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INTRODUCAO

Durante muitos anos, o grupo coliforme fol a ferramenta basica utili
zada pelos sanitaristas na deteggao de contaminagao fecal no ambiente
aquatico, tendo sido a ocorréncia dess@s bactérias em elevadas densi
dades nas fezes e sua associagéo freqgiiente a presenga de patégenos,as
caracteristicas basicas deste grupo, responsaveis pela sua selegao co
mo o melhor indicador de centaminagao fecal.

No entanto, a generalidade da definicao proposta para esse grupo en
globando todos os bacilos)Gram-negativos, nao esporulados, anaerobios
facultativos e que fermentam a lactose com produgao de gés dentro de
48 horas a 35°C, comprometew a utilizagao destas bacterias como indi
cador especifico de contaminagao fecal. Adotada desde 1917, essa defi
nigao deu margém a gue fossem incluidos nesse grupo, alem de E. coli,

outros géneros de, coliformes (Enterdbaoter, Citrobacter e Xlebsiella),

cuja origem nao € exeldsivamente fecal.

0 reconhecimento deste fato levou ao desenvolvimento de métodos para
a enumeragéo de fum ‘subgrupo dos coliformes, denominados coliformes fe
cais, sendoha base para a diferenciagao dos mesmos a verificagao de
sua capacidade‘de fermentagao da lactose tambem em temperatura eleva
da (44,5°C).

Embora a utilizagao dos coliformes fecais, em substituigao aos coli
formes totais, tenha determinado uma melhoria significativa na detec
gao da contaminagao de origem fecal, logo se tornou evidente a exnﬂﬁg

cia de outros coliformes termotolerantes, principalmente Klebsiella,
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os quais, por nao serem de origem exclusivamente fecal, comprometiam
a especificidade desse subgrupo para a finalidade proposta.

Em decorréncia disto, as tendéncias atuais se direcionam para a detec
¢80 especifica de E. coli, que & o unico componente do grupo colifor
me de origem exclusivamente fecal.

Nesse sentido, para éguas de abastecimento pﬁblico - para cuja avalia
gao permanecem os coliformes totais como o parametro Imierobiologico
bésico, reconhecida a sua utilidade como um critério no £gontrole de pa
rametros operacionais nos processos de tratamento de égua - sao manti
dos os metodos convencionais para a quantificagao deste grupo de bac
terias (técnicas de tubos maltiplos e de memprana filfmante), ao lado
de metodos alternativos para essa finalidade (Teste de Presenga—Aus%Q
cia), sendo propostas alteragEes ou novas técnicas para a diferencia
gao de E. coli, a partir das culturas poSitivas de coliformes totais
obtidas atravées desses metodos.

Nesta Norma é descrito um teste baseado na détecgao da enzima B8-D glu
coronidase, que permite a diferencia@ao de E.Ceoli de outras colonias
de coliformes totais, obtidas a partir‘da aplicacgao da tecnica de mem
brana filtrante, com os meios de cultura convencionais(meios tipo Endo).
Entre as bactérias que compoem o grupeo dosfcoliformes, E. coli e aimi
ca capaz de produzir a enzima #£=D glucoronidase (GUR). Em 1982, Feng
e Hartman mostraram que o substrato MUG (4 metilumbeliferil B-D gluco

ronideo) poderia ser adaptade a metodglogias para detecgao de E.coli.

Esse substrato, quando na presenga dadenzima 8-D glucoronidase, é cli
vado, sendo liberada a substancia 4 metilumbeliferona, a qual, sob ex
posicao a luz ultravioleta (366 nm), produz uma fluorescéncia azul bri
lhante. As porcentagensijde,E. coli que produzem reagao positiva no tes
te para pesquisa degsa enzima dependem do substrato utilizado para de
tecgao de sua atividade/le das cepas de E. coli presentes na:amostra.
Aproximadamente 394 a 9%5% das E. coli isoladas de amostras ambientais
e de amostras clinieds, saof GUR positivas, quando testadas utilizando
o MUG como subStrato. Cepas de E. coli que nao apresentam reagao posi
tiva neste teste incdumemy o sorotipo 0157:H,, responsével pela colite
hemorragical, ye cértas outras cebas intestinais.

1 OBJETIVO

Esta Norma prescreve um teste. baseado na detecgao da enzima B8-D gluco
ronidase, para diferenciagao de E. coli de outras colonias de colifor
mes totais obtidas no M-Endo Agar LES (ou Agar M-Endo), a partir da

aplicagao da técnica de membrana filtrante, para éguas destinadas a
consumo humano.
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DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

Na aplicagéo desta Norma & necessario consultar:

{ro

L5.214 - Coliformes totais - Determinagao em amostras de agua pe
la tecnica de membrana filtrante, 1992.

