Na aplicagao desta Norma, e necessario consuitar:

L5.011 - Ensaio para verificar a tgxicidade de detergentes para
lavagem

- 15.010 - Avaliagio de laboratério dedanalises bacteriologicas
de agua

- L5.215 - Prova de adequabilidade biologica da égua destilada pa
ra fins microbiologicos

- 1L5.216 - Controle de qualidade /de meios de cultura

- 15,231 - Coliformes e outros! indicadores bacteriologicos - De
teccao em am@stras de agua atraves do teste de presen
ga-ausencia

- M1.001 - Lavagem, preparo e esterilizagao de materiais em labo
ratorio de microbilogia

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

3 DEFINICOES

Para os efditos /desta Norma sao adotadas as definigoes de 3.1 a 3.6.

3.1 Coliformes totais

Grupo de bacterias constituido por bacilos Gram-negativo, aerobios
ou anaerobios facultativos, nao formadores de esporos, oxidase-nega
tivos, capazes de crescer na presenga de sais biliares ou outros com

postos ativos de superficie (surfactantes), com propriedades simi-
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lares de inibigao de crescimento, e que fermentam a lactase com produ
cdo de aldeido, acido e gas a 35°C em 24-48 horas. O grupo inclui os
seguintes generos: Escherichia, Citrobacter, Enterobacter .eKiebsiella.

3.2 Coliformes. fecais ou.coliformes. termotolerantes

Sao os coliformes capazes de se desenvolver e fermentar a lactose

com produgdo de acido e gas a temperatura de 4455 % 0,2°C em 24 ho

ras. O principal componente deste grupo ¢ Eschevichia coli, sendo

que alguns coliformes do género Klebsiella apresentam também essa
capacidade.

3.3 Bacilo

Designagao dada as bacterias que apresentam, forma cilindrica.

3.4 Coloragao. de Gram

Coloragdo diferencial, através da qual as bactérias sao classifica
das em Gram-positivas ou Gram-negativasy /dependendo da retengao ou
nao do corante cristal-violeta.

3.5 Esporos

Estruturas especializadas que|se formam em certas bacterias Gram-po
sitivas sob condigoes de nutrigaépinadequadas. Os esporos nao apre
sentam atividade metabolifa e §ao muito mais resistentes aos efei
tos do calor, dessecaga®, congelamento, drogas deletérias e radia
coes, que as proprias céelulas que os formam.

3.6 Oxidase

Enzima oxidativa da cadeéia respiratoria de bactérias, requerida para
a oxidacao do citecromo-c.),No teste de pesquisa da oxidase, o cito
cromo-c, em sua, forma oxidada, cataliza a oxidagao do tetra-metil-p-

fenilenodiamipna, formando uma substancia de coloragao azul.

4 APARELHAGEM

4,1 Equipamentos

4,1.1 /Balanga

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

1 As balangas devem ser colocadas em local adequado, protegidas de vibragoes, umidade e mudan

¢as bruscas de temperatura; devem ser mantidas limpas e manuseadas por pessoal que conhega

seu funcionamento.
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4,1.2 Banho-maria (44,5°C) o

Equipado com termostado e agitador de baixa velocidade para promo
ver a circulagao da égua e manter a temperatura uniforme (44,5 ha
0,2°C)2 em todos os pontos.2 0 nivel de agua no banho-maria deve
ser mantido acima do nivel do meio de cultura nos tubos de ensaio,
imersos para incubagao, sendo recomendada a troca,semanal dessa

'égua para evitar a proliferagao de fungos e outros microrganismos.

4,1.3 Destilador de égua ou aparelho para desionizagao

Devem produzir égua nao toxica, livre de subst@nciagyque impecgam
ou interfiram na multiplicagao bacteriana, cuija condutividade deve
ser inferior a 2 umhos/cm® a 25°C e o pH estap, na faixa de 5,5 a
7,5.

Nota: A densidade de bactérias heterotfoficaspna, agua recém-desti

lada deve ser inferior a 1 000 unidades§ formadoras de col§
nias por mL (UFC/mL) e a 10 000 UFC/mL na égua_destilada ar
mazenada, devendo esse controle ser efetuado com : freqﬁég
cia minima mensal.

