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INTRODUGAO
As éguas de abastecimento apresentam o risco de serem poluidas por

éguas residuarias e excretas de origem humana ou animal, podendo,
desta forma, conter organismos patogénicos, tornandoc-se assim um vei
culo de transmissao de doengas. Por isso, impSe-se a necessidade de
exames rotineiros das mesmas, para determinar seu grau de seguranga

do ponto de vista bacteriologico.

Embora ja existam metodos desenvolvidos para detecgao de varios orga
nismos patogénicos de veiculagao hidrica, os mesmos nao sao aplica
dos na rotina devido ao alto custo e necessidade de pessoal espe
cializado. Além disso, uma vez que o langamento de organismos pato
génicos nos esgotos é intermitente e psté na dependéncia das condi
goes de saude da populagao, e possivel que, em determinadas oca
sioes, nao se detectem esses organismos na égua, porém sua aus@ncia

nao indica que a mesma seja segura.

Para a avaliagao das condigoes sanitarias de uma agua, utilizam-se
bactérias do grupo coliforme, que atuam como indicadores de polui
950 fecal, pois estao sempre presentes no trato intestinal humano
e de outrés animais de sangue quente, sendo eliminadas em grandes

numeros pelas fezes. A presenga de coliformes na égua indica _ polui
950, com o risco potencial da presenga de organismos patogénicos, e
sua auséncia € evidencia de uma agua bacteriologicamente potavel,

uma vez que sao mais resistentes na agua que as bacterias patogéni'
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cas de origem intestinal.

Como o grupo dos coliformes totais inclui géneros que nao sao de ori
gem exclusivamente fecal, isto 1limita sua aplicagao como indicador
especifico de contaminagéo fecal. O reconhecimento deste fato levou
ao desenvolvimento de metodos de enumeragao de um subgrupo de coli
formes denominados coliformes fecais (coliformes termotolerantes), os
quais sao diferenciados dos coliformes totais pela sua capacidade de

fermentar a lactose em temperatura elevada (44,50C).

Embora a utilizagao dos coliformes fecais, em substituigao aos to
tais, tenha determinado uma melhoria significativa na detecgao da
contaminagéo fecal, logo se tornou evidente a existencia de outros

coliformes termotolerantes aléem de E.Eglg_(pnnmipamente Klebsiella),
0os guais, por nao serem de origem exclusivamente fecal, comprometiam
a especificidade deste subgrupo para a finalidade proposta. Em decor
réncia disto, as tendéncias atuais se direcionam para a detecgdo es
pecifica de E.coli, que € o Unico componente do grupo coliforme de

origem exclusivamente fecal.

1 OBJETIVO

Esta Norma prescreve a tecnica dos tubos mﬁltiplos, utilizada na de

terminagao do numero mais provavel de bactérias do grupo coliforme
para:
1.1 Avaliagao e controle de qualidade bacteriologica de aguas des

tinadas a consumo humano (sem ou com desinfecgao ou apos tratamento

convencional).

1.2 Avaliacao e controle de qualidade de mananciais gue abastecem

estagoes de tratamento de agua.
1.3 Avaliacao e controle de aguas destinadas:

a) a irrigagao de hortaligas, plantas frutiferas. culturas ar
boreas, cerealiferas e forrageiras;

b) a recreagao de contato primario (natacado, esqui aquatico e
mergulho) ;

c) a dessedentagao de animais:

d) a criagao natural ou intensiva (agliicultura) de espécies: des
tinadas a alimentagao humana: -

e) ao abastecimento industrial.

1.4 Avaliagao da eficiénéia de processos de tratamento de éguas e

aguas residuarias domesticas ou industriais.
¥
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2 DOCUMENTO COMPLEMENTAR

Na aplicagao desta Norma e necessario consultar:

- Guia de Coleta e Preservagao de Amostras de Agua. da CETESB.

3 DEFINIGOES
Para os efeitos desta Norma sao adotadas as definigoes de 3.1 a 3.12.

3.1 Coliformes totais

Grupo de bacterias constituido por bacilos- Gram-negativos, aerobios
ou anaerobios facultativos, nao formadores de espbros, oxidase-nega
tivos, capazes de crescer na presenga de sais biliares ou outros com
postos ativos de superficie (surfactantes), com propriedades simi
lares de inibigéo de crescimento, e que fermentam a lactose com pro
ducao de acido e gas a 35°C em 24-48 horas. No caso da técnica de tu
bos mﬁltiplos, sao considerados coliformes os organismos que fermen
tam a lactose com produgao: de gés a 35°. 0o grupo inclui os seguin

tes géneros: Escherichia, Citrobacter, Enterobacter e Klebsiella.

3.2 Coliformes fecais ou coliformes termotolerantes

Sao os coliformes capazes de se desenvolver e fermentar a lactose
com produgao de acido e gés a temperatura de 44,5 ¥ O,2°C em 24 ho
ras. O principal componente deste grupo ¢ Escherichia coli. sendo
que alguns coliformes do género Klebsiella apresentam tambem essa
capacidade.

3.3 Caldo lactosado
Meio de enriquecimento, no qual as concentragoes de lactose e pepto

na fornecem condigoes otimas para o crescimento de bacteérias do gru

po coliforme.

3.4 Caldo lauril triptose

Meio de enriquecimento para bacterias do grupo coliforme, em que o
lauril sulfato de sodio atua como agente seletivo, com supressao do

crescimento de bactérias esporuladas produtoras de gés.

3.5 Caldo lactosado com verde brilhante e bile a 2% (CLVBB)
Meio seletivo, em que ocorre inibigao de bacterias Gram-positivas e

de bacterias esporuladas fermentadoras da lactose, permitindo um

bom desenvolvimento de bactérias do grupo coliforme.

-

3,6 Meio EC
Meio seletivo para deteccao de colifermes fecais, em que os sais bi

liares inibem o crescimento de formas esporuladas e de bacterias

Gram-positivas e cuja incubagao a 44,5 pa 0,20C permite a selegéo
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dos coliformes de origem fecal (coliformes termotolerantes).

3.7 Numero mais provavel (NMP)

E a estimativa da densidade de bactérias em uma amostra, calculada
a partir da combinagao de resultados positivos e negativos, obtidos

atraves da aplicagao da técnica de tubos maltiplos. .

3.8 Esporos

Estruturas especializadas que se formam em certas bacterias Gram-po
sitivas sob condigoes inadequadas. Os esporos nao apresentam ativi
dade metabolica e sao muito mais resistentes aos efeitos do calor,
dessecagao, congelamento, drogas deletérias e radiagdes que as  pro

prias celulas que os formam.

3.9 Bacilo
Designagao dada as bactérias que apresentam forma cilindrica.

3.10 Coloragao de Gram

Coloragao ‘diferencial, atraves da qual as bacterias sao classifica
das em Gram-positivas ou Gram-negativas, dependendo da retencao ou

nao do corante cristal-violeta.

3.11 Teste de oxidase

Este teste tem por finalidade evidenciar a presenga da citocromo-oxi
dase, uma enzima da cadeia respiratéria de certas bacterias. Esta
enzima é necessaria para a oxidagao do citocromo-c, segundo a se
guinte reagao:

citocromo-oxidase

2 citocromo-c-reduzido + 2H t . 1/2 02 » 2 citocromo-c-oxidado + H20

No teste de oxidase, o citocromo-c-oxidado sofre redugéo, ocorrendo
a oxidagao do tetrametil-p-fenilenodiamina, formando-se uma subs
tancia de coloragao azul. As bacterias do grupo coliforme, por nao

possuirem o citocromo-c, apresentam resultado negativo neste teste.

3.12 Agar EAM
Meio seletivo e diferencial, no qual a produgao de acidos pelas bac

terias fermentadoras de lactose possibilita a incorporagao do coran
te (eozina-azul de metileno) existente no meio, sendo que as col§
nias podem ser descritas como tipicas (nucleadas, com ou sem brilho
metalico), atipicas (coldnias sem nucleo), rosas, mucoides ou opa

-

cas) ou negativas (todos os outros tipos).

4 APARELHAGEM

4.1 Equipamentos
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4,1.1 Balanga

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

1

4.1.2 Banho-maria

Equipado com termostato e agitador de baixa velocidade para promover
a circulagao da égua e manter a temperatura uniforme (44,5 t O,2OC)
em todos os pontos. O nivel de agua no banho-maria deve ser mantido
acima do nivel do meio de cultura nos tugos de ensaio imersos para
incubagao, sendo recomendada a troca semanal dessa égua para evitar

. ~ . . 2
a proliferagao de fungos e outros microrganismos.

4.1.3 Destilador de égua ou aparelho para desiohizagéo

Devem produzir agua nao toxica, livre de substancias que impegam ou
interfiram na multiplicagao bacteriana, cuja condutividade deve ser

inferior a 2 uS/cm a 25°C e o0 pH estar na faixa de 5,5 a 7,5.