1L5.216 - Controle de qualidade de meios de cultura, 1987.
- M1.001 - Lavagem, preparo e esterilizagao de materiais de labora

torio de microbiologia, 1986.

Guia de Coleta e Preservacao de Amostras de ‘Agua, da CETESB,-1988.

3 DEFINIGOES

Para os efeitos desta Norma sao adotadasfas definigoes de 3.1 a 3.4.

3.1 Grupo coliforme

Inclui todos os bacilos Gram-negativos, aerobios ou anaerobios facul
tativos, nao formadores de esporos, que fermentam lactose com produgao
de gas em 24-48 horas a 35°C. Neste grupofsao incluidos os seguintes
géneros: Escherichia, CitrobactepgmEnterobacter e Klebsiella.

3,2 Coliformes fecais ou coliformes/termotolerantes

Sao os coliformes capazes de se desenvolver e fermentar lactose com
producao de acido e gas a temperatura de 44,5 * 0,2°C em 24 horas. O

principal componente desteggrupe e Escherichia coli, sendo que alguns

coliformes do género Klebsiella apresentam tambem essa capacidade.

3.3 Escherichia coli (EL,coli)

Principal componente do subgrupel dos coliformes fecais ou coliformes
termotolerantes, capaz de se desenvolver e fermentar a lactose ca{ppg
dugao de acido e gas a temperatura de 44,5 t 0,2°C em 24 horas. Em re
lacao a metodologia deSemita)nesta Norma, sao consideradas de E. coli
as colonias tipdcas em M-Endo Agar LES (ou Agar M-Endo) que - apos in
cubagéo a 35°(Q, dupante 4 horas, da membrana transferida desse meio
para a superfieie/de uma placa contendo Agar Nutriente com MUG - apre
sentarem fluoresceneid azul em suas bordas, guando expostas a luz ul
travioleta (366 nm).

3.4 MUG (4 metilumbeliferil 8-D glucoronideo)

Substratowtilizado nesta metodologia para diferenciagao de colonias
de E. coli de colonias de outros coliformes, que se desenvolveram no
M-Endo Agar LES (ou Agar M-Endo). Este substrato e incorporado ao meio
Agar Nutriente (0,1 g/L), para cuja superficie € transferida a membra
na filtrante contendo as colonias de coliformes totais. Entre os coli

formes, E. coli e a unica bactéria que possui a enzima 8-D glucoroni

dase, requerida para a hidrolise do MUG, que ocorre segundo a seguin
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te reacgao:

o H,0
\ —>
P B-D glucoronidase

CH,
i I : acido - .
4 metilumbeliferil B-D glucoronideo ~ + A metilumbeliferona
glucoronico
(incolor) . (fluorescencia
{(incolor)

azul brilhante)

4 APARELHAGEM

4.1 Equipamentos

4.1.1 Balanga

Com sensibilidade de, no minimo, O0,l.gmao serem pesados 150 g.!1

4.1.2 Destilador de égua ou aparelho para desionizagao

Devem produzir agua nao toxica, liwvre de substancias que impegam ou in
terfiram na multiplicagéo bacterianay, cujafcondutividade deve ser in

ferior a 2 pS/cm a 25°C e o pHgestar na faixa de 5,5 a 7,5.

Nota: A densidade de bactérias heterotroficas na agua recem-destila

da deve ser inferior '@ 1 000 unidades formadoras de colonias
por mL (UFC/mL) e @ 10000,UFC/mL na agua destilada armazenada,
devendo esse controlé)ser efetuado com freqiiencia minima men
sal.

4.1.3 Equipamentos gpara esterilizacao

4,1.3.1 Autoclave
E normalmente opgrada/a uma pressao de 103 393Pa (1,05 kgf/cm® ou 15

lb/pol?), produzinde, em s€u interior, uma temperatura de 121,6°C ao

nivel do mar.Em 8eu funcionamento, deve-se observar a substituigao
por vapor def todo/ argexdstente na camara e a operagao total desse equi
pamento devendurar, no‘méximo, uma hora, sendo recomendavel que a tem

peratura de estepilizacao seja atingida em ate 30 minutos.

4.1.3.2 Estufa para esterilizagao

Deve manter a temperatura de (170 * 10°C) durante o periodo de esteri

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

cas de temperatura; devem ser mantidas limpas e manuseadas por pessoal que conhega seu funcionamento.
Sua aferigao deve ser feita periodicamente.
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lizagao (minimo de duas horas).