4.1.4 Equipamentos para esterilizacao

4.1.4.1 Autoclave

J
£ normalmente operada a umalpressao de 103 393 Pa (1,05 kgf/cm® ou

15 lb/polz), produzindo, em seu intenior, uma temperatura de121,6°C
ao nivel do mar. Em seu funcionamento, deve-se observar a substituil
¢30 por vapor de todo ar existente na camara e a operagao total
desse equipamento deve durar,no maximo gma hora, sendo recomendé
vel que a temperatupapde esterilizagao Seja atingida em ate 30 minu
tos.

4.1.4.2 Estufa de est@erilizacgao

Deve manter a tempepatura/de (170 t 10°C) durante o periodo de

esterilizagao {minimolide/2 horas).

4.1.5 Incubadora bacteriologica termostatizada

Deve mantérpa temperatura na faixa de 35 pd O,SOC e a umidade rela

tiva entre 75 .an85% e ser colocada em um local onde a temperatura

. . I s ? 4. ~
2 Devem ser feitos registros continuos ou periodicos da temperatura e os termometros devenm ser
‘ ] .
graduados com intervalos de escala de 0,1 C. As estantes a serem colocadas no banho-maria de

3 - e 3
vem ser de aco inoxidavel ou ago galvanizado.
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permanega na faixa de 16 a 2790.3

4.1.6 Medidor de pH

Deve fornecer exatidao minima de 0,1 unidade de pH e sua calibra
950 deve ser feita pelo menos duas vezes ao dia com, no minimo, duas
solugoes-tampao padroes (pH = 4,0, pH = 6,86 ou pH = 9,18),

4,2 Vidraria

4,2.1 Baloes

De borossilicato ou vidro neutro, com capacddade adeguada para o pre
paro de meios de cultura.

4.2,2 Frascos para o meio presuntivo (Caldo P-A)

De vidro neutro, borossilicato ou pléstico autoclavével, com tampas
que permitam boa vedagdo e sejam ligPesgdepsubstancias toxicas solu
veis; devem ter volume suficiente para conter 50 mL do caldo P-A e
100 mL da amostra a ser analisada, deiXando um espago suficiente
para permitir uma boa homogeneizagéo, quando se fizer a agitagao.

4,2.3 Frasco para coleta de [amostpa

De vidro neutro ou pléstico autoclavavél atoxico, com capacidade mi

nima de 125 mL, boca larga_e tampa ad prova de vazamento.

4.2.4 Tubos de Durham

De borossilicato ou vidro neutro, com diametro nao inferior a 40%
do diametro do tubo {de ensaio em c¢ujo interior serao utilizados.

4,2.5 Tubos de ensaio

De borossilicatogpou de vidro neutro; com capacidade adequada para

conter o meio de cultura“e o inoculo da amostra.

Nota: Usualmente /820 empregados tubos de ensaio de 18 mm x 180 mm,
16 mm _x 150 mm € de 12 mm x 120 mm.

4.3 Outros materiais

4.3.1 Alcas de inoculagao

Fio dé niquel-cromo, platina-iridio ou platina, com 0,5 mm de dia

metro e 7 a.8 cm de comprimento, com uma alga de 3 mm de diametro na

3 A ver1F1cagao da temperatura deve ser feita perlodlcamente (mnmo de 2 vezes ao dia) atraves de
termometro (com o bulbo submerso em agua, gllcerma ou oleo mineral) colocado em pontos represen
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 atra
ves da colocagao, em seu interior, de um dispositive para circulagao do ar.
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extremidade, fixado a um cabo metalico (cabo de Kolle).4 -

4,3,2 Bico de Bunsen ou similar

Deve ter funcionamento adequado de modo a produzir combustao comple
ta.

4,3.3 Caixas ou cestas de ago inoxidavel

Para esterilizagéo de materiais.