Nota: A densidade de bactérias heterotroficas na agua  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 armazena
da, devendo esse controle ser efetuado com freqgiiencia minima

mensal.

4.1.4 Equipamentos para esterilizagao

4.1.4.1 Autoclave
E normalmente operada a uma pressao de 103 393 Pa (1,05 kgf/cm’ ou 15

1b/p012),produzindo, em seu interior, uma temperatura de 121,600 ao
nivel do mar. Em seu funcionamento, deve-se observar a substituicao
por vapor de todo o ar existeﬁte:na camara e a operagao total desse
equipamento deve durar no maximo uma hora, sendo rebomendével que a

temperatura de esterilizagao seja atingida em até 30 minutos.

4.1.4.2 Estufa de esterilizagao

Deve manter a temperatura de (170 t lOOC) durante o periodo de este

rilizagao (minimo de 2 horas).

4.1.5.. Incubadora bacteriologica termostatizada

Deve ménter'a températura ha,faixa de'35.f O,SOC e a umidade reiati

va ehtre 75 e‘85% e-sér colbcada.em‘um local onde a tempebaturab per

I

1 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
namento. Sua aferigao deve ser feita periodicamente.

: I'd . 4 . -~
2 Devem ser feitos registros continuos ou periodicos da temperatura e os termometros usades devem
ser graduados com intervalos de escala de 0,1 C. As estantes a serem colocadas no banho-maria devem
’ -
ser de ago inoxidavel ou arame galvanizado.
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manega na faixa de 16 a 27°%¢.

4.1.6 Medidor de pH
Deve fornecer exatidao minima de 0,1 unidade de pH e sua calibragéo

deve ser feita pelo menos duas vezes ao dia, com. nho minimo, duas so

lugoes-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 capacidade adequada para o pre

paro de meios de cultura.

4.2.2 Frascos para égua de diluicao

De vidro neutro, borossilicato, ou plastico autoclavavel, com tampas
que permitam boa vedagao e sejam livres de substancias toxicas solu
veis; devem ter volume suficiente para conter 90 Y 2 mL de agua de
diluigao, deixando um espago suficiente para permitir uma boa homo

geneizagao quando se fizer a agitacgao.

4.2.3 Frasco para coleta de amostra

De vidro neutro ou plastico autoclavavel atoxico, com capacidade mi

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

4,2.4 Pipetas
Devem ser de borossilicato, tipo Mohr, para 5 mL e 10 mL, com gra

duagao de 1/10 e erro de calibragao inferior a 2,5%, e com bocal para

tampao de algodao.

4.2.5 Tubos de Durham
De borossilicato ou vidro neutro, com diametro nao inférior a 40%

do diametro de tubo de ensaio em cujo interior serao utilizados.

Nota: Usualmente sao empregados tubos de Durham de 7 mm x 4,5 mm e

de 5 mm X 4 mm.

4.2.6 Tubos de ensaio

De borossilicato ou vidro neutro, com capacidade adequada para con

ter o meio de cultura e o inoculo da amostra.

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

4.3 Outros materiais

3 A verificagao da temperatura da incubadora deve ser feita periodicamente (ninimo de 2 vezes ao dia)
atraves de termometros (com o bulbo submerso em agua, glicerina ou oleo mineral), colocados em pon
tos ‘representativos da mesma, sendo aconselhavel tambem a colocagao de um termometro de  maxima e
minima em sua parte central.
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4.3.1 Algas de inoculagao

Fio de niquel-cromo, platina-iridio ou platina, com 0,5 mm de diémg
tro e 7-8 cm de comprimento, com um aro de 3 mm de diametro em uma das

extremidades, sendo a outra fixada ‘a um cabo metalico (cabo maKdUe)ﬁ

4,3.2 Bico de Bunsen ou similar

Devem ter funcionamento adequado, de modo a produzir combustao com

pleta.

4.3.3 Caixas ou cestas de ago inoxidavel

Para esterilizagao de materiais.

4.3.4 Estantes

De tamanho adequado para colocagao dos tubos de ensaio empregados na

analise.

4.3.5 Estojo para pipetas

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

esterilizagao.

4.3.6 Termometros

5 MEIOS DE CULTURA E SOLUGOES

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

rencialmente, meios desidratados de qualidade comprovada. Po
de-se, no entanto, prepara-los em laboratorio, a partir de
seus componentes especificos, devendo ser utilizadas, para

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

5.1 Caldo lauril-triptose com pﬁrpura de bromocresol-C.L.T. (conéen

centragao dupla)

5.1.1 Formula:

Triptose...... et eeasecas s e s nane et e e e s es s s ssees 40,0 g
Lactose...... ceseecse s asanes et e e s e cenaseaans .o , 10,0 g
Fosfato dipotéssico (K2HPO4) Pe@eeecanns e 5,5 g
Fosfato monopotassico (KH,PO,) p.a..... et 5,5 g
Cloreto de sodio (NaCl) p.@......... C e eeeaeaan 10,0 g
Lauril-sulfato de s0di0......eeeeeunnn e -~ 0,2 g

4 "Opc1onalmente 20 uso de algas de 1nocu1agao, podem ser empregadas hastes de madeira de aprox1mada
mente 20 cm de comprimento e 0,2 cm de diametro. Apos o uso, as mesmas sao autoclavadas a 121°C
durante 15 minutos e descartadas. Antes do uso, essas hastes sao esterilizadas por calor seco (170-
-180°C durante 3 horas.
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PUrpura de DromoOCIreSO0) . v vttt neeeneeeenneennnnen 0,02 g
AGUE dEStIilada. «vue e e e ee ettt 1 000 mL

pH final apds esterilizacdo: 6,8 % 0,2 a 25°

5.1.2 Preparo

Pesar 71,2 g do meio desidratado Caldo lauril-triptose e 0,02 g de
purpura de bromocresol e acrescentar 1 000 mL de agua destilada fria.
Aquecer, agitando freqlentemente, até a completa dissolugao do meio,
tomando cuidado para que nao seja atingida a temperatura de ebuli
gao. Em tubos de ensaio de 18 mm x 180 mm, contendo em seu interior

tubos de Durham invertidos, distribuir volumes adequados para que ©

volume final, apos esterilizagao, seja de 10 mL. Tamponar e esteri
lizar em autoclave a 12100, durante 15 minutos.5

5:1.3 Armazenamento

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

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

5.2 Caldo lauril-triptose com purpura de bromocresol-C.L.T. (concen

tracao simples)

5.2.1 Formula:

TriplOSE . it n et ittt et eeenosonconssssosnsoasonasns 20,00 g
Lactose .t iii ittt esteneasacnnnanns et e e 5,00 g
Fosfato dipotassico (K,HPO ) Pedeevnneennennns. 2,75 g
Fosfato monopotassico (KH,PO,) D.aeenueen.s . .. 2,75 g
€loreto de s0dio . (NACl) Pe@.veeeeeneeeennneens . 5,00 g
Lauril-sulfato de S0dio....cieveiueeennaaennnas 0,10 g
PUrpura de bDromoCreSOl..v.eee e s eeeeeeennnaeeenns 0,01 g
Agua destilada. ..o eeeenennennnanannns 1 000 mL -

pH final apds esterilizacao: 6,8 = 0,2 a 25°C

5.2.2 Preparo

Pesar 35,6 g do meio desidratado Caldo lauril-triptose e 0,01 g de
pﬁrpura de bromocresol e acrescentar 1 000 mL de égua destilada fria.
Aquecer, agitando freqglientemente, ate a completa dissolugao do meio,

tomando cuidado para que nao seja atingida a temperatura de’ebuligao.