4.1.4 Incubadora bacteriolégica termostatizada

Deve manter a temperatura na faixa de 35 * 0,5°C e a umidade relativa
entre 75 a 85% e ser colocada em um local onde a temperatura permane
ca na faixa de 16 a 27°C.?

4.1.5 Medidor de pH

Deve fornecer exatidao minima de 0,1 unidade de pH e/sua calibragao de
ve ser feita pelo menos duas vezes ao dia com, no minimo, duas solu
coes-tampao padroes (pH = 4,0; pH = 6,86 ougpPHy=, 9,18).

4.1.6 Refrigerador

Deve manter a temperatura na faixa de 1 a %0°C.

4,2 Vidraria

4.2.1 Baloes

De borossilicato ou de vidro neutro, com/apacidade adequada para O pre
paro de meios de cultura.

4,2.2 Frasco para coleta de amostra

De vidro neutro ou pléstico autoclavavel atoxico, com capacidade mini

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

4.2.3 Placa de Petri
De borossilicato ou vidnoe neutro de boa qualidade, que nao apresente

fluorescencia quando exposto a luz U.V., com 15 mm de altura e 100 mm
de diametro.

4.3 Outros materiais

4.3.1 Bicos de Bunsenpou Similar

. Devem ter funcignamento adequado, de modo a produzir combustao comple
ta. '

4.3.2 Lampa8ahulfravioleta

N

Lampada ultravioleta dom comprimento de onda longo (366 nm), ‘preferen
cialmentefde 6)watts.? Para a leitura da fluorescéncia, essa lampada

deve sep adaptdda no interior de uma caixa ou sala escura.

2 3 ver1f1cagao dadtemperatura da incubadora deve ser feita per10d1camente (ninimo de 2 vezes ao dia)
atraves de termometrds (com o bulbo submerso em agua, glicerina ou oleo m1nera1) colocados em pontos
representativos da mesma, sendo aconselhavel, tambem, a colocagao de unm termometro de maxima e minima
em sua parte central. A estratificagao da temperatura na incubadora pode ser evitada atraves da colo
cagao, em seu interior, de um dispositivo para circulagao do ar. -

Com lampadas de &4 W, a fluorescencia se mostra mais fraca, dificultando a leitura do teste positivoe,
com lampadas de 15 W, podem ocorrer interferencias, causando resultados falsos positivos.
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4.3.3 Pingas

De ago inoxidével, com as extremidades arredondadas.

4.3.4 Placas de Petri

De plastico n3o toxico, bem vedadas, de 48 mm de diametro x 8,5 mm de
altura.

4.3.5 Tela de amianto

4.3.6 Tripe

4.3.7 Termometros

4.3.8 Zaragatoa

Hastes de madeira de aproximadamente 20 cm de,comprimento e 0,2 cm de
diSmetro com uma de suas extremidades revestida@em adlgodao hidrofilo.
Antes do uso, devem ser esterilizadas pogp,calor seco (170-180°C duran
te 2 horas) e, apés 0 uso, devem ser autoeglavadas'a 121°C durante 15
minutos e descartadas.

S5 MEIOS DE CULTURA

Nota: Para o preparo dos meios de cultura devem ser usados, preferen
cialmente, meios desidratadoside qu@lidade comprovada. Pode-se,
no entanto, preparé-los emilaboratorio a partir de seus compo
nentes especificos, devendo sepr utilizados, para essa finalida
de, substancias com alto grau de pureza (p.a.).

5.1 Agar nutriente com MUG

Formula:
Peptona. coeee ofiiomee s cooociohs ocenn ce e e e necseasaann . 5,0 g
Extrato de carne..... ror e /S ce s e s e e s ans 3,0 g
Agar......cfeee .. Ceerecreccenasennas et 15,0 g
MUG (4 metdl umbelife®il g-D glucoronideo)....... 0,1 g
Agua destilada.....A...cieeeeeenn. e 1000 mL

pH final@apos esterilizagao: 6,8 * 0,1 a 25°C.