4,3.4 Estantes

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

4.3.5 Estojo para pipetas

Usar, para acondicionamento e esterilizagéo das pipetas,; estojos de
aluminio ou ago inoxidavel de tamanho adequado.lOpeionalmente, as
pipetas podem ser embrulhadas individualmente em papel kraft para es
terilizagdo. |

4,3,6 Tela de amianto

4.3.7 Termometros

4,3.8 Tripe

5 REAGENTES
5.1 Meios de cultura

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

rencialmente, meios desidratados de qualidade comprovada. Po
de-se, no entanto, preparé—los emnlaboratério a partir de seus
componentes especificos, devendo ser utilizadas, para essa fi
nalidade, substancias com alto grau de pureza (p.a).

5.1.1 Caldo P4A,(coficentnacao tripla)

5.1.1.1 Formala

cdldo lactosado (meio desidratado)......eeeeese.. 39,0 g
Caldo/lauril triptose (meio desidratado)...se.e.. 52,5 g
POrpura de bromocresol....c.eeeecescessasescessss 0,0255 g

4 Opcionalmente ao uso de algas de inoculagao, podem ser empregadas hastes de madeira de aproxigf
damente 20 cm de comprimento e 0,2 cm de diametro. Apés o uso, as mesmas sao autoclavadas a 121°C

durante %5 minutos -e descartadas. Antes do uso, essas hastes sao esterilizadas por calor seco
(170-180.C) durante 3 horas.
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Agua destiladao.n.o.cooololoooool.-n.oo..ooo-ooo;v l OOO mL

pH final: 6,8 £ 0,2 a 25°C

5.1.1.2 Preparo

Pesar e dissolver os meios desidratados caldo lactosado e caldo lau
ril triptose, seqiiencialmente, em égua destilada, sem aquecimento e
sob agitagao. Dissolver a pﬁrpura de bromocresol_em 10 mL de uma 80
lugao 0,1N de hidréxido de sodio e adicionar aQmeio acima. Distri
buir, em frasco adequado, com capacidade de 250 mL (lcontendo em seu
interior tubos de ensaio de 12 x 120 mm em pesicao invertida) volu
mes adequados para a obtengao de 50 mL apés autoclavagao. Autoclavar
a 121°CAdurante 15 minutos..

5.1.2 Caldo lactosado. com verde brilhante“elbilel a 2%

5.1.2.1 Formula

Peptona........;................................ 10,0 g
LaCtOSECeetteonssosssssssssssscssssessssassosssasscs 10,0 g
Bile de boi desidratada@.....fipecoashesosceccscscns 20,0 g
Verde bp}lhante................................. 0,0133 g
Agua destilada.....cbbecescsco/toceicncncosanssons 1 000 mL

pH final apos esteriligagdo:d?,2 ¥ 0,2 a 25°C

5.1.2.2 Preparo

Pesar 40,0 g do meio desidratado galdo lactosado com verde brilhante
e bile a 2% e acrescentar,1 000 mL de agua destilada fria. Aquecer,
agitando freqﬁentemente,.até a completa dissolugao do meio, tomando
cuidado para que nao seja atingida é-temperatupa de ebuligao. Em  tu
bos de ensaio de,l6 mm x 150 mm, contendo em seu interior tubo de
Durham invertido, distriblir volumes adequados para que O volume fi
nal, apés estédrilizagao, seja de 10 mL. Tamponar e esterilizar em

autoclave a 121°C, durante 15 minutos.5

5.1.3 Meio E.CU

5.1.3.1 Formula

Triptose ou‘trypticase........................... 20,0 g
Lactose..‘...‘..ll.........l.‘..l.....‘....‘....‘ 5,0 g
Mistura de sais biliares ou sais bilares nf3..... 1,5 ¢

5 No preparo desse meio, evitar aquecimento excessivo durante a dissolugao e esterilizagao. 0 tem
po transcorrido entre seu preparo e a esterilizagao nao deve exceder duas horas.
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Fosfato dipotassico (K HPO,) PeBleceeccnecnnceeens - 4,0 g
Fosfato monopotassico (KH,PO ) Peluceneennenannns 1,5 g
Cloreto de s0dio (NaCl) PeB.eecececcccascansnsans 5,0 g

Agua destilada.......l...CCI...O.‘......C.'.I...C 1000 mL
pH final apés esterilizagéo: 6,9 b 0,2 a 25%¢