Em tubos de ensaio de 16 mm x 150 mm, contendo em seu interior tu
bos de Durham invertidos, distribuir volumes adequados para que o]
volume final, apés esterilizagao, seja de 10 mL. Tamponar e es%eri

lizar em autoclave a 121°C. durante 15 minutos.5

5 No preparo desse meio, evitar aquecimento excessivo durante a dissolugao e a esterilizagao. 0 tempo
transcorrido entre seu preparo e a esterilizagao nao deve exceder duas horas.
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5.2.3 Armazenamento

. 0 meio preparado poderé ser estocado a temperatura ambiente, em lo

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

5.3 Caldo lactosado com purpura de bromocresol-C.L. (concentragao

dupla)

5.3.1 Formula:

Extrato de carne. ...ttt ieeetceanannnss .o 6,0 g

Peptona....... S et e aae et e a s et es et es s aaas s 10,0 g
L I7E = o o 11 < 10,0 g
PUrpura de DromOCTrEeSO0l . v v e eeeenenenneeannnnas 0,02 g
Agua destilada. .vuee e eieieeeeeneneeenenenneeenns 1 000 mL

pH final apds esterilizacao: 6,9 £ 0,2 a 25°C

5.3.2 Preparo

Pesar 26,0 g do meio desidratado Caldo lactosado e 0,02 g de pﬁrpg
ra de bromocresol e acrescentar 1 000 mL de égua destilada fria.
Agquecer, agitando freqiientemente, até a completa dissolugao do meio,
tomando cuidado para que nZo seja atingida a temperatura de.ebuligio.
Em tubos de ensaio de 18 mm x 180 mm, contendo em seu interior tubos

de Durham invertidos, distribuir volumes ade@xxkﬁ, para gue o volume

final, apos esterilizagao, seja de 10 mL. Tamponar e esterilizar
em autoclave a 121°C, durante 15 minutos.®

5.3.3 Armazenamento

O meio preparado devera ser estocado a temperatura ambiente, em lo

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

5.4 Caldo lactosado.com pﬁrpura de bromocresol-C.L. (concentragao

simples)

5.4.1 Formula:

Extrato de carne..... e e e e et s e e e e ae e - 3,0 g
Peptona. . it v ittt it i s et cecsesssessecananaes .o 5,0 g
LaCtoSE . i ittt ittt ittt it i enseasseoacnsansases 5,0 g
PUrpura de bromocresSol.....eeeeeeeeescoanennans ' 0,01 g
Agua destilada........ ettt e 1 000 mL

pH final apos esterilizagao: 6,9 pl 0,2 a 25°¢

5.4.2 Preparo - = i _ -
PesarJlﬁ,Oﬁg'doJmeioggésidra;adgi@?&@b&%aé}ﬁsadavea0401'gﬂde'pﬁrpuyg

6 Ver nota de roddpé n? 5,
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de bromocresol e acrescentar 1 000 mL de agua destilada fria. Aque
cer, agitando fregiientemente, ate a completa dissolucao do meio, to
mando cuidado para que nao seja atingida a temperatura de ebulicao.
Em tubos de ensaio de 16 mm x 150 mm, contendo em seu interior tubos
de Durham invertidos, distribuir volumes adequados para que o volume
final, apés esterilizagéo, seja de 10 mL. Tamponar e esterilizar em

autoclave a 121OC, durante 15 minutos.7

5.4.3 Armazenamento

O meio preparado podera ser estocado a temperatura ambiente, em lo

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

5.5 Caldo lactosado (C.L.) (concentracao simples)

5.5.1 Formula:

Extrato de carne..; ............ c e e e s ensaan v 3,0 g
Peptona......civiiieeeenns c s e es e s e e e s ann e 5,0 g
= Y o o @ 11 5,0 g
Agua destilada. .. eeeeeeeeneeeeennnennnnnnns 1 000 mL

pH final apés esterilizagéo: 6,9 0,2 a 2500

5.5.2 Preparo

Pesar 13,0 g do meio desidratado Caldo lactosado e acrescentar 1 000
mL de égua destilada fria. Aquecer, agitando frequentemente, ate a
completa dissolugeo do meio; tomando cuidado para que nao seja atin
gia a temperatura de ebuligao. Em tubos de ensaio de 16 mm x 150 mm,
contendo em seu interior tubos de Durham invertidos, distribuir vo
lumes adequados para que o volume final, apos esterilizagao, seja de
10 mL.Tamponar e esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15 minu

tos.’

5.5.3 Armazenamento

.0 meio preparado poderé ser estocado a temperatura ambiente, em lo

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

5.6 Caldo lactosado com verde brilhante e bile a 2% (C.L.V.B.B.)

5.6.1 Formula:

Peptona. ..ot iiieeeesesasnsssossenonosassss 10,0 g
Lactose........... et e cses s anasesenas cecesasnsa 10,0 g
Bile de boi desidratada......... Ceecesocasanns 2050 g
Verde brilhante..... e e esee s s s anss e s eeses oo 0,0133 g

7 Ver Nota de rodapé n? 5,
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Agua destilada......... et teeaeeee e ceen 1 000 mL

pH final apos esterilizagdo: 7.2 £ 0,2 a 25°C

5.6.2 Preparo

Pesar 40,0 g do meio desidratado Caldo lactosado com verde brilhan
te e bile a 2% e acrescentar 1000 mL de agua destilada fria. Aque
cer, agitando freqglientemente, atée a completa dissolugao do meio, to
mando cuidado para que nao seja atingida a temperatura de ebuligao.
Distribuir volumes de 10 mL em tubos de ensaio de 16 mm x 150 mm, con
tendo em seu interior tubos de Durham invertidos. Tamponar e esteri

lizar em autoclave a 1210C, durante 15 minutos.8

5.6.3 Armazenamento

0 meio preparado podera ser estocado a temperatura ambiente, em 1o

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

5.7 Meio EC

5.7.1 Formula:

Triptose ou tripticase....icieieiterrireaneenns 20,0 g
Lactose..... et s e s e et e s e aneas e casae s e s esasseeas 5,0 g
Mistura de sais DiliareS.....c.eeeeeeecenaennnns 1,5 g
Fosfato dipotassico (K,HPO,) Pedeeeeneeennnnnn. 4,0 g
Fosfato monopotassico (KH,PO, ) Pe@ueeeennnn.. .. 1,5 g
Cloreto de sodio (NaCl) p.a..... et .. 5,0 g
Agua desStilada..eeeeeeeeeeeeeeeeeaeanseennonnns 1 000 mL

pH final apos esterilizagao: 6,9 h 0,2 a 250C

5.7.2 Preparo

Pesar 37,0 g do meio EC desidratado e acrescentar 1 000 mL de égua
destilada fria. Aquecer, agitando freqlientemente, até a completa dis
solugao do meio, tomando cuidado para que nao seja atingida a tempe
ratura de ebuligao. Distribuir volumes de 5 mL em tubos de ensaio de
12 mm x 120 mm, contendo em seu interior tubos de Durham invertidos.

Tamponar e esterilizar em autoclave a 1210C, durante 15 minutos.

5.7.3 Armazenamento

O meio preparado poderé ser estocado a temperatura ambiente, em lo

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

8 Ver Nota de rodape n? 5.
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5.8 Agar eosina-azul de metileno (segundo Levine) - EAM

5.8.1 Formula:

Peptona. .. .o eeeeseesscasesecansass B, 10,0 g
LactoSE .t e it ettt it tnaacatanasoccasscsssansnans .o 10,0 g
Fosfato dipotassico (KHPO,) Pe@eveeennnnennn.. 2,0 g
Al e ittt ecassavesscesoasasoacasnsas c s e 15,0 g
EOoSinNa. .. v eeeeetoseeoesessnesans e et e e acaceaaeea 0,4
Azul de metileno. ...t ieer et nsosoenenceancances 0,065 g
Agua destilada..ueeeeeeieeeeennnennnnanenns e 1 000 mL

pH final apds esterilizagao: 7,1 ¥ 0,1.a 25%°%

5.8.2 Preparo

Pesar 37,5 g do meio desidratado Agar eosina-azul de metileno

acrescentar 1 000 mL de égua destilada fria, deixando em repouso du
rante, aproximadamente, 15 minutos. Aquecer, agitando freqlentemente,
até a completa dissolugao do meio, tomando cuidado para que nao seja
atingida a temperatura de ebuligao. Esterilizar em autoclave a unpc,
durante 15 minutos.9Distribuir volumes de aproximadamente 12 mL em

placas de Petri de 15 mm x 100 mm.

Notas: a) Durante a esterilizagao, poderé ocorrer descoloragao do
meio, o qual voltara a coloragao normal apos o resfriamen
to.

b) Apés a autoclavagéo, pode-se formar um precipitado, o qual
deve ser ressuspenso, atraves de homogeneizagéo lenta do
meio no frasco, antes de sua distribuigao em placas de

Petri.

5.8.3 Armazenamento

Apés a solidificagao do meio, embrulhar as placas de Petri com papel
Kraft e manter em refrigerador (2 a 10°C) durante, no maximo,  uma

semana.

5.9 Agar nutriente

5.9.1 Formula:

= o o o - T e 5,0 g
Extrato de carne.......... s e as s s eans e s ecesesenas 3,0 g
Agar....... et e et 15,0 g
Agua destilada..... C et teeeee e et e, 1 000 mL
pH final apds esterilizagdo: 6,8 £ 0,1 a 25°C

5.9.2 Preparo

9 Ver Nota de rodape n2 5.
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Pesar 23 g do meio desidratado Agar nutriente e acrescentar 1 000 mL
de égua destilada fria, deixando em repouso durante, aproximadamen
te, 15 minutos. Aquecer, agitando freglientemente, ate a completa dis
solug@o do meio, tomando cuidado para que n3dao seja atingida a tempe
ratura de ebuligao. Distribuir volumes de 6 a 7 mL em tubos de en
saio de 12 mh Xx 120 mm, Tamponar e esterilizar em autoclave a 121°C,
durante 15 minutos. ApoOs a autoclavagao e enquanto o meio ainda es
tiver quente, colocar os tubos em posicao inclinada ate que o meio

se solidifique.