Preparo:

Adicionar 2330 gl do meio desidratado Agar Nutriente com MUG a um 1i
tro de agua destilada e misturar bem. Aquecer em banho-maria fervente,
atée a completa disselugao do égar. Esterilizar em autoclave a 121°C
durante 15 minutos. Com todos os cuidados de assepsia, distribuir vo
lumes de 4 mL em placas de Petri de pléstico de 48 x 8,5 mm.

b para isolamento de colonias de coliformes, nos casos em que se verificou crescimento confluente no M-
Endo Agar LES (ou Agar M-Endo), distribuir volumes de 12 mL do meio Agar Nutriente com MUG em Placas
de Petri de 15 x 150 mm.
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Alternativamente, pode ser adicionado 0,1 g de MUG ao meio Agar Nutri
ente desidratado, no caso de nao se dispor desse meio jé contendo o
. MUG incorporado em sua composig50.5

Armazenamento:

Se o meio contido nas placas de Petri nao for usado imediatamente, de
ve ser armazenado em refrigerador durante, no méximo, duas semanas.
Nesse caso, 0 meio armazenado deve ser incubadd a 358CHdepum dia para
outro, antes do uso, devendo ser descartadas as plac@s nas quais se ve

rificou crescimento.

6 EXECUCAO DO ENSAIO

6.1 Sumario do método

O teste descrito nesta Norma permite _a diferenciagéo de E. ggli de ou
tras colonias de coliformes totais obtidas, no M*Endo Agar LES (mJAga?
M-Endo), a partir da aplicagao da Tecnig¢alde Membrana Filtrante, para
éguas destinadas a consumo humanogs

Nesta técnica, descrita na Norma L5.244y um volume adequado da amostra
é filtrado atraves de uma membrana filtnante com porosidade de 0,45 pm.
Apés a filtracao, a membrana, contendo &8s células bacterianas em sua
superficie, é transferida para umalpllaca de Petri contendo M-Endo Agar
LES (ou Agar M-Endo), sen@o incubada a 35 * 0,5°C durante 24 * 2 hores.
Apés esse periodo de incubagzo, para a realizagao do teste de diferen
ciacao de E. coli, a membhana filgrante, contendo as colonias tipicas
de coliformes totais, ‘@ transfefida para a superficie de uma placa, de
Petri contendo Agar Nutrdente com MUG. A produgao de fluorescencia
azul brilhante ao,.redor das, coldonias tipicas, apos um periodo de incu
bagao adicional de 4 horasWa 35°C, indica a presenga de E. coli. As co
10nias com halol fluorescente sao observadas e/ou contadas sob exposi
cao a luz ultpavioleta (866 nm).

Y

6.2 Amostragemie amosgra

0 teste dederito nesta Norma & um procedimento efetuado em continuida
de a umajfanalise precedente (determinaqéo de coliformes totais pela
técnical de membrana filtrante), descrita na Norma L5.214, nao envolven
do, portanto,.a analise direta das amostras de égua, razao pela qual
os procedimentos relativos a coleta das mesmas, sua preservagéoeetmr@

porte nao sao incluidos na presente norma. No entanto, dada a imgntag

5 0 reagente MUG (4 metil umbeliferil B-D glucoronideo deve ser estocado em local fresco e protegido de
luz e umidade. Para armazenamento durante longo tempo, manter a -20°C. No manuseio desse reagente,
evitar exposigao, pois sua toxicidade e desconhecida.
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cia dos mesmos para a obtengao de resultados vélidos, ¢ fundamental a

estrita observagao das recomendagoes apresentadas na Norma L5.214.

6.3 Procedimento

6.3.1 Apés a contagem das colonias tipicas de coliformes totais, que
se desenvolveram no M-Endo Agar LES (ou Agar M-Endo) , e posterior trans
feréncia de um inoculo das mesmas para a realizagaopdes testes confir
mativos, conforme descrito na Norﬁa L5.214, efetuarieo tegte para dife
renciagao das colonias de E. coli, baseado na detecgaohda enzima B8-D
glucoronidase.

6.3.2 Para isso, identificar uma placa de Péetri contendo o meio Agar
Nutriente com MUG com o numero da amostra e ojnumero de colonias tipi
cas de coliformes totais presentes na superficie da /membrana corres

pondente a filtragao dessa amostra.

6.3.3 Com o auxilio de uma pinga, cujas extrémidades foram previamen
te flambadas e esfriadas, e observando todos os cuidados de assepsia,
retirar a membrana filtrante da sup€rficiépdo M-Endo Agar LES (ou Agar
M-Endo), tocando apenas na area periferilca da mesma, fora da area de
filtragao.

6.3.4 Transferir essa membranaggpara-a superficie do Agar Nutriente

com MUG, contido em placa de/Petri previamente identificada (item 6.3.2).