5.1.3.2 Preparo

Pesar 37,0 g do meio E.C. desidratado e acrescentar il 000 mL“de égua
destilada fria. Aquecer, agitando freqgilientemente, atea completa
dissolugéo do meio, tomando cuidado para que naopseja atingida a tem
peratura de ebuligao. Em tubos de ensaio de ¥2 mm x 120 mm, conten
do em seu interior tubo de Durham invertidos distribuir volumes ade
quados para que o volume final, apés esterilizagao, /Seja de 5 mL.
Tamponar e esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15 minutos.

6 EXECUGAO DO ENSAIO

6.1 Sumario do metodo

O méetodo baseia-se na inoculagao de volumeside 100 mL da amostra em
frascos adequados, contendo 50 mL do meio presuntivo caldo P-A em
concentragao tripla. A incubagdo e Beita af 85°C, sendo realizadas lei
turas ap6s 24-48 horas. A acididficacac do meio, evidenciada pela
mudanga de sua coloragao defroxa para amarela, com ou sem produgéo
. de gés, é considerada resultado positivo para coliformes. A confihnagéo des
te resultado é feita transferindo<8e um inéddlo das culturas presuntivas
positivas para caldo lactosado com verde brilhante e bile a 2%, sen
do a produgdo de gas nesse Weio, apos 24-48 horas de incubagao a
35°C, o resultado confirmativeo, para coliformes totais. Para a deter
minagéo de coliformes fecais,Bam inoculo da cultura presuntiva posl
tiva é transferidd para o meio E.C., o qual é incubado a 44,5°C du
rante 24 horas, sendo a produgéo de gés a essa temperatura consi

derada como resultado positivo para esse sub-grupo de bactérias.‘

6.2 Amostragem

Deve ser efetuadagséegundo as especificagaes apresentadas no Guia de
Coleta e Preservacao de Amostras de Agua, CETESB, 1988.

6.2.1 Amostra

6.2.1.1 Identificagao: a amostra deve ser bem identificada e todas
as informagoes sobre a mesma devem ser completas (n® da amostra, da

ta, local, pH, temperatura, cloro residual e outras informagaes ne
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cessarias para que os resultados possam ser interpretados corretamen
te).

6.2.1.2 Agente neutralizador de cloro residual: para a coleta de
amostras de éguas tratadas, deve-se adicionar ao frasco de coleta, an
tes de sua esterilizagéo, 0,1 mL de uma solugéo a 1,8% de tiossulfg
to de sodio anidro para cada 100 mL da amostra, para neutralizar
a agao do cloro residual. Essa quantidade de tiossulfafopde sodio ¢
suficiente para neutralizar concentragoes de ate'5, mg/L de cloro re
sidual, sendo adequada para as amostragens de rotina. Em situacoes
especiais, como por exemplo em emergéncias, em que o residual de clo
ro pode ser maior, uma maior quantidade de tiossulfato e requerida.
Nestes casos, podem ser utilizados volumeshde 0,1 /mL de uma solugao
a 10% de tiossulfato de sodio para cada 100 mLnhda amostra, sendo es
sa quantidade suficiente para neutralizan concentragaes de ate 15 mg/L
de cloro residual.

6.2.1.3 Agentes quelantes: para a coleta de amostras de éguas polui
das, suspeitas de conterem congéentragoes superiores a 0,1 mg/L de me
tais pesados, tais como cobre, zincg, etec., deve-se adicionar ao fra§
co de coleta, antes de sua esterilizagao, 0,3 mL de uma solugao a 15%
de EDTA, para cada 100 mL da amostra,@@lém do tiossulfato de sodio
(volumes de 0,1 mL de uma solugéo a 10% para cada 100 mL da amostra).
A solugéo de EDTA pode Ser adicionada ao frasco de coleta separada
mente ou ja combinada com a solugc@o de tiossulfato de sodio antes da
adicdo. O EDTA atua gomo agente guelante, reduzindo a agao toxica
de metais, apresentando, uma acao mais ampla que o tiossulfato de ‘sé
dio, o qual na concentragéo empregadé, previne apenas a agao bacteri
cida do cobre.