5.9.3 Armazenamento

O meio preparado poderé ser estocado a temperatura ambiente, emn lo

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

5.10 Agua de diluigao

5.10.1 Formula:

SOlUCA0-EStOQUE A. v erevernnerennoacannas e 1,25 mL
Solucao—-estoque B....veeereneeann N 5,00 mL
Agua destilada............. ettt 1 000 mL

5.10.2 Preparo

a) preparar a solugao-estoque A com a seguinte composicgao:

Fosfato monopotassico (KH2PO4) Pe@eceenanenn 34,0 g
Agua destilada Q.S.P.veveccncancns e ... 1 000 mL

Preparo: Dissolver o fosfato monopotéssico em 500 mL de
égua destilada, ajustar o pH para 7,2 ¥ 0,5 com solugao
de hidroxido de sodio 1N e completar o volume para um 1i
tro com agua destilada. Distribuir volumes adequados a
necessidade do laboratorio em frascos com tampa de rosca.
Esterilizar em autoclave a 121OC, durante 15 minutos. Ar

. 10
mazenar em geladeira.

b) preparar a solugao-estogue B com a seguinte composicao:

Cloreto de magnésio (MgCl,.6H,0) . nnn.. e : 81,1 g
Agua destilada Q.S.Peveeececrencacancaneass 1 000 mL

Preparo: Dissolver o cloreto de magnésio em 500 mL de

-

égua destilada e completar o volume para 1 000 mL com

-~ . ~ - . ~ ’ . " . -~ . )
10  Antes da utilizagao da solugac-estoque A, deve-se verificar se nao ha quaisquer evidencias decon
taminagao. wicrobiana (turbidez, presenga de material em suspensao). Em caso afirmativo, essa
solugao deve ser descartada. -
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agua destilada. Distribuir volumes adequados a necessida
de do laboratorio em frascos com tampa de rosca. Esteri
lizar em autoclave a 12100, durante 15 minutos. Armazenar
em geladeira.

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

d) distribuir, em frascos de giluigéo, quantidades adequa
das para que o volume final, apos esterilizagao, seja de
90 % 2 mL;

e) tamponar e esterilizar em autoclave a 12100, durante 15
minutos; e

f) armazenar a temperatura ambiente.

5.11 Solucgao de hidroxido de sodio 1N

5.11.1 Formula:

Hidroxido de s0dio (NAOH) Pe@.veveereenennaennns 40,0 g
Agua recém-destilada....eeveeeeennnnnennaanoans 1 000 mL

5.11.2 Preparo

Pesar 40,0 g de hidroxido de sodio e dissolver em 1 000 mL de agua

recem-destilada. Armazenar em frasco com tampa de rosca.

5.12 Reagente para o teste de oxidase

5.12.1 Formula:

Cloridrato de N, N, N' N', tetrametil-p-fenilenodiamina... 0,1 g
Agua destilada..cieeeeeeesesasnssasssaceccanecaans esees 10 mL

5.12.2 Preparo

Pesar 0,1 g de N, N, N', N' - tetrametil-p-fenilenodiamina e acres
centar 10 mL de agua destilada. Dissolver e guardar a solugao em

frasco ambar, em geladeira (2 a]ﬁpc)r'durante, no méximo, dois dias.

5.13 Solugoes para a coloragao de Gram

5.13.1 Solucao de cristal violeta

Preparo:

Dissolver 2 g de cristal violeta em 20 mL de alcool etilico a 95%
e filtrar em papel grosso ou algodao. Dissolver 0,8 g de oxalato de
amonio em 80 mL de égua destilada. Misturar estas solugoes em - par
tes iguais, 24 horas antes do uso, filtrando atraves de papel de fil

tro.

5.13.2 Solugao de lugol
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Preparo:

Dissolver 2 g de iodeto de potassio (KI) em 5 mL de agua destilada.
Adicionar 1 g de cristais de iodo a solugao de iodeto de potassio
e agita-la até que o iodo se dissolva. Adicionar agua destilada ate

completar o volume de 300 mL.

5.13.3 Solugao de safranina

Preparo:
Dissolver 2,5 g de safranina em 100 mL de alcool etilico a 95%, pre

by

parando-se, assim, a solugao-estogue de safranina. No momento do uso,

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

5.13.4 Solugao de alcool-acetona

Preparo:

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

6 EXECUGCAO DO ENSAIO

6.1 Principio do método

A determinagao do N.M.P. de coliformes em uma amostra e efetuada a
partir de aplicagio da técnica de tubos multiplos. Esta tecnica e
baseada no principio de que as bactérias presentes em uma amostra
podem ser separadas por agitagéo, resultando em uma suspenséo de cé
lulas bacterianas, uniformemente distribuidas na amostra. Consiste
na inoculagao de volumes decrescentes da amostra em meio de cultura
adequado ao crescimento dos microrganismos pesquisados, sendo cada
volume inoculado em uma série de tubos. Atraves de diluigoes sucessi
vas da amostra, sao obtidos inéculos, cuja semeadura fornece resul
tados negativos em pelo menos um tubo da série em que os mesmos . fo
ram inoculados e a combinagao de resultados positivos e negativos
permite a obtencao de uma estimativa da densidade das bacterias pes
quisadas, através da aplicagao de calculos de probabilidade. - Para
analises de aguas, tem sido utilizado preferencialmente o fator 10
de diluigao, sendo inoculados maltiplos e submultiplos de 1 mL da
amostra, usando-se séries de 5 tubos para cada volume a ser inocu
lado.

6.2 Etapas do método

O exame para determinagao de coliformes totais se processa ~atraves
de 2 etapas (ensaios presuntivoz e confirmativo), de realizagao obri
sgatdria para todos os tipos de amostras de agua, as quais sao com

plementadas, quando indicado, por uma terceira etapa (exame comple



16 CETESB/L5.202

to). A densidade de coliformes fecais € obtida a partir de um exame
especifico, aplicadb paralelamente ao teste para confirmagao de co

liformes totais.

6.2.1 Ensaio presuntivo

Consiste na inoculagao de volumes determinados da amostra em séries
de tubos de Caldo lauril-triptose ou Caldo lactosado, com pﬁrpura
de bromocresol, que sa0 incubados a 35 b O,SOC, durante 24-48 horas,
ocorrendo um enriquecimento de organismos fermentadores da lactose.
A acidificagao, com ou sem produgao de gas, a partir da fermentagao
da lactose no meio de cultura emprégado nesse ensaio, e prova pre

suntiva positiva para a presenga de bacterias do grupo coliforme.

6.2.2 Ensaio confirmativo

Consiste na transferencia de cada cultura com resultado presuntivo
positivo (produgao de acido com ou sem gas em C.L.T. ou C.L. com pur

pura de bromocresol apés 24 ou 48 h a 35 ¥ O,SQC) para C.L.V.B.B.,

sendo a incubagao efetuada também a 35 O,5°C,’durante 48 horas. A
producao de gas a partir da fermentagao da lactose neste meio &€ pro
va confirmativa positiva para a presenga de bactéerias do grupo coli
forme. Esta etapa do exame reduz a possibilidade de ocorréncia de
resultados falsos-positivos, decorrentes da atividade de bacterias

esporuladas e de bacterias Gram-positivas fermentadoras da lactose.

6.2.3 Ensaio para diferenciagao de coliformes fecais

Consiste na transferéncia de um inoculo de cada cultura com resultg

do positivo em C.L.T. ou C.L. com pﬁrpura de bromocresol incubados

durante 24-48 horas a 35 hl O,SOC, para tubos contendo o meio E.C.,

que serao incubados durante 24 Y 2 horas a 44,5 ¥ O,2°C em banho-ma
ria, com agitagéo e temperatura constantes. O resultado sera posi'
tivo quando houver produgado de gas a partir da fermentagao da lac

tose contida no meio E.C.

6.2.4 Ensaio completo

O ensaio completo inclui, além da realizagao dos ensaios presuntivo
e confirmativo, o isolamento das culturas de bacterias com resultado
positivo no C.L.V.B.B., em placas de Agar E.A.M., para a realizagao
de testes posteriores. Coldnias isoladas em Agar E.A.M. sao transfe
ridas para Caldo lactosado e para Agar nutriente, sendo o crescimen
to bacteriano neste ultimo meio empregado para a realizagao do wte§_
te de oxidase e da coloragao de Gram. O resultado do teste completo
sera positivo quando houver produgao de gés a partir da fermenta

gao da lactose em Caldo lactosado, for comprovado resultado negati
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vo no teste de oxidase e for demonstrada, por exame microscépico, a
presenga de bacilos Gram-negativos, nao esporulados, nos esfregagos
submetidos a coloragao de Gram. A realizagao do teste completo tem
por finalidade eliminar os resultados falsos-positivos que podem

ocorrer no C.L.V.B.B., devido a agao sinergica de bacteéerias.