Nota: Ao efetuar essa transferéncia, observar que toda a area da mem

brana deve ficar coempletamente aderida ao meio de cultura. Para
isso, segurando a membrana pelas bordas (fora da area de filtra
gao) com as extremidades da pinga, cdlocé—la sobre o meio de
cultura e efetuarpum movimento giratério da mesma, para permi
tir uma boa @desao. Se persistir a formagao de bolhas entre a
membrana € 0 meioyde cultura, levantar, com auxilio da pinga,
a borda da membrana mais préxima a bolha, para que a mesma se

\

ja eliminada.

6.3.5 ApoOs sftransferencia da membrana para a superficie do Agar Nu
triente com/MUG, Ancubar a placa a 35 * 0,5°C durante 4 horas.

6.3.6 Apods o périodo de incubagio, observar as coldnias sob 1luz ul

travioleta (366 nm)ly A formagao de um halo fluorescente azul brilhan

6 Nos casos em que nao € poss{vel efetuar a contagem das colonias t{picas de coliformes em M-Endo Agar
LES (ou Agar M-Endo), devido a crescimento confluente, o teste para d1ferenc1ag§o de E. coli pode ser
realizado, sendo obtidos apenas resultados qualitativos (presenga ou ausencia de £. coll) Nestes ca
sos, com auxilio de uma zaragatoa esteril, efetuar a remogao do crescimento na superf1c1e da membra
na e transferi-lo para uma placa de Petri de 15 x 150 mm com Agar Nutriente com MUG, girando a zara
gatoa sobre uma pequena area da placa, estriando, em seguida, para isolamento de colonias. Incubar a
35 * 0,5°C durante 12 a 24 horas e efetuar a leitura conforme descrito em 6.3.6.
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te ao

coli.

Notas:

redor da colonia € considerada como resultado positivo para E.

a) se houver duvidas quanto a fluorescencia, adicionar algu
mas gotas de hidroxido de amonia na tampa da placa e aguar
dar por 1 ou 2 minutos para confirmar a fluorescencia;

b) algumas espécies de Pseudomonas produzem fluorescéencia de

cor verde, quando expostas_é luz UV Tomar cuidado para gue
esta nao seja confundida com a fluores@enéia azul produzi

da pela 4 metilumbeliferona.

6.3.7 Efetuar a contagem das colonias de E. colile registrar os resul

tados

7 RE

SULTADOS

7.1

calculo

- A den

aplic

7.2

sidade de E. coli em 100 mL da amostPa & calculada atraves da
acao da seguinte formula:

N¢ dé colonias com fluorescencia

N¢ de colonias de E.coli/100 mb = azulybri fante x 100

volume fiiltrado da amostra

Expressao dos resultados

7.2.1

0 resultado final/e expresse como:

N¢ de colonias delE. coli em 100 mL da amostra.

7.2.2 Quando a contagem no 'meiol M-Endo Agar LES (ou Agar M-Endo) nao

foi e
para
tado

fetuada devido a crescimento confluente e foi realizado o teste
diferenciagao de E. €oli, conforme nota de rodapé n?¢ 6, o resul
€ expresso como:

Presencal (ou auséencia) de E. coli em 100 mL.

/ANEXO A
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ANEXO A - PRESCRICOES GERAIS

A-1 Teécnica de membrana filtrante

Com respeito a informagoes complementares e recomendacoes de ordem ge
ral, quanto a tecnica de membrana filtrante para a determinagao de co
liformes, as mesmas estao detalhadas na Norma Técnica L5.214.

A-2 Controle de qualidade. para o teste de diferenciagaoclde E. coli

A-2.1 Meio de cultura

Para controle de qualidade do meio de cultura Agar Nutriente com MUG,
filtrar uma suspensao de uma cultura-contgole (E.Vgoli), em uma densi
dade aceitavel para a verificagao das colonias. Colocar a membrana
filtrante sobre o meio M-Endo Agar LES (ou M=Endo) e incubar a 35 %
0,5°C durante 18-24 horas. Em seguiday, tranferiria membrana filtrante
para o meio Agar Nutriente com MUG. Imcubapr a“385 * 0,5°C durante 4 ho
ras. As colonias deverao apresentar a reagao GUR positiva, com .a for

magao de halo fluorescente azul bmisthante(sob a luz ultravioleta (366
nm) .

A-2.2 Placa de Petri

Certos tipos de vidraria podem apresentar fluorescencia, quando eXpos
tos a luz ultravioleta. Cas6 s€jem utilizadas placas de Petri de vi
dro, fazer antes um testg para controle das mesmas antes do uso, expon

do-as a luz ultravioletal, para assegurar que nao haja interferencia na
analise.

/ANEXO B
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