6.2.1.4 Transporte e‘conservagéo: apés a coleta, a amostra deve ser
enviada ao ldboratdrio o mais rapido possivel. O tempo maximo  ideal
entre a amostragem e inicio de exame € de 8 horas, sendo que o tempo
limite nao deve exceder 24 horas. As amostras devem ser transporta
das sob refrigeragéo (4 a IOOC) e conservadas assim até o inicio do

exame.

6.3 Procedimento

6.3.1 Exame pkesuntivo

6.3.1.1 Antes de iniciar o exame, desinfetar a bancada de trabalho,
usando um desinfetante que nao deixe residuos.

[VRY

6.3.1.2 Dispor sobre a bancada de trabalho material necessario
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execugéo da anélise, a saber: s

6.3.1.2.1 Frascos contendo 50 mL de caldo P-A, identificados com o
numero da amostra.

6.3.1.2.2 Provetas graduadas estéreis com a abertura recoberta com
papel aluminio, identificadas com o numero da amostra.

6.3.1.2.3 Bicos de Bunsen, para manter o ambiente asséptico.

6.3.1.3 Homogeneizar a amostra, no minimo 25 vezes, ‘@nclinando o)
frasco formando um Ehgulo de aproximadamente 45°C entre o brago e o
antebrago.

6.3.1.4 Dosar 100 mL da mesma em proveta estéril6 e proceder a ino-
culagéo, vertendo cuidadosamente esse volume dajamostra no frasco
contendo o caldo P-A, tomando cuidado para que nao.ocorra entrada
de ar no tubo de Durham contido no interiordo frasco.

6.3.1.5 Apés a inoculagéo das amostras, efetuar sua incubagao a
35°C, durante 24 horas.

6.3.1.6 Apds esse periodo de inclibagaoy ef€tuar a 12 leitura, consi
siderando como resultado positivo a acidificagéo do meio (evidencia
da pela mudanga de sua coloragéo de\pﬁrpura para amarelo), com ou sem
produgéo de gés. Se os resultadospforem negativos, retornar os fras
cos a incubadora por mais 24 horas, @fetuando, apos esse periodo,

a leitura final, conforme especificadg acima.

6.3.1.7 Submeter as culfturas eom resultado presuntivo positivo aos
testes confirmativos, paraa determinagao de coliformes totais e pa
ra a diferenciagao de colifobmes fecais; conforme descrito no item
6.3.2, devendo ser obSérvados ©s seguintes cuidados gerais em sua
execugao:

a) anmes:da:transferéncia de inoculos das culturas positi
vasf em cdaldo P4A para os meios confirmativos, 4verificar
se o crescimento bacteriano se apresenta uniformenteldig
£ribuido nolmeio de cultura ou se se encontra sedimenta

" £'do no fundo do frasco; neste ultimo caso, € requerida
uma leve agitagao do frasco, para a redispersao das bac
térias; e

b) imediatamente apés a abertura do frasco contendo as cul

6 se, para conter o Caldo P-A, for usado um frasco com graduagao externa correspondente ao  volume
final de 150 mL (50 mL do meio mais 100 mL da amostra), nao e requerida a dosagem previa do volu-
me da amostra a ser analisado, sendo o mesmo vertido diretamente no frasco.
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turas positivas em Caldo P-A, flambar a boca do.mesmo antes
de colher os inéculos; repetir essa operagéo antes de seu fg
chamento,

6.3.2 Exames confirmativos para coliformes totais e fecais.

6.3.2.1 Com auxilio de uma alga de inocula9507, devidamente flamba
da e resfriada, retirar um inoculo da cultura positiva em caldo P-A,

6.3.2.2 Transferir esse inoculo para um tubo contendo caldo lactosa
do com verde brilhante e bile a 2% e outro para um tubo com meio E.CB.

6.3.2.3 Apés a inoculagao, incubar o caldo lactoesado’com verde bri
lhante e bile a 2% a 35 % 0,5°C durante £24-48 h e @ meio E.C. a 44,5 I

O,2°C, em banho-maria com agitagéo, durante 24 h.