6.3 Amostragem

Deve ser efetuada segundo as especificagoes apresentadas no Guia de

coleta e preservacao de amostras de égua, da CETESB, 1988.

6.3.1 Amostra

6.3.2 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
cessarias para que os resultados possam ser interpretados corretamen
te).

6.3.3 Agente neutralizador de cloro residual: para a colheita de
amostras de aguas tratadas, deve-se adicionar ao frasco de colheita,
antes de sua esterilizagao, 0,1 mL de uma solugao a 1,8% de tiossul
fato de sodio para cada 100 mL da amostra, para neutralizar a agéo
do cloro residual. Essa quantidade de tiossulfato de sodio e sufi
ciente para neutralizar concentragoes de ate 5 mg/L de cloro resi
dual, sendo adequada para as amostragens de rotina. Em situacoes es
peciais, 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 volumes de 0,1 mL de uma solugao
a 10% de tiossulfato de sodio para cada 100 mL da amostra, sendo es
ta quantidade suficiente para neutralizar concentragoes de até 15 mg/L

de cloro residual.

6.3.4 Agentes quelantes: para a colheita de amostras de éguas po
luidas, suspeitas de conterem concentrag5es‘superiores a 0,01. mg/L
de metais pesados, tais como cobre, zinco, etc., deve-se adicionar
ao frasco de co]helta entes de sua esterlllzagao, 0,3 mL de uma s0
lugao a 15% de EDTA (pH flnal =6,5), para cada 100 mL da amostra, além do tiossul
fato de sodio (volumes de 0,1 mL de uma solugao a 10% para cada 100
mL da amostra). A solucao de EDTA pode ser adicionada ao frasco de
colheita separadamente, ou jé combinada com a solugao de t%ossulfg
to de sédio, 0 qual, na concentragéoaempregada,'previne apenas a agéo

bactericida do cobre.

6.3.5 Transporte e conservagao: apés a colheita, a amostra devera
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ser enviada ao laboratdério o mais rapido possivel. O tempo maximo
ideal entre a amostragem e o inicio do exame e de 8 horas, sendo que
o tempo limite nao deve exceder 24 horas. As amostras devem ser trans
portadas sob refrigeragao (4 a 10°C) e conservadas assim até o ini

cio do exame.

6.4 Procedimento

6.4.1 Identificar a amostra a ser analisada e definir os volumes
da mesma a serem inoculados, em fungao de sua procedencia, segundo

especificado a seguir:

a) para aguas de consumo humano € requeriday preferencialmente,
a inoculagao de 10 porgoes de 10 mL; entretanto, quando
isso nao for possivel, é permitida, pela legislacgao vigen
te, a analise de 5 porgSes de 10 mL;

b) para outros tipos de agua, a técnica de tubos maltiplos
requer a inoculagdo de multiplos e submultiplos de 1 mL
da amostra, sendo cada volume inoculado em uma série de 5
tubos. A selegao desses volumes deve ser feita cuidadosa
mente pelo analista (com base em sua experiéncia sobre a
provével densidade de coliformes presentes na amostra ou
em dados prévios sobre a mesma), de tal modo que pelo me
nos um tubo inoculado com o menor volume selecionado forne
ga resultado negativo. E requerida a inoculagao de, no mi
nimo, trés volumes, sendo aconselhavel, para amostras des
conhecidas, a selegéo de um maior numero de volumes a se

rem inoculados.

6.4.2 Realizar o ensaio presuntivo, conforme especificado em 6.4.3
a 6.4.10.

6.4.3 Preparar os tubos de C.L.T. ou C.L. com pﬁrpura de bromocre
sol, requeridos para o ensaio, conforme definido em 6.4.1, e dis

po-los em estantes, em.fileiras de 5 tubos.

Nota: Usar C.L.T. ou C.L.'com purpura de bromocresol em concentra
¢ao dupla para a inoculagao das porgoes de 10 mL da  amostra

e, em concentragao simples, para os demais volumes.

6.4.4 Proceder a identificagéo dos tubos, anotando, no primeiro tu
bo a direita na primeira fileira, o numero da amostra,.o volume* a
ser inoculado e a data. Nos primeiros tubos a direita nas fileiras
seguintes, anotar apenas o volume a ser inoculado em cada um dos'tg

bos das mesmas.
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6.4.5 Homogeneizar a amostra no minimo 25 vezes, inclinando o fras
~ . o
co, formando um angulo de, aproximadamente, 45~ entre o brago e o

antebrago.

6.4.6 Com uma pipeta esterilizada de 10 mL e obedecendo aos cuida

dos de assepsia, transferir 10 mL da amostra para um frasco conten
do 90 Y 2 mL de égua de diluigéo, antecipadamente identificado. Pre
para-se, assim, a 12 diluigéo decimal (10—1), sendo que 1 mL da mes

ma corresponde a 0,1 mL da amostra (ver Figura 1).

0m

. Amostra Diluicao Diluicdo Dilvigdo
1o-t 1072 10-n

FIGURA 1 - Preparo das diluigoes decimais

6.4.7 Com a mesma pipeta, semear 10 mL da amostra em cada um dos

tubos de C.L.T. ou C.L., com pﬁrpura de bromocresol em concentragao

dupla, quando este volume for requerido para o teste (ver Figura 2).

6.4.8 Desprezar a pipeta de 10 mL e, com uma pipeta de 5 mL, inocu
lar 1 mL da amostra em cada um dos tubos correspondentes a essa

quantidade de inoculo.

6.4.9 Homogeneizar o frasco contendo a primeira diluigéo (10—1) co
mo em 6.4.5 e, com uma nova pipeta esterilizada, transferir 10 mL
para um frasco contendo 90 Y 2 mL de égua de diluigao, conseguin
2

)

do-se assim a segunda diluigao decimal (10 °), sendo que 1 mL da

mesma corresponde a 0,01 mL da amostra.

6.4.10 Proceder dessa maneira na seqliencia de diluigoes desejadas

(1073, 1074, 1075, .. 1071y,

Nota: A Figura 1 sumariza o procedimento relativo ao preparo das

diluigoes decimais seriadas.

6.4.11 Ordenar os frascos contendo as diluigoes, mantendo seqlién

cia decrescente das mesmas (da maior para a menor diluicao efetuada).
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6.4.12 Agitar vigorosamente, 25 vezes, o frasco com a ultima dilui
géo efetuada e, com uma pipeta estéril de 5 mL, inocular 1 mL da di
luigao em cada um dos tubos de C.L.T. ou C.L. com pﬁrpura de bromo

cresol em concentragao simples, correspondentes a essa diluigéo.

6.4.13 Proceder dessa maneira, semeando de tras para frente, sem

pre com a mesma pipeta, da maior para a menor diluigéo.

Nota: A Figura 2 sumariza o procedimento relativo a inoculagao dos

volumes da amostra e das suas diluigoes decimais.

6.4.14 Apos a inoculagao de todos os volumes da amostra e/ou das di
luigoes requeridas para o ensaio, colocar a estante, contendo os tu

bos inoculados, em incubadora a 35 t O,SOC, durante 24 ¥ 2 horas.

6.4.15 Apés esse periodo de incubagéo, retirar a estante com os tu
bos da incubadora, para efetuar a leitura dos resultados. Para isso,
agitar delicadamente cada tubo e examina-lo quando a acidificagao do

meio (evidenciada pela coloragao amarela do mesmo) e produgao &egés.

6.4.16 Transferir, para outra estante, os tubos com resultados posi
tivos (acidificacao do meio, com ou sem produgao de gas), mantendo
em fileiras se@}akﬁais os tubos positivos correspondentes a cada

volume inoculado.

Nota: Essas culturas com resultado presuntivo positivo sao encami

nhadas 2o ensaio para confirmagao de coliformes totais (item
6.4.20) e para diferenciagao de coliformes fecais (item 6.4.21)

imediatamente apés a leitura dos resultados.

6.4.17 Registrar os resultados, anotando o numero de tubos com re
sultado positivo para cada volume inoculado.
+

6.4.18 Retornar a incubadora a 35 - O,SOC os tubos com resul tados

negativos, por um periodo adicional de 24 ta horgﬂ

6.4.19 Apos esse periodo, efetuar a segunda leitufa (48't 3 horas),
segundo descrito em 6.4.15, separando os tubos com resultado posi
tivo (conforme especificado em 6.4.16) - para realizagao dos ensaios
para confirmagao de coliformes totais e para diferenciacgao de coli
formes fecais - e descartando, agora, os tubos com resul tados nega
tivos.

6.4.20 Com todas as culturas, que apresentaram resultado presuntivo
positivo em 24 Y 2hea4s8 t 3 horas, realizar o ensaio confirmativo
conforme descrito-em 6.4.20.1 a 6.4.20.4, imediatamente apos as res

pectivas leituras.
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FIGURA 2 - Ensaio presuntivo - Inoculagao dos volumes da amostra

Nota:

e suas diluigoes decimais

Como procedimento alternativo, quando varios volumes inocu
lados derem resultadds positivos, pode-se efetuar a confirma
gao somente da ultima série de tubos correspondentes ao menor
volume inééhladovque apresentou resultados positivos em todos
os tubos em 24 ¥ 2 h e os tubos positivos- das series seguin

tes. Desprezar as series antecedentes de tubos com resultados
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positivos, considerando, para as mesmas, resultado confirma
tivo positivo. Todas as culturas com resultado presuntivo po
sitivo em 48 £ 3 h s3o encaminhadas a confirmagdo. Este proce
dimento alternativo so e aplicavel para amostras de aguas po
luidas e residuarias, em relagao as quais se tem comprovagao
anterior consistente sobre a confirmagao dos resultados pre

suntivos positivos.

6.4.20.1 Marcar tubos de C.L.V.B.B., correspondentes, respectivamen
te, a cada tubo de C.L.T. ou C.L. com pﬁrpura de bromocresol, com
resultado presuntivo positivo (acidificagao, com ou sem produgao de

gas).

6.4.20.2 Agitar bem cada tubo de C.L.T. ou C.L. com purpura de bro
mocresol com resultado presuntivo positivo e, com uma alg¢a de ino
culagéo ou haste de madeira estéril, retirar o material e inocular
no tubo de C.L.V.B.B. correspondente, evitando a pelicula superficial
que pode se formar no meio pfesuntivo positivo.

6.4.20.3 Incubar todos os tubos de C.L.V.B.B. inoculados, durante

48 Y 3 nha35 %t 0,5%.

6.4.20.4 Efetuar a 1leitura apés 48 ¥ 3 horas, considerando teste
confirmativo positivo para coliformes totais todos os tubos que
apresentarem formagao de gés no tubo de Durham invertido. Anotar os

resultados e calcular o NMP a partir dos dados obtidos.

6.4.21 Paralelamente a realizagao do ensaio para confirmagao de co
liformes totais, efetuar o ensaio para diferenciagao de coliformes
fecais (conforme descrito em 6.4.21.1 a 6.4.21.5) com todas as cul

turas que apresentaram resultado presuntivo positivo em 24 Y 2ne

48 ¥ 3 n,

6.4.21.1 Efetuar a marcagao de tubos de E.C. (previamente mantidos
em banho-maria a 44,5 + O,ZOC durante, no minimo, 30 minutos) com os
numeros correspondentes a cada tubo de meio presuntivo (C.L.T. ou
C.L. com pﬁrpura de bromocresol) em que se verificou acidificacgao,

com ou sem formagao de gas.

6.4.21.2 Agitar bem cada tubo positivo de C.L.T. ou C.L. com pﬁg
pura de bromocresol e, com uma alga de inoculagao ou haste de madei
ra estéril, colher um indculo da cultura e transferi-lo para o tubo
de E.C. correspondente, evitando a pelicula superficial que pode se

formar na cultura presuntiva positiva.

6.4.21.3 1Incubar todos os tubos de E.C. inoculados, no maximo ate
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30 minutos apés a inoculagéo, em banho-maria a 44,5 b O,2OC durante

24 to horas.

6.4.21.4 Efetuar =2 leitura, considerando, como resultado positivo
para o teste, todos os tubos que apresentarem formagao de gés no

tubo de Durham.
6.4.21.5 Com os dados obtidos, calcular o NMP de coliformes fecais.

6.5 Ensaio completo

Notas: a) A aplicagao do teste completo € recomendada especifica

mente para amostras de aguas destinadas a consumo humano

(tratadas ou brutas), para comprovar definitivamente a
ocorrencia de coliformes totais, visto que a presenga
destas bacterias na agua pode impugnar sua utilizacao

para essa finalidade.

b) Este teste e recomendado também como um procedimento de
controle de gualidade analitica, devendo ser aplicado a,
no minimo, 10% das amostras analisadas que apresentaram
resultado positivo no ensaio confirmativo.

c) As culturas que apresentaram resultados positivos tanto
no C.L.V.B.B. como no meio E.C. nao requerem a aplicagao
deste teste.

d) A coloragao de Gram e o teste de oxidase nao sao de rea
lizagao obrigatoria no exame completo para amostras de
éguas potaveis, visto nao ser freqliente, nesse tipo de
agua, a ocorréncia de bactérias Gram-positivas e organis
mos formadores de esporos que conseguem sobreviver ao pro

cedimento seletivo de triagem.

6.5.1 Se a finalidade do exame for o ensaio completo, prosseguir

apenas com as culturas com resultado positivo em C.L.V.B.B. e que

apresentaram resultado negativo no meio E.C.

6.5.2 Identificar placas de Agar EAM, correspondendo, cada uma, a

um tubo de C.L.V.B.B com resultado positivo.

6.5.3 Flambar e resfriar uma alga de inoculagao de platina ou ni

quel-cromo, com um aro de 3. mm de»diametpo em .sua extremidade,

-

6.5.4 Agitar e inclinar o tubo de C.L.V.B.B e mergulhar a extremi

dade da alga de inoculagao no liquido do tubo a uma profundidade de,

aproximadamente, 1 cm, para colher um inoculo da cultura.
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a) depositar o inoculo em um ponto nas bordas da placa de
Agar EAM, gira-la e iniciar seu espalhamento na superfi
cie do primeiro quadrante, tomando cuidado para que a

parte encurvada da alga toque apenas a superficie do meio,
evitando racha-1lo;

O O

re

b) girar novamente a placa e continuar o espalhamento no 29

O

c) proceder dessa maneira até completar a semeadura em toda a

quadrante;

superficie do agar.

93}

.5.5 TFechar e incubar a placa em posigao invertida durante 24 2n
a 35 ¥ 0,5%.

-

6.5.6 Apés o) periodo determinado de incubagéo, efetuar a leitura,
considerando como tipicas de coliformes as colonias nucleadas, com
ou sem brilho metalico; considerar como colonias atipicas de coli

formes as colonias r6seas, mucéides, opacas e sem nucleo e, como coO
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lonias negativas, todos os outros tipos.

6.5.7 Selecionar 3 coldnias isoladas, escolhendo 2 colonias tipi
cas e 1 atipica, e semear, com auxilio de uma alga de inoculagao,
cada uma delas em um tubo de Caldo lactosado e em um tubo de Agar

nutriente inclinado.

6.5.8 Incubar o Caldo lactosado durante 24-48 horas e o Agar nutri

ente inclinado durante 18-24 h, ambos a 35 + O,SOC.

6.5.9 A partir das culturas em Agar nutriente inclinado, correspon
dentes a colonias que apresentaram resultado positivo no Caldo lac
tosado (producao de gas), efetuar o teste para pesquisa da oxidase e

preparar o esfregago para a coloragao de Gram.

a) teste para pesquisa da oxidase: com uma alga de inoculagao
de platina, devidamente flambada e esfriada, retirar uma
pequena quantidade do crescimento em Agar nutriente e to
car uma folha de papel de filtro, previamente colocada no
fundo de uma placa de Petri estéril e embebida em solugao
de cloridrato de N-N-N'-N'-tetrametil-p-fenilenodiamina. A
reacao e evidenciada pelo desenvolvimento de coloragao
azul intensa em aproximadamente 30 segundos, né local em
que foi depositada a cultura. Se nenhuma ou discreta rea
gao se desenvolver no periodo de dois minutos de observa
¢ao, considera-se como prova negativa. Os coliformes nao
possuem a enzima .citocromo-oxidase, sendo esperada, por
tanto, resposta negativa neste teste. Para a realizagao

do teste, usar sempre, como controle positivo, uma cultu

ra oxidase-positiva (Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas
hydrophila) e uma cultura oxidase-negativa (Escherichia
coli;

b) Coloragao de Gram:
b.1 Preparagao do esfregago:

- limpar bem uma lamina de vidro, para livra-la de
qualquer trago de pelicula oleosa:

- colocar uma gota de égua destilada sobre a lamina;

- com uma alga de inoculagéo, colher uma pequena quan
tidade de crescimento bacteriano. na superffbie do
Agar nutriente inclinado e suspende-la na gota de
agua destilada;

- com a ponta da alga de inoculagao, espalhar sobre
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a lamina. de modo a formar uma pelicula bem fina;
~ fixar o0 esfregago, passando a lamina 3 vezes sobre

uma chama.

b.2 Coloragao de Gram: Para a coloragao pelo me todo de

Gram, proceder da seguinte forma:

- cobrir o esfregago durante 1 minuto com solugao de
cristal violeta;

- remover o excesso da solugao de cristal violeta da
lamina, lavando—gc levemente com égua corrente;

- cobrir o esfregago com solugao de lugol durante 1
minuto;

- descorar o esfregago, usando uma solugao de alcool-
—acetona (1:1);

- cobrir o esfregago, durante 15 segundos, com solu
gao de safranina, diluida segundo item 5.13.3;

- lavar a lamina em agua corrente e enxuga-la delica
damente com papel filtro, atraves de leve compres

sao do mesmo sobre a lamina.