6.3.2.4 Apés 0s periodos determinados de incubagao, efetuar as lei
turas, considerando resultado positivo paraicodbiformes totais a pro
dugao de gés a partir da fermentagao davlactose no meio caldo lactosa
do com verde brilhante e bile a 2%; coliformes fecais estao presen
tes se houver produgao de gés no meionE.C\

7 RESULTADOS

7.1 Para coliformes totais, o resultado final ¢ emitido com base nos

resultados obtidos no cdldo lactesado com verde brilhante e bile a

2%, sendo expresso com@: Presenga (ou ausencia) de coliformes totais/
100 mL.

7.2 Para coliformes fecais, o resultado final e baseado no meio E.C,

sendo expresso como: Presenca (ou ausencia) de coliformes ifiecais/100mi.

./ANEXO A

7 Opcionalmente ao uso de algasde inoculagao, podem ser empregadas hastes de madeira (ver nota de ro
pe n &),

8 0 meio E.C. deve ser mantido em banho maria a 4#,500 durante um minimo de 30 minutos antes de sua
utilizagao.






CETESB/LS5.240 - 13

ANEXO A - RECOMENDACOES DE ORDEM GERAL B

A.1 Controle de qualidade analitica

A.1.1 Programas:sistematicos de controle de qualidade analitica
constituem uma atividade de fundamental importancia em 1aboraté
rios de analises bacterioldgicas da agua, dada_a importancia dos da
dos gerados e sua implicagao em termos de saude pﬁblica.

A.1.2 Considerando a diversidade de atividades desenvolvidas no lg

boratorio, o controle de qualidade atua cémo suUportey visando elimi
nar ou reduzir erros que possam ocorrerfem qualquer atividade labo
ratorial, seja devido a pessoal, equipamentos, materiais ou reagen
tes, garantindo, dessa forma, a qualidade do trabalho desenvolvido,
desde a coleta .da amostra até a emiss@o_dos resultados.

A.1.3 Para o desenvolvimento de um pregrama de controle de qualida

de analitica em laboratdérios de analises.microbiologicas de agua,

0s seguintes itens devem ser gonsiderados:

a) controle de qualidade de“equipamentos;

b) lavagem, prepafo e esterilizagéo de materiais;

c) controle de qualidade ‘de meios de cultura, atraves de tes
tes como o defhidrolige da lactose, sensibilidade, espe
cificidade el esterilidade;

d) controle de qualidade da égua destilada;

e) controle de,qualidade de materiais; .

f) avaliagao dalprecisao dos.técnicos na execugao de analisesje

g) avaliagao da qualidade do detergente.

A.1.4 Todas d§ informagoes necessarias relativas aos procedimentos
citados estad desdPitos nas seguintes Normas Técnicas:

a) Norma/Tecnida CETESB L5.010 - Avaliagao de laboratério de
analises bacteriologicas de agua;

B) Norma Tecnica CETESB L5.216 - Controle de qualidade de
meiosS de cultura;

c) Norma Tecnica CETESB L5.215 - Prova de adequabilidade bio
Végica da agua destilada para fins microbiologicos;

d) Norma Tecnica CETESB L5.011 - Ensaio para verificar a toxi
cidade de detergente para lavagem; e

e) Norma Técnica CETESB M1.001 - Lavagem, preparo e esteriliza
gao de materiais em laboratorio de microbiologia.
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A.2 Aplicagao do teste P-A para detecgao de outros indicadores

0 teste de presenga—auséncia pode ser aplicado para a determinagao .
de outras bactérias de interesse sanitario, como estreptococos fe
cais, Clostridium perfringens, Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas e

Staphilococcus aureus. Para isso, a partir da cultura presuntiva po

sitiva em caldo P-A, sao efetuados testes confirmativos especificos
para cada um desses grupos de bacterias. O procedimente,completo pa
ra detecgao desses indicadores ¢ descrito na Norma Tecnica CETESB
1L5.231 - Coliformes e outros indicadores bacteriologicos - Detecgao

em amostras de agua através do teste de preseng@®ausencia.

/ANEXO B
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