6.5.10 Examinar as laminas ao microscopio, usando objetiva de imer
s3o. As bacterias coliformes sao bacilos nao esporulados, Gram-nega
tivos (corados em rosa) e podem aparecer aos pares ou raramente em

pegquenas cadeias.

6.5.11 Para cada tubo de CLL.V.B.B. submetido ao teste completo, e
considerado resultado positivo para a presenga de coliformes neste
teste, se pelo menos uma das 3 colonias isoladas no Agar EAM apre
sentar produgao de gés no Caldo lactosado, resposta negativa para
o teste de oxidase e for demonstrada a presenga de bacilos Gram-ne
gativos nao esporulados na coloragao de Gram correspondente.. Para
o calculo do NMP, considerar o n? de tubos C.L.V.B;B.;cdja positivi

dade foi comprovada atraves dos resultados do teste completo.

Nota: O esquema do procedimento completo e apresentado na Figura 3.

7 RESULTADOS

7.1 Calculo do namero mais provavel (NMP/100 mL)

-

7.1.1 A densidade de coliformes e expressa como NMP de coliformes

por 100 mL, o qual é obtido através de tabelas, em que sao dados os

limites de confianga de 95% para cada valor de NMP determinado.
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FIGURA 3 - Esquema do procedimento para determinagao de coliformes

totais e fecais pela técnica de tubos multiplos
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7.1.2

quando sao inoculadas 5 porgoes de 10 mL da amostra.

A Tabela 1 fornece o NMP para todos os resultados

possiveis, -

TABELA 1 F.indice de NMP e limites de confianga de 95%

quando sao inoculadas 5 porgoes de 10 mL da

amostra

Numero de tubos com rea
Gao positivay a partir

fndice de NMP

Limites de confianga

100 mL de 95%
de 5 tubos de 10 mL Inferior Superior
0 <2,2 0 6,0
1 2,2 0,1 12,6
2 5,1 0,5 19,2
3 9,2 1,6 29,4
4 16,0 3,3 52,9
5 >16,0 8,0 Infinito

7.1.3 A Tabela 2 fornece o NMP para todos os resultados

possiveis,

quando s3o inoculadas 10 porgoes de 10 mL da amostra.

TABELA 2 ~ Indice de NMP e limites de confianga de 95%,

quando sao inoculadas 10 porgoes de 10 mL da

amostra

Ngmero de tubos com rea | Indice de NMP Limites de confianga
cao positiva, a partir 100 ml, de 95%
de 10 tubos de 10 mL Inferior | Superior
o <1,1 0 3,0
1 1,1 0,03 5,9
2 2,2 0,26 8,1
3 3,6 0,69 10,6
4 5,1 1,3 13,4
5 6,9 2,1 16,8
6 9,2 3,1 21,1
7 12,0 4,3 27,1
8 16,1 5,9 36,8
9 23,0 8,1 59,5
10 > 23,0 13,5 Infinito )
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7.1.4 A Tabela 3 apresenta o NMP para varias combinagSes de resulta

dos positivos e negativos, quando sao inoculadas 5 porgoes de 10 mL,
5 porgoes de 1 mL e 5 porgoes de 0,1 mL da amostra. Embora os volu
mes indicados se refiram mais especificamente a amostras de aguas
pouco poluidas, esta Tabela também pode ser utilizada quando volumes
maiores ou menores da amostra sao inoculados. Para sua utilizagao, pro
curam-se os codigos formados por tres algarismos correspondentes ao
numero de tubos com resultado positivo em tres séries consecutivas
inoculadas. Para a obtengao do NMP de coliformes totais, O cédigo e
composto a partir dos tubos com resultado positivo nomeio C.L.V.B.B.
(ensaio confirmado) ou, no caso de ter-sido efetuado o exame comple
to, a partir do numero de tubos de C.L.V.B.B., em relacao aos guais
a positividade dos resultados foi confirmada atraves de testes adi
cionais (coloragao de Gram negativa, teste negativo para oxidase e pro
ducao de gas em Caldo lactosado pelas colonias isoladas de cada tubo
de C.L.V.B.B. com resultado positivo no ensaio confirmativo). Para
a determinagéo do NMP de coliformes fecais, o cédigo é composto a
partir dos resultados obtidos no meio E.C.

7.1.5 Utilizagao da Tabela 3

7.1.5.1 Quando sao inoculadas apenas 3 séries de 5 tubos, sendo uti
lizados os volumes indicados na Tabela (10 mL, 1 mL e 0,1 mL): Neste
caso, o NMP ¢ obtido diretamente a partir da Tabela 3. Para isto, pro
cura-se o codigo formado pelo numero de tubos com resultados positi
vos obtidos nas trés seéries consecutivas inoculadas, verificando-se
o NMP correspondente, Considerem-se os exemplos que se seguem na Ta
bela 4, nos quais sao apresentados os resultados positivos obtidos

em cada série de 5 tubos inoculados.

7.1.5.2 Quando sao inoculadas apenas trgs séries de 5 tubos, sendo
utilizados volumes decimais diferentes daqueles indicados na Tabela
3: Neste caso, procura-se o cédigo formado pélo numero de tubos. com
resultados positivos obtidos nas tres seéries consecutivas inocul adas,
verificando-se o valor do NMP correspondente a ele. O NMP/100 mL se

ra dado atravées da seguinte formula:

NMP correspondente ao codigo x 10 .

maior volume inoculado

-

Considerem-se os seguintes exemplos (vide Tabela 5).

7.1.5.3 Quando mais de 3 volumes decimais sao inoculados: Neste ca

so, para a composicao do codigo, sao utilizados apenas os resulta
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dos positivos correspondentes a trés series consecutivas inocula
das, sendo que o primeiro algarismo escolhido para compor o codigo
sera correspondente a série de menor volume da amostra (maior dilui
gao) em que todos os tubos apresentaram resultados positivos, desde
que tenham sido inoculadas diluigoes subseqiientes para totalizar
os tres algarismos para o codigo. Encontrando-se o codigo na Tabela
e o NMP a ele correspondente, o valor final do NMP & obtido atraves

da aplicagao da seguinte formula:

10
maior volume inoculado sele

Valor do NMP correspondente ao cédigo X

cionado para compor o codigo

Exemplos (vide Tabela 6).

7.1.5.4 Casos especiais

a) se menos que treés das diluicoes inoculadas apresentam
resultados positivos, para a composicao do codigo sao
selecionados os tres maiores volumes da amostra que in

cluem as séries com resultados positivos (ver Exemplo 1)
da Tabela 7);

b) se diluigoes maiores que as escolhidas para compor o cé
digo apresentarem tubos com resultados positivos, o né
mero correspondente a esses tubos e adicionado ao n? de
tubos positivos da diluigao mais alta escolhida para com
por o codigo (ver Exemplo 2 da Tabela 7); . ..

c) embora nao deva haver nenhum resultado negativo nos volu
mes superiores aqueles selecionados para a formagao do
cédigo, se isto ocorrer, o cédigo devera ser formado
considerando-se o maior volume da amostra com resultado
positivo nos cinco tubos, seguido do n¢ de tubos positi
vos correspondentes aos dois volumes decimais seguintes
(ver Exemplo 3 da Tabela .7); -

d) se todos os tubos correspondentes a todas as diluigoes
inoculadas apresentarem resultados positivos, selecionar
para a composicao do codigoy as trés maiores diluigoes
(ver Exemplo 4 da Tabela 7);

e) se todos os tubos correspondentes a todas as diluigoes inocula
das apresentarem resultados negativos, .selecionar para a formagéo

do cbdigosas trés menores diluigoes.(ver Exemplo 5. da Tabela 7).

7.2 Expressao dos resultados
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Tabela 3 - Indice de NMP e limites de confianga de 95%, quando

sao utilizados inoculos de 10 mL, 1 mL e 0,1 mL

em

séries de 5 tubos

Numero de tubos com reagao positiva

Limites de confianga

- quendo sao utilizados, em series de Indice de de 95%
5 tubos, inoculos de: y ’ )

10’mL 1 nmL 0,1 mL NMP/100mL Inferior{ Superior
o) 0 0 <2 - -
0 0 1 2 I 10
0 1 0 2 1 10
0 2 0 4 1 13
1 0 0 2 1 11
1 0 1 4 1 15
1 1 0 4 1 15

-1 1 1 6 2 18
1 2 0 6 2 18
2 (o} 0 4 1 17
2 0 1 7 2 20
2 1 o 7 2 21
2 1 -1 9. 3 24
2 2 0 9 3 25
2 3 0 12 5 29
3 ) 0 8 3 24
3 0 1 11 4 29
3 1 0 11 4 29
3 1 1 14 6 35
3 2 0 14 - 6 35
3 S 2 1 17 7 40
4 0 0 13 5 38
4 0 1 17 7 45
4 1 o . 17 7 46
4 1 -1 21 9 55
4 1 2 26 12 63
4 2. 0 22 9 56
4 2 1 26 . 12 65
4 3 0 27 12 67

.4 3 1 33 15 77
4 4 0 34 16 -80
5 0 o 23 9 86
5 0 1 30 10 110
5 0o 2 40 20 140
5 1 0 30 10 120
5 1 1 50 20 150
5 1 2 60 30 180
5 2 0 50 20 170
5 2 1 70 30 210
5 2 2 90 40 250

-5 3 0 80 30 250
5 3 1 110 40 300
5 3 2 140 60 360
5 3 3 170 80 410
5 4 0 130 50 390
5 4 1 170 - 70 480
5 4 2 220 100 580
5 4 3 - 280 120 690
5 4 4 350 160 820
5 5 0 240 100 940
5 5 1 300 100 1300
5 5 2 500 200 2000
5 5 3 900 300 2900
5 5 4 1600 600 5300
5 S 5 > 1600 - -
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7.2.1

Os resultados sao expressos como:

a) NMP/100 mL de coliformes totais; e
b) NMP/100 mL de coliformes fecais.

/TABELAS 4,

5

‘e

6
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TABELA 4 - Exemplos
Numeros de tubos com resultados po ~ Codigo
sitivos em cada série de 5 tubos (Cbmbln?ggo de resulta | NMP/100
Exemplos inoculados com: dos positivos e nega—
10 mL 1 mL 0,1 mL | tivos) mL
1 5 2 0 520 50
2 4 2 0 420 22
3 5 5 1 551 300
4 5 5 5 555 >1 600
Tabela 5 - Exemplos
Volumes Numero de tubgs com resultados positi- NMP cor ;
decimais :g;:em cada serie de 5 tubos inoculados . geSpon: Calculo NMP/100
inoculados [T 00 10 |1(10°) 10-1] 10-2[ 10-3[10-% Codigo aznzzdi do NMP "
ak ol | ol ml ol | wm L. go . -~
(al) L | aL L
100-10-1 5 4 0 540 130 10 13
130 x BT
10° 2 1072 5 | o | o 500 23 10 230
23 x -]
107! 21073 s 11 | oo 410 17 > 10 1700
17 x ——
0,1
1072107 3 0 0 300 8 g x 10 8000
0,01
Tabela 6 - Exemplos
Volumes Numero’de tubos com resultados positivos em ST .
e cada serie de 5 tubos inoculades conm: Codigo. €L | cafculo NMP / 100
decimais T . R _ selecio ;eszon— ) .
i ~ - - = - - "E¥tZ {dente aol 0
ln?ctlad°s 10 |10 J107 [ 1072 1107 [207 {107 |10 fnado. T [Coios” | e n
nl) nL ml | nmL mb | mL ml L1 R S
10 2107 | s 5 (31} -1 -1-]- s31 | 10 110 « 22 | 1,1 x 103
1
10°a10° | - | s |s | 2| 1]of-|- 521 70 [70x 27,0 x10%
0,1
wlawS| - | - s | s |s | 2] 0] - 520 50 |50 x——|%,0 x 10°
- - - 0,001
0.0 - - - 5 5 0 0 0 500 23 x—o | 2,3 x 10°
- - - 0,001
Obs: Numeros grifados correspondem ao nimero de tubos positivos selecionados para compor o cédigo.
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/TABELA 7
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TABELA 7 - Exemplos
Volumes N2 de tubos com resultados positi| Codigo |NMP cor-{ Calculo
Exemplos decimais |vos, em cada serie de 5 tubos, ~ selegio‘ respon- | 4o P e /
cllnoculé inoculados com: nado ~ |dente ao ° 100 mlL,
oS . - i
1 |19 107t} 1072] 1073 codigo
- - mlL-j-mt | nb nl
W
1 ho-107 // al1]o o 410 17 17x 2| 1o
/ »
(o) ~5 10 4
2 Ji°-10 // s|s5|4 |1 542 220|220 x 5g-| 2,2 X 10
/]
3 fw'-10a | slalofo s90 |13 {130x32 |1,3x10°
I R ' , 10 7
4 |1077-10 s5{s |s| s | 5| ss5 |[>600 [>1600x=21>1,6x 10
/ === 0,001
7 //,/, - '
5 10‘1-165////9_3 ofolofof| oo |<2 |c2xgx| <20
....... R

/ANEXO A
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/ANEXO A
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ANEXO.A - INFORMACOES. COMPLEMENTARES

A-1 Ensaio.presuntivo:.concentragao.dos.meios.de.cultura

Os meios de cultura, empregados no ensaio presuntivo (Caldo iactosa

do ou Caldo lauril-triptose com pﬁrpura de bromocresol), devem

ser
preparados em concentragéo adequada para que a adigao de porgSes de
10 mL, ou mais, da amostra nao determine uma redugéo na concentra

950 dos ingredientes. Para isso deve-se observar as orientagaes apre
sentadas nas Tabelas 8 e 9.

Tabela 8 - Preparo.do caldo.lactosado comApﬁrpura de bromocresol

Volume da amostra a Volume do meio de cul |Volume do’meio de cul | Quantidade requerida
ser inoculada tura no tubo tura + inoculo do meio desidratado
"Lactose Broth"
(mL) (mL) (ntL) (g/L)

1 10 ou mais 11 ou mais 13,0

10 10 20 ’ 26,0

10 20 30 19,5

100 50 150 39,0

100 35 135 50,1

100 20 120 78,0

Tabela. 9 - Preparo do caldo lauril-triptose com.pﬁrpuraAde_

bromocresol

Volume da amostra a Volume do meio de cul |Volume do'meio de cul Quantidade fequerida
ser inoculada tura no tubo . ~ |tura + inoculo do meio desidratado
: 'Lauril-Triptose Broth™
o (mb) oo {mt) o oo A{mL) L (q/L)
1 10 ou mais 11 ou mais 36,6
10 10 20 71,2
10 20 30 53,4
100 50 150 106,8
100 35 135 '137,1
100 20 120 213,6 _

A-2 1Indicagao dos ensaios de colimetria

a) Ensaio presuntivo: e requerido como primeira etapa do teste
para determinagéo do NMP de coliformes em todos os tipos de
amostra. Antigamente, era utilizado como unica etapa para o
exame de amostras de corpos receptores de esgoto e para se

estabelecer o tratamento de éguas brutas, mas, atualmente,

exige-se tambem a realizagao do ensaio confirmativo;
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b) ensaio ccnfirmativo: a realizacao deste ensaio, em conti
nuidade ao ensaio presuntivo, e requerida para todos os ti
pos. de égua, na determinagéo do NMP de coliformes;

c) diferenciagao para coliformes fecais: e aplicada na inves
tigagao da poluigéo de ceorpos de égua, tratamento de esgo
tos, éguas para recreagao e, juntamente ccm o grupo cclifor

me, para mcnitoramento de éguas tratadas.

A-3 Cuidaedcs especiais ccm a vidraria

Ver Ncrma CETESE M1.00l1 - Lavagem, preparo e esterilizagao de mate

riais em laboratorios de microbiologia.

A-4 Controle de qualidade,davéguavdestilada

A égua destilada, a ser empregada nc preparo de meios de cultura e
solugSes, deve ser de alta qualidade, livre de substancias toxicas
ou nutritivas que possam influenciar nsa sobrevivéncia e crescimen
to de microrganismos. E recomendavel a avaliagao peribdica de sua
qualidade, atraves da realizagéo de testes especificoé. Ver Norma

CETESB 15.215 - Prova de adequabilidade da*égua destilada para fins microbiolégicos.

A-5 “Controle. de qualidade de meios. de-cultura

»

E recomendavel a realizagéo de testes especificos para avaliagéo e
controle de qualidade dos meios de cultura a serem empregados no
teste para determinagao do NMP de coliformes. Ver Norma CETESB'L5.216

-~ Controle de qualidade de meios de cultura.

A-6 Técnica. de.tubos.-multiplos.-. Avaliagao dos. resultados

Os diferentes cédigos correspondentes as combinagoes de resultados
peositivos e negativos, empregados para o calculo do NMP, tém dife
rentes expectativas de ocorréncia e a analise dcs cédigos obtidos no
laboratorio fornece informagoes sobre a precisao dos técnicos na exe
cugdo da anadlise e adequagao da técnica ao tipo de amostra de  agua
analisada. Ver Norma CETESB L5.010 - Avaliacgao de laboratorios de

analises bacteriologicas de agua.